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RESUMEN

El cancer es un conjunto de enfermedades caracterizadas por la proliferacion descontrolada
de células que adquirieron mutaciones que les brindan ventajas con respecto a las células
normales. En la actualidad, el cancer es una de las principales causas de muerte a nivel
mundial, siendo responsable de millones de decesos anualmente. Uno de los mayores desafios

de esta enfermedad radica en la falta de terapias efectivas.

La presente tesina se centra en la caracterizacion y evaluacion de un nuevo anticuerpo,
denominado Tandem IgG/IgA, diseniado para su aplicacion en inmunoterapia del cancer. Este
anticuerpo se genero a partir del anticuerpo Chi-Tn (IgG1), al cual se le han anadido al extremo
carboxilo terminal los dominios CH2 y CH3 de la IgA2, con el objetivo de combinar las ventajas
funcionales de ambos tipos de inmunoglobulinas. El anticuerpo Tandem IgG/IgA, al igual que
el anticuerpo Chi-Tn, esté dirigido contra el antigeno Tn, un antigeno carbohidrato asociado
a tumores (TACA) que se expresa en un alto porcentaje de carcinomas malignos, pero no en

tejidos sanos.

En esta tesina se evaludé al anticuerpo Tandem IgG/IgA en términos de su produccion,
estructura y funcionalidad, utilizando diferentes abordajes metodologicos (SDS-PAGE,
Western Blot, Citometria de Flujo, Inmunofluorescencia indirecta e Inmunohistoquimica).
Los estudios mostraron que el anticuerpo Tandem IgG/IgA mantiene caracteristicas
estructurales de ambos tipos de inmunoglobulinas y demuestra una alta capacidad para
reconocer el antigeno Tn en diversas lineas celulares tumorales (Bxpc3, T3M4, L3.6, CT26 y

MC38) y en cortes histologicos de tejidos tumorales humanos.

Los resultados obtenidos muestran que el anticuerpo Tandem IgG/IgA conserva la capacidad
de reconocer al antigeno Tn en diferentes presentaciones, lo que lo posiciona como un
potencial candidato para la inmunoterapia dirigida en el tratamiento de distintos tipos de
cancer. Sin embargo, se requiere realizar ensayos adicionales in vitro e in vivo para evaluar su
capacidad de generar muerte celular tumoral. Este trabajo abre nuevas perspectivas para la
utilizacion de anticuerpos en Tandem IgG/IgA en la inmunoterapia del cancer, con la

posibilidad de mejorar la eficacia y especificidad del tratamiento antitumoral.

Palabras clave: Cancer; Inmunoterapia; Glicobiologia; Antigeno Tn; Anticuerpo en TAndem

IgG/IgA
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1.INTRODUCCION

1.1 Cancer: definicion y epidemiologia

El cancer constituye un conjunto de enfermedades caracterizadas por la proliferacion
descontrolada de células transformadas que, debido a alteraciones a nivel genético y
epigenético, presentan ventajas selectivas con respecto a las células normales (Brown et. al,
2023). Las mutaciones presentes en las células tumorales son resultado de errores durante la
replicacion y/o reparacion del ADN, y pueden ser causadas por factores exdgenos tales como
rayos UV o agentes quimicos carcindgenos; asi como por factores endégenos, como especies
reactivas del oxigeno, fallas en el funcionamiento de enzimas relacionadas con la replicacion
o reparacion del ADN, entre otros (Martincorena & Campbell, 2015). Estas mutaciones suelen
encontrarse en genes relacionados con procesos como la proliferacion, diferenciacion y
apoptosis celular, asi como procesos metabolicos, confiriéndoles a las células tumorales la
capacidad de crecer y dividirse de manera descontrolada. Ademas, en ocasiones, ciertas
mutaciones les permiten a las células tumorales invadir vasos sanguineos o linfaticos y migrar
hacia otros sitios del organismo, en un proceso conocido como metastasis (O’Connor & Adams,

2010).

El cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial, siendo
responsable de aproximadamente 10 millones de decesos en el afio 2020 (OMS, 2020). Segin
las estadisticas proporcionadas por la Agencia Internacional para la Investigaciéon del Cancer
de la Organizacion Mundial de la Salud, se estima que para el afio 2040, el nimero de muertes
ascendera a 16,4 millones, consolidandose como uno de los principales problemas de salud a
nivel global (National Cancer Institute, 2020). En Estados Unidos, el cancer es la causa de
muerte mas frecuente en personas menores a 85 anos, y se estima que en el ano 2024 causara

en ese pais mas de 600.000 muertes (Siegel, et al., 2024).

En Uruguay, las cifras no son menos preocupantes que en el resto del mundo. En
nuestro pais, el cancer es la causa de muerte mas frecuente en personas menores a 70 anos, y
se calcula que en el periodo comprendido entre los afios 2015 y 2019 fue responsable de 8244
muertes al afio en promedio. Los tipos de cancer mas frecuentes en Uruguay son el cancer de
mama, prostata, colorrectal y pulmén. En cuanto a la mortalidad, en mujeres el cancer de
mama es el tipo de cancer con mayor tasa de mortalidad, seguido del cancer de pulmon;
mientras que, en los hombres, las estadisticas las lidera el cincer de pulmén, seguido del

colorrectal (Fig. 1) (Comision Honoraria de Lucha contra el Cancer, 2023).
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Figura 1. Epidemiologia del cancer en Uruguay en el periodo 2015-2019. Se muestran las
tasas de incidencia y mortalidad de los tipos de cancer mas frecuentes en hombres y mujeres en

Uruguay. Tomado y modificado de la Comisién Honoraria de Lucha contra el Cancer (2023).

En el afio 2000, Douglas Hanahan y Robert Weinberg publicaron un articulo en la
revista Cell, donde detallaron seis alteraciones en la fisiologia celular que dictan el proceso de
transformacion de una célula normal en una célula neoplasica y la generacion de un tumor
maligno. A estos seis elementos fundamentales los denominaron hallmarks del cancer, y son:
mantenimiento de la sefalizacion proliferativa, evasion de sefiales supresoras del crecimiento,
resistencia a la muerte celular programada, inmortalidad replicativa, induccion del proceso de
angiogénesis y adquisicion de la capacidad de invadir tejidos (metéstasis). De este modo, los
autores lograron reducir la alta complejidad y heterogeneidad del cancer a seis caracteristicas

que se repiten en la mayoria, si no en todos los tipos de tumores (Hanahan & Weinberg, 2000).

En el afio 2011, Hanahan y Weinberg publicaron una actualizacion de los hallmarks
del cancer. En este articulo, los autores plantearon dos “caracteristicas habilitadoras”,
responsables de permitir a las células adquirir los hallmarks ya mencionados. Por un lado,
plantean la inestabilidad genémica, que eventualmente causa la generacion de mutaciones al
azar, acelerando la adquisicion de estas caracteristicas en las células y brindandoles ventajas
selectivas. Por otro lado, mencionan a la inflamacién créonica como otra caracteristica
habilitadora, ya que paraddjicamente, la inflamacién provee una variedad de moléculas al
microambiente tumoral que eventualmente terminan favoreciendo la progresion y
crecimiento del tumor. Asimismo, los autores proponen dos nuevos hallmarks emergentes. El
primero, la reprogramacion del metabolismo energético, refiere a cambios en las células a
nivel metabdlico que les permiten redirigir su metabolismo para favorecer los procesos de
crecimiento y division celular. El segundo, la inmunoevasion, refiere a la capacidad de las
células tumorales de evadir los mecanismos de deteccion y destruccion del sistema inmune
(Fig. 2, A) (Hanahan & Weinberg, 2011).




En 2022, Hanahan publicé una nueva actualizaciéon sobre los hallmarks. En ella,
defini6 nuevos elementos importantes en la generacion de tumores neoplasicos. La plasticidad
fenotipica, que le permite a las células neoplasicas evadir las restricciones de la diferenciacion
terminal y lograr proliferar; la reprogramaciéon epigenética, que refiere a cambios no
mutacionales a nivel de la cromatina que generan cambios en la expresién génica de las
células; los microbiomas polimorficos, referidos a la variedad de microorganismos presentes
en la epidermis y los tejidos mucosos, que tienen impacto sobre la salud y enfermedad de los
individuos; y las células senescentes, que contribuirian a la proliferacion celular, evasion de la
apoptosis, induccion de la angiogénesis, estimulacion de la metéstasis y supresion de

mecanismos inmunes (Fig. 2, B) (Hanahan, 2022).
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Figura 2. Hallmarks del cancer. En la Figura 2A, se observan los ocho hallmarks y las dos
caracteristicas habilitadoras propuestas por Hanahan y Weinberg en 2011. En la Figura 2B, se afiaden

los cuatro elementos propuestos por Hanahan en el ano 2022. Tomado de Hanahan, 2022.

Los avances en el estudio del cancer a nivel molecular de los dltimos tiempos han
permitido dilucidar la heterogeneidad genética, transcriptomica y epigenética de los tumores,
dirigiendo cada vez mas los esfuerzos del personal cientifico y médico al desarrollo de la
medicina personalizada (Palucka & Coussens, 2016). De esta manera, la comprension del
cancer ha evolucionado, desde entender a los tumores inicamente como masas de células que
crecen descontroladamente, a comprenderlos como tejidos heterogéneos formados por una
gran variedad de células, que interactian entre si de maneras diversas dentro del

microambiente tumoral (Hanahan & Weinberg, 2011).

1.2 Cancer e inmunidad

A pesar de que actualmente la estrecha relacion entre el cancer y el sistema inmune
nos resulta obvia, la comprensiéon de cémo estos dos elementos interactiian y su importancia

es relativamente reciente en la historia. Uno de los primeros intentos de la comunidad
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cientifica en relacionar al sistema inmune y el cancer fue por parte de los alemanes Fehleisen
y Busch, quienes de manera independiente observaron como pacientes oncolégicos que
cursaban erisipela presentaban una disminucién significativa del tamafio tumoral (Busch,
1867; Fehleisen, 1882). No obstante, fue el cirujano William Bradley Coley, el cual hoy en dia
se considera el padre de la inmunoterapia, quien realiz6 avances significativos en el afio 1891
(Dobosz & Dzieciatkowski, 2019). Coley observé que numerosos casos de pacientes con cancer
presentaban remision espontinea luego de desarrollar erisipela, por lo que decidi6 inocular
con toxinas estreptococicas para tratar a pacientes con sarcoma. Sus intentos fueron exitosos,
llegando incluso a denominar a estas toxinas como “toxinas de Coley” (Coley, 1893). Sin
embargo, debido a diversos factores, los avances de Coley no siguieron desarrollandose de

manera profunda en la comunidad cientifica (Dobosz & Dziecigtkowski, 2019).

Si bien hubo algunos descubrimientos importantes luego de Coley, no fue sino hasta la
segunda mitad del siglo XX que la inmunologia recobr6é importancia. Esta época estuvo
marcada por hitos como el descubrimiento del interfer6n (Isaacs & Lindenmann, 1957), las
células T (Miller et al., 1967), las células dendriticas (Steinman, 1973) y las células natural
killers (NKs) (Kiessling et al., 1975). Con el resurgimiento de la inmunologia, resurgi6é también
un concepto que habia sido dejado atras: la inmunovigilancia. La nocion de que el sistema
inmune tiene la capacidad de reconocer y eliminar células malignas fue concebida por primera
vez por Paul Ehlrich (Ehlirch, 1909). Pasaron mas de cuarenta afios para que el concepto
planteado por Ehrlich fuera definido como la teoria de la inmunovigilancia. Esto fue llevado a
cabo por dos cientificos, Burnet y Thomas, basdndose en la observacion de que, al realizar
trasplantes singénicos de tumores en ratones, existia un rechazo inmuno-mediado de los
mismos (Burnet, 1957; Thomas, 1959). No obstante, la obtencion de resultados no
concluyentes sumados a la observaciéon por parte de otros cientificos de que ratones nude
atimicos no presentaban mayor riesgo de desarrollar cancer con respecto a los wild type

(Ryagaard & Povlsen, 1974), llevaron a que la teoria se abandonara.

En la década de 1990, el concepto de inmunovigilancia recobro6 fuerza debido a una
serie de nuevos descubrimientos. En 1994, Dighe y colaboradores reportaron que sin la accion
del IFN-y, la tumorigenicidad de las células tumorales aumentaba significativamente,
demostrando la importancia de esta citoquina en la inmunidad antitumoral (Dighe, 1994).
Adicionalmente, en 1998, se descubrié que ratones deficientes para el receptor de IFN-y
desarrollaban tumores con mayor velocidad que los ratones wild type al ser expuestos a
metilcolantreno, un carcinégeno quimico (Kaplan et al., 1998). A esto, se le sumaron nuevas
observaciones tales como que ratones knockout para perforina eran mas propensos a
desarrollar tumores al ser expuestos al metilcolantreno (van den Broek, et al., 1996; Street, et

al., 2001), o que ratones deficientes en RAG2 eran més susceptibles a desarrollar sarcoma
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inducido por metilcolantreno (Shankaran, et al., 2001). Las observaciones mencionadas en
ratones, sumadas a observaciones en seres humanos, relacionadas a la mayor susceptibilidad
de individuos inmunodeprimidos a desarrollar céncer, soportan la teoria de la
inmunovigilancia. Sin embargo, estos hallazgos seguian sin explicar como el cancer podia
ocurrir en personas inmunocompetentes. Para responder a esta pregunta, Schreiber propuso

el término inmunoediciéon (Manjili, 2011).

1.3 Teoria de inmunoedicién tumoral

Originalmente, el concepto de inmunovigilancia referia a la capacidad del sistema
inmune de proteger al organismo contra la aparicion de tumores y de actuar inicamente en
etapas tempranas de la transformacion de las células tumorales. Sin embargo, en 2001 un
hallazgo importante anadi6 informacion crucial: el sistema inmune no sélo tiene un rol
protector contra los tumores, sino que también tiene un rol “modelador” sobre la
inmunogenicidad del tumor, promoviendo la seleccion de células tumorales menos
inmunogénicas capaces de evadir los mecanismos de destruccion (Shankaran, et al., 2001).
Este rol dual del sistema inmune es lo que explica la paradoja del desarrollo de tumores en
individuos inmunocompetentes, y es lo que llevd a Dunn y colaboradores a actualizar el

término de inmunovigilancia, para plantear el de inmunoedicién (Dunn, et al., 2002).

La teoria de inmunoedicion tumoral plantea que el proceso de desarrollo de un tumor
maligno ocurre en tres fases conocidas como las “3 E”: Eliminacion, Equilibrio y Escape (Fig.
3). Estas fases ocurren secuencialmente, aunque ciertas células tumorales pueden partir desde
una fase mas tardia, sin tener que pasar por las fases mas tempranas. Es importante mencionar
que para que el mecanismo de inmunoedicién ocurra, primero deben fallar los mecanismos
de supresion tumoral intrinsecos, es decir, reparacion del ADN, senescencia y/o muerte

programada (Schreiber et al., 2011).
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Figura 3. Inmunoedicion del cancer. Segin la teoria de inmunoedicion tumoral, el proceso de
desarrollo de un cancer ocurre en tres fases secuenciales: Eliminacion, Equilibrio y Escape. Tomado de

Schreiber et al., 2011.
1.3.1 Eliminacion

A esta primera fase, Schreiber la describe como una version actualizada del concepto
de inmunovigilancia. En esta fase, el sistema inmune innato y adaptativo trabajan en conjunto
para detectar y eliminar células transformadas que han escapado a los mecanismos de
supresion tumoral intrinsecos, antes de que se desarrolle un tumor clinicamente detectable

(O’Donell et al., 2018; Schreiber et al., 2011).

Actualmente, sabemos que la presencia de células transformadas puede generar la
aparicion de “senales de peligro” que alertan al sistema inmune. Por ejemplo, se ha observado
que algunas células tumorales presentan altos niveles de moléculas pro-fagociticas expuestas
en su superficie, como la fosfatidilserina o la calreticulina (Vallabhapurapu et al., 2015; Chao
et al.,, 2010). En este mismo sentido, en algunos casos las células tumorales presentan
aumentada su expresion de moléculas de estrés celular como MICA/B en humanos, o RAE-1y
H60 en ratones. Estas moléculas de estrés celular son ligandos NKG2-D, un receptor activador

presente en las células natural killers y en otras células de origen linfoide como linfocitos
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TCD8+* activados, linfocitos NKT, etc. La unién de los ligandos al receptor NKG2-D promueve
la liberacion de citoquinas proinflamatorias al microambiente, contribuyendo a la respuesta

inmune antitumoral (Guerra et al., 2008; Schreiber et al., 2011).

Ademas, las células tumorales exhiben antigenos que las diferencian de las células
normales. Estos antigenos pueden ser reconocidos por células inmunes, las cuales si se activan
pueden contribuir a la eliminacion del tumor (Schreiber et al., 2011; Ponomarev & Shubina,
2019). Los antigenos tumorales se pueden dividir en dos categorias principales: antigenos
asociados a tumores (TAA), o antigenos especificos de tumores (TSA) (Feola et al., 2020). Los
TAA comprenden proteinas propias cuya expresion se encuentra alterada en las células
tumorales con respecto a las células normales. Estos tltimos, incluyen proteinas restringidas
a células germinales, o proteinas involucradas en la diferenciacion de ciertos linajes celulares,
entre otras (Hollingsworth & Jansen, 2019). Los TSA se conforman por dos subcategorias, los
neoantigenos y los antigenos oncovirales. Los neoantigenos refieren a antigenos especificos de
tumores producto de mutaciones en el ADN de las células tumorales, y tienen la particularidad
de ser especificos de cada paciente (Xie et al., 2023). Por tltimo, los antigenos oncovirales,
como su nombre lo indica, son proteinas que tienen origen viral e inducen la transformacion
de células normales a células malignas. Un virus muy conocido por poseer la capacidad de

transformar células normales es el Virus del Papiloma Humano (Feola et al., 2020).

Cuando las células del sistema inmune innato y adaptativo son capaces de eliminar
completamente a las células tumorales, la fase de eliminacion representa un punto final del
proceso de inmunoedicién (Schreiber et al., 2011). Sin embargo, en ocasiones algunas
variantes de células tumorales pueden resistir el proceso de eliminacion, y entrar en la

siguiente etapa de la inmunoedicion.
1.3.2 Equilibrio

En la fase de equilibrio, el sistema inmune adaptativo se encarga de mantener bajo
control el crecimiento del tumor. Esto se debe principalmente a que la velocidad de
proliferacién de las células tumorales se iguala a la velocidad de muerte de las mismas
provocada por las células del sistema inmune (Phan & Croucher, 2020). Ademas, se ha
propuesto que el sistema inmune en la fase de equilibrio permite la permanencia de células
tumorales residuales en un estado funcional de dormancia, y estas células pueden permanecer
en ese estado latente por afos antes de reanudar su proliferaciéon (Aguirre-Ghiso, 2007). La
fase de equilibrio es la etapa més larga del proceso de inmunoedicion, la cual puede durar
incluso durante toda la vida del individuo, y su principal diferencia con la fase de eliminaci6on
es que en esta fase no interviene el sistema inmune innato, sino que Gnicamente interviene el

sistema inmune adaptativo (Schreiber, 2011).
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En el afio 1998, dos pacientes fueron sometidos a un trasplante de rinén que result6 en
ambos casos satisfactorio. Sin embargo, a los dos afnos, ambos pacientes fallecieron debido a
un melanoma secundario, sin poderse localizar en ninguno de ellos un melanoma primario. Al
rastrear los casos, se encontrdé que los dos pacientes habian recibido un rifién del mismo
donante, a quien en 1982 le habian removido un melanoma primario y presentaba un
diagnostico clinico libre de enfermedad. Los melanomas secundarios de los pacientes se
podrian explicar por la presencia de células de melanoma en los rifiones trasplantados en un
estadio de equilibrio (MacKie et al., 2003). Este y otros casos clinicos similares fueron los
pioneros en plantear la idea del equilibrio. No obstante, la evidencia més contundente provino
de un estudio donde se demostr6 que ratones inmunocompetentes tratados con dosis bajas de
metilcolantreno, albergaban células tumorales ocultas, incluso sin desarrollar tumores
clinicamente detectables. Se demostré ademas que estas células neoplasicas eran células
transformadas pero no proliferativas, y que el bloqueo de componentes del sistema inmune
adaptativo provocaba la aparicién de tumores en el sitio de inoculacién de manera acelerada

en la mitad de los ratones (Koebel et al., 2007).
1.3.3 Escape

Los mismos mecanismos inmunes responsables de mantener al tumor en fase de
equilibrio, son los que terminan ejerciendo presiéon selectiva sobre las células tumorales,
promoviendo la supervivencia de aquellas que poseen las mutaciones mas inmunoevasivas
(Fig. 4). Estas células malignas capaces de evadir los mecanismos de reconocimiento y
destruccion del sistema inmune pueden entonces ingresar a la fase de escape, reanudar su

proliferaciéon y transformarse en tumores clinicamente detectables (Schreiber et al., 2011).
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Figura 4. Seleccién natural de variantes de células tumorales inmunoevasivas. La acci6on
prolongada del sistema inmune en la fase de equilibrio ejerce presion selectiva y favorece la seleccion
de variantes de células tumorales que logran escapar de la accion de las células inmunes. Tomado de

Khong & Restifo, 2002.

Existen diversidad de mecanismos por los cuales las células tumorales son capaces de
evadir la accidon del sistema inmune. La pérdida de antigenos inmunogénicos capaces de
activar al sistema inmune es frecuente en células tumorales que logran ingresar a la fase de

escape. Adicionalmente, las células tumorales pueden inhibir la maduraciéon de células
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dendriticas mediante la secreciéon de diversas moléculas inmunosupresoras como IL-10
(Williams et al., 2004), factor estimulante de colonias de macrofagos o M-CSF (Nefedova et
al., 2004), factor de crecimiento del endotelio vascular o VEGF (Gabrilovich et al., 1996), TGF-
B (Zong et al., 2016), e indolamina 2,3-dioxigenasa o IDO (Munn y Mellor, 2016) en el
microambiente tumoral. Otro mecanismo por el cual las células tumorales son capaces de
evadir al sistema inmune es mediante la alteracion de la via de presentacion de antigenos en
MHC I (Dhatchinamoorthy et al., 2021), evitando asi la accién citotoxica de linfocitos T CD8+.
En este sentido, se ha visto en algunos tipos de cancer la reduccion o incluso pérdida completa
de la expresion de las proteinas TAP1/TAP2, tapasina, ERAP, B2-microglobulina,

componentes del inmunoproteasoma y MHC I (Drake et al., 2002; Taylor & Balko, 2022).

Las células tumorales también pueden promover el reclutamiento de poblaciones de
células inmunosupresoras al microambiente tumoral, entre las que se destacan las células T
reguladoras (Trec) v las células mieloides supresoras (MDSCs) (Schreiber et al., 2011). Las
Trec son una subpoblacion de linfocitos T CD4+ caracterizadas funcionalmente por ser capaces
de regular las respuestas efectoras del sistema inmune. Uno de los factores de trascripcion
maestros de este subtipo celular es el factor de transcripcion FOXP3, sin embargo, no todas
las Trec expresan este marcador. La funcién de los linfocitos Trec consiste en regular las
respuestas inmunes efectoras y los mecanismos de tolerancia. Esto lo logran a través de
diferentes mecanismos moleculares, entre los cuales se encuentran: la secrecion de IL-10 y
TGF-p; la expresion de las moléculas inhibidoras CTLA-4, PD-1y PD-L1; y la deprivaciéon de
IL-2. De esta manera, los linfocitos Treg son capaces de suprimir la acciéon de los linfocitos T
efectores (Togashi et al., 2019). Por otra parte, las MDSCs son neutrofilos o monocitos que han
sido activados patologicamente, y tienen una potente actividad inmunosupresora. Existen
diferencias particulares entre las MDSCs de origen monocitico y granulocitico, aunque ambos
tipos de células comparten ciertas caracteristicas bioquimicas que les permiten ejercer su
funcion inmunosupresora. Entre ellas, se encuentran la sobreexpresiéon del factor de
transcripcion STATS3, induccion de estrés del reticulo endoplasmatico y expresion de arginasa
1 (Veglia et al., 2021). Las células tumorales pueden secretar quimioquinas como CCL2, CCL5
0 CXCL35, lo que promueve el reclutamiento de MDSCs al microambiente tumoral (O’Donnell
et al., 2018). Se ha visto que las MDSCs favorecen el crecimiento del tumor, debido a que
principalmente promueven la supervivencia de las células tumorales, la angiogénesis, invasion
y metastasis (Condamine et al., 2015). Ademas de las Trec y las MDSCs, una tercera poblacion
que puede ser reclutada al microambiente son los macréfagos asociados a tumores o TAMs.
Los TAMs son capaces de secretar las citoquinas IL-10 y TGF-f3, promoviendo la invasion y
metastasis, neovascularizacion de los tejidos tumorales e inhibicion de las funciones de los

linfocitos T efectores (Mantovani et al., 2017).

16

——
| —



Otro mecanismo por el cual los tumores pueden evadir la respuesta inmune es la
modulacion de la expresion de transportadores celulares de las células inmunes. El
microambiente tumoral puede modular la expresiéon de transportadores de lipidos, glucosa,
lactato, aminoacidos y nucleésidos en las células del sistema inmune, afectando su
funcionalidad y la capacidad de reconocer y destruir células tumorales (Chen et al., 2023).
Todos los mecanismos mencionados anteriormente, promueven la evasion del sistema
inmune y el inmunoescape, favoreciendo el crecimiento tumoral y dificultando la eliminaciéon
del tumor. Comprender la importancia del sistema inmune en la eliminacién de un tumor fue
lo que llevo al surgimiento de las inmunoterapias, tratamientos que revolucionaron al mundo

de la oncologia y seran descritos mas adelante en este trabajo.

1.4 Tratamiento del cancer

Si bien el cancer es definido de manera frecuente como una “enfermedad moderna”,
existen registros de canceres desde la Antigiiedad. Se han encontrado papiros del antiguo
Egipto que describen entre otras cosas, casos de cAnceres de mama y su extirpacion quirdrgica,
asi como informacién sobre canceres de piel, estomago, colorrectal y de utero. En aquella
época, no se atribuian causas bioldgicas a la enfermedad, sino que se adjudicaba a la voluntad
divina (Falzone et al., 2018). Desde entonces y hasta el siglo XIX inclusive, el enfoque
terapéutico se centraba en la realizacion de cirugias radicales para extraer los tumores
superficiales, mientras que para aquellos catalogados como incurables se recurria a terapias
paliativas, a menudo empleando extracto de Papaver somniferum, planta de la cual se obtiene

el opio (Faguet, 2014).

A fines del siglo XIX, Wilhelm Conrad Rontgen describié por primera vez los rayos X
(Rontgen, 1896). Sblo unos afios después, Marie y Pierre Curie identificaron una sustancia con
gran poder radioactivo, a la que llamaron Radio, y propusieron su uso terapéutico (Curie &
Curie, 1899). No fue hasta el afio 1920 que Claudius Regaud llev6 a cabo un experimento en
carneros donde demostré que el fraccionamiento de la radiacion en multiples dosis tenia la
capacidad de tratar diversos tipos de cancer de manera efectiva, al tiempo que reducia los
efectos secundarios adversos asociados. Esto dio nacimiento a la radioterapia moderna como
la conocemos actualmente (Deloch et al., 2016). A partir del siglo XX, el rapido avance de la
ciencia y el aumento del interés en el cancer por parte de los cientificos y empresas

farmacéuticas ha permitido el surgimiento de numerosas terapias (Fig. 5).

En la década de los 40, durante la Segunda Guerra Mundial, un descubrimiento

accidental volvio a revolucionar el campo de la oncologia. En el afan de desarrollar nuevas
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armas quimicas tutiles para la guerra, la fabricacion de bombas de gas pimienta demostr6 que
la mostaza nitrogenada utilizada era altamente citotdxica, sobre todo para células con altas
tasas de renovacion. Esto es debido a que las mostazas nitrogenadas son agentes alquilantes,
que generan entrecruzamientos intercatenarios y mutaciones puntuales en el ADN que llevan
a la muerte celular (Brookes, 1990; Falzone et al., 2018). Este hito represent6 el nacimiento de
la quimioterapia, e inici6 una serie de descubrimientos de diversos agentes
quimioterapéuticos que son utilizados hasta el dia de hoy. Entre ellos, encontramos agentes
alquilantes como el cisplatino o la ciclofosfamida, antimetabolitos como el metotrexato, y

taxanos como el docetaxel, entre otros (Anand et al., 2023).

=t

Marie y Pierre Curie
proponen a los rayos

3890 a'c ¥ 1890 X para tratar tumores — 1990 '

Terapia dirigida

Inhibidores de tirosin-quinasas
y anticuerpos monoclonales
dirigidos a tumores especificos 2010

Inhibidores de puntos de
control inmunolégico
Anticuerpos  monoclonales
para estimular la destruccién
del tumor por parte del
istema inmune

Desarrollo de drogas 198"
antitumorales para
tratar tumores sélidos

y hematolégicos

Tratamientos quirdrgicos 19“0

Cirugia o cauterizacién
como Unicas opciones
terapéuticas

Figura 5. Linea temporal de las terapias utilizadas para tratar el cancer a lo largo de la
historia. Luego del descubrimiento de la radioterapia a principios del siglo XX, el rapido avance de la
ciencia permiti6 el surgimiento de diversas terapias antitumorales, que buscan ser cada vez mas

efectivas y menos toxicas para los pacientes oncologicos. Tomado y modificado de Falzone et al., 2018.

Sin embargo, los agentes quimioterapéuticos no dejan de ser farmacos citotéxicos que
no distinguen entre células transformadas y células normales. Esto acarrea consigo dafio a
tejidos sanos y por lo tanto numerosos efectos secundarios, siendo los mas comunes anemia,
fatiga, pérdida de pelo, nauseas y vomitos, diarrea, entre muchos otros (National Cancer

Institute).

En la década de 1980, los avances en la biologia celular, biologia molecular e
inmunologia permitieron identificar moléculas con un rol activo en la transformaciéon
neoplésica. El nuevo enfoque de la oncologia ahora estaba en desarrollar terapias dirigidas
hacia blancos moleculares especificos, mediante el bloqueo con moléculas inhibidoras o

anticuerpos monoclonales (Falzone et al., 2018).
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1.4.1 Inmunoterapia

Comprender a fondo los mecanismos por los cuales el sistema inmune es capaz de
reconocer, destruir y modular la inmunogenicidad del cncer, permiti6 el surgimiento de una
nueva forma de encarar el tratamiento del cancer: la inmunoterapia (Shimu et al., 2022).
Actualmente, existen més de una docena de inmunoterapias aprobadas para el tratamiento
del cancer, y muchas otras se encuentran en etapas de ensayos clinicos (Riley et al., 2019).
Entre las estrategias terapéuticas contra el cancer que involucran al sistema inmune destacan
el uso de citoquinas, inhibidores de puntos de control inmunolégico, vacunas antitumorales,
radioinmunoterapia, anticuerpos monoclonales, células T con receptores de antigeno

quiméricos (células CAR T) y terapia con virus oncoliticos (Kumar et al., 2021).

El uso de citoquinas como monoterapia en el tratamiento del cancer esta
considerablemente limitado debido a sus bajas tasas de respuesta y toxicidad dosis-
dependiente. Hasta la fecha, la Administracion de Alimentos y Medicamentos de Estados
Unidos (FDA) ha aprobado dos citoquinas para su uso en este contexto. La IL-2 ha sido
aprobada para el tratamiento del carcinoma renal avanzado (RCC) y el melanoma metastasico,
mientras que el IFNa se emplea en el tratamiento de la leucemia de células pilosas, linfoma

folicular, melanoma y sarcoma de Kaposi asociado al SIDA (Berraondo et al., 2018).

Las vacunas antitumorales buscan desencadenar la respuesta inmune contra el tumor,
y pueden ser administradas de manera profilactica o como tratamiento una vez que el cancer
ya se ha desarrollado. Pueden clasificarse en cuatro grandes grupos de acuerdo a su
composicion: vacunas basadas en células, vacunas basadas en vectores virales, vacunas
basadas en epitopes tumorales peptidicos y vacunas de acidos nucleicos. Estos tipos de
vacunas principalmente estan disenadas para activar una respuesta inmune adaptativa celular
y/o humoral contra antigenos tumorales, que pueden ser compartidos o personalizados para
cada paciente (Liu et al., 2022; Lin et al., 2022). Actualmente, s6lo unas pocas vacunas
antitumorales han sido aprobadas por la FDA. Sin embargo, varios estudios que evalaan la
eficacia de estas se encuentran en la etapa de ensayos clinicos. Entre las vacunas aprobadas
por la FDA encontramos a la vacuna contra el bacilo Calmette-Guerin (BCG) para el
tratamiento del cancer de vejiga, Sipuleucel-T para el cancer de prostata metastasico y

talimogene laherparepvec para el melanoma recurrente (Hargrave et al., 2023).

Las terapias celulares que utilizan células CAR T implican la extraccion de linfocitos T
del paciente, los cuales son luego genéticamente modificados para expresar un receptor de
antigeno quimérico (CAR) en su membrana. Este receptor estd compuesto por un ectodominio
de reconocimiento, una regién bisagra, un dominio transmembrana y un dominio citosélico.

En el dominio citosolico se encuentra uno o mas motivos activadores, el principal de ellos es
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derivado del CD3¢, y puede presentarse junto con dominios coestimuladores que varian segtin
el tipo de CAR. Actualmente, los CAR T aprobados se dirigen contra el antigeno CD19 o contra
el antigeno de maduracion de la célula B (BCMA), y estan indicados para algunos tipos de
leucemia, linfomas de células B y mielomas (Cappell & Kochenderfer, 2023). Si bien es un
tratamiento que ha revolucionado el campo de la oncologia, sigue presentando grandes
limitaciones. Algunas de ellas son la poca eficacia para tratar tumores so6lidos, gran toxicidad

y desarrollo de resistencia (Sterner & Sterner, 2021).

Los anticuerpos monoclonales surgieron a mediados de la década de 1970 con el
desarrollo de la técnica de hibridomas por parte de Kohler y Milstein (K6hler & Milstein, 1975).
Originalmente se obtenian anticuerpos murinos, por lo que su uso estaba restringido al
diagnoéstico de tumores. Sin embargo, mas adelante surgieron técnicas que permitieron
humanizar a los anticuerpos monoclonales, abriendo la posibilidad de utilizarlos en terapia.
En el afio 1997 la FDA aprob6 el primer anticuerpo monoclonal terapéutico, el Rituximab, un
anticuerpo anti-CD20 utilizado para el tratamiento de linfoma de células B (Zahavi & Weiner,
2020). Hoy en dia, existen mas de un centenar de anticuerpos monoclonales aprobados por la
FDA para el tratamiento de una gran diversidad de patologias, y casi la mitad de estos

anticuerpos son para uso en terapias del cancer (Delgado & Garcia-Sanz, 2023).

Los anticuerpos monoclonales utilizados en terapia del cancer se pueden clasificar en
tres categorias: aquellos que interfieren con procesos pro-tumorales como la angiogénesis o
migracion celular, aquellos que reconocen antigenos de superficie presentes en células del
sistema inmune, y por tltimo aquellos que reconocen directamente antigenos de superficie de

células tumorales (Delgado & Garcia-Sanz, 2023).

El primer grupo lo conforman anticuerpos como el Ramucirumab, un anticuerpo que
se une al VEGFR2 e impide la union de su ligando VEGF, inhibiendo la formaciéon de nuevos
vasos sanguineos (Krupitskaya & Wakelee, 2009); o el Gemtuzumab ozogamicina, un
anticuerpo monoclonal conjugado a droga que reconoce la molécula de adhesion CD33 y es
utilizado en leucemia mieloide aguda (Godwin et al., 2017). El segundo grupo lo conforman
una serie de anticuerpos que reconocen moléculas inmunomoduladoras presentes en células
inmunes, y son conocidos como inhibidores de puntos de control inmunologico o immune
checkpoint inhibitors (Delgado & Garcia-Sanz, 2023). Dentro de ellos encontramos al
Ipilimumab, un anticuerpo monoclonal que reconoce la molécula CTLA-4 expresada en
células T activadas y células T reguladoras. Esta molécula compite con el receptor CD28 por
las senales coestimuladoras CD80 y CD86. CTLA-4 posee mayor afinidad por CD80 y CD86
que CD28, por lo que su bloqueo permite inhibir sus efectos inmunomoduladores y reactivar

la respuesta inmune antitumoral (Graziani et al., 2012; Riley et al., 2019). Ademés del bloqueo
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de CTLA-4, dentro de los inhibidores de puntos de control inmunologico encontramos
anticuerpos dirigidos contra el eje PD-1/PD-Li1. La interaccion de PD-1, expresado en
linfocitos T activados, con su ligando PD-L1, regula negativamente los mecanismos efectores
de las células T. Esto es aprovechado por muchas células tumorales, que sobreexpresan PD-L1
para inhibir la respuesta efectora de linfocitos T. El bloqueo de cualquiera de estas dos
moléculas revierte los efectos inmunosupresores en varios tipos de cancer, reactivando la
respuesta inmune antitumoral. Dentro de los anticuerpos contra el eje PD-1/PD-L1 aprobados
por la FDA encontramos al Pembrolizumab (anti-PD-1), Nivolumab (anti-PD-1),
Atezolizumab (anti-PD-L1), Avelumab (anti-PD-L1) y Durvalumab (anti-PD-L1) (Riley et al.,

2019).

Finalmente, el Gltimo grupo de anticuerpos monoclonales utilizados en terapia del
cancer lo conforman varios anticuerpos dirigidos contra blancos moleculares especificos
expresados en células tumorales. A su vez, podemos clasificarlos en dos subgrupos: aquellos
que reconocen antigenos de superficie de células tumorales, y aquellos que reconocen
receptores o ligandos importantes para la supervivencia tumoral. Dentro del primer subgrupo
encontramos por ejemplo al Rituximab y Ofatumumab, que reconocen la molécula CD20, o
Alemtuzumab, dirigido hacia la glicoproteina CD52 (Miller et al., 2013). En el segundo,
encontramos al Cetuximab, que reconoce al receptor EGFR y estimula su internalizacién y
degradacion, y a los anticuerpos monoclonales Trastuzumab y Pertuzumab, que reconocen al
receptor HER2 y bloquean su sefalizaciéon (Delgado & Garcia-Sanz, 2023). Ademaés del
bloqueo de la molécula blanco, estos anticuerpos monoclonales son capaces de desencadenar
mecanismos efectores que promueven la muerte celular tumoral (Fig. 6). Entre ellos, se ha
visto que son capaces de desencadenar citotoxicidad mediada por anticuerpos (ADCC) en las
células NKs, promover la fijacion del complemento por via clésica, y estimular la fagocitosis
dependiente de anticuerpos (ADCP) por parte de los macrofagos (Zahavi & Weiner, 2020). Los
anticuerpos monoclonales dirigidos contra blancos moleculares especificos representan una
estrategia prometedora en inmunoterapia, permitiendo la administraciéon de anticuerpos que
reconocen antigenos expresados en células tumorales pero no en células sanas, canalizando
asi la muerte celular selectiva hacia los tumores y reduciendo al minimo los efectos adversos

en tejidos sanos.
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Figura 6. Mecanismos efectores desencadenados por anticuerpos monoclonales. ADCC:
citotoxicidad mediada por anticuerpos; CDC: citotoxicidad dependiente del complemento; ADCP:

fagocitosis celular dependiente de anticuerpos. Tomado y modificado de Zahavi & Weiner, 2020.

1.5 Antigenos carbohidratos asociados a tumores (TACAs)

Como se mencion6 anteriormente, existen dos grupos de antigenos tumorales, los TAA
y los TSA. Dentro del primer grupo, se suele mencionar principalmente a antigenos de origen
proteico. Sin embargo, existe también un grupo muy importante de antigenos carbohidratos

asociados a tumores (TACASs).

Los glicanos o polisacaridos, son moléculas esenciales para la vida y estan presentes en
todos los seres vivos. En los mamiferos, los glicanos pueden estar conformados por una
combinaciéon de diez monosacaridos en total: glucosa (Glc), galactosa (Gal), manosa (Man),
fucosa (Fuc), xilosa (Xyl), N-acetilgalactosamina (GalNAc), N-acetilglucosamina (GlcNAc),
acido glucurénico (GlcA), acido iduroénico (IdoA) y acidos sialicos (SAs), que se unen entre si
por enlaces a o -glucosidicos, formando estructuras que pueden ser en cadena o ramificadas.
En las células, los glicanos se pueden encontrar unidos a proteinas o lipidos, formando
estructuras mas complejas como glicoproteinas, proteoglicanos y glucolipidos (Kudelka et al.,

2015).

En humanos, existen dos tipos de glicosilacion por las cuales una proteina puede unirse
aun glicano: N-glicosilacién y O-glicosilacion. La N-glicosilacién consiste en la unién entre un
core glucidico cuya estructura es variable, y un residuo de asparagina (Asn) que se encuentre

en la secuencia consenso Asn-X-Ser/Thr, siendo X cualquier aminoacido menos prolina. Esta
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union se da especificamente entre una GlcNAc y el nitrogeno de la cadena lateral del residuo
de Asn, mediante un enlace amida. Por otra parte, la O-glicosilacion ocurre sobre aminoacidos
que poseen un grupo funcional hidroxilo en su cadena lateral, como la serina y treonina,
aunque en ciertos casos se puede dar sobre residuos de tirosina (Reily et al., 2019; Kudelka et
al., 2015). Este tipo de glicosilacion tiene gran importancia en las mucinas, glicoproteinas con

alto porcentaje de O-glicosilacion que forman parte del mucus (Johansson & Hansson, 2016).

La glicosilacion de proteinas y lipidos se extiende a lo largo de todos los seres vivos y
posee gran importancia en numerosos procesos fisiologicos de las células. Por ejemplo, las
estructuras glucidicas presentes en la superficie celular influencian las interacciones con el
medio extracelular proveyendo ligandos importantes en procesos como la adhesion celular.
Ademas, los glicanos de superficie pueden alterar de manera directa la funcionalidad y
sefalizacion proteica. Los glicanos también pueden contribuir en procesos como el
plegamiento de proteinas, regulacion de proteinas nucleares y citosoélicas, inmunovigilancia,
procesos inflamatorios, acciéon de diversas hormonas, entre otros (Varki, 1993; Moremen et

al., 2012).

Teniendo en cuenta la relevancia e impacto de los glicanos en diversos procesos
bioldgicos, es esperable que cambios en la glicosilacion de las células estén asociados a
cambios en la biologia de las mismas, y en particular, a la transformacion celular. En el cancer,
las modificaciones en la glicosilacién celular suelen estar estrechamente ligadas a cambios
asociados a las glicosiltransferasas y/o glucosidasas, enzimas encargadas de catalizar la
formacion o hidrolisis de enlaces glicosidicos, respectivamente (Lairson et al., 2008; Stowell
et al., 2015). En las células tumorales, puede verse alterada la expresiéon y actividad de
glicosiltransferasas y glicosidasas especificas, la localizacién de glicosiltransferasas, la
expresion de chaperonas involucradas en el correcto plegamiento de estas enzimas, asi como
variaciones en la abundancia de sustratos y/o cofactores involucrados en el proceso de

glicosilacion (Stowell et al., 2015; Pinho & Reis, 2015).

Los cambios en la expresion de proteinas involucradas en la biosintesis de glicanos
pueden deberse a mutaciones a nivel genético y/o epigenético, y varian segun el tipo de cancer.
Existen tres tipos de alteraciones en la glicosilacion de las células producto de cambios en la
expresion de estas proteinas, que cominmente se encuentran asociadas al cancer: a) aumento
en la expresion de glicanos truncados o incompletos, b) aumento de las ramificaciones en N-
glicanos complejos, y ¢) aumento o cambios en la presencia de glicanos que contienen acido
sialico (Mantuano et al., 2020). Cada una de estas alteraciones da lugar a diferentes antigenos
glucidicos que son especificos de células tumorales, y que a su vez estan asociados a diferentes

etapas de la progresion tumoral (Fig. 77). Por ejemplo, los O-glicanos truncados dan lugar a
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tres estructuras principalmente: el antigeno T (también llamado TF o Thomsen-Friedenreich),
antigeno Tn, y su forma sialilada, sialil-Tn (STn). La expresion de estos O-glicanos truncados
en tejidos sanos es rara en comparacion con tejidos tumorales (Cao et al., 1996; Mantuano et
al., 2020). La neo y sobre-expresion de los antigenos Tn y STn ha sido reportada en numerosos
tumores epiteliales y no epiteliales, y su expresién se asocia a un pronoéstico mas desfavorable
para pacientes con cancer. Ademas, se ha reportado que, en algunos tipos de cancer, niveles
elevados de STn sérico se correlacionan con tamanos tumorales mayores y presencia de
metastasis (Mercanoglu et al., 2024). Por otra parte, la sobreexpresion de la [1,6-
Nacetilglucosaminiltransferasa V, o MGAT5, puede generar un incremento en las
ramificaciones de N-glicanos, promoviendo la adhesioén, migracion y metastasis de células
tumorales (Granovsky et al., 2000; Hou et al., 2016). Por tltimo, alteraciones en la sialilacion
generan un aumento en los antigenos sialil-Lewis? y sialil-Lewis* (SLe? y SLe¥,
respectivamente), cuya expresion en tejidos sanos es baja. La importancia de los antigenos
SLe?y SLex radica en que ambos son ligandos de la E-selectina, molécula expresada en células
endoteliales, por lo que pueden mediar procesos como la adhesion, migracion y extravasacion
vascular. En consecuencia, tanto los antigenos SLe? como SLe* estan asociados a metastasis y

son marcadores de progresion tumoral (Kudelka et al., 2015; Shiozaki et al., 2011).

Changes in protein glycosylation

Cellular transformation and progression

Branched
? ? Mucins fucosylated
ﬁ ro ¢ N-glycans >§
Tn,STn,and T TTE
Membrane antigens

glycoprotelns STn

N-glycans ? ? ?

0- glycans
J

wgfa] 01010000

Metastasis

@ GIcNAc v Fuc

O Gal @ Neu5Ac
Tl GalNAc 9 Neu5Gc
k '/ L= @ Man

Figura 7. Aberraciones en la glicosilaciéon de proteinas solubles y de membrana dan lugar
a numerosos antigenos tumorales glucidicos. Estos cambios en la glicosilaciéon pueden ocurrir
en diferentes etapas de la transformacion celular, siendo sus productos biomarcadores tumorales. En
rosado se resaltan los diferentes antigenos carbohidratos asociados a tumores. Tomado de Stowell et

al., 2015.
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1.5.1 Antigeno Tn

La biosintesis de los O-glicanos tipo mucina comienza generalmente en el aparato de
Golgi, con la adiciéon de una GalNAc a un residuo de serina o treonina, reaccion catalizada por
la familia de enzimas GalNAc transferasas polipeptidicas, o ppGalNAcTs. El producto de esta
reaccion es el antigeno Tn, que consta por lo tanto de un residuo de serina o treonina unido a
una molécula de GalNAc. En secuencias polipeptidicas con numerosos residuos de serina o
treonina contiguos, se pueden presentar varios antigenos Tn seguidos, en una estructura

conocida como clusters de Tn (Fig. 8) (Ju et al., 2014).
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Figura 8. Estructura del antigeno mono-Tn (A) y cluster de Tn (B). En una proteina con O-
glicosilacién, puede haber un antigeno Tn Gnico, o varios antigenos Tn contiguos. Esto tltimo requiere
de secuencias polipeptidicas que contengan numerosos residuos de serina o treonina adyacentes.

Tomado y modificado de Ju et al., 2014.

Normalmente, una vez generado el antigeno Tn, el proceso continda con la adicién de
una molécula de galactosa (Gal) por accion de una enzima cuya expresion es ubicua en las
células de mamiferos, la T-sintasa. La nueva estructura formada, Gal1—3-GalNAca-Ser/Thr,
se conoce como Core 1, antigeno T o antigeno TF. El disacarido que conforma el Core 1 puede
ser modificado por una gran variedad de enzimas con expresion diferencial en los diferentes
tejidos, formando estructuras como el Core 2 o Core 1 extendido (Ju et al., 2014; Kudelka et
al., 2015). Alternativamente, el antigeno Tn puede dar lugar al Core 3, una estructura cuya

expresion esta restringida al epitelio del tracto gastrointestinal (Fig. 9) (Ju et al., 2014).
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Figura 9. Biosintesis de O-glicanos. La biosintesis de O-glicanos tiene siempre como primer paso
la adicion de una molécula de GalNAc a un residuo de serina o treonina para formar un precursor
conocido como antigeno Tn. A partir de alli, el precursor puede seguir varias vias para formar diversas
estructuras como el core 1, core 1 extendido, core 2, core 3 o el sialil-Tn. Cosmc es una chaperona
importante para el plegamiento de la T-sintasa, enzima encargada de catalizar la formacién del antigeno

T o core 1. Tomado de Ju et al., 2014.

La linea celular de linfocitos T Jurkat, derivada de un adolescente masculino que
padecia leucemia linfoblastica aguda, se caracteriza por expresar altos niveles de antigeno Tn
y bajos niveles de O-glicanos complejos (Schneider et al., 1977; Piller et al., 1990). En el afio
2002, Ju y Cummings publicaron un articulo en donde reportaron que esta linea celular
expresaba niveles normales del transcrito del gen T-sintasa, aunque niveles bajos de la
proteina T-sintasa. Los investigadores descubrieron que la causa de la degradacion de la T-
sintasa no radicaba en una mutacion en el gen que codifica para la T-sintasa, sino en una
mutaciéon de un gen ligado al cromosoma X que denominaron Cosmc. Su producto proteico,
Cosmc (Chaperona Molecular Especifica Core 1 3-galactosiltransferasa), es una chaperona
cuyo rol es colaborar en el correcto plegamiento de la T-sintasa activa (Ju & Cummings, 2002).
Esto fue un descubrimiento importante ya que implica que en ausencia de la chaperona Cosme
funcional, la T-sintasa sintetizada carece de actividad y es rapidamente degradada, generando
una acumulacién de Tn en las células y ausencia de estructuras glucidicas méas complejas (Ju

et al., 2014).
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Ademas de los defectos en la chaperona Cosmec, existen otros factores que pueden
causar una expresion anormal del antigeno Tn en células tumorales. Entre ellos, se encuentran
alteraciones en la expresion y/o localizacion de ppGalNAcTs, una familia de enzimas
conformada en humanos por 20 isoformas diferentes (Chia et al., 2016). Se ha observado que
la relocalizacion de ppGalNAcTs desde el aparato de Golgi al reticulo endoplasmatico causa
un aumento considerable del antigeno Tn en lineas celulares de cancer de mama (Gill et al.,
2013). Otras causas menos especificas que pueden provocar modificaciones en la expresion de
Tn incluyen alteraciones en la expresion de transportadores de nuclebtidos unidos a azdcares
(KabuB et al., 2005), alteraciones en el pH del Golgi (Rivinoja et al., 2009), alteraciones en el

estado de oligomerizacion de glicosiltransferasas (Hassinen et al., 2010), entre otras.

El antigeno Tn es de gran relevancia en el ambito de la oncologia, y se estima que se
expresa en mas el 70% de los carcinomas humanos, incluyendo cancer de colon (Itzkowitz et
al., 1989), cancer de mama (Tsuchiya et al., 1999), cancer de ovario (Inoue et al., 1991), cAncer
de cuello de tutero (Terasawa et al., 1996) y cancer de pancreas (Itzkowitz et al., 1991), entre
otros. Esto, sumado a que la expresion de Tn es practicamente nula en tejidos sanos, lo vuelve
una molécula con gran potencial de ser biomarcador en gran variedad de tipos de cancer (Fu
et al., 2016). Ademas de su expresion diferencial, existe evidencia concluyente que vincula la
sobreexpresion de Tn con fenotipos inmunosupresores y tolerogénicos, asi como con la
capacidad de promover la transicion epitelio-mesenquimal (Matsumoto et al., 2023). Un
estudio realizado por el Centro Nacional del Cancer de EEUU, en el cual se busco clasificar y
priorizar antigenos tumorales para su utilizacion en terapias, ha ubicado al antigeno Tn en el
lugar 50 en esta lista generada, destacandose por su especificidad, oncogenicidad y niimero de

epitopes (Cheever et al., 2009).

1.5.2 Anticuerpos anti-Tn

La alta expresion del antigeno Tn en un elevado porcentaje de carcinomas, su escasa
expresion en tejidos sanos y su implicacion en procesos como la carcinogénesis y la metastasis,
lo convierten en un potencial y prometedor blanco molecular para terapias antitumorales. Esto
ultimo ha impulsado el desarrollo de numerosos anticuerpos monoclonales dirigidos contra
Tn, destinados tanto al diagnéstico como al tratamiento de diversos tipos de cancer (Berois et
al., 2022). Entre ellos encontramos a los anticuerpos IgG3 CU-1 (Takahashi et al., 1988) y
MLS128 (Numata et al., 1990); a los IgM 5F4 (Thurnher et al., 1993), 83D4 (Pancino et al.,
1990) vy PMHz1 (Reis et al., 1998); y a las IgG1 Chi-Tn (Oppezzo et al., 2000) y Remab6

(Matsumoto et al., 2019), entre muchos otros.
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Diversos estudios in vitro e in vivo han demostrado el potencial de los anticuerpos
anti-Tn en el tratamiento del cancer. Por ejemplo, en experimentos in vitro con la linea celular
Jurkat, el anticuerpo quimérico IgG1 cKM3413 fue capaz de desencadenar ADCC contra las
células tumorales. Adicionalmente, ratones C.B-17/lcr-scid Jel inoculados con células Jurkat
y tratados con cKM3413 presentaron mejor sobrevida que aquellos tratados con PBS (Ando et
al., 2008). Por su parte, el anticuerpo monoclonal Remab6-AF (Remab6 afucosilado) logro
desencadenar una potente ADCC in vitro en lineas celulares de caAncer de mama y colorrectal.
Asimismo, este anticuerpo fue capaz de reducir significativamente el tamafo tumoral en un

modelo tumoral murino de xenotrasplante (Matsumoto et al., 2023).

El laboratorio de Glicobiologia e Inmunologia Tumoral del Institut Pasteur de
Montevideo cuenta con una amplia trayectoria en la generacion y estudio de anticuerpos
monoclonales contra el antigeno Tn. El primer anticuerpo en ser generado fue el 83D4, una
IgM de raton generada utilizando la técnica de hibridomas que surgi6 a partir de la utilizacion
de cancer de mama humano como inmunégeno (Pancino et al., 1990). En particular, el
anticuerpo 83D4 demostro6 ser capaz de reconocer clusters de Tn compuestos por dos o tres
repeticiones contiguas de Tn (Osinaga et al., 2000), en numerosos tejidos tumorales humanos,
pero no en tejidos normales (Charpin et al., 1992). Dado que su origen murino limitaba su uso
terapéutico, se generd un anticuerpo quimérico raton/humano a partir del dominio variable
del 83D4 y el dominio constante de una IgG1 humana. Este anticuerpo se nombr6é Chi-Tn
(Oppezzo et al., 2000). Chi-Tn demostr6 tener una potente actividad antitumoral in vivo,
induciendo la remision tumoral completa en un 90% de los ratones inoculados con células de
cancer de mama, cuando se asociaba a ciclofosfamida. Adicionalmente, ratones deficientes en
el receptor FcyR no eran capaces de rechazar al tumor, sugiriendo que Chi-Tn ejercia su
mecanismo antitumoral a través de la estimulaciéon de la ADCC (Hubert et al., 2011).
Asimismo, el Chi-Tn conjugado a auristatina F, un inhibidor del ciclo celular, mostr6 una gran
actividad antitumoral sobre tumores de melanoma humano desarrollados en ratones nude
(Sedlik et al., 2016). Por ultimo, se generaron inmunonanoparticulas de quitosano
conteniendo la droga docetaxel, y recubiertas con el anticuerpo Chi-Tn, que demostraron
poseer una mayor actividad citotoxica sobre células de cancer de pulméon humano, a

comparacion del docetaxel libre (Castro et al., 2021).
1.6 Nueva generacion: anticuerpos quiméricos

Actualmente, todos los anticuerpos monoclonales aprobados por la FDA para uso
terapéutico son del isotipo IgG. Particularmente, la gran mayoria de estos anticuerpos
pertenecen a la subclase IgG1 (Zahavi & Weiner, 2020). La predominancia de la subclase IgG1

se debe a diversos factores, entre ellos: es la subclase mas abundante en suero, es facil de
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producir y purificar a gran escala, se encuentra ampliamente estudiada y caracterizada, y
posee una vida media prolongada en suero (Cottignies-Calamarte et al., 2023). Su elevada vida
media, de aproximadamente 21 dias, se debe a que este isotipo posee un sitio de union al
receptor Fc neonatal, o FcRn (Van Tetering et al., 2020). A pH acido, este receptor puede
unirse a la IgG que es internalizada via endosomal, protegiéndola de la degradaciéon. La IgG
puede entonces volver a ser secretada al medio extracelular, aumentando su vida media sérica
(Roopenian & Akilesh, 2007). Ademas de las ventajas ya mencionadas, la IgG1 es capaz de
desencadenar mecanismos efectores dependientes de Fc, como la ADCC por parte de las
células NK, o la ADCP en macrofagos, aumentando su capacidad citotoxica contra células

tumorales (Zahavi & Weiner, 2020).

Por su parte, el isotipo IgA es el segundo isotipo mas abundante en suero luego de la
IgG, y en mucosas, representa el 90% del total de anticuerpos (Heineke & Van Egmond, 2017).
Sin embargo, presenta algunas desventajas que han limitado su uso en la inmunoterapia del
cancer, reflejado en la ausencia de anticuerpos IgA aprobados por la FDA. Debido a la
complejidad de sus patrones de glicosilacién y su region bisagra, la produccion y purificaciéon
de IgA a gran escala es costosa y laboriosa (Cottignies-Calamarte et al., 2023). Adicionalmente,
el isotipo IgA carece de sitio de union al receptor FcRn, por lo que su vida media en suero es
acotada con respecto a la IgG, manteniéndose en suero aproximadamente de 4 a 7 dias
(Roopenian & Akilesh, 2007; Van Tetering et al., 2020). Asimismo, debido a que los ratones
no expresan el receptor FcaRI (CD89), los ensayos in vivo en ratones requieren el uso de
ratones transgénicos CD89+ (Heemskerk et al., 2021). A pesar de estas limitaciones, la IgA
presenta numerosas ventajas que la vuelven un isotipo prometedor para ser utilizado en
inmunoterapia del cancer. En particular, dada la alta expresion de CD89 en neutroéfilos, es
capaz de desencadenar en estas células numerosos mecanismos dependientes de anticuerpo
de manera mucho mas potente y eficiente que las IgGs (Heemskerk et al., 2021). Por ejemplo,
la IgA estimula la ADCP por parte de neutrofilos, monocitos y macrofagos (Wills et al., 2018).
Asimismo, se ha reportado que IgA estimula la formacién de trampas extracelulares (NETs),
degranulacion y trogocitosis por parte de los neutroéfilos, mecanismos altamente citotéxicos
(Aleyd et al., 2014; Heemskerk et al., 2021). En el mismo sentido, el isotipo IgA induce una
mayor produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS) en los neutrofilos con respecto al
isotipo IgG, potenciando ain méas la ADCP, ADCC y NETosis (Aleyd et al., 2014).
Considerando que los neutrofilos son los leucocitos mayoritarios en circulacion,
representando entre un 50 a 70% del total, y que exhiben numerosos mecanismos citotoxicos
antitumorales, ha surgido entre la comunidad cientifica el interés por desarrollar nuevas
estrategias terapéuticas cuyo objetivo es activar al receptor CD89, incorporando asi a los
neutrofilos como células efectoras citotoxicas en tratamientos para el cancer con anticuerpos

monoclonales (Behrens et al., 2022; Heemskerk & Van Egmond, 2018).
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En los ultimos afios, han surgido diversas estrategias que buscan sobrepasar las
limitaciones que presenta la IgA, a modo de poder aprovechar sus potenciales efectos
antitumorales en terapia del cAncer. Una primera estrategia consiste en generar quimeras IgG-
IgA, o “bi-isotipos”, que poseen en su regién Fe caracteristicas tanto de las regiones Fc de IgG
como de IgA (Cottignies-Calamarte et al., 2023). Este es el caso del anticuerpo Trastuzumab-
IgGA, generado a partir de Trastuzumab, una IgG1 anti-HER2. Para generar el Trastuzumab-
IgGA, residuos de la region Fc del Trastuzumab que se determiné no intervenian en la union
con FcRy, fueron reemplazados por aminoacidos importantes en la interaccion con CD89. Este
anticuerpo quimera demostré6 desencadenar mas ADCC y ADCP respecto a su anticuerpo
parental, aunque las modificaciones realizadas en su regién Fc abolieron la unién con los
receptores CD16a y FcRn, disminuyendo su biodisponibilidad in vivo (Kelton et al., 2014). Una
segunda estrategia consiste en generar anticuerpos biespecificos, que reconocen a CD89 a
través de un paratope y a un antigeno tumoral a través del otro. Este es el caso del TrisomAb
anti-EGFR y TrisomAb anti-gp75, dos anticuerpos monoclonales generados por Heemskerk y
colaboradores. Estos anticuerpos biespecificos, que reconocen CD89 y EGFR o gp7s,
obtuvieron resultados prometedores. Ambos demostraron niveles aumentados de ADCC,
ADCP y trogocitosis tanto in vitro como in vivo en comparacion con los anticuerpos parentales
IgG e IgA. Ademaés, en ratones transgénicos CD89*, el anticuerpo present6 una vida media
maés prolongada en comparacion al parental IgA, debido a su capacidad de unirse al receptor
FcRn. Por ultimo, el TrisomAb logr6 una disminucién del tamafio tumoral mayor en
comparacion con sus anticuerpos parentales IgG e IgA, en un modelo tumoral utilizando
ratones transgénicos CD89* (Heemskerk et al., 2021). Una tltima estrategia, consiste en
fusionar un Fca en tindem a una regiéon Fc de IgG. Ejemplos de esto son el anticuerpo
quimérico generado por Borrok y colaboradores, que consiste en el Trastuzumab fusionado en
tandem al Fca de la IgA2, en la region C-terminal del Fcy. Esta quimera obtuvo buenos
rendimientos de produccion, similares al parental IgG. Ademas, mantuvo su unién al FcRn y
por lo tanto su elevada vida media en suero, y demostré estimular la ADCC y ADCP en
neutroéfilos de manera mas potente en relacion al IgG (Borrok et al., 2015). Por otro lado, Liy
colaboradores desarrollaron un anticuerpo en taindem IgG1/IgA2 a partir del Rituximab, un
anticuerpo monoclonal anti-CD20. Esto lo lograron mediante la fusiéon en tindem del Fca2 al
Fcy1 por un linker de poliglicina, generando un anticuerpo que mantuvo la union al FcRn. El
Rituximab IgG1/IgA2 mostrd niveles aumentados de ADCC a comparacion del parental en
ratones transgénicos CD89+*. Ademaés, se observd una mayor disminucion del volumen
tumoral en ratones tratados con el anticuerpo en tandem, a comparacién de los tratados con
IgG o IgA (Li et al., 2017).

En nuestro equipo de investigacion, reconocemos y valoramos las ventajas

significativas que la IgA puede ofrecer en el &mbito de la inmunoterapia contra el cancer. En
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este contexto, hemos disenado en conjunto con la Unidad Tecnolégica de Ingenieria de
Proteinas del Institut Pasteur de Montevideo, un nuevo anticuerpo en tandem IgG1/IgA2,
mediante la fusion de los dominios CH2 y CH3 de una IgA2 con la estructura de la IgG1 del
anticuerpo Chi-Tn. Esta combinacion pretende potenciar la eficacia de la IgG1 en la inmunidad
antitumoral, al aprovechar las propiedades tnicas de la IgA2 para desencadenar de manera
mas potente mecanismos efectores como la ADCP o ADCC mediada por neutroéfilos, mientras

mantiene todas las ventajas del isotipo IgG.
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2.OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Evaluar la capacidad del reconocimiento del nuevo anticuerpo en Tandem IgG/IgA por

el antigeno Tn en lineas celulares y tejidos tumorales humanos.
2.2 Objetivos especificos

e Evaluar la produccion y purificacion del anticuerpo Chi-Tn y del anticuerpo en
Tandem IgG/IgA.

e [Estudiar la capacidad del nuevo anticuerpo en Tandem IgG/IgA de reconocer
lineas celulares tumorales Tn positivas.

e [KEstudiar la capacidad del nuevo anticuerpo en Tandem IgG/IgA de reconocer

tejidos tumorales humanos.

32

——
| —



3.MATERIALES Y METODOS

3.1 Generacion de anticuerpos Chi-Tn y Tandem IgG/IgA

La produccion de los anticuerpos monoclonales Chi-Tn y Tandem IgG/IgA fue
realizada por la Unidad Tecnologica de Ingenieria de Proteinas del Institut Pasteur de

Montevideo.
3.2 SDS-PAGE

A modo de evaluar la producciéon de los anticuerpos Chi-Tn y Tandem IgG/IgA se
realizaron dos SDS-PAGE, una en condiciones reductoras y la otra en condiciones no

reductoras.

Para la electroforesis en condiciones reductoras, se prepar6 un gel de poliacrilamida al
10%, de 1,5 mm de espesor. En eppendorfs de 1,5 mL se mezclaron las diferentes muestras a
sembrar con buffer de muestra 6X (3-mercaptoetanol 25%, SDS 2,5%, glicerol 50%, buffer
Tris-HCI 0,125 M, azul de bromofenol 0,1 mg/mL, pH 6,8). A continuacion, las muestras se
incubaron 5 minutos a 99°C para favorecer la desnaturalizacion de las proteinas. Una vez
hecho esto, se sembro en cada pocillo 10 ug de proteina totales, variando el volumen sembrado
segtin la concentracion de cada muestra. Como marcador de peso molecular (MPM) se utilizo

el PageRuler™ Prestained Protein Ladder, #26616 de ThermoFisher Scientific. Las muestras

fueron corridas en primer lugar a 20 mA hasta que las mismas alcanzaran el gel separador,

para luego aumentar la corriente a 35 mA hasta la finalizacién de la corrida.

Para la electroforesis en condiciones no reductoras, se prepar6 un gel de poliacrilamida
al 7% a modo de resolver mejor las bandas de mayor tamafo. Las muestras fueron mezcladas
con buffer Laemmli 2X (SDS 4%, glicerol 20%, buffer Tris-HCI 0,125 M, azul de bromofenol
0,004%, pH 6,8) e incubadas a 99°C por 5 minutos para favorecer la desnaturalizaciéon. Para
la siembra y la corrida de las muestras se sigui6 el mismo protocolo que para la electroforesis

en condiciones reductoras.

Una vez finalizada la corrida, ambos geles fueron fijados en una solucién de etanol 50%
y acido acético 10% por 20 minutos. A continuacion, se retir6 la solucion de fijacion y se agregd
solucion de tincion (40 mL de Coomassie coloidal y 10 mL de etanol 95%). Los geles se dejaron
en solucion de tincidon overnight bajo agitacion. El destenido se realizo al dia siguiente con
agua destilada, la cual fue cambiada con regularidad hasta poder observar las bandas con

claridad. Las imé4genes fueron tomadas en el equipo Amersham ImageQuant™ 800.
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3.3 Western Blot

En primer lugar, se prepar6 un gel de poliacrilamida al 10% de 1,5 mm de espesor. Se
tomo6 un volumen suficiente de muestra (Chi-Tn y Tandem IgG/IgA) y se agreg6 buffer de
muestra 6X a una concentracion final de 1X. Las muestras fueron incubadas a 99°C por 5
minutos para favorecer la desnaturalizaciéon. A continuacion, se sembraron 5 ug de proteina

por pocillo junto con el MPM PageRuler™ Prestained Protein Ladder, #26616 de ThermoFisher

Scientific. Las muestras fueron corridas en primer lugar a 20 mA hasta que las mismas
alcanzaran el gel separador, para luego aumentar la corriente a 35 mA hasta la finalizacion de

la corrida.

Finalizada la corrida, el gel fue equilibrado en buffer de transferencia (Tris base 25
mM, glicina 192 mM, EtOH 20%) durante 5-10 minutos. Paralelamente, fueron equilibradas
en el mismo buffer de transferencia dos almohadillas para blotting y una membrana de
nitrocelulosa de GE Healthcare. A continuacidn, se transfirieron las proteinas a la membrana
mediante la técnica de electrotransferencia semi-seca, durante 40 minutos a 150 mA. Al
finalizar la transferencia, la membrana fue incubada en rojo Pounceau durante 1 minuto y
luego se lavo en agua destilada para visualizar las bandas. Una vez visualizados los carriles en
la membrana de nitrocelulosa, se procedié a cortarlos de manera individual. Las tiras de
membrana fueron incubadas en solucién de bloqueo (leche descremada 5%, Tween20 0,1%
PBS 1X) overnight a 4°C.

Al dia siguiente, se realizaron tres lavados de 5 minutos con PBS Tween20 0,1%. A
continuacion, se procedi6 a la incubacion con el anticuerpo primario correspondiente. Las
membranas que contenian al anticuerpo Chi-Tn y al TAndem IgG/IgA se incubaron con un
anticuerpo policlonal de ratén anti-IgG humana conjugado a FITC (Dako Fo202) en dilucién
1/1000. En paralelo, una membrana en la cual se habia transferido el Tandem IgG/IgA se
incub6 con un anticuerpo policlonal de ratén anti-IgA humana conjugado a TRITC (Sigma-
Aldrich SAB3701237), en dilucién 1/1000. Ambos anticuerpos fueron incubados durante 1

hora a temperatura ambiente y oscuridad.

A continuacién, se procedio6 a realizar tres lavados de 5 minutos con PBS-Tween20
0,1% e inmediatamente se cubrieron ambas tiras con film (Amersham Hyperfilm ECL GE).

Las imagenes fueron tomadas utilizando el equipo Amersham ImageQuant™ 800.
3.4 Lineas celulares

Para la realizacion de esta Tesina de grado, se utilizaron las lineas celulares de cancer
de colon de raton MC38 wild type, MC38-COSMC KO y CT26. Adicionalmente, se trabajé con

las lineas celulares de cancer de pancreas humano T3M4, L3.6 y BxPC3. Todas las lineas
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celulares fueron cultivadas en medio de cultivo DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium,
Gibco) suplementado con SFB 10%, glutamina 2 mM y piruvato 1 mM (de ahora en mas, medio
completo). Las células se incubaron a 37°C en una estufa con saturacion de CO, al 5%. Los
pasajes celulares se realizaron lavando las células con PBS e incubando con una solucién de
Tripsina 0,25% - EDTA. Las lineas celulares se almacenaron a una temperatura de -80°C en

una solucion 9:1 de SFB y DMSO, respectivamente.
3.5 Citometria de flujo

Para los ensayos de citometria de flujo, se utilizaron las lineas celulares CT26, T3M4,
L3.6 y BXxPC3 en fase exponencial de crecimiento. Las células se tripsinizaron y se contaron en
camara de Neubauer. Luego, se realizé un lavado de 5 minutos en PBS y posteriormente se
centrifugaron a 1200 rpm durante 5 minutos. Para fijar las células, el pellet se resuspendi6 en
PFA 4% a una concentracion final de 2x10° células/mL y se realizé una incubacion de 30
minutos en hielo. Una vez fijadas, las células fueron lavadas en 5 mL de PBS y se centrifugaron

a 1200 rpm durante 5 minutos.

A continuacion, se permeabilizaron las células. Para esto, los pellets fueron
resuspendidos en PBS - SFB 1% - Tween20 0,1% a una concentraciéon final de 1x10°
células/mL. En una placa de 96 pocillos con fondo en V, se sembro 1x105 células por pocillo y
se realiz6 una incubacion de 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, las células
se centrifugaron a 400 g por 3 minutos y se descart6 el sobrenadante. Se vortexe6 la placa
brevemente para disgregar el pellet y se agregd 25 uL de los anticuerpos Chi-Tn o Tandem
IgG/IgA diluidos en PBS - SFB 1% - Tween20 0,1% a una concentracion de 10 pg/mL; para el
control positivo se utiliz6 HPA 50 pg/mL; para el control sin marca y el control negativo sin
primario se agregaron 25 pl. de PBS - SFB 1% - Tween20 0,1%. Las células se dejaron

incubando toda la noche a 4°C en camara htimeda. Cada condicion se realizo6 por triplicado.

Al dia siguiente, se realizaron tres lavados con PBS - SFB 1% - Tween20 0,1%,
centrifugando 3 minutos a 400 gy vortexeando la placa para disgregar el pellet de células entre
cada lavado. A continuacién, se sembr6 50 pL del anticuerpo policlonal de raton anti-IgG
humana conjugado a FITC (Dako F0202) diluido 1/200 en PBS - SFB 1% - Tween20 0,1% por
45 minutos en hielo y oscuridad. Finalmente, se realizaron tres lavados con PBS - SFB 1% -
Tween20 0,1%, se resuspendieron las células en 150 uL. de PBS y se procedi6é a medir en el

citbmetro BD Accuri™ C6.

Los datos obtenidos se analizaron utilizando el software FlowJo 7.6. Para la estrategia
de gating, se seleccion6 primero la poblaciéon de células (excluyendo el debris), y luego los

singlets. Tomando como referencia el control negativo sin primario, se defini6 la zona de
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células Tn positivas como la zona de intensidad de fluorescencia hacia la derecha de la
poblacion celular, donde se observa menos del 0,5% de eventos (Fig. S1). Para los anélisis
estadisticos, se utilizo el software GraphPad Prism 8, utilizando el test one-way ANOVA (one-
way Analysis of Variance). Se consideraron estadisticamente significativos los valores de p <

0,05 (%), p <0,01 (*%); P < 0,001 (***), p < 0,0001 (**%*)‘
3.6 Inmunofluorescencia indirecta

En una placa de 24 pocillos, se colocaron cubreobjetos circulares previamente
esterilizados con etanol al 70%. La placa se expuso durante 15 minutos a luz ultravioleta en
camara de flujo, asegurandose de que el etanol se evaporara completamente. A continuacion,
en cada pocillo se sembré 1 mL de medio completo conteniendo 1x104 células, las cuales se
cultivaron en las condiciones anteriormente descritas, hasta llegar a una confluencia del 70%,

aproximadamente.

Una vez crecidas, se retir6 el medio de los pocillos y se realiz6 un lavado con 1 mL de
PBS frio durante 5 minutos. Luego, se procedi6 a fijar las células con 500 uL de PFA 4% por
pocillo, durante 20 minutos en hielo. Al finalizar la fijacion, se realizaron tres lavados con 1
mL de PBS frio y se permeabilizaron las células con 500 pL de PBS - BSA 2% - Tritén X100

0,3% por pocillo, durante 30 minutos a temperatura ambiente.

A continuacion, se realizaron tres lavados de 5 minutos cada uno con soluciéon de
lavado (PBS - BSA 1% - Trit6on X100 0,15%). Luego, los vidrios fueron transferidos a una
superficie plana cubierta con parafilm, y se incubaron con 30 puL de: solucién de lavado; Chi-
Tn 10 pg/mL o Tandem IgG/IgA 10 pg/mL segin correspondiese, dejando la cara del
cubreobjetos con las células adheridas en contacto con las diferentes soluciones. Los vidrios

se dejaron incubando durante toda la noche a 4°C en cAmara htimeda.

Al dia siguiente, se volvieron a colocar los vidrios en la placa de 24 pocillos y se
realizaron tres lavados de 5 minutos con solucion de lavado. A continuacion, los vidrios fueron
transferidos nuevamente a una superficie plana cubierta con parafilm, colocandolos sobre 30
pL del anticuerpo secundario (policlonal de raton anti-IgG humana conjugado a FITC [Dako
Fo202]) diluido 1/50 en solucién de lavado. Los vidrios se incubaron por 45 minutos a
temperatura ambiente. Finalizada la incubacion, se realizaron tres lavados de 5 minutos con
solucion de lavado y un lavado con PBS frio. Finalmente, se realiz6 una incubacion de 5
minutos con una soluciéon de DAPI 1 mg/mL (D9542 Sigma-Aldrich) diluido 1/1000 en PBS,

y un altimo lavado con agua destilada.

Para el montado de los vidrios, se coloc6 10 pL. de medio de montaje (ProLong Gold

Antifade Mountant #P36930) sobre un portaobjetos, y se dispusieron los vidrios sobre la gota
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de montante. Los portaobjetos se dejaron secar en oscuridad por 24 horas, para finalmente

observarlos bajo el microscopio Confocal Zeiss LSM 800.
3.7 Inmunohistoquimica en tejido tumoral humano crecido en raton

Para la inmunohistoquimica en tejido tumoral de humano crecido en raton, se partio
de cortes histologicos parafinados de tumores generados con la linea celular de cancer de
pulmén humano A549 en ratones nude. En primer lugar, se realiz6 la desparafinacion de los
cortes histologicos. Para ello, se realizaron tres incubaciones de 5 minutos en Xilol, y luego 3
incubaciones en isopropanol. Luego, se realizaron dos lavados de 5 minutos, uno en agua
destilada y otro en PBS. A continuacion, se procedid a realizar el bloqueo de la peroxidasa
endogena con una solucion de H.O. 3% en PBS. Para ello se realizaron dos incubaciones de 15
minutos con dicha solucion, al finalizar se realizaron dos lavados de 5 minutos con PBS. Luego
se realizo el bloqueo de sitios inespecificos, incubando 20 minutos a temperatura ambiente
con una solucion de suero de cabra al 30% en PBS. Finalizado el bloqueo de sitios inespecificos,
se realiz6 un dnico lavado de 5 minutos con PBS y se continud con la incubacién de los
anticuerpos Chi-Tn y Tandem IgG/IgA, ambos a una concentraciéon de 1 ug/mL; para el control
negativo se utilizo PBS. Los portaobjetos con PBS o los anticuerpos se incubaron durante toda

la noche a 4°C en caAmara htimeda.

Al dia siguiente, se realizaron tres lavados de 5 minutos en PBS y luego se procedi6 con
la incubaci6n del anticuerpo secundario. Se utiliz6 un anticuerpo policlonal de conejo anti-IgG
humana conjugado a HRP (Dako P0214), en una dilucién de 1/400 en PBS, el cual fue
incubado durante 1 hora a temperatura ambiente. Al finalizar la incubacion, se realizaron tres
lavados de 5 minutos con PBS. A continuacion, se realiz6 una incubacién de 5 minutos en
oscuridad con una solucién de DAB 500 pg/mL - H.0.30% 1 pl/mL de TBS. A continuacion,
se realiz6 un lavado de 10 minutos con agua corriente, y uno de 5 minutos con agua destilada.
Para la tincion de los nucleos, se realizd una incubacion de 5 minutos con hematoxilina de
Mayer, y luego se procedi6 a realizar nuevamente un lavado de 10 minutos con agua corriente

y uno de 5 minutos con agua destilada.

Para la deshidratacion, en primer lugar se realizaron dos incubaciones de 5 minutos
cada una en isopropanol, seguida de una tltima incubacion de 5 minutos en Xilol. Finalmente,
se procedi6 al montaje de las laminas, utilizando el balsamo de montaje Entellan™ new de
MERCK. Los portaobjetos se dejaron secar por 24 horas a temperatura ambiente, para luego

ser observados bajo microscopio 6ptico.
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3.8 Biotinilacion de los anticuerpos Chi-Tn y Tandem IgG/IgA
3.8.1 Biotinilacion

Para poder realizar la inmunohistoquimica en tejidos tumorales humanos, fue
necesario realizar la biotinilacién de los anticuerpos Chi-Tn y TAndem IgG/IgA. Esto se debe
a que los tejidos humanos pueden contener anticuerpos de origen humano, propios del tejido,
por lo que no es posible utilizar como método de revelado un anticuerpo secundario anti-IgG
humano. La biotinilacién de los anticuerpos permite utilizar estreptavidina conjugada a HRP

como método de revelado.

Para la biotinilacion se utiliz6 el kit EZ Link™ NHS LC-LC Biotin Reagent de Thermo
Scientific™. En primer lugar, se calcularon los milimoles de biotina necesarios para lograr
obtener un buen rendimiento en la biotinilacion. En nuestro caso, decidimos utilizar la biotina
en una proporcion aproximada de 50:1 con respecto a los anticuerpos Chi-Tn y Tandem
IgG/IgA. Una vez calculados los milimoles necesarios, se prepar6 una solucién stock de biotina
10 uM disuelta en DMSO.

Los anticuerpos junto con la biotina se incubaron por 40 minutos a temperatura
ambiente. Finalizado este tiempo, se continué con la purificacién de los anticuerpos
biotinilados. A modo de eliminar la biotina libre en solucion, se realiz6 una dialisis contra PBS

utilizando la membrana de didlisis SnakeSkin™ Dialysis Tubing 3.5K MWCO de

ThermoScientific™. Las soluciones se dejaron dializando durante 24 horas en caAmara fria, con
dos cambios de PBS.

3.8.2 ELISA

De manera de poder verificar la biotinilacién de los anticuerpos Chi-Tn y Tandem
IgG/IgA, se realizé un ensayo de ELISA. En primer lugar, se realizo la sensibilizacion de una
placa de 96 pocillos Nunc MaxiSorp (ThermoScientific #442404) con asialo OSM (aOSM).
Para ello, se diluy6 la aOSM en buffer carbonato pH 9,6 a una concentracion final de 0,01
ug/uL, se sembraron 100 pL de la solucion por pocillo, y se dejé incubando toda la noche a

4°C, en camara humeda.

Al dia siguiente, se realizaron tres lavados con PBS-Tween20 0,1%. A continuacion, se
realizo el bloqueo de la placa. Para ello, se sembraron 200 pL de una solucion de PBS-BSA
0,5% por pocillo, y se dej6 incubando durante 1 hora y 30 minutos a 37°C en caAmara himeda.
Finalizado el bloqueo, se realizaron tres lavados con PBS-Tween20 0,1% y se procedi6 a
incubar los anticuerpos primarios. Tanto el anticuerpo Chi-Tn como el TAndem IgG/IgA se

utilizaron a una concentracién de 1 pg/mL diluidos en PBS; para el control negativo se utilizd
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PBS y para el control positivo HPA conjugada a biotina a una concentraciéon de 5 pug/mL
diluida en PBS. Se sembraron 100 uL por pocillo de los anticuerpos primarios, PBS o HPA-
biotina, y se dejo incubando la placa durante 1 hora a 37°C en cAmara htimeda. Luego, se
realizaron tres lavados con PBS-Tween20 0,1%. Posteriormente, se agreg6 100 uL por pocillo
de estreptavidina conjugada a HRP (P0397 Dako) diluida 1/1000 en PBS- Tween20 0,1%- BSA
0,5%, y se dejo incubando durante 1 hora a 37°C en caAmara humeda. Al finalizar la incubacion,

se realizaron cinco lavados con PBS- Tween20 0,1%.

Para el revelado, se prepar6 una soluciéon stock de TMB (Sigma-Aldrich #860336) 5
mg/mL en DMSO. A continuacion, se agregaron 200 pL de la solucion stock de TMBy 2 uL de
H.0. 30% a 10 mL de buffer citrato fosfato pH 5 (solucién de revelado). Se agregd 100 uL de
solucion de revelado por pocillo, se dejo incubar 10 minutos y se detuvo la reacciéon con 100
uL de H,SO, 2M. Detenida la reaccion, se midio la absorbancia a 450 nm en el lector de placas

Varioskan Flash de Thermo Scientific.
3.8.3 Cuantificacion

La determinaci6n de la concentracién de los anticuerpos biotinilados Chi-Tn y TAndem

IgG/IgA se realiz6 por dos metodologias: BCA y Absorbancia a 280 nm.

Para el método de cuantificacién por BCA, en primer lugar se prepararon soluciones
de BSA a concentraciones de 1; 0,8; 0,6; 0,4; 0,2 y 0,1 mg/mL para la construccion de la curva
de calibracion. En una placa de 96 pocillos, se sembraron 10 pL por pocillo de cada solucion
de BSA por duplicado. A su vez se sembraron 10 pL por pocillo de las soluciones de Chi-Tn y
Tandem IgG/IgA biotinilados, por triplicado, en tres condiciones: sin diluir, y diluciones Y2 y
Y4 en PBS.

Adicionalmente, se preparé una solucion de BCA-CuSO, 5% en relaciéon 50:1. Se
agregaron 200 uL de BCA-CuSO, 5% por pocillo, y se incub6 la placa por 30 minutos a 37°C.
Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se midio la absorbancia a 562 nm en el lector

de placas Varioskan Flash de Thermo Scientific.

Para la determinacion de la concentracion por absorbancia, se utilizd el equipo
NanoDrop DS-11 FX+ de DeNovix y se midi6 la absorbancia a 280 nm de ambas soluciones de
anticuerpos. Para el calculo de las concentraciones, se utilizé el valor de Abs 0,1%, que
corresponde a la absorbancia a 280 nm de una solucién de 1 mg/mL. Para el caso del Chi-Tn

(IgG1), el valor de Abs 0,1% es de 1,370, mientras que para el Tandem IgG/IgA es de 1,395.
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3.9 Inmunohistoquimica en array de tejidos tumorales humanos

Para la inmunohistoquimica en array de tejidos tumorales humanos se utilizo el array
politumor BCooo0119b. Ademas, como testigo positivo de la técnica, se utilizaron cortes

histologicos de un tumor generado a partir de células A549 crecido en ratones nude.

En primer lugar, se procedi6 a la desparafinacion del array y las laminas de A549,
realizando tres incubaciones de 5 minutos en Xilol, y otras tres en isopropanol. Luego se
realiz6 un lavado de 5 minutos en agua destilada y un altimo lavado con PBS. A continuacion,
se procedi6 a realizar el bloqueo de la peroxidasa end6gena con una solucién de H.O. 3% en
PBS. Para ello se realizaron dos incubaciones de 15 minutos con dicha solucion, al finalizar se
realizaron dos lavados de 5 minutos con PBS. Luego se realizd el bloqueo de sitios
inespecificos, incubando 20 minutos a temperatura ambiente con una solucion de suero de

cabra al 30% en PBS. Finalizado el bloqueo de sitios inespecificos, se realiz6 un lavado en PBS.

El portaobjeto con los cortes histologicos del tumor de A549 se dividi en tres: control
negativo, control positivo y Tandem IgG/IgA biotinilado. Para el control negativo se utilizd
PBS, para el control positivo se utiliz6 HPA biotinilada en una concentracion de 10 pg/mL, y
el TAndem IgG/IgA biotinilado en una concentracion de 20 pg/mlL. Para el caso del array
politumor, se utiliz6 el Tandem IgG/IgA biotinilado en una concentraciéon de 20 ug/mL. Tanto
el array como los cortes histologicos del tumor de A549 fueron incubados con las soluciones

mencionadas anteriormente, toda la noche a 4°C en cAmara himeda.

Al dia siguiente, se realizaron tres lavados de 5 minutos en PBS. A continuacion, se
realiz6 una incubacion de 20 minutos a temperatura ambiente con el reactivo Streptavidin
HRP (ready-to-use) de Abcam (ab64269). Finalizados los 20 minutos, se realizaron tres
lavados de 5 minutos con PBS. Luego, se procedi6 a agregar sobre los cortes histologicos una
solucion de DAB 500 pg/mL - H.O, 30% 1 ul/mL en buffer TBS, la cual se incub6 por 5
minutos en oscuridad. Posteriormente, se realiz6 un lavado de 5 minutos con agua corriente,
y uno con agua destilada. Para la tincién de los nticleos, se realiz6 una incubacién de 5 minutos
con hematoxilina de Meyer, seguida de un lavado de 10 minutos en agua corriente y otro de 5

minutos en agua destilada.

Finalmente, se deshidrataron los cortes histologicos, realizando dos incubaciones de 5
minutos en isopropanol y una incubacion en Xilol. A continuacién, se llevo a cabo el montaje
de cortes histoldgicos, utilizando el balsamo de montaje Entellan™ new de MERCK. Los
portaobjetos se dejaron secar por 24 horas a temperatura ambiente, para luego ser observados

bajo microscopio 6ptico.
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4.RESULTADOS

4.1 Evaluacion de la produccion de los anticuerpos Chi-Tn y Tandem

IgG/IgA

En primer lugar, se busco verificar la correcta produccion de los anticuerpos Chi-Tn y
Tandem IgG/IgA. Para ello, se realizaron electroforesis SDS-PAGE de los anticuerpos en

condiciones reductoras y no reductoras, asi como ensayos de Western Blot.
4.1.1 SDS-PAGE

Con el fin de evaluar la producciéon de los anticuerpos Chi-Tn y Tandem IgG/IgA
producidos en el Institut Pasteur, se llevaron a cabo dos electroforesis SDS-PAGE, una en
condiciones reductoras y otra en condiciones no reductoras. Para la primera, se prepar6 un gel
de poliacrilamida al 10% y se redujeron las muestras con el agente reductor f-mercaptoetanol
a modo de reducir los enlaces disulfuro que unen las cadenas pesadas y ligeras de los
anticuerpos. Adicionalmente, se incluyeron muestras de los anticuerpos Chi-Tn y Tandem
IgG/IgA previas a la didlisis, para evaluar si este paso mejoraba considerablemente o no la
pureza de las muestras. Para el caso de Chi-Tn, se observan dos bandas, de 26 y 55 kDa
aproximadamente, que coinciden con los pesos moleculares de la cadena liviana y pesada de
la IgG respectivamente. En el carril donde se sembré el Tandem IgG/IgA, se observaron
también dos bandas, de 26 y 85 kDa aproximadamente. El grado de pureza de cada muestra
fue calculado mediante el software de analisis de imagenes ImageJ (Schneider et al., 2012).
Los resultados obtenidos indicaron una pureza del 95% para el Chi-Tn sin dializar, del 86%
para el Tandem IgG/IgA sin dializar, del 95% para el Chi-Tn posterior a la didlisis y del 93%
para el Tandem IgG/IgA posterior a la dialisis (Fig. 10, A).

La segunda electroforesis se llevd a cabo en condiciones no reductoras, a modo de
evaluar la integridad de los anticuerpos Chi-Tn y Tandem IgG/IgA, ademés de confirmar el
mayor tamano de este ultimo con respecto a su parental IgG. En este caso, se prepard un gel
de poliacrilamida al 7% de manera de resolver mejor las bandas de mayor tamano. Para el caso
del Chi-Tn, se observa una banda prominente mayor a 180 kDa, asi como bandas de menor
tamafo, de alrededor de 150 y 120 kDa. Para el caso del Tandem IgG/IgA, también se observa
una banda prominente mayor a 180 kDa, con menor movilidad electroforética que la banda
observada para el Chi-Tn, de acuerdo con lo esperado. Adicionalmente a la banda principal,
se observa una banda tenue de mayor tamafo, asi como 2 bandas tenues de menor tamafio
(Fig. 10, B).
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MPM  ChiTnsin TindemlgGligA Chi-Tn Téndem Chi-Tn sin Téndem IgG/igA

dializar sin dializar IgGligh reducir sin reducir

Figura 10. Electroforesis SDS-PAGE del anticuerpo Tandem IgG/IgA. A la izquierda (A), se
muestra la electroforesis del gel de poliacrilamida al 10% en condiciones desnaturalizantes y reductoras.
A la derecha (B) se muestra la electroforesis del gel de poliacrilamida al 7% en condiciones
desnaturalizantes y no reductoras. Debajo de cada carril se indica la muestra cargada. A la izquierda del

marcador de peso molecular (MPM) se indican los pesos moleculares.
4.1.2 Western Blot

Con el fin de complementar los resultados obtenidos por electroforesis SDS-PAGE, se
realiz6 un ensayo de Western Blot. Los anticuerpos secundarios utilizados para el revelado
fueron un anti-IgG humano conjugado a FITC, y un anti-IgA humano conjugado a TRITC, que
se utilizaron por separado para confirmar la presencia de los dominios Fc de IgG e IgA en el
Tandem IgG/IgA. De acuerdo con lo esperado, la banda de 85 kDa perteneciente a la cadena
pesada del Tandem IgG/IgA se tind con los dos anticuerpos secundarios, confirmando la
presencia de ambos dominios Fc en la estructura. El parental Chi-Tn no fue evaluado con el
anticuerpo secundario anti-IgA humano conjugado a TRITC, con el cual se esperaba un
resultado negativo. Sin embargo, la tincion con el anticuerpo anti-IgG humano conjugado a

FITC arrojo6 un resultado positivo, de acuerdo con lo esperado (Fig. 11).

A B

10k 100 kDa:

70kDa 70 kD:

55 kDa:

MPM ChiTn  Tandem lgGigA MPM  Tandem IgGiigA

Figura 11. Estudio de la presencia de los dominios Fc de IgG e IgA en la estructura de los
anticuerpos Chi-Tn y Tandem IgG/IgA. Ensayos de Western Blot realizados con los anticuerpos

secundarios anti-IgG de humano conjugado a FITC (A) y anti-IgA de humano conjugado a TRITC (B).
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Debajo de cada carril se muestra la muestra cargada. A la izquierda del marcador de peso molecular

(MPM) se indican los pesos moleculares.

4.2 Evaluacion de la capacidad del nuevo anticuerpo en Tandem IgG/IgA

de reconocer lineas celulares tumorales Tn positivas

Una vez verificada la correcta produccion del Tandem IgG/IgA, se quiso evaluar su
capacidad de reconocer el antigeno Tn en lineas celulares tumorales de varios tipos de cancer.
Para ello, se realizaron los inmunoensayos de citometria de flujo e inmunofluorescencia
indirecta, en las lineas celulares T3M4, L3.6, BxPC3 y CT26. Adicionalmente, se evaluaron las

lineas celulares MC38 wild type y MC38-COSMC KO por inmunofluorescencia indirecta.
4.2.1 Citometria de flujo

Se realizaron ensayos de citometria de flujo utilizando varias lineas celulares
tumorales, a modo de evaluar la union del anticuerpo Tandem IgG/IgA al antigeno Tn. En
primer lugar, se realizd un ensayo para optimizar la concentracién de anticuerpo primario.
Los anticuerpos Chi-Tn y Tandem IgG/IgA fueron utilizados a una concentraciéon de 40 pg/mL
con intenciéon de marcar las lineas CT26, L3.6, T3M4 y BxPC3. Como control positivo, se
utiliz6 una solucion de HPA 50 ug/mL. HPA es una lectina obtenida del caracol romano Helix
pomatia, que reconoce residuos de GalNAc terminales, entre los que se encuentra el antigeno
Tn. El porcentaje de células marcadas con ambos anticuerpos fue significativamente mayor en
comparacion con el porcentaje de células marcadas utilizando la lectina HPA en las cuatro
lineas celulares, sugiriendo la presencia de interacciones inespecificas para ambos anticuerpos

(Fig. 12).
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Figura 12. Estudio comparativo del reconocimiento generado por los anticuerpos Chi-Tn
y Tandem IgG/IgA sobre diferentes lineas celulares tumorales por citometria de flujo.
Estudio por citometria de flujo de la capacidad de reconocimiento de las lineas celulares de cancer
pancreas T3M4 (A), L3.6 (B), BxPC3 (C) y la linea celular de cincer de colon CT26 (D) por los
anticuerpos Chi-Tn y Tandem IgG/IgA, ambos en una concentraciéon de 40 ug/mL. Se utiliz6 como
control positivo de la presencia de GalNAc terminales la lectina HPA. Como controles negativos se

muestran el control utilizando solamente el anticuerpo secundario (Ctrl Secundario) y el control
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utilizando solamente estreptavidina (Ctrl Estreptavidina). Los datos se presentan como el promedio y
la desviacion estandar de pocillos triplicados. Los resultados presentados corresponden a un
experimento representativo de dos experimentos independientes. Se indica la estadistica

intraexperimento: *p<0,05; ***p<0,001; ****p<0,0001.

A partir de estos resultados, se decidio realizar los ensayos de citometria de flujo
utilizando una concentracién de 10 ug/mL para ambos anticuerpos, a modo de minimizar el
reconocimiento inespecifico. Los nuevos ensayos fueron realizados en las cuatro lineas
celulares: T3M4, L3.6, BxPC3 y CT26 (Fig. 13). Para las tres lineas celulares de cancer de
pancreas, los resultados del porcentaje de células marcadas fueron concordantes entre ambos
anticuerpos. Para la linea T3M4 se obtuvo un porcentaje de 53%=+10 con Chi-Tn, y 42% + 7
con Tandem IgG/IgA; para L3.6 los resultados fueron de 23% + 3 con Chi-Tny 30% + 1,5 con
Tandem IgG/IgA; y finalmente para BxPC3 se obtuvo un porcentaje de 36% + 3 con Chi-Tny
36 + 2 con Tandem IgG/IgA. Sin embargo, para el caso de la linea celular CT26 de carcinoma
de colon murino, los resultados obtenidos por Chi-Tn y Tandem IgG/IgA presentaron
diferencias estadisticamente significativas. En este caso el anticuerpo Tandem IgG/IgA, dio
porcentajes de marca bastante més elevados, de 77% + 19 de células positivas, mientras que el

anticuerpo Chi-Tn dio un resultado de 36% + 8 de células Tn positivas.
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Figura 13. Estudio comparativo del reconocimiento generado por los anticuerpos Chi-Tn
y Tandem IgG/IgA sobre diferentes lineas celulares tumorales por citometria de flujo.
Estudio por citometria de flujo de la capacidad de reconocimiento de las lineas celulares de cancer
pancreas TgM4 (A), L3.6 (B), BxPC3 (C) y la linea celular de cancer de colon CT26 (D) por los
anticuerpos Chi-Tn y Tandem IgG/IgA, ambos en una concentracién de 10 pg/mL. Como control
negativo se muestra el control utilizando solamente el anticuerpo secundario (Ctrl Secundario). Los
datos se presentan como el promedio y la desviacién estandar de pocillos triplicados. Los resultados
presentados corresponden a un experimento representativo de dos experimentos independientes. Se

indica la estadistica intraexperimento: **p<0,01; ****p<0,0001; ns: no significativo.
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4.2.2 Inmunofluorescencia indirecta

A continuacion, se llevaron a cabo ensayos de inmunofluorescencia indirecta con las
lineas celulares de cancer de pancreas T3M4, L3.6 y BxPC3 y CT26, de manera de
complementar los resultados obtenidos por citometria de flujo. Todas las células fueron
permeabilizadas previo a la tincion, de manera de marcar el antigeno Tn tanto de membrana
como intracelular. Ambos anticuerpos, Chi-Tn y Tandem IgG/IgA, fueron incubados en una
concentracion de 10 pg/mL. Para todos los casos, se realizaron controles a modo de descartar
un reconocimiento inespecifico por parte del anticuerpo secundario. Todas las imagenes
fueron tomadas en el microscopio confocal Zeiss LSM 800 de la Unidad de Bioimagenologia

Avanzada (UBA) del Institut Pasteur de Montevideo, en una magnificacién 630X.

Como se observa en las Figuras 14, 15 y 16, las lineas celulares T3M4, L3.6 y BxPC3
mostraron un marcaje similar por los anticuerpos Chi-Tn y Tandem IgG/IgA. Por otra parte,
los controles con solamente el anticuerpo secundario no dieron marca, por lo que se descart6
un reconocimiento inespecifico por parte de este. Como se puede observar en la Figura 14, la
linea celular T3M4 parece tener un marcaje mas intenso y un mayor porcentaje de células
marcadas en comparacion con las lineas celulares L3.6 y BxPC3 (Fig. 15 y Fig. 16). Esto
concuerda con los resultados obtenidos mediante citometria de flujo, donde la linea T3M4
arrojo los porcentajes de células Tn positivas més altos, seguida por BxPC3 y finalmente L3.6.
En las tres lineas celulares de cancer de pancreas, la sefial fluorescente se dispone en un patréon

granular, distribuida de manera tanto perinuclear como citoplasmatica.

Control negativo Chi-Tn Tandem IgG/IgA

A

Figura 14. Estudio comparativo del reconocimiento generado por los anticuerpos Chi-Tn
y Tandem IgG/IgA sobre células T3M4 por inmunofluorescencia indirecta. Se crecieron,
fijaron y permeabilizaron células T3M4 en portaobjetos de vidrio, luego se realizaron los marcajes
utilizando solamente el anticuerpo secundario conjugado a FITC como control negativo (A), el
anticuerpo Chi-Tn (B), o el anticuerpo Tandem IgG/IgA (C). Se marcaron los nucleos celulares

utilizando una soluciéon de DAPI. En la Figura se muestra un campo representativo para cada condicién
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evaluada. Las imagenes fueron tomadas en el microscopio confocal Zeiss LSM 800, con una

magnificaciéon 630X.

Control negativo Chi-Tn Tandem IgG/IgA
.

Figura 15. Estudio comparativo del reconocimiento generado por los anticuerpos Chi-Tn

y Tandem IgG/IgA sobre células L3.6 por inmunofluorescencia indirecta. Se crecieron,
fijaron y permeabilizaron células L3.6 en portaobjetos de vidrio, luego se realizaron los marcajes
utilizando solamente el anticuerpo secundario conjugado a FITC como control negativo (A), el
anticuerpo Chi-Tn (B), o el anticuerpo Tandem IgG/IgA (C). Se marcaron los nicleos celulares
utilizando una solucién de DAPI. En la Figura se muestra un campo representativo para cada condiciéon
evaluada. Las imagenes fueron tomadas en el microscopio confocal Zeiss LSM 800, con una

magnificacion 630X.

Control negativo Chi-Tn Tandem IgG/IgA
.

Figura 16. Estudio comparativo del reconocimiento generado por los anticuerpos Chi-Tn

y Tandem IgG/IgA sobre células BxPC3 por inmunofluorescencia indirecta. Se crecieron,
fijaron y permeabilizaron células BxPC3 en portaobjetos de vidrio, luego se realizaron los marcajes
utilizando solamente el anticuerpo secundario conjugado a FITC como control negativo (A), el
anticuerpo Chi-Tn (B), o el anticuerpo Tandem IgG/IgA (C). Se marcaron los nucleos celulares
utilizando una soluciéon de DAPI. En la Figura se muestra un campo representativo para cada condicién
evaluada. Las imagenes fueron tomadas en el microscopio confocal Zeiss LSM 800, con una

magnificacion 630X.
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A continuacioén, se evalu6 por inmunofluorescencia indirecta el reconocimiento de las
lineas celulares MC38 y MC38-COSMC KO por ambos anticuerpos, Chi-Tn y Tandem IgG/IgA
auna concentracion de 10 ug/mL. Las MC38 son una linea celular de adenocarcinoma de colon
murino, que no expresan el antigeno Tn. Por su parte, las MC38-COSMC KO fueron generadas
mediante la eliminacion del gen C1GALT1C1 (gen que codifica para la chaperona Cosmc), lo
que genera una sobreexpresion del antigeno Tn (Cornelissen et al., 2020). Se realizaron
controles utilizando solamente el control secundario conjugado a FITC, a modo de descartar
un reconocimiento inespecifico por parte de este anticuerpo. Todas las imagenes fueron
tomadas en el microscopio confocal Zeiss LSM 800 de la Unidad de Bioimagenologia

Avanzada (UBA) del Institut Pasteur de Montevideo, en una magnificaciéon 630X.

De acuerdo a lo esperado, las células MC38 wild type no presentaron marca en
ninguno de los casos, confirmando la ausencia del antigeno Tn (Fig. 177, A-C). En cambio, las
células MC38-COSMC KO presentaron una fuerte marca para ambos anticuerpos, denotando
la sobreexpresion del antigeno Tn, y confirmando que el nuevo anticuerpo generado por
nuestro laboratorio, Tandem IgG/IgA, reconoce de manera especifica el antigeno Tn. La sefial
fluorescente se dispuso mayormente de manera citoplasmatica y a nivel de la membrana. Las
células incubadas con el anticuerpo Tandem IgG/IgA presentaron mayor tincién, a
comparacion de aquellas incubadas con el anticuerpo Chi-Tn (Fig. 17, D-F). Para todos los
casos, los controles secundarios no presentaron marca, descartando una interacci6n

inespecifica del anticuerpo secundario.

Control negativo Chi-Tn Tandem IgG/IgA

A C
MC38
wild type
= F
MC38-COSMC
KO (Tn"=")

Figura 17. Estudio comparativo del reconocimiento generado por los anticuerpos Chi-Tn
y Tandem IgG/IgA sobre células MC38 wild type (A-C) y MC38-COSMC KO (D-F) por
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inmunofluorescencia indirecta. Se crecieron, fijaron y permeabilizaron células MC38 wild type y
MC38-COSMC KO en portaobjetos de vidrio, luego se realizaron los marcajes utilizando solamente el
anticuerpo secundario conjugado a FITC como control negativo (A, D), el anticuerpo Chi-Tn (B, E), o el
anticuerpo Tandem IgG/IgA (C, F). Se marcaron los niicleos celulares utilizando una solucién de DAPI.
En la Figura se muestra un campo representativo para cada condiciéon evaluada. Las imagenes fueron

tomadas en el microscopio confocal Zeiss LSM 800, con una magnificaciéon 630X.

4.3 Evaluacion de la capacidad del nuevo anticuerpo en Tandem IgG/IgA

de reconocer tejidos tumorales humanos

Una vez confirmado el reconocimiento del antigeno Tn por parte del anticuerpo
Tandem IgG/IgA en diferentes lineas celulares, se busco evaluar su capacidad de reconocer Tn
en tejidos tumorales humanos. Para ello, se realizaron ensayos de inmunohistoquimica en
tejidos humanos crecidos en raton, asi como en un array de tejidos que contiene 190 cortes

de tejidos tumorales humanos.
4.3.1 Inmunohistoquimica en tejido tumoral de A549 crecido en raton

Para este ensayo, se utilizaron cortes histologicos parafinados de tumores generados
en ratones nude con la linea celular de cancer de pulmén humano A549. Para el marcado de
estos cortes histologicos, se utilizaron ambos anticuerpos, Chi-Tn y Tandem IgG/IgA, a una
concentracion de 1 pg/mL. Adicionalmente, se realiz6 un control sin anticuerpo primario,
incubado solamente con el anticuerpo secundario, para descartar interacciones inespecificas

del anticuerpo secundario anti-IgG humana conjugado a HRP.

De acuerdo a lo esperado, el control incubado solamente con el anticuerpo secundario
no generd ninguna marca, descartando interaccion inespecifica por parte de este anticuerpo
(Fig. 18, A, D). Por su parte, los anticuerpos Chi-Tn y Tandem IgG/IgA fueron capaces de
marcar intensamente los cortes histologicos, observandose una intensidad y area positiva de
marca similar para ambos anticuerpos. En particular, se observa un marcaje perinuclear y
citoplasmatico intenso sobre células tumorales, sefialado con flechas negras, mientras que no

se observa marca sobre el tejido estromal normal (Fig. 18, B-C, E-F).
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Control negativo

100x
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Figura 18. Inmunohistoquimicas utilizando los anticuerpos Chi-Tn y Tandem IgG/IgA de
tejido tumoral generado a partir de células A549 en ratones nude. Se muestran imégenes
representativas de los cortes histoldgicos marcados en inmunohistoquimica con el anticuerpo
secundario (control negativo) (A, D); Chi-Tn (B, E) y TAndem IgG/IgA (C, F). En flechas negras se senala
ejemplos de marcaje perinuclear y citoplasmatico. Las imagenes fueron tomadas utilizando microscopia

de campo claro a una magnificacion de 100x y 200x segtn se indica en la Figura.
4.3.2 Inmunohistoquimica en array de tejidos tumorales humanos

Una vez confirmado el reconocimiento de células tumorales por el anticuerpo Tandem
IgG/IgA sobre un tejido tumoral generado a partir de células de origen humano, se busco
evaluar el reconocimiento del anticuerpo sobre varios cortes histologicos pertenecientes a
varios tipos de tumores humanos. Para ello, se utiliz6 el array politumor BCooo119b. Este
array en particular contiene 190 cortes histolégicos de adenocarcinoma de mama, carcinoma
de pulmoén de células escamosas, adenocarcinoma de colon, adenocarcinoma de prostata y

adenocarcinoma de pancreas.

En primer lugar, se procedi6 a la biotinilacién de los anticuerpos Chi-Tn y TAndem
IgG/IgA. Los anticuerpos biotinilados permiten utilizar estreptavidina como método de
revelado, para evitar el uso de anticuerpos secundarios anti-IgG humana, que podrian

reconocer anticuerpos ya propios de los tejidos, dando lugar a un marcado inespecifico.

A continuacién, se procedi6 a cuantificar los anticuerpos biotinilados. La
cuantificacion se realiz6 por dos métodos: por la determinacion de la Absorbancia a 280 nm,
y por el método colorimétrico BCA. Para el caso de la cuantificaciéon por absorbancia a 280
nm, se midi6 la absorbancia de los anticuerpos biotinilados a esta longitud de onda en un
equipo NanoDrop. Utilizando los valores de Abs 0,1% de la IgG y de la IgGA, se calcularon las

concentraciones de Chi-Tn y Tandem IgG/IgA, respectivamente. Para el método de BCA, se
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realiz6 una curva de calibracién de acuerdo con lo descrito en la seccion de Materiales y
Métodos (Fig. S2). Una vez obtenida la ecuacion de la recta de la curva de calibracion
mediante ajuste lineal, se procedi6é a calcular las concentraciones de cada anticuerpo.
Teniendo en cuenta que la concentracion de los stocks a partir de los cuales se parti6 para la
biotinilacién habia sido calculada mediante absorbancia a 280 nm, que no se observan
grandes diferencias entre los dos métodos utilizados, y que los resultados obtenidos mediante
este método eran mas coherentes con respecto a la concentracion inicial (0,41 mg/mL para
Chi-Tn y 0,3 mg/mL para Tandem IgG/IgA), se decidi6 continuar trabajando con la
concentracion calculada mediante absorbancia a 280 nm, y no con las concentraciones

obtenidas utilizando el método de BCA (Tabla 1).

Tabla 1. Concentraciéon calculada para los anticuerpos Chi-Tn y Tandem IgG/IgA

biotinilados, por Absorbancia a 280 nm y por BCA.

Método Chi-Tn Tandem IgG/IgA
Absorbancia 280 nm 0,32 mg/mL 0,21 mg/mL
BCA 0,45 mg/mL 0,28 mg/mL

Finalmente, la biotinilacion de ambos anticuerpos se evalué mediante la técnica de
ELISA, utilizando aOSM como antigeno para sensibilizar las placas y HPA biotinilada como
control positivo. La absorbancia a 450 nm, tanto del Chi-Tn como del Tandem IgG/IgA, fue
significativamente mayor con respecto al control negativo, confirmando su biotinilacion. En
orden de intensidad de sefial, la mayor sefial la obtuvo el control con HPA-biotina, seguida por
el Tandem IgG/IgA y por altimo el Chi-Tn (Fig. 19).

Figura 19. Ensayo de ELISA para evaluar la

LS biotinilaciéon de los anticuerpos Chi-Tn y Tandem
34 ' 1 IgG/IgA. Los pocillos de una placa de 96 wells fueron

sensibilizados con aOSM en una concentracién de 0,01

2 pg/mL. Como control negativo se utiliz6 un control sin

== anticuerpo primario (Ctrl negativo) y como control positivo

14 se utiliz6 a la lectina HPA conjugada a biotina (Ctrl

positivo). Los anticuerpos Chi-Tn y Tandem IgG/IgA
fueron utilizados a una concentraciéon de 1 pg/mL. Para

\\qv' revelar, se utiliz6 una solucién de estreptavidina conjugada
a HRP. Para cada muestra se presentan los datos como el
O <2 promedio y la desviacion estandar de los pocillos
R triplicados. Se muestra la estadistica intraexperimento:

**%%¥p<0,0001.
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Una vez cuantificados los anticuerpos y verificada su biotinilaciéon, se procedié a
realizar una inmunohistoquimica en el array comercial politumor BCooo119b (Fig. S3).
Como testigos positivos de la técnica, se utilizaron cortes histologicos de tumor de A549
crecido en ratones nude (Fig. S4). Dentro del array, se decidi6 centrar el anilisis en los cortes
histolégicos de cancer de pancreas, por ser de especial interés en nuestro laboratorio. A cada
corte histoldgico se le asigné un score de marca segin el método semicuantitativo combinado
(Fedchenko & Reifenrath, 2014). Este consiste en asignar un valor a la intensidad de marca y
un valor al porcentaje de células marcadas. La intensidad de marca puede tomar cuatro
valores: 0, 1, 2 0 3, que corresponden a una intensidad nula, leve, moderada o fuerte,
respectivamente. El porcentaje de células marcadas también puede tomar cuatro valores: 0, 1,
2 0 3. 0 corresponde a un porcentaje nulo de células marcadas, 1 a un porcentaje entre o0 y
30%, 2 a un porcentaje entre 30 y 60%, y 3 a un porcentaje mayor a 60% de células marcadas.
El score de marca se obtuvo sumando los valores de intensidad y porcentaje, tomando valores

entre 0y 6.




Figura 20. Inmunohistoquimica de cortes histologicos de cancer de pancreas humanos

utilizando el anticuerpo Tandem IgG/IgA. Se muestran los cortes histologicos de cancer de
pancreas presentes en el array politumor BCoo0119b. Las muestras fueron marcadas con el anticuerpo
Tandem IgG/IgA biotinilado, a una concentracion de 20 pg/mL. El revelado se realiz6 con
estreptavidina conjugada a HRP. Todas las imagenes fueron tomadas en microscopio 6ptico a una

magnificaciéon de 100X.
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Como se observa en la Figura 20, de 35 cortes histologicos de cancer de pancreas
humano, 30 resultaron positivos, es decir que el anticuerpo Tandem IgG/IgA fue capaz de
reconocer antigeno Tn en un 86% de las muestras. Adicionalmente, un 55% de los cortes

histolégicos presentaron un score de marca mayor o igual a 4 (Tabla 2; Tabla S1).

Dada la relacion entre la presencia de antigeno Tn y la malignidad y agresividad
tumoral reportada en la bibliografia, se buscé analizar si existia una relaciéon estadisticamente
significativa entre el estadio tumoral y el score de marca obtenido para cada muestra. Para
ello, se agruparon las muestras segin su estadio y se graficd su score correspondiente. No se
encontr6 una relacion estadisticamente significativa entre el estadio de progresion tumoral y
el score de marca obtenido utilizando el anticuerpo Tandem IgG/IgA sobre los cortes

histologicos estudiados (Fig. 21).

Tabla 2. Anélisis del score de marca utilizando el anticuerpo Tandem IgG/IgA obtenido
para las inmunohistoquimicas de los cortes histologicos de cancer de pancreas humano
mediante el método semicuantitativo combinado. En la tabla se indica el nimero de muestras

para cada valor de score, asi como el porcentaje relativo de cada score sobre el total de muestras.

Score Numero de muestras % Relativo
0 5 14
2 6 17
3 5 14
4 10 29
5 6 17
6 3 9
Figura 21. Correlacion entre el score de marca 6 . A A
asignado a cada corte histolégico y su estadio eoes A | a
(1]
.2 (]
de progresion tumoral. Las muestras se agruparon S 4d et e eed e 1 v
seglin su estadio tumoral, y se graficaron los scores de E o | o 1
o r 3
marca asignados (@: IB; &: IIA; A: IIB; V¥: IV). Se o
o 24 L] 12X T2
representan las medias de cada grupo, asi como su &
desviacion estandar. El estudio estadistico se realizo -
. 0 T STk T
mediante un test one-way ANOVA. B A B v

Estadio tumoral
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5. DISCUSION

5.1 Evaluacién de la producciéon de los anticuerpos Chi-Tn y Tandem IgG/IgA

La evaluacion de la produccion de los anticuerpos Chi-Tn (IgG) y Tandem IgG/IgA se
realiz6 mediante las técnicas de SDS-PAGE y Western Blot. Con respecto a la SDS-PAGE, la
misma fue realizada en condiciones reductoras y no reductoras. Mediante SDS-PAGE en
condiciones reductoras, se buscéd evaluar la presencia y tamafio molecular de las cadenas
pesadas y livianas de ambos anticuerpos. Para el caso del Chi-Tn, se obtuvieron dos bandas
prominentes, de 55 y 26 kDa, que se corresponden con la cadena pesada y la liviana,
respectivamente. En cuanto al Tandem IgG/IgA, se obtuvieron dos bandas, de 85y 26 kDa, lo
cual se corresponde con los pesos moleculares esperados para la cadena pesada y liviana
respectivamente (Fig. 10, A). Teniendo en cuenta que cada dominio de inmunoglobulina pesa
alrededor de 13 kDa (Bowen & Casadevall, 2018), y que el anticuerpo Tandem IgG/IgA se
gener6 incorporando al extremo C-terminal de las cadenas pesadas del anticuerpo Chi-Tn
(IgG1) los dominios CH2 y CH3 de una IgA2, el aumento en aproximadamente 30 kDa del
tamafio de la banda pesada del Tandem IgG/IgA coincide con lo esperado. Adicionalmente, se
realiz6 el andlisis del grado de pureza de las muestras previo y posterior a la dilisis. Mientras
que la pureza del anticuerpo Chi-Tn no vari6 luego de la dialisis, manteniéndose en un 95%,
el grado de pureza del Tandem IgG/IgA aument6é considerablemente luego de este
procedimiento, de un 86% a un 93%. La obtenciéon de muestras de anticuerpos puras es de
vital importancia para el estudio de actividad antitumoral in vitro e in vivo de los mismos.
Teniendo en cuenta que el Tandem IgG/IgA es un anticuerpo con potencial uso en
inmunoterapia, un grado de pureza alto es indispensable para evaluar su actividad biolégica,
tanto en lineas celulares como en modelos animales. En conclusion, realizar una dialisis
posterior a la produccién de los anticuerpos, en especial del anticuerpo Tandem IgG/IgA, es

necesario para obtener muestras de calidad.

Por su parte, la SDS-PAGE en condiciones no reductoras se realiz6 en busca de evaluar
la integridad estructural de ambos anticuerpos, asi como su peso molecular. En contra de lo
esperado, esta electroforesis arrojé numerosas bandas, tanto para el caso del Chi-Tn como el
Tandem IgG/IgA, de varios pesos moleculares. Para el caso del Chi-Tn, se observan bandas
tenues de 120, 160 y 180 kDa, asi como una banda mas intensa de tamano mayor a 180 kDa;
mientras que para el TAndem IgG/IgA, se observa una banda de aproximadamente 165 kDa,
asi como bandas mayores a 180 kDa (Fig. 10). Debido a que no contamos con un marcador
de peso molecular de mayor rango, el peso molecular de las bandas mayores a 180 kDa no
pudo ser determinado. Se ha reportado que la observacion de numerosas bandas en

electroforesis no reductora de anticuerpos es un fenéomeno frecuente. Esto se debe al
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desplegado diferencial de los dominios Fab, CH2 y CH3 en condiciones no reductoras, que
genera bandas de tamafios diferentes al esperado. Se ha visto que el agregado de ciertos
alcoholes, como el butanol o isopropanol, pueden revertir este efecto si se calienta la muestra
a no méas de 50°C, ya que por encima de esta temperatura vuelven a apreciarse numerosas
bandas (Kirley & Norman, 2018). Debido a esto, seria deseable evaluar el peso molecular del
Tandem IgG/IgA nativo mediante otras técnicas como espectrometria de masas, que permitan
obtener resultados mas certeros. En términos generales, los resultados obtenidos fueron
concordantes, obteniéndose bandas de mayor tamafo para el Tandem IgG/IgA con respecto

al Chi-Tn, denotando el mayor tamafno molecular del anticuerpo en tandem.

Por tltimo, la evaluacion de la presencia de los dominios Fcy y Fca en el anticuerpo
Tandem IgG/IgA mediante Western Blot arroj6 resultados positivos. Tanto con el revelado
con el anticuerpo secundario anti-IgG humana como con el anticuerpo anti-IgA humana se
observo una banda de 85 kDa, que coincide con el peso molecular de la cadena pesada del
Tandem IgG/IgA como con los resultados de la SDS-PAGE reductora. Para el caso del Western
Blot revelado con un anticuerpo anti-IgG humana, se observan algunas bandas minoritarias,
de menor peso molecular, que podrian corresponder a productos de degradacion (Fig. 11). La
confirmacion de la presencia del Fca en la estructura del anticuerpo Tandem IgG/IgA es de
gran importancia, ya que es lo que lo distingue frente a su antecesor, el Chi-Tn. Esta
caracteristica estructural es lo que, en teoria, le permitiria al Tandem IgG/IgA ser capaz de
activar potentes mecanismos efectores en neutroéfilos, a comparacion de su parental IgG

(Heemskerk et al., 2021).

En suma, la producciéon de los anticuerpos Chi-Tn y Tandem IgG/IgA fue de buena
calidad, obteniéndose muestras con un alto grado de pureza. Ademaés, los ensayos de Western
Blot permitieron obtener resultados preliminares de que el Tandem IgG/IgA presenta los
dominios Fc tanto de la IgG como de la IgA, por lo que en principio presentaria la ventaja
respecto a su parental Chi-Tn de poder ser reconocido por el receptor CD89 (FcaRI). Si bien
estos son resultados alentadores, es necesario continuar con la caracterizacién del Tandem
IgG/IgA, mediante ensayos in vitro, para confirmar su interaccion con el receptor CD89, asi
como para evaluar su capacidad de activar al receptor. Adicionalmente, seria deseable
confirmar que el TAndem IgG/IgA mantiene su capacidad de union al receptor FcRn y, por lo

tanto, una vida media en suero similar a su parental, el Chi-Tn.

5.2 Evaluaciéon de la capacidad del nuevo anticuerpo en Tandem IgG/IgA de

reconocer lineas celulares tumorales Tn positivas

Luego de evaluar la produccion del nuevo anticuerpo Tandem IgG/IgA, se estudio su

capacidad de reconocer al antigeno Tn, en particular, clusters de Tn. Resultados previos
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obtenidos por el Dr. Federico Carrién del Laboratorio de Inmunovirologia del Institut Pasteur
de Montevideo, mediante la técnica de Biacore SPR, indicaron que existia reconocimiento del
antigeno Tn por parte del anticuerpo Tandem IgG/IgA (datos no publicados). En esta tesina,
se busco6 complementar estos resultados mediante diferentes abordajes. En primer lugar, se
evaluo6 la capacidad del Tandem IgG/IgA de reconocer células Tn positivas, mediante ensayos
de citometria de flujo e inmunofluorescencia indirecta. En los ensayos de citometria de flujo,
se trabajo con tres lineas celulares de carcinoma de pancreas (T3M4, L3.6 y Bxpc3) y una linea
de carcinoma de colon (CT26). Los ensayos de optimizacion de la concentracion de
anticuerpos Chi-Tny Tandem IgG/IgA, mostraron como resultado que a concentraciones altas
(40 ug/mL), ambos anticuerpos presentan interacciones inespecificas, detectando porcentajes
de células Tn positivas mas elevados que los reales. Esto se deduce porque el porcentaje de
células Tn positivas detectado por ambos anticuerpos es significativamente mayor al detectado
por la lectina HPA (Fig. 12). De no presentar interacciones inespecificas, el porcentaje de
células Tn positivas detectado mediante los anticuerpos Chi-Tn y Tandem IgG/IgA deberia ser
igual o menor al detectado por HPA. Esto se debe a que la HPA no es una lectina especifica del
antigeno Tn, sino que reconoce cualquier estructura que tenga un residuo de GalNAc terminal.
Incluso, se ha reportado que la lectina HPA es capaz de reconocer al antigeno T, cuya
estructura es Gal-f(1—3)GalNAc (Sanchez et al., 2006). Para sobrepasar esto, se decidio
trabajar con concentraciones de anticuerpos Chi-Tn y Tandem IgG/IgA mas bajas. En
particular, se escogi6 trabajar con una concentracion de 10 pg/mL, que se encuentra dentro
del rango recomendado por varios manuales de citometria de flujo (Yale School of Medicine,
2019). Para las tres lineas celulares de cancer de pancreas, se obtuvieron resultados
concordantes, sin diferencias significativas entre el anticuerpo Chi-Tn y el TAndem IgG/IgA.
Ademés, el porcentaje de células Tn positivas detectado por los anticuerpos fue similar o
menor al detectado por HPA en el ensayo anterior, por lo que se concluye que se logro
minimizar las interacciones inespecificas (Fig. 13, A-C). Para el caso de la linea de carcinoma
de colon CT26, se obtuvieron porcentajes de células Tn positivas significativamente mayores
para el Tandem IgG/IgA con respecto al Chi-Tn (Fig. 13, D). Esta disparidad entre ambos
anticuerpos podria explicarse por la expresion de receptores de IgA capaces de promover la
interaccion del Tandem IgG/IgA con las células, hecho que no sucederia con el Chi-Tn. En
efecto, se ha reportado la expresion de un receptor de IgA, diferente al CD89 y al pIgR, en
varias lineas celulares de carcinoma de colon (Kitamura et al., 2000). En caso de que la unién
de este receptor no afecte el reconocimiento por parte de CD89, esto podria presentar una

ventaja para el Tandem IgG/IgA como agente terapéutico en cancer de colon.

Una vez analizado el reconocimiento del antigeno Tn por citometria de flujo, se decidio
realizar ensayos de inmunofluorescencia indirecta para complementar los resultados. En este

caso, se trabaj6 primero con las tres lineas celulares de cancer de pancreas (T3M4, BxPC3 y
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L3.6). Las imigenes mostraron resultados concordantes con los obtenidos mediante
citometria de flujo. Ademas, las células T3M4 parecen mostrar un mayor porcentaje de células
Tn positivas y marcaje mas intenso. En todos los casos se observa que no todas las células son
Tn positivas, resultado que concuerda con lo obtenido por citometria de flujo. A priori,
esperariamos obtener un 100% de marcaje, ya que son lineas celulares y no poblaciones
heterogéneas de varios tipos celulares. Sin embargo, la heterogeneidad observada en la
expresion del antigeno Tn dentro de una misma linea celular, es un fenomeno comun entre
lineas celulares tumorales, cuya alta variabilidad genética genera subpoblaciones
heterogéneas (Ben-David et al., 2018). Inclusive, esta disparidad en la expresion se ha
reportado para el antigeno Tn en otras lineas celulares tumorales (Guillot, 2002).
Adicionalmente, se ha reportado que la expresion del antigeno Tn varia en funcién de la fase
del ciclo celular en la cual se encuentre la célula, explicando también esta disparidad en la
expresion dentro de una misma linea (Liu & Li, 2018). En cuanto a la disposicion del marcado,
esta se distribuyé en un patrén granular en todos los casos. Los granulos se dispusieron
predominantemente de manera perinuclear para las lineas T3M4 y L3.6 (Fig. 14, Fig. 15),
mientras que para BxPC3 la marca se distribuy6 principalmente a lo largo del citoplasma (Fig.
16). El patron granular coincide con lo reportado en otras lineas celulares, y podria estar
asociado al trafico vesicular de proteinas O-glicosiladas en el aparato de Golgi (Guillot, 2002;
Fisher & Ungar, 2016). T3M4, BxPC3 y L3.6 son lineas celulares de cancer pancreatico ductal
(PDAC) humano, un cancer cuya mortalidad ronda el 98% (Thomas et al., 2019). Si bien la
expresion del antigeno Tn en estas lineas ya ha sido previamente reportada (Hofmann et al.,
2015; Thomas et al., 2019), la confirmacion del reconocimiento por parte del anticuerpo en
Tandem IgG/IgA las vuelve excelentes candidatas para realizar ensayos de citotoxicidad in
vitro, que permitan elucidar la capacidad del Tandem IgG/IgA de inducir muerte celular

dependiente de anticuerpo.

Ya analizadas las lineas celulares de pancreas, se procedioé a realizar ensayos de
inmunofluorescencia indirecta con las lineas celulares MC38 wild type y MC38-COSMC KO
(Tnhigk), MC38 es una linea celular de adenocarcinoma de colon de origen murino, en concreto
de la cepa de ratones C57BL/6. En particular, la linea MC38 TnPlish se gener6 a partir de la
delecion del gen C1GALT1C1, que codifica para la proteina chaperona Cosmec. La delecion de
esta chaperona, importante en el plegamiento de la enzima T-sintasa funcional, genera que
esta tltima sea rapidamente degradada. Dado que la T-sintasa es la enzima encargada de
convertir al antigeno Tn en antigeno T, la delecion del gen de que codifica para Cosmc genera
una acumulacion de Tn en las MC38 (Ju et al., 2014; Cornelissen et al., 2020). Se observo que,
de acuerdo con lo esperado, la linea MC38 wild type no expresa el antigeno Tn (Fig. 17, A-
C), mientras que MC38-COSMC KO presenta una marca intensa, en aproximadamente el

100% de las células (Fig. 17, D-F). El marcado se dispone en un patréon granular,
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distribuyéndose a nivel de la membrana y el citosol. Contar con dos lineas celulares de cancer
de colon, una Tn negativa y otra Tn positiva, plantea una oportunidad interesante. La
posibilidad de realizar ensayos in vivo en ratones C57BL/6, con tumores Tn negativos y Tn
positivos, permite analizar el efecto directo del anticuerpo Tandem IgG/IgA en la reduccion
tumoral y la supervivencia de los ratones. Sin embargo, es importante aclarar que este tipo de
ensayos requieren utilizar ratones transgénicos que expresen CD89, ya que al contrario que

los humanos, los ratones no expresan este receptor (Heemskerk et al., 2021).

En suma, el anticuerpo Tandem IgG/IgA fue capaz de reconocer al antigeno Tn en
numerosas lineas celulares, tanto de cancer de pancreas como de cancer de colon. Mientras
que, en las lineas de pancreas, el Tandem IgG/IgA se comport6 de manera similar al Chi-Tn,
en las lineas de colon el anticuerpo Tandem IgG/IgA marco con mayor intensidad y en un

mayor porcentaje a las lineas celulares MC38-COSMC KO y CT26, respectivamente.

5.3 Evaluacién de la capacidad del nuevo anticuerpo en Tandem IgG/IgA

de reconocer tejidos tumorales humanos

Finalmente, se evalu6 la capacidad del anticuerpo Tandem IgG/IgA de reconocer al
antigeno Tn en tejidos tumorales de origen humano. Para ello, en primer lugar se realizé6 un
ensayo de inmunohistoquimica en tejido tumoral generado a partir de la linea celular A549
crecido en ratones nude. A549 es una linea celular de cancer de pulmén humano, uno de los
canceres con mayor incidencia y mortalidad a nivel nacional, tanto en hombres como en
mujeres (Comision Honoraria de Lucha contra el Céancer, 2023). Los resultados para el
Tandem IgG/IgA fueron ampliamente satisfactorios, demostrando que es un anticuerpo capaz
de reconocer al antigeno Tn con la misma capacidad que su anticuerpo predecesor, el Chi-Tn.
Ambos anticuerpos fueron capaces de marcar con gran intensidad el tejido de A549, cuya

marca se distribuy6 de manera citoplasmatica y perinuclear (Fig. 18).

A continuacion, se decidif llevar a cabo un ensayo de inmunohistoquimica en un array
de tejidos tumorales comercial. La gran cantidad de cortes histolégicos de pacientes con cancer
permite obtener informacion valiosa acerca del reconocimiento del antigeno Tn por parte del

Tandem IgG/IgA, en varios tipos de cancer.

El primer paso para llevar a cabo la inmunohistoquimica de este array de tejidos fue
la biotinilacion del anticuerpo Tandem IgG/IgA. Esto se debe a que la presencia de anticuerpos
humanos propios de los tejidos en los cortes histologicos del array podria dar como resultado
un gran marcaje inespecifico al revelar con un anticuerpo secundario anti-IgG humana.
Biotinilar el anticuerpo permite revelar con estreptavidina-HRP, sobrepasando la limitaciéon

anteriormente mencionada. La biotinilacién del TAndem IgG/IgA fue confirmada mediante
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un ensayo de ELISA, el cual mostré que a la misma concentraciéon que el Chi-Tn biotinilado, y
a pesar de ser una molécula de mayor tamano, el Tandem IgG/IgA biotinilado present6 una
mayor senal respeto al Chi-Tn biotinilado (Fig. 19). Este resultado podria deberse a que el
mayor tamano molecular del Tandem IgG/IgA, permite que exista una mayor cantidad de
sitios de biotinilacion posibles y por lo tanto existe la posibilidad de que la sefial se encuentre
amplificada. La cuantificacion de la concentracién de los anticuerpos biotinilados mediante
absorbancia a 280 nm resulté mas coherente que la cuantificacion por BCA. Esto se puede
observar claramente en los resultados obtenidos para el Chi-Tn, cuya concentracion inicial era
de 0,41 mg/mL. Mientras que la concentracién obtenida luego de la biotinilacion por el
método de Absorbancia a 280 nm fue de 0,32 mg/mL, la concentracion del Chi-Tn biotinilado
obtenida mediante el método BCA fue de 0,45 mg/mL, es decir, se obtuvo una concentracion
mayor a la inicial. Es probable que esto pueda ser explicado porque, como se mencion6
anteriormente, la concentracion de los stocks de partida habia sido determinada mediante
absorbancia a 280 nm y no por BCA. Adicionalmente, realizar una curva de calibracién puede
acarrear errores que se vean reflejados en la concentracion final calculada, por ejemplo, por
estdndares en mal estado o errores en la manipulacién. Como conclusion, se lograron obtener
soluciones de los anticuerpos Chi-Tn y Tandem IgG/IgA biotinilados a una concentraciéon de
0,32 mg/mL y 0,21 mg/mL, respectivamente. Estos anticuerpos podran ser utilizados en

ensayos que requieran un revelado con estreptavidina conjugada a una molécula reportera.

Una vez obtenido el anticuerpo Tandem IgG/IgA biotinilado, se procedi6 a analizar el
array comercial politumor. Para esta tesina, se decidié centrar el anélisis en los cortes
histologicos de cancer de pancreas, debido a que es uno de los canceres mas letales, con una
tasa de supervivencia a 5 anos que oscila entre el 2 y el 9% (Hu et al., 2021). A nivel nacional,
el cancer de pancreas es el cancer mas mortal, teniendo tasas de incidencia y mortalidad
similares, tanto en hombres como en mujeres (Comisiéon Honoraria de Lucha contra el Cancer,
2023). Dada su alta letalidad y la falta de terapias que sean efectivas para su tratamiento, urge
encontrar nuevas alternativas terapéuticas que sean eficaces en tratar este tipo de cancer. En
este trabajo, se encontr6 que el Tandem IgG/IgA fue capaz de reconocer al antigeno Tn en un
86% de los cortes histologicos de cancer de pancreas, porcentaje que coincide con lo reportado
en la bibliografia (Itzkowitz et al., 1991). En general, el marcaje mas intenso se observo en
estructuras excretoras como conductos de excrecion y acinos pancreaticos (Fig. 20). Esto
puede explicarse por el hecho de que, tanto las células ductales como las acinares estan
especializadas en producir grandes cantidades de enzimas digestivas pancreaticas, sujetas a
numerosas modificaciones postraduccionales dentro del aparato de Golgi, incluyendo la O-
glicosilacion (Cooley et al., 2020). Es probable que, alteraciones en la expresion y/o
localizacion de ppGalNAcTs a nivel del Golgi, causen un aumento considerable en la expresion

de antigeno Tn en este tipo de estructuras (Gill et al., 2013).
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El anélisis de los scores de marca mostr6 que mas de la mitad de los cortes histologicos
de cancer de pancreas presentaban un score igual o mayor a 4, denotando un marcaje intenso
de Tn, asi como un alto porcentaje de células marcadas (Tabla 2). En cuanto a la correlacion
entre el score de marca y el estadio tumoral de cada muestra, no se encontré una relacion
significativamente estadistica entre ambas variables (Fig. 21). Esta ausencia de correlacién ya
ha sido reportada en otros tipos de cancer, como cancer de mama (Imai et al., 2001) y
adenocarcinoma de colon (Ohshio et al., 1995). Sin embargo, esta falta de correlacion podria
resultar positiva para el Tandem IgG/IgA, ya que seria posible utilizarlo como agente
terapéutico en cualquier tumor de pancreas Tn positivo, independientemente de su grado de

avance.

Si bien los resultados obtenidos para el resto de los cortes histolégicos del array no se
muestran en este trabajo, merece la pena mencionar que el Tandem IgG/IgA fue capaz de
reconocer al antigeno Tn en un gran porcentaje de muestras de cancer de mama, pulmén y
colon. Esto, en conjunto con todos los resultados obtenidos a lo largo de esta tesina, plantean
al Tandem IgG/IgA como un potencial agente inmunoterapéutico para ser utilizado en varios
tipos de cancer de gran incidencia y mortalidad, como son los canceres de mama, pulmon,
colon y pancreas (Comision Honoraria de Lucha contra el Cancer, 2023). Adicionalmente, las
ventajas estructurales que presenta el TAndem IgG/IgA con respecto a su antecesor, Chi-Tn,
hacen que valga la pena explorar su capacidad como anticuerpo inmunoterapéutico, ya sea
para ser utilizado como monoterapia, o en terapia combinada con inhibidores de punto de

control inmunologicos (Li et al., 2023).
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6.CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En el presente trabajo, se logr6 evaluar satisfactoriamente la capacidad del anticuerpo
Tandem IgG/IgA de reconocer al antigeno Tn, tanto en lineas celulares tumorales como en
tejidos tumorales de origen humano. La evaluacion de la producciéon del Tandem IgG/IgA, asi
como de su anticuerpo parental, Chi-Tn, mostraron resultados positivos. Ambos anticuerpos
se obtuvieron con un alto grado de pureza, un factor importante para poder utilizarlos en
ensayos in vitro e in vivo. Adicionalmente, el Tandem IgG/IgA demostr6é contar con el

dominio Fca en su estructura, que lo diferencia del Chi-Tn y le brinda las ventajas de una IgA.

Con respecto al reconocimiento del antigeno Tn en lineas celulares, el Tandem IgG/IgA
fue capaz de reconocer todas las lineas celulares Tn positivas, incluyendo lineas de cancer de
pancreas (T3M4, BxPC3, L3.6) y cancer de colon (CT26, MC38-COSMC KO). Mientras que en
las lineas de pancreas presentd un reconocimiento similar al Chi-Tn, en lineas de colon se
observé un mayor reconocimiento por parte del TAndem IgG/IgA, tanto por citometria de flujo
como por inmunofluorescencia indirecta. Esto tltimo puede ser explicado por la presencia de
receptores de IgA en células epiteliales intestinales, que aumentan la captacién del anticuerpo
en tAindem. En resumen, el Tandem IgG/IgA fue capaz de reconocer al antigeno Tn en todas
las lineas celulares anteriormente mencionadas, y estas lineas pueden ser por lo tanto
utilizadas en ensayos de citotoxicidad in vitro. Asimismo, la linea MC38-COSMC KO, puede

ser utilizada en ensayos de citotoxicidad in vivo en ratones C57BL/6.

Finalmente, el TAndem IgG/IgA fue capaz de reconocer tejidos tumorales humanos.
Por un lado, present6 una capacidad similar al Chi-Tn de reconocer al antigeno Tn en un tejido
de la linea celular de cancer de pulmé6n humano A549. Por otro lado, fue capaz de reconocer
el antigeno Tn en un 86% de los cortes histologicos de cancer de pancreas presentes en el
array de tejidos tumorales comercial, marcando principalmente estructuras excretoras. Mas
de la mitad de los cortes histoldgicos presentaron un score de marca igual o mayor a 4, aunque
no se encontro correlacion entre el score y el estadio tumoral de las muestras. Ademas del
reconocimiento de Tn en muestras de cancer de pancreas, el Tandem IgG/IgA fue capaz de
reconocer numerosos cortes histologicos de cancer de mama, pulmén y colon (datos no

mostrados).

En suma, el Tandem IgG/IgA result6 ser un candidato interesante como anticuerpo
inmunoterapéutico para una gran variedad de tipos de tumores, incluyendo algunos de los
canceres mas incidentes y mortales a nivel nacional e internacional, como el cancer de

pancreas, colon, pulmén y mama. Sin embargo, resta continuar con su caracterizacion y
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evaluacion de la capacidad antitumoral de este anticuerpo, tanto in vitro como in vivo, para
confirmar su efectividad como anticuerpo monoclonal a utilizar en inmunoterapia del cancer.
Ademas, es deseable evaluar la farmacocinética de este anticuerpo en suero, es decir, si su vida
media en suero se mantiene por varios dias, al igual que ocurre con la IgG, como lo es su
parental, el Chi-Tn (IgG1). Adicionalmente, resulta importante determinar su capacidad de
desencadenar muerte celular tumoral dependiente de anticuerpos, tanto in vitro como in vivo,
asi como su capacidad de activar mecanismos citotoxicos en células que presenten receptores

de IgA como los neutrdfilos, los leucocitos mas abundantes en sangre.
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7.ANEXO

Figura Si. Estrategia de gating utilizada para el analisis de datos obtenidos por
citometria de flujo. Se muestra una representacion esquemaética de la estrategia de gating, donde en
primer lugar se seleccionaron las células (A), luego los singuletes (B), y finalmente, se defini6 la zona de
células Tn positivas (C). Por altimo, se muestra un caso representativo de una muestra con células Tn

positivas (D).
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Figura S2. Curva de calibracion obtenida para el método de cuantificacion BCA. Se

muestran la ecuacion de la recta obtenida mediante ajuste lineal, asi como el coeficiente R2.
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Figura S3. Array comercial politumor BCooo11b. En esta tesina se analizaron los cortes

histolégicos de carcinoma de péancreas, representados en la Figura como Pan (J9-L14).
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Control negativo HPA biotinilada Tandem IgG/IgA biotinilado

Figura S4. Inmunohistoquimicas con el anticuerpo Tandem IgG/IgA biotinilado, en
cortes histologicos de tumor de A549 crecido en ratones nude. Las muestras se utilizaron
como testigos positivos de la técnica de inmunohistoquimica en array comercial. HPA biotinilada fue
utilizada como control positivo. Las imagenes fueron tomadas en microscopio Optico, a una

magnificacion de 100X.

Tabla S1. Valores de intensidad de marca, porcentaje de células marcadas, score de
marcay estadios de desarrollo de las muestras de cancer de pancreas del array comercial

BCoo0011b analizadas.

Muestra Intensidad de % de células Score Estadio de

marca marcadas desarrollo
Jo 1 1 2 1TA
J1o 2 2 4 1TA
J11 0] o] 0 IIB
J12 2 1 3 IIA
J13 0 0 0] ITA
J14 1 1 2 IIA
Ji5 2 2 4 11IB
J16 1 2 3 1A
K2 o (0] 0 I1B
K3 1 3 4 1B
K4 2 2 4 IT1A
K6 2 3 5 1IB
K7 2 1 3 IB
K8 1 1 2 ITA
Ko 1 1 2 ITA
Kio 2 3 5 ITA
K11 2 3 5 ITA
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