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(57) Resumo: METODO DE SELEGAO DE UM COMPOSTO,
METODO IN VITRO DE PREVISAO DA PRESENGA DE CANCER
METASTATICO OU CANCER AGRESSIVO, METODO DE
DETERMINACAO IN VITRO DA EFICIENCIA DE UM TRATAMENTO
ANTICANCERIGENO, KIT DE SELEGAQ, COMPOSTO, METODO DE
TRATAMENTO, METODO DE PREVENGAO OU DE TRATAMENTO,
USO DE UM COMPOSTO, METODO OU USO E USO DO NiVEL DE
EXPRESSAO DE NETRINA-1. O objeto da presente invengéo refere-
se a um método in vitro de sele¢do de compostos anticancerigenos
com base na capacidade de interagéo desses compostos com receptor
de netrina-1 e/ou de inibir a dimerizagdo do dominio intracelular do
receptor de netrina-1 expresso em células de tumores. A presente
invencédo também se refere a um método de previsdo da presengade
cancer agressivo ou metastatico ou de determinagéo da eficiéncia de
um tratamento anticancerigeno com base na medigdo do nivel de
expressdo de netrina-1. A presente invengdo compreende ainda kits e
compostos como medicamento para o tratamento de cancer tal como
cancer de mama metastatico, com relagdo a sobreexpresséo de
netrina-1 pelas células de tumores.
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“METODO DE SELEGAO DE UM COMPOSTO, METODO /N VITRO DE
PREVISAO DA PRESENGA DE CANCER METASTATICO OU CANCER
AGRESSIVO, METODO DE DETERMINAGAO IN VITRO DA EFICIENCIA DE
UM TRATAMENTO ANTICANCERIGENO, KIT DE SELEGAO, COMPOSTO,

METODO DE TRATAMENTO, METODO DE PREVENGAO OU DE
TRATAMENTO, USO DE UM COMPOSTO, METODO OU USO E USO DO
NiVEL DE EXPRESSAO DE NETRINA-1”

O objeto da presente invengao refere-se a um método in vitro de
selecao de compostos anticancerigenos com base na capacidade de interagdo
desses compostos com receptor de netrina-1 e/ou de inibir a dimerizagdo do
dominio intracelular do receptor de netrina-1 expresso em células de tumores.
A presente invengdo também se refere a um método de previsdo da presenca
de cancer metastatico ou de determinacdo da eficiéncia de um tratamento
anticancerigeno com base na medicao do nivel de expressao de netrina-1. A
presente invengdo compreende ainda kits e compostos como medicamento

para o tratamento de cancer metastatico tal como cancer de mama, com

relagéo a sobreexpressao de netrina-1 pelas células de tumores.

Demonstrou-se que netrina-1, uma proteina relativa a laminina

difundivel, desempenha um papel importante no controle da navegagao

1

neuronal durante o desenvolvimento do sistema nervoso *', por meio de

interagdo com os seus receptores principais, DCC (Excluido em Cancer Colo-
Retal) "' 23 e UNC5H *°. Mais recentemente, entretanto, netrina-1 surgiu como
molécula completamente diferente que regula a sobrevivéncia celular. De fato,
os receptores de netrina-1 DCC e UNC5H, ou seja, UNC5H1, UNC5H2 e
UNC5H3, pertencem a chamada familia de dependéncia de receptores & 7.
Receptores de dependéncia formam um grupo de recéptores que compartilham
a capacidade de indugdo da morte celular quando expressos em configuragées

nas quais o seu ligante ndo esta disponivel **. Esses receptores, que também
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incluem RET °, B-integrinas °, Patched °, neogenina ', p75"™® 2 ¢ o receptor
andrégeno “°, compartilham a propriedade funcional de indugdo da morte
celular quando desengatados dos seus ligantes, enquanto a presenga do seu
ligante bloqueia esta atividade pro-apoptética. Estes receptores criam, desta
forma, estados celulares de dependéncia sobre os seus ligantes

correspondentes '3 4,

Sugeriu-se que este efeito de dependéncia age como mecanismo
para eliminar células de tumores que se desenvolveriam em ambientes de
indisponibilidade de ligantes: proliferagao de células de tumores em ambiente
celular com presenca de .Iigantes constante e limitada ou migracédo de células

de tumores metastaticos em direcdo a tecidos em que o ligante nao é

expresso. Uma vantagem seletiva de uma célula de tumor seria, portanto, a

perda da atividade pré-apoptética dos seus receptores de dependéncia. Previu-
se a partir de telas genéticas que a netrina-1 de C. elegans -UNC6- interagiu
com UNC40 e com UNC5 *?. Quatro ortélogos de UNC5 foram identificados em
mamiferos: concluiu-se que UNC5H1, H2, H3, H4 e UNC40 s3o o ortélogo do
DCC (Excluido em Cancer Colo-Retal) de vertebrados *°. Ao longo desta linha,
propds-se no inicio dos anos 1990 que DCC é um gene supressor de tumores,
cuja expressdo é perdida na ampla maioria de canceres humanos '* '8, Esta
hipbtese também se enquadra na recente observagao de que genes UNC5H
sao regulados para ‘baixo na ampla maioria de tumores colo-retais, de forma a
sugerir que a perda de genes UNC5H representa uma vantagem seletiva para
o desenvolvimento de tumores . De forma interessante, em camundongos,
tanto a desativagdo de UNC5H3 'quando a sobreexpressdo de netrina-1 no
trato gastrointestinal sao associadas ao progresso de tumores intestinais & '°
de forma a demonstrar intrinsecamente que a perda de receptores de
dependéncia de netrina-1 na patologia humana é um fator causal do progresso

de tumores. Embora uma série inicial de relatérios sustentasse o fato de que
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DCC agiu como supressor de tumores (para analise, vide %°), surgiram dividas,
principalmente devido a raridade de mutagdes pontuais na sequéncia de
codificacdo de DCC e devido a falta de pré-disposicao de tumores em
camundongos hemizigéticos DCC *'.

O modelo descrito acima prevé, entretanto, que tanto a perda dos
receptores de netrina-1 quanto o ganho de expressdo de ligantes (ou seja,
expressao autdcrina) deverao ser observados em canceres humanos, pois eles
deverao representar vantagens seletivas similares. Esta questdo € importante
nao apenas para conhecimento basico, mas é crucial para a terapia; de fato,
inibir a interagdo extracelular entre receptores de dependéncia de netrina-1 e
netrina-1 podera representar uma estratégia importante para acionar a
regressao de tumores.

E particularmente desejavel fornecer meios simples e
consistentes de identificagcdo e caracterizacdo de compostos novos que
possam ser utilizados para o tratamento de cancer.

Surpreendentemente, os inventores demonstraram em primeiro
lugar que, em vez de perder receptores de dependéncia de netrina-1, a maior
parte de tumores de mama metastaticos exibe maior expresséo de netrina-1,
uma caracteristica que pode ser utilizada em terapia para acionar a morte de
tumor metastatico.

Caso a sinalizagao pré-apoptética de DCC e/ou UNC5H esteja
comegando a ser documentada, uma questao importante nesta assinatura de
morte/vida ditada por DCC, UNC5H e, mais geralmente, pelos outros
receptores de dependéncia conhecidos, € como a presenca do ligante inibe a
sua atividade pré-apoptética .

Em um segundo momento, os inventores analisaram se a
multimerizagdo de DCC e/ou UNCS5H induzida por netrina-1 poderia ser a etapa

fundamental que inibe a atividade apoptdtica de DCC efou UNCS5H.



10

15

20

25

Surpreendentemente, eles demonstraram que um receptor de netrina-1, tal
como DCC e/ou UNC5H, multimeriza-se em resposta a netrina-1, um processo
suficiente para inibir a apoptose.

Em um primeiro aspecto, a presente invengao refere-se a um
método in vitro de sele¢éo de um composto para a prevengao ou o tratamento
de cancer, em que o mencionado método compreénde as etapas a seguir de:

a. ter um meio que contenha netrina-1, ou um de seus
fragmentos, e um receptor de netrina-1, ou um de seus fragmentos, em que:

- a mencionada netrina-1, ou um de seus fragmentos, e o
mencionado receptor de netrina-1, ou um de seus fragmentos, séo capazes de

interagir especificamente juntos para formar um par de uniéo; e/ou

- a mencionada netrina-1, ou um de seus fragmentos, é
capaz de induzir a dimerizagdo ou a multimerizagdo do mencionado receptor
de netrina-1, ou um de seus fragmentos, particularmente o dominio intracelular
do mencionado receptor de netrina-1;

b. contato do mencionado meio com o composto a ser

testado;

c. medicéo da inibicao da interagéo entre netrina-1, ou um de
seus fragmentos, e o mencionado receptor de netrina-1, ou um de seus

fragmentos; e/ou

- determinacdo de se o mencionado composto inibe a
dimeriza¢do ou multimerizagdo do mencionado receptor de netrina-1, ou um de
seus fragmentos, particularmente a dimerizagdo do dominio intracelular do
mencionado receptor de netrina-1; e

d. sele¢ao do mencionado composto se:

- a medigao da etapa ¢ demonstrar uma inibigao significativa
da interagéo entre netrina-1, ou um de seus fragmentos, e receptor de netrina-

1, ou um de seus fragmentos, na presenga do mencionado composto; e/ou
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- a determinagcdo na etapa ¢ demonstrar uma inibigéo
significativa da dimerizagdo ou multimerizagdo do mencionado receptor de
netrina-1, ou um de seus fragmentos, na presen¢a do mencionado composto,
particularmente a dimerizagao do dominio intracelular do mencionado receptor
de netrina-1.

Pelas expressdes interagdo entre netrina-1 e o seu receptor de
netrina-'1, pretende-se designar no presente pedido a interagéo que resulta na
vantagem seletiva para células de tumores de escapar de recebtores de
dependéncia de netrina-1 que induziram apoptose, preferencialmente devido
ao nivel elevado de netrina-1.

Desta forma, a inibicdo desta interacdo pode ser obtida, por
exemplo, por meio da inibigdo completa ou parcial da unido de netrina-1 ao seu
receptor, notadamente na presenga de um ligante competitivo (tal como um
anticorpo que é dirigido a esse dominio de membrana extracelular do
mencionado receptor de netrina-1) ou na presenga de um composto capaz de
formar um complexo especifico com a netrina-1 (tal como um dominio de
membrana extracelular solivel do seu receptor de netrina-1, ou uma de suas
partes).

Em uma realizacgao preferida, o método de acordo com a presente
invengdo é caracterizado pelo fato de que o mencionado cancer a ser evitado
ou tratado &€ um céncer em que as células de tumores expressam ou
sobreexpressam netrina-1.

Em outra realizagdo preferida, o método de acordo com a
presente invengéo é caracterizado pelo fato de que o mencionado cancer a ser
evitado ou tratado é selecionado a partir do grupo que consiste de cancer de
mama, cancer colo-retal, cancer de pulmao, neuroblastoma, glioma, leucemia
mieldide aguda, sarcoma, melanoma, adenocarcinoma do ovario,

adenocarcinoma renal, adenocarcinoma pancreatico, adenocarcinoma do
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atero, adenocarcinoma do estdmago, adenocarcinoma do rim e
adenocarcinoma retal.

Em outra realizagdo preferida, o método de acordo com a
presente invengao é caracterizado pelo fato de que o mencionado cancer a ser
evitado ou tratado é um cancer metastatico ou agressivo.

No método de acordo com a presente invengdo, o mencionado
receptor de netrina-1 & preferencialmente selecionado a partir do grupo de
DCC, UNCS5H (particularmente UNC5H1, UNC5H2 e UNC5H3), neogenina e a
adenosina A2b, de maior preferéncia selecionado a partir do grupo de DCC,

UNC5H1, UNC5H2 e UNC5H3.

Em outra realizagdo preferida, o método de acordo com a

presente invengao é caracterizado pelo fato de que, na etapa a:

- o0 mencionado fragmento receptor de netrina-1 compreende
ou € o dominio extracelular do receptor de netrina-1, ou uma de suas partes

capaz de interagir com netrina-1/; e/ou

- o mencionado fragmento receptor de netrina-1 compreende
ou é o dominio intracelular do receptor de netrina-1, ou uma de suas partes
capaz de dimerizar-se ou multimerizar-se na presencga de netrina-1.

Em outra realizagcdao preferida, o método de acordo com a
presente invengédo é caracterizado pelo fato de que a mencionada netrina-1
e/ou o mencionado receptor de netrina-1 sdo de mamifero, particularmente de

camundongo, rato ou ser humano.

Em um aspecto adicional do método de acordo com a presente
invengao, na etapa a, a mencionada netrina-1 é de galinha.

Em outra realizagdo preferida, o método de acordo com a
presente invencdo é caracterizado pelo fato de que a mencionada netrina-1
e/ou o mencionado receptor de netrina-1 e/ou o composto a ser testado é

marcado por um marcador capaz de ser medido direta ou indiretamente.
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Em outra realizacdo preferida, o método de acordo com a
presente invengao é caracterizado pelo fato de que, na etapa c:

- a medi¢do da inibicdo da interagdo entre netrina-1, ou um
de seus fragmentos, e o mencionado receptor de netrina-1, ou um de seus
fragmentos, & conduzida por meio de imunoteste (particularmente por meio de
ELISA ou de Teste Imunorradiométrico (IRMA)), por meio de Teste de
Proximidade de Cintilagao (SPA) ou Transferéncia de Energia de Ressonancia
de Fluorescéncia (FRET); e/ou

- a dimerizagdo ou multimerizagdo, ou sua inibigao, do
mencionado receptor de netrina-1, ou um de seus fragmentos, particularmente
do dominio intracelular, &€ conduzida por meio de imunoprecipitagéo ou FRET.

Em outra realizagao preferida especifica, o método de acordo com
a presente invengdo é caracterizado pelo fato de que, na etapa a, o
mencionado meio contém células que expressam na sua membrana de
superficie um receptor de netrina-1 enddgeno ou recombinante,
particularmente um dominio extracelular recombinante do mencionado receptor
de netrina-1.

Em uma realizagdo preferida, o mencionado receptor de netrina-1
recombinante também compreende o dominio intracelular do mencionado
receptor de netrina-1.

Em outra realizacio preferida especifica, o método de acordo com
a presente invengdo é caracterizado pelo fato de que, na etapa a, o
mencionado meio contém células de tumores, preferencialmente células de
tumores metastaticos, que expressam de forma endégena o mencionado
receptor de netrina-1 na sua superficie de membrana e que expressam ou
sobreexpressam netrina-1, e em que, na etapa c, a inibicao da interagéo entre
netrina-1 e o seu receptor de netrina-1 na presenga do composto a ser testado

& medida por meio da apoptose ou morte celular induzida pela presenca do
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composto a ser testado, preferencialmente analisada utilizando o método de
manchas de azul de tripano conforme indicado nos exemplos abaixo.

Em uma realizacéo preferida, as mencionadas células de tumores
s30 selecionadas a partir do grupo que consiste de células 4T1, células CAL51,
células T47D, células SKBR7, células IMR32, células GL26 e células H358,
notadamente linhagens de células CAL51, tais como linhagem de células
CAL51-36, que sdo muito mais suscetiveis a morte celular em resposta a
presenca de DCC-EC-Fc.

A presente invengdo também se refere a um método in vitro de
selecdo de um composto para a prevengéo ou o tratamento de cancer, em que
o mencionado método compreende as etapas a seguir de:

a. ter um meio que contém uma célula de mamifero que
expressa um receptor de netrina-1 endégeno ou recombinante, ou um de seus
fragmentos que compreende pelo menos o seu dominio intracelular,
preferencialmente uma célula de tumor, de maior preferéncia uma célula que
apresente dimerizagdo ou multimerizagdo do seu dominio intracelular de
receptor de netrina-1 ou uma célula em que o seu dominio intracelular de
receptor de netrina-1 &€ capaz de dimerizar-se ou multimerizar-se na presenca
de netrina-1;

b. contato do mencionado meio com o composto a ser
testado, em que o meio opcionalmente contém ainda netrina-1, ou um de seus
fragmentos capaz de interagir com o dominio extracelular do receptor de
netrina-1;

C. determinar se a dimerizagdo ou multimerizagao do
mencionado dominio intracelular de receptor de netrina-1 € inibida na presenca
do mencionado composto a ser testado;

d. opcionalmente, determinar (por meio do método de azul de

tripano, por exemplo) se a presenga do composto a ser testado induz a morte
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celular da mencionada célula de mamifero; e

e. selecao do mencionado composto caso a determinagao na
etapa ¢ demonstre inibigao significativa da dimerizagdo ou multimerizagao do
dominio intracelular do mencionado receptor de netrina-1 efou se a
determinagdo na etapa d demonstrar a morte celular da mencionada célula de
mamifero.

Em segundo aspecto, a presente invengao refere-se a um método
in vitro de previsao da presenga de cancer metastatico ou cancer agressivo (tal
como neuroblastoma) em um paciente que possui um tumor primario a partir de
uma bidpsia do mencionado paciente que contém células de tumores primarios,
em que o mencionado método compreende a etapa a seguir de:

a. medicao do nivel de expressao de netrina-1 na mencionada
biépsia.

Em uma realizacdo preferida, o método de previsdo de acordo
com a presente invengdo é caracterizado pelo fato de que, na etapa a, um
aumento do nivel de expressdo de netrina-1 na mencionada bidpsia, em
comparagao com a expressdo de netrina-1 em biépsias de tumores primarios
nao metastaticos ou em bidpsias de cancer nao agressivas, € indicativa da
presenca de um cancer metastatico ou um cancer agressivo.

Em uma realizagéo preferida, o método de previsdo de acordo
com a presente invengéo é caracterizado pelo fato de que uma razao superior
a 2‘, preferencialmente 2 2,5,a3,a 3,5, a4, a 4.5 e a5, entre a expressao de
netrina-1 na biépsia a ser testada e na bidpsia de referéncia ndo metastatica ou
n&o agressiva ¢ indicativa da presenga de um cancer metastatico ou agressivo.

Em um terceiro aspecto, a presente invengado refere-se a um
método de determinagdo in vitro da eficiéncia de um tratamento
anticancerigeno para um paciente ou para selecionar pacientes que reajam a

um tratamento anticancerigeno especifico, em que o mencionado método
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compreende as etapas a seguir de:

a. obtencao de uma biépsia de tumor primaria do mencionado

paciente tratado; e

b. medicao do nivel de expresséo de netrina-1 na mencionada
bidpsia;

em que a eficiéncia do mencionado tratamento anticancerigeno é
correlacionada com a redugao da quantidade do nivel de expressao de netrina-
1 medido na mencionada bidpsia; ou

em que os pacientes selecionados que reagem a um tratamento
anticancerigeno especifico sdo pacientes em que a quantidade do nivel de
expressdo de netrina-1 medida na sua biépsia caiu apés o mencionado
tratamento especifico.

Em uma realizagao preferida, o método de determinagao in vitro
da eficiéncia de um tratamento anticancerigeno para um paciente ou para
selecionar pacientes que reajam a um tratamento anticancerigeno especifico €
caracterizado pelo fato de que o mencionado cancer induziu sobreexpressao
de netrina-1 e/ou é um cancer metastatico ou agressivo.

Em uma realizacdo preferida, o método de previsao ou de
determinagao in vitro da eficiéncia de um tratamento anticancerigeno para um
paciente é caracterizado pelo fato de que o produto de expressao de netrina-1
medido & a netrina-1 que codifica RNA, particularmente medida por meio de um
método de PCR reversa em tempo real quantitativa, ou pelo fato de que o nivel
de expressao de netrina-1 que é medido é a medida do nivel de proteina de
netrina-1, particularmente por meio de método que utiliza anticorpos
especificos capazes de reconhecer especificamente a mencionada proteina
netrina-1.

Em uma realizagdo preferida, o método de previsdo ou de

determinagéo in vitro da eficiéncia de um tratamento anticancerigeno para um
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paciente é caracterizado pelo fato de que o tumor primario &€ um tumor primario
de um cancer selecionado a partir do grupo que consiste de cancer de mama,
cancer colo-retal, cancer do pulmao, neuroblastoma, glioma, leucemia mieldide
aguda, sarcoma, melanoma, adenocarcinoma do ovario, adenocarcinoma renal,
adenocarcinoma pancreatico, adenocarcinoma do utero, adenocarcinoma do
estdmago, adenocarcinoma do rim e adenocarcinoma retal.

Em um outro aspecto, a presente invengéo refere-se a um kit de
selecdo de um composto de prevengao ou tratamento de cancer, em que o
mencionado kit compreende:

- uma proteina receptora de netrina-1, ou um de seus
fragmentos capaz de interagir especificamente com a proteina netrina-1 para
formar um par de unido, preferencialmente proteina recombinante; e

- proteina netrina-1, ou um de seus fragmentos capaz de
interagir especificamente com a mencionada proteina receptora de netrina-1
para formar um par de uniao, preferencialmente proteina recombinante.

O mencionado receptor de netrina-1 também & preferencialmente
selecionado a partir do grupo que consiste de DCC, UNC5H (particularmente
UNC5H1, UNC5H2 e UNCS5H3), neogenina e a adenosina A2b, de maior
preferéncia selecionado a partir do grupo que consiste de DCC, UNCS5H1,
UNC5H2 e UNC5H3, de maior preferéncia de mamifero tal como camundongo,
rato ou ser humano.

Em uma realizacdo preferida, o mencionado kit compreende
células de tumores que expressam receptor de netrina-1 e que expressam ou
sobreexpressam netrina-1, particularmente células de linhagem de células de
tumores metastaticos, preferencialmente selecionadas a partir do grupo que
consiste de células 4T1, células CAL51, células T47D, ceélulas SKBRY7, células
IMR32, células GL26 e células H358, notadamente linhagens de células

CAL51, tais como linhagem de células CAL51-36, que sao muito mais
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suscetiveis a morte celular em resposta a presenca de DCC-EC-Fc.

Em um outro aspecto, a presente invengao compreende um
composto selecionado a partir do grupo que consiste de:

- um composto que compreende um dominio extracelular de
receptor de netrina-1 ou seu fragmento capaz de inibir especificamente a
interagéo entre a netrina-1 e o mencionado receptor de netrina-1 e/ou capaz de
inibir a dimerizagdo ou multimerizagao do mencionado receptor de netrina-1, ou
um de seus fragmentos, particularmente para inibir o dominio intracelular do
mencionado receptor de netrina-1; e |

- um anticorpo monoclonal ou policlonal  dirigido
especificamente contra netrina-1 ou receptor de netrina-1, particularmente
dirigido ao dominio extracelular do mencionado receptor de netrina-1 ou ao
fragmento de netrina-1 capaz de interagir com o dominio extracelular do
mencionado receptor de netrina-1;

como medicamento.

A seqiiéncia de aminacidos de netrina-1 humana ou receptor de
netrina humano tal como UNC5H1, UNC5H2 e UNC5H3 (homélogo de Unc-5 1,
2 e 3 equivalente ao homoélogo de Unc-5 A, B e C) é bem conhecida dos
técnicos no assunto. Um exemplo destas sequéncias de aminoacidos com a
localizagdo do seu dominio especifico pode ser encontrado no Genbank com 0
numero de acesso AAD09221 ou NP_004813 para netrina-1 humana, NP_588610
para homologo 1 de receptor de netrina humana Unc-5, Q8IZJ1 para homologo 2
de receptor de netrina Unc-5 e 095185 para homdlogo 3 de Unc-5.

Preferencialmente, nos compostos de acordo com a presente
invengdo, o mencionado dominio extracelular de receptor de netrina-1 ou seu
fragmento é selecionado a partir do grupo de DCC, UNC5H (particularmente
UNC5H1, UNC5H2 e UNC5H3), neogenina e a adenosina A2b, selecionada de
maior preferéncia a partir do grupo que consiste de DCC, UNC5H1, UNC5H2 e
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UNC5H3, de maior preferéncia a partir de mamifero tal como camundongo, rato
ou ser humano.

Em realizagdo de maior preferéncia, o mencionado composto de
acordo com a presente invengdo compreende um dominio extracelular de
receptor de netrina-1 de DCC e, preferencialmente, o mencionado composto &
DCC-EC-Fc ou DCC-5Fbn.

Em outro aspecto, a presente invengao refere-se ao uso do nivel
de expressdo de netrina-1 como marcador para a identificacdo de cancer
metastatico em um paciente, preferencialmente de cancer colo-retal ou de
mama metastatico, em que o de maior preferéncia é o céncer de mama
metastatico. |

Em outro aspecto, a presente invengao refere-se a um método de
tratamento para indugdo da apoptose ou da morte celular de células de
tumores que tenham adquirido a vantagem seletiva de escapar de apoptose
induzida por receptores de dependéncia de netrina-1, preferenciaimente por
nivel elevado de netrina-1, em um paciente que compreende a administracao
de um composto capaz de inibir a interagao entre netrina-1 e o seu receptor de
netrina-1, um composto capaz de inibir a dimerizacdo ou a multimerizagao do
receptor de netrina-1, um composto de acordo com a presente invengao ou
selecionado por meio do método de acordo com a presente invengao, no
mencionado paciente dele necessitado.

Em outro aspecto, a presente invengao refere-se a um método de
prevengdo ou de tratamento de cancer em pacientes que compreende a
administracdo de um composto de acordo com a presente invengao, ou
selecionado por meio do método de acordo com a presente invengao, no
mencionado paciente dele necessitado.

A presente invengdo também compreende 0 uso de um composto

de acordo com a presente invengao, ou selecionado por meio do método de
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acordo com a presente invengao, para a fabricagdo de um medicamento para a
prevengao ou o tratamento de cancer em mamiferos, incluindo seres humanos.
Preferencialmente, o mencionado cancer & um cancer metastatico ou
agressivo.

De maior preferéncia, no método de tratamento ou no uso de um
composto de acordo com a presente invengao, o mencionado cancer €
selecionado a partir do grupo que consiste de cancer de mama, cancer colo-
retal, cancer do pulméo, neuroblastoma, glioma, leucemia miel6ide aguda,
sarcoma, melanoma, adenocarcinoma do ovario, adenocarcinoma renal,
adenocarcinoma pancreatico, adenocarcinoma do Gtero, adenocarcinoma do
estémago, adenocarcinoma do rim e adenocarcinoma retal.

De maior preferéncia, no método de tratamento ou no uso de um
composto de acordo com a presente invengao, as células de tumores primarios
do mencionado cancer expressam ou sobreexpressam netrina-1.

O termo ‘“anticorpo”, da forma utilizada no presénte, indica
moléculas de imunoglobulina e porgées imunologicamente ativas de moléculas
de imunoglobulina, ou seja, moléculas que contém um local de unido de
antigenos que une especificamente (imunorreage com) a proteina netrina-1 ou
o seu receptor.

O termo “anticorpo” compreende anticorpos monoclonais ou
policlonais, mas também anticorpos quiméricos ou humanizados.'

Uma proteina netrina-1 isolada ou proteina receptora de netrina-1,

ou um de seus fragmentos especificos, pode ser utilizada como imunogene

para gerar anticorpos que unem essa proteina utilizando métodos padrao para

a preparagdo de anticorpos monoclonais € policlonais. Pode também ser
possivel utilizar qualquer fragmento dessas proteinas que contenha pelo
menos um determinante antigénico para gerar estes anticorpos especificos.

Um imonogene de proteina é tipicamente utilizado para preparar
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anticorpos por meio da imunizagdo de um paciente apropriado (tal como
coelho, cabra, camundongo ou outro mamifero) com o imunogene. Uma
preparagdo imunogénica apropriada pode conter a mencionada proteina, ou
seu fragmento, e pode incluir adicionalmente um adjuvante, tal como adjuvante
completo ou incompleto de Freund, ou agente imunoestimulante similar.

Desta forma, anticorpo para uso de acordo com a presente
invengdo inclui  anticorpos policlonais, monoclonais, quiméricos ou
humanizados, anticorpos capazes de unir seletivamente ou que se unem
seletivamente a um epitopo que contém um polipeptideo que compreende um
espaco contiguo de pelo menos oito a dez aminoacidos de uma seqiéncia de
aminoacidos da proteina netrina-1 ou seu receptor.

Um agente preferido para detectar € quantificar mRNA ou cDNA
que codifica proteina netrina-1 & uma sonda de &cido nucleico marcada ou
primers capazes de hibridizar este mRNA ou cDNA. A sonda de acido nucleico
pode ser um oligonucleotideo com pelo menos 10, 15, 30, 50 ou 100
nucleotideos de comprimento e suficiente para hibridizacdo especifica sob
condicdes estringentes no mRNA ou cDNA. O primer de acido nucleico pode
ser um oligonucleotideo com pelo menos 10, 15 ou 20 nucleotideos de
comprimento e suficiente para hibridizar-se espeCiﬁcamente sob condigdes
estringentes no MRNA ou cDNA, ou sua seqliéncia complementar.

Um agente preferido para detectar e quantificar a proteina netrina-
1 & um anticorpo capaz de unir-se especificamente a essa proteina,
preferencialmente um anticorpo com uma marca detectavel. Anticorpos podem
ser policlonais ou, de maior preferéncia, monoclonais. Pode ser utilizado um
anticorpo intacto, ou um de seus fragmentos (tal como Fab ou F(ab’)2). O
termo “marcado”, com relagdo a sonda ou anticorpo, destina-se a englobar
marcacdo direta da sonda ou anticorpo por meio de acoplamento (ou seja,

ligagao fisica) de substancia detectavel a sonda ou anticorpo, bem como
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marcacdo indireta da sonda ou anticorpo por meio de reatividade com outro
reagente que é marcado diretamente. Exemplos de marcagao indireta incluem
a detecgdo de um anticorpo primario utilizando um anticorpo secundario
marcado de forma fluorescente e marcagao final de uma sonda de DNA com
biotina, de forma que possa ser detectado com estreptavidina marcada de
forma fluorescente.

Métodos in vitro de detecgdo de possivel mRNA incluem, por
exemplo, hibridizagdes Northern e hibridizagoes in situ. Métodos in vitro de
detecgdo da possivel proteina incluem testes imunossorventes ligados por
enzimas (ELISAs), Western Blots, imunoprecipitagbes e imunofluorescéncia.
Os métodos in vitro para detecgdo de possivel cDNA incluem hibridizagbes
Southern.

Quando a presente invengdo englobar kits para quantificar o nivel
de proteina netrina-1, o kit pode compreender um agente ou composto
marcado capaz de quantificar estas proteinas. Os mencionados agentes
podem ser embalados em um recipiente apropriado. O kit pode compreender
ainda instru¢des de uso do kit para quantificar o nivel da proteina netrina-1 ou
do transcrito de netrina-1.

Em certas realizagbes do método de acordo com a presente
invengéo, a determinagéo dos transcritos de netrina-1 envolve o uso de uma
sonda/primer em uma reagao em cadeia de polimerase (PCR), tal como PCR
ancora ou PCR RACE ou, alternativamente, em uma reacao de cadeia de
ligagdo (LCR) (vide, por exemplo, Landegran et al, 1988, Science 241: 23-
1080: e Nakazawa et al, 1994, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 91: 360-364) ou,
alternativamente, PCR RT em tempo real quantitativa. Este método pode incluir
as etapas de coleta de uma amostra de células de um paciente, isolamento de
acido nucleico (tal como mRNA) das células da amostra, transformagao

opcional de mRNA em cDNA correspondente, contato da amostra de acido
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nucleico com um ou mais primers que se hibridizam especificamente na
netrina-1, MRNA ou seu cDNA correspondente sob condigbes tais que ocorra a
hibridizagdo e a amplificagdo de cDNA ou mRNA de netrina-1 e quantificagao
da presenga dos produtos de amplificagao. Antecipa-se que PCR e/ou LCR
pode ser desejavel para uso como uma etapa de amplificagédo em conjunto com
qualquer dos métodos utilizados para quantificar a detecg@o de acido nucleico.

| Os métodos descritos no presente podem ser realizados, por
exemplo, utilizando kits de diagnostico previamenté embalados que
compreendem pelo menos uma sonda de acido nucleico ou conjunto de primer
ou reagente de anticorpo descrito no presente, que podem ser
convenientemente utilizados, por exemplo, em ambientes clinicos para

acompanhamento ou diagnéstico de pacientes.

Por fim, a presente invengdo refere-se ao UusO de
oligonucleotideos sem sentido ou de iRNA (RNA interferente) especificos do
acido nucleico que codifica proteina netrina-1 para a fabricagdo de um
medicamento destinado a evitar ou tratar cancer metastatico ou agressivo, em
que o mencionado cancer é preferencialmente selecionado a partir do grupo
que consiste de cancer de mama, cancer colo-retal, cancer do pulmao,
neuroblastoma, glioma, leucemia mieldide aguda, sarcoma, melanoma,
adenocarcinoma do ovario, adenocarcinoma renal, adenocarcinoma
pancreatico, adenocarcinoma do Uutero, adenocarcinoma do estémago,
adenocarcinoma do rim e adenocarcinoma retal.

RNA interferente (iRNA) é um fenémeno no qual um RNA de fita
dupla (dsRNA) suprime especificamente a expressao de um gene que contém
a sua sequéncia de complementaridade. iRNA tornou-se desde entao uma
ferramenta de pesquisa Util para muitos organismos. Embora o mecanismo por
meio do qual dsRNA suprime a expressao genética nao seja completamente

compreendido, dados experimentais fornecem indicagdes importantes. Esta
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tecnologia possui grande potencial como ferramenta de estudo da fungéo
genética em células de mamiferos e pode gerar o desenvolvimento de agentes
farmacoldgicos com base em siRNA (RNA interferente pequeno).

Quando administrado a um paciente, um composto de acordo
com a presente invengéo é preferencialmente administrado como componente
de uma composigdo que compreende opcionalmente um veiculo
farmaceuticamente aceitavel. A composigao pode ser administrada oralmente
ou por qualquer outra via conveniente e pode ser administrada junto com outro
agente biologicamente ativo. A administragao pode ser sistémica ou local.
Varios sistemas de fornecimento sdo conhecidos, tais como encapsulagéao em
lipossomos, microparticulas, microcapsulas, capsulas etc., e podem ser
utilizados para administrar o composto selecionado de acordo com a presente
invencao ou seus sais farmaceuticamente aceitaveis.

Os métodos de administragdo incluem, mas sem limitar-se a
intradérmico,  intramuscular, intraperitoneal, intravenoso, subcutaneo,
intranasal, epidural, oral, sublingual, intranasal, intracerebral, intravaginal,
transdérmico, retal, por inalagéo ou topico. O modo de administragdo € deixado
a critério do praticante. Na maior parte dos casos, a administragao resultara na
liberagdo do composto para o fluxo sangiiineo ou diretamente para o tumor
primario.

As composigdes que compreendem o composto de acordo com a
presente invengdo ou selecionadas por meio dos métodos de acordo com a
presente invengdo também fazem parte da presente invengdo. Estas
composicées podem compreender adicionalmente uma quantidade apropriada
de um veiculo farmaceuticamente aceitavel, para fornecer a forma para
administracdo apropriada ao paciente. A expressao “farmaceuticamente
aceitavel” indica aprovado por uma agéncia reguladora ou relacionado por uma

farmacopéia nacional ou reconhecida para uso em animais, mamiferos e, mais
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particularmente, em seres humanos. O termo “veiculo” designa diluente,
adjuvante, excipiente ou veiculo com o qual é administrado um composto de
acordo com a presente invengéo. Esses veiculos farmacéuticos podem ser
liquidos, tais como &gua e oleos, incluindo os de petréleo, origem animal,
vegetal ou sintética, tais como éleo de amendoim, dleo de soja, 6leo mineral,
6leo de gergelim e similares. Os veiculos farmacéuticos podem ser solugao
salina, gelatina, amido e similares. Além disso, podem ser utilizados agentes
auxiliares, estabilizantes, espessantes, lubrificantes e corantes. As solugoes
salinas e solugbes aquosas de dextrose € glicerol podem também ser
empregadas como veiculos liquidos, particularmente para solugdes injetaveis.
Veiculos farmacéuticos apropriados também incluem excipientes tais como
amido, glicose, lactose, sacarose, gelatina, estearato de sodio, monoestearato
de glicerol, cloreto de sodio, leite desnatado seco, glicerol, propileno, glicol,
agua e similares. Composigdes de compostos de teste, se desejado, podem
também conter pequenas quantidades de agentes umectantes ou
emulsificantes, ou agentes tamponadores do pH. As composi¢des de acordo
com a presente invengdo podem assumir a forma de solugdes, suspensoes,
emulsdes, pastilhas, pilulas, comprimidos, capsulas, capsulas que contém
liquidos, pos, formulagbes para liberagao sustentada, supositorios, emulsoes,
aerossois, pulverizagdes, suspensoes ou qualquer outra forma apropriada para
uso. A mencionada composicdo geralmente € formulada de acordo com
procedimentos de rotina na forma de composicao farmacéutica adaptada a
seres humanos para administragéo oral ou para administragéo intravenosa. A
quantidade do composto ativo ou aquela que sera eficaz no tratamento pode
ser determinada por meio de métodos clinicos padrdo. Além disso, testes in
vitro ou in vivo podem ser opcionalmente empregados para ajudar a identificar
faixas de dosagem ideais. A dose precisa a ser empregada também dependera

da via de administracdo e da seriedade da doenca e deve ser decidida de
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acordo com o julgamento do praticante e com as circunstancias de cada
paciente. Faixas de dosagem apropriadas para administracao oral, intranasal,
intradérmica ou intravenosa, entretanto, sdo geralmente de cerca de 0,01
miligramas a cerca de 75 miligramas por quilograma de peso do corpo por dia,
de maior preferéncia cerca de 0,5 miligramas a 5 miligramas por quilograma de
peso do corpo por dia.

Deve-se compreender que, embora a presente invengdo tenha
sido descrita em conjunto com as realizages acima, a descri¢éo abaixo e 0s
exemplos a seguir destinam-se a ilustrar e nao a limitar o escopo da presente
invengdo. Outros aspectos, vantagens e modificagdes dentro do escopo da
presente invengéo serao evidentes para os técnicos no assunto ao qual

pertence a presente invencgao.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

FIGURAS 1A E 1B: NETRINA-1 E SOBREEXPRESSA EM TUMORES DE MAMA

METASTATICOS HUMANOS

Figura 1A: perfil de expressao de netrina-1 examinado com PCR
de transcricio reversa em tempo real quantitativa. PCR Q-RT foi realizada
utilizando RNA total extraido de quinze biépsias de tumores primarios
metastaticos (barra soélida) e quinze nao metastaticos (barra aberta) com
primers de netrina-1 humana especificos % ¢ primers correspondentes ao gene
TBP humano (Proteina de Unido TATA). TBP foi utilizado como controle no
presente, pois ele exibe fraca variabilidade no nivel de mRNA entre tecidos
tumorosos normais e de mama, conforme descrito em 25 A expressdo de
netrina-1 & fornecida como a razéo entre a expressao de netrina-1 em cada
amostra e a média da expressao de netrina-1 nas amostras nao metastaticas.

Figura 1B: realizou-se PCR Q-RT utilizando RNA total extraido de
linhagens de células de camundongo 67NR e 4T1 com primers de netrina-1 de

camundongo especificos e o gene RPLPO de camundongo como padrao.
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FIGURAS 2A A 2D: EXPRESSAO FORCADA DE NETRINA-1 EM LINHAGEM DE CELULAS

DE CAMUNDONGO 67NR GERA O DESENVOLVIMENTO DE METASTASE

Figuras 2A e 2B: imitagdes de células 67NR transfectadas ou
células 67NR transfectadas de forma estavel com netrina-1 (67NR-net) foram
submetidas a analise de expresséo de netrina-1. A Figura 2A, PCR RT que utiliza
primers de netrina-1 de galinha especificos, foi realizada utilizando RNA total
extraido de 67NR-net1 e 67NR-imitacdo. Na Figura 2B, realizou-se Western Blot
utilizando anticorpos anti-myc (netrina-1 de galinha) e anti-netrina-1.

Figura 2C: microfotografias dos dois clones 67NR-net1 e 67NR-
net2 em comparagao com 67NR parental e linhagem celular 4T1.

Figura 2D: células 4T1 metastaticas, dois clones de células
controle que possuem resisténcia a puromicina (67NR1 e 67NR2) e dois clones
de células que expressam netrina-1 (67NRnet1 e 67NRnet2) foram injetados
em almofada de gordura de dezesseis camundongos (quatfo camundongos por
tipo de celula) e a metastase foi analisada no ambiente de puiméo.
Microfotografias representativas de nédulos subpléuricos e
intraparenquimatosos apo6s a injegao dos clones de células correspondentes
(4T1, 67NR1, 67NRnet1, 67NRnet2). IPL: lesao intraparenquimatosa, UPL:

lesGes subpléuricas.

FIGURAS 3A A 3D: INDUCAO DA MORTE DE CELULAS METASTATICAS DE

CAMUNDONGOS POR MEIO DA INIBICAO DA INTERAGAO DE RECEPTOR DE NETRINA-1

Figura 3A: esquema que representa netrina-1 e seus receptores,
DCC e UNC5H. |

Figuras 3B, 3C e 3D: analise quantitativa da morte celular em
células 67NR e 4T1 utilizando DCC-EC-Fc e IL3-EC-Fc nao especifico como
controle (Figura 3B) em concentragdes diferentes (Figura 3C) ou o dominio
DCC-5Fbn mais restrito (Figura 3D) como competidor para interagao entre

netrina-1 e receptor. A morte celular foi quantificada por meio do teste de
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exclusdo de azul tripano (Figuras 3B e 3D) ou por meio de teste de atividade de
caspase (Figura 3C). Os desvios padréo s&o indicados (n = 3).

FIGURAS 4A E 4B: INDUCAO DA MORTE DE CELULAS METASTATICAS HUMANAS POR

MEIO DE INIBICAO DA INTERAGAO ENTRE NETRINA-1 E RECEPTOR

Figura 4A: medigdo quantitativa da morte de células CALS51
tratadas com concentragdo diferente de DCC-EC-Fc por meio do teste de
excluséo de azul de tripano.

Figura 4B: analise quantitativa da morte celular monitorada por
meio de exclusdo de azul de tripano na linhagem de células parentais CAL51
ou na linhagem de células clonais CAL51-36, tratadas ou nao com O
competidor DCC-EC-Fc em meios de cultivo.

FIGURA 5: NETRINA-1 E SOBREEXPRESSA EM TUMORES DE MAMA METASTATICOS

HUMANOS

Perfil de expressdo de netrina-1 examinada com PCR de
transcricio reversa em tempo real quantitativa. PCR Q-RT foi realizada
utilizando RNA total extraido de 51 biépsias de tumor. Elas foram obtidas de
um paciente com tumores localizados na mama (NO, barra vazia); com
envolvimento apenas de noé axilar (N+, barra cinza) e com metastases
distantes em diagndstico (M+, barra solida). Foram utilizados primers de
netrina-1 humanos especificos 3 e primers correspondentes ao gené
PBGD humano (Proteina de Unido TATA). PBGD foi utilizado como
referéncia no presente, pois exibe variabilidade fraca em nivel de mRNA
entre tecidos de tumores de mama € normais, conforme descrito em ¥ 0
outro TBP de referéncia também foi utilizado com resultados similares (nao
exibidos). A expressao de netrina-1 & fornecida como a razao entre a
expressdo de netrina-1 em cada amostra e a média da expressdo de
netrina-1 nas amostras NO. Foi utilizado teste de significagao estatistica

nao paramétrico (Mann-Whitney) e o valor p é indicado.
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FIGURAS 6A A 6C: INDUCAO DA MORTE DE CELULAS METASTATICAS POR MEIO DE

INIBICAO DA INTERACAO ENTRE NETRINA-1 E RECEPTOR

Figura 6A: DCC-EC-Fc desloca a interagcao DCC/netrina-1 e
UNC5H2/netrina-1. Teste ELISA com DCC-EC-Fc (painel superior) ou
UNC5H2-EC-Fc (painel inferior) revestidos e a quantificagao de netrina-1 unida
utilizando anticorpo anti-netrina-1 na presenga de concentracao crescente de
DCC-EC-Fc.

Figuras 6B e 6C: andlise quantitativa da morte celular em células
67NR e 4T1 utilizando DCC-EC-Fc e IL3-EC-Fc néo especifica como controle.
A morte celular foi quantificada pelo teste de excluséo de azul de tripano
(Figura 6B) ou por meio de teste de atividade de caspase (Figura 6C). Sao
indicados os desvios padréo (n = 3).

FiGURAS 7A A 7C: INIBICAO DA FORMAGAO DE METASTASE EM CAMUNDONGOS POR

MEIO DE TRATAMENTO com DCC-5FBN

Figura 7A: analise quantitativa da morte celular em células 67NR
e 4T1 tratadas com DCC-5Fbn. Teste MTT foi realizado sobre células 67NR ou
4T1 apds o tratamento com doses crescentes de DCC-5Fbn (png/mi). E
apresentado o percentual de sobrevivéncia celular. S&o indicados desvios
padrao (n = 3).

Figuras 7B e 7C: células 4T1-luc foram injetadas por via
intravenosa em camundongos BALB/c no dia 0 e PBS ou DCC-5Fbn foram
injetados a cada dois dias, uma vez por via intravenosa, uma vez por via
intraperitoneal a partir do dia 0. Apés treze dias, o desenvolvimento de
metastase foi estudado por meio de registro de luminescéncia (Figuras 7B e

7C) ou de exame de pulmdes em um instrumento.

Figura 7B: imagem representativa de registro de luminescéncia de
camundongos tratados com PBS (direita) ou tratados com DCC-5Fbn

(esquerda).
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Figura 7C: quantificagao do sinal luminescente medido por meio
do sistema NightOwLB. O nimero de fotons/pixel/seg foi quantificado em cada
animal e um indice de sinal luminescente é fornecido na razéo entre o
foton/camundongo médio em camundongos tratados com PBS e o sinal médio
detectado em camundongos tratados com DCC-5Fbn. Sao apresentados dois
experimentos independentes (vinte camundongos foram analisados no
experimento 1 e oito camundongos no experimento 2).

Foi tirada uma fotografia macroscopia representativa de um
pulmao de camundongo tratado com PBS ou de camundongo tratado com
DCC-5Fbn (n&o exibida) e pode ser demonstrada no pulmao de camundongos

tratados com PBS.

FIGURAS 8A E 8B: EFEITO DE DCC-5FBN SOBRE NETRINA-1 QUE EXPRESSA

LINHAGENS DE CELULAS DE CANCER DE MAMA HUMANO

Figura 8A: expressao de netrina-1 examinada por meio de PCR
Q-RT utilizando RNA total extraido de 48 linhagens de células de tumores de
mama diferentes. A expresséo de netrina-1 é fornecida como a razao entre a
expressdo de netrina-1 e a expressdo de HBMS do gene domestico
(hidroximetilbilano sintase) em cada amostra. TBP também foi utilizado como
controle no presente e gerou resultados similares. As duas linhagens celulares
que foram selecionadas pelo seu alto nivel de netrina-1 séo indicadas por
estrelas.

Figura 8B: indugdo da morte celular por DCC-5Fbn em linhagens
de células SKBR7 e T47D. A morte celular foi quantificada por meio de teste
MTT conforme descrito na Figura 4A (painel direito) ou por medigdo da
atividade de caspase, conforme descrito na Figura 3D (painel esquerdo). Sao
indicados os desvios padréo (n = 3).

FIGURAS 9A E 9B: NEUROBLASTOMA HUMANO

Figura 9A: netrina-1 & um marcador da agressividade em
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neuroblastoma humano. O perfil de expressao de netrina-1 foi examinado com
PCR de transcrigao reversa em tempo real quantitativa. PCR Q-RT foi realizada
utilizando RNA total extraido de 101 na etapa 4 ou biopsias de neuroblastoma
4s. Os tumores foram de estagio 4 diagn_osticado em pacientes que tinham
menos de um ano de idade (4 <1 ano) ou estagio 4 diagnosticado em pacientes
que tinham mais de um ano de idade (4 >1 ano). Pode-se observar que
canceres com mau prognostico (estagio 4 >1 ano) exibem sobreexpressao
significativa de netrina-1. Testes de estudantes t foram utilizados € 0s valores p
s&o indicados.

Figura 9B: células IMR32 que produzem de forma enddgena
netrina-1 foram tratadas ou nao com DCC-5Fbn ou como ILR3 controle (o
ectodominio receptor de interleucina-3) e foram analisadas para determinar a
morte celular por meio de medicao da atividade de caspase (acima) ou da
medicdo da sobrevivéncia celular por meio de teste MTT (abaixo). Observe-se
que, embora IL3R nao possua efeito sobre a morte de células IMR32, DCC-
5Fbn induz morte de células IMR32 significativa. Os desvios padrdo sao
indicados (n = 3).

FiGURAS 10A E 10B: GLIOMA

Figura 10A: netrina-1 € sobreexpressa em uma grande fragao de
glioma. O perfil de expressdo de nextrina-1 foi examinado com PCR de
transcricdo reversa em tempo real quantitativa. Q-RT PCR foi realizada
utilizando RNA total extraido de biopsias de oligodendroglioma do estagio Il €
estagio lll e glioblastoma do estagio IV e foi comparado com cérebro humano
normal.

Figura 10B: células GL26 que produzem netrina-1 de forma
endogena (ndo exibido) foram tratadas ou nao com DCC-5Fbn na presenga ou
ndo de quantidade excessiva de netrina-1 recombinante e foram analisadas

para determinar a morte celular seja por meio da medi¢ao da atividade de
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caspase (acima) ou por meio de medigdo da sobrevivéncia celular por meio de
teste MTT (abaixo). Observe-se que DCC-5Fbn induz morte de células GL26
significativa e que este efeito & totalmente inibido pela adigao de netrina-1, de
forma a demonstrar que o efeito de DCC-5Fbn é diretamente relacionado com
a inibigao de netrina-1 endoégena. Os desvios padrao sao indicados (n = 3).

FiIGURAS 11A A 11C: CANCER DO PULMAO

Figura 11A: netrina-1 € sobreexpressa em uma fragao
dimensionavel de cancer do pulmao humano. O perfil de expresséo de netrina-
1 foi examinado com PCR de transcricdo reversa em tempo real quantitativa.
Q-RT PCR foi realizado utilizando RNA total extraido de biépsias de cancer do
pulméo e foi comparado com tecido normal.

Figura 11B: H358 e H460, duas linhagens de células NSCLC,
foram adicionalmente utilizadas para testes de morte celular. Células H358 que
expressam netrina-1 de forma endogena e células H460 que deixam de exibir
expressdo de netrina-1 detectavel foram tratadas ou nao com DCC-5Fbn na
presenga ou nao de quantidade excessiva de netrina-1 recombinante e foram
analisadas para determinar a morte celular por meio de medig&o da atividade
de caspase (acima) ou de medi¢éo da sobrevivéncia celular por meio de teste
MTT (abaixo). Observe-se que DCC-5Fbn induz morte de células H358
significativa, mas deixa de exibir efeito sobre células H460. Além disso, 0 efeito
de morte observado em células H358 & totalmente inibido pela adigdo de
netrina-1. Junto com o fato de que as células H460 nao sdo sensiveis a DCC-
5Fbn, estes dados sustentam que células de tumor de pulmao que expressam
netrina-1 sofrem apoptose em resposta a DCC-5Fbn. Os desvios padrao sao
indicados (n = 3).

Figura 11C: DCC-5Fbn inibe o crescimento de tumor H358
xenoenxertado em camundongos brutos. Fémeas de camundongos nu/nu

atimicos com cinco semanas de idade (20 a 22 g de peso do corpo) foram
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obtidas de Charles River. Os camundongos foram abrigados em gaiolas
cobertas com filtro esterilizadas e mantidos em uma instalagéo de animais livre
de patdégenos. Células H358 foram implantadas por meio de injecao
subcutanea de 5 x 10° células em 200 ul de PBS no flanco esquerdo dos
camundongos. Quando os tumores foram estabelecidos, PBS ou 20 pg de
DCC-5Fbn foram administrados ao tumor (it) todos os dias (a duragado do
tratamento é indicada por setas). Os tamanhos de tumores foram medidos por
um calibrador durante 41 dias. O volume do tumor foi calculado com a féormula
v=(05" (comprimento*larguraz)) + desvio padréo, *) em seis camundongos
tratados com DCC-5Fbn e quatro camundongos tratados com PBS. Observe-se
que, embora se tenha demonstrado que tumores tratados com PBS crescem,
tumores tratados com DCC-5Fbn exibiram regressdo massiva.

FiGURAS 12A E 12B: NETRINA-1 MEDIA A MULTIMERIZACAO DE UNC5H2 E DCC

Figura 12A: multimerizagédo de DCC na presenca de netrina-1 em
células HEK293T. Lisatos de células HEK293T transfectadas transitoriamente
com construgdes que expressam HA-DCC e/ou c-myc-DCC junto com
construcdo que expressa netrina-1 ou nao foram submetidos a retirada de myc
(IP a-myc). A presenga de DCC-HA foi revelada com um anticorpo anti-HA.

Figura 12B: dimerizagdo de UNC5H2 na presenca de netrina-1
em células HEK293T. A transfeccdo das células e a preparagdo de lisato
celular foram realizadas como em (A), mas com construgbes que expressam
HA-Unc5H2 efou Marca M2-UNC5H2. Lisatos celulares foram submetidos a
retirada de Marca M2 (IP a-Marca). A presenca de HA-UNC5H2 foi revelada
com um anticorpo anti-HA. Total: Western Blot sobre o lisato antes da retirada.

FIGURAS 13A E 13B: VALIDAGAO DO SISTEMA QUIMICAMENTE INDUTIVEL PARA

DIMERIZACAO DE UNC5H2

Figura 13A: representagcao esquematica de construgcdes de fuséo

de Fv2e-UNC5H2 que exibem as duas construgées (um HA marcado, o outro
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c-myc marcado) utilizadas para validar o sistema de dimerizagao artificial.
Figura 13B: lisatos de células HEK293T transfectadas
transitoriamente com HA marcado por Fv2E-UNC5H2 ou c-myc com ou sem a
droga de dimerizagao (AP20187) foram submetidos a retirada de c-myc (IP a-
myc). Total: Western Blot sobre lisato antes da retirada. A presen¢a de HA-

Fv2E-UNC5H2 foi revelada com anticorpo anti-HA.

FIGURAS 14A A 14C: BLOCOS DE DIMERIZACAO DE DCC FORCADA BLOQUEIA A SUA

ATIVIDADE PRO-APOPTOTICA

Figura 14A: a morte celular induzida por DCC é inibida por meio
de dimerizagéao induzida por AP20187, conforme medido por meio de exclusao
de azul de tripano. Células HEK293T foram transfectadas com imitacao de
plasmideo (Cont.), FV2E (Fv), Fv2E-DCC-IC (Fv-DCC) com ou sem AP20187
(AP). Em todas as condigdes, as células também foram transfectadas com o
marcador de superficie pKk. Células transfectadas que expressam O marcador
foram marcadas magneticamente com Microesferas MACSelect e separadas
utilizando um Separador MACS e Colunas de Separagéo. A excluséo de azul
de tripano foi testada sobre estas células purificadas.

Figura 14B: a morte celular induzida por UNC5H2 é inibida por meio
de dimerizagao induzida por AP20187, conforme medido por meio de exclus&o de
azul de tripano como em (A). As células foram transfectadas com pMACSKk e FV2E
(Fv), Fv2E-UNC5H2-IC (Fv-UNC5H2) com ou sem AP20187 (AP).

Figura 14C: a ativagao de caspase induzida por UNC5H2 ¢ inibida
por meio de dimerizagédo induzida por AP20187, conforme medido pela
atividade relativa de caspase-3. Células HEK293T foram transfectadas com
imitacdo de vetor pCMV (Cont.), FV2E (Fv), Fv2E-UNC5H2-IC (Fv-UNC5H?2)
com ou sem AP20187 (AP). O indice de atividade relativa de caspase é
apresentado como a razao entre a atividade de caspase da amostra e aquela

medida em células HEK293T transfectadas com pCMV. Os desvios padrao sdo
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indicados (n = 3).

FiGURAS 15A A 15C: O QUINTO DOMINIO DE FIBRONECTINA SOLUVEL RECOMBINANTE

pE DCC (DCC-5FBN) INIBE A MULTIMERIZAGAO DE DCC INDUZIDA POR NETRINA-1

Figura 15A: curva de afinidade de netrina-1 sobre DCC-5Fbn
medida por meio de teste ELISA demonstra que DCC-5Fbn é capaz de unir
netrina-1. DCC-5Fbn (100 ng) ou IL3-R (600 ng) foi revestido e foram
adicionadas doses crescentes de netrina-1 (0 a 800 ng). Os valores IL3 foram
subtraidos dos valores DCC-5Fbn. Kd aproximado de DCC-5Fbn/netrina-1 foi
estimado em 5 nM.

Figura 15B: teste de competicado. Como em (A), mas o dominio
extracelular completo de DCC (DCC-EC, 125 ng) foi revestido no lugar de
DCC-5Fbn e adicionou-se netrina-1 (50 ng) na presenca de DCC-5Fbn (625
ng) ou o DCC-EC completo (125 ng). Observe-se que DCC-5Fbn deixa de
competir com a interagao de DCC/netrina-1.

Figura 15C: multimerizagao de DCC induzida por netrina-1 €
inibida por DCC-5Fbn. Lisatos de células HEK293T transfectadas
transitoriamente com construgoes que expressam HA-DCC elou c-myc-DCC
com ou sem netrina-1 (300 ng/ml) e/ou DCC-5Fbn (900 ng/ml) foram
submetidos a retirada de HA (IP a-HA). A presenga de c-myc-DCC foi revelada
com anticorpo anti-c-myc. Total: Western Blot sobre lisato antes da retirada.

FicURAS 16A E 16B: DCC-5FBN ANTAGONIZA OS EFEITOS DE BLOQUEIO DE

NETRINA-1 SOBRE A MORTE CELULAR INDUZIDA POR DCC

Figura  16A: células HEK293T  foram transfectadas
transitoriamente com imitagado (Cont.) ou uma construcéo DCC de comprimento
total e incubadas ou nao com netrina-1 (300 ng/ml) e/ou DCC-5Fbn (800
ng/ml). A morte celular foi determinada por meio de manchas de azul tripano.

Figura 16B: células de cancer de mama metastatico 4T1 foram

cultivadas na presenga (+ DCC-5Fbn) ou auséncia (- DCC-5Fbn) de DCC-5Fbn
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(300 ng/ml) por 24 horas € a morte celular também foi medida por meio de
teste de exclusdo de azul tripano. Os desvios padréo séo indicados (n=3).
EXEmPLO 1

MATERIAIS E METODOS

LINHAGEM CELULAR, CULTIVOS CELULARES, PROCEDIMENTO DE TRANSFECCAO,

REAGENTES E IMUNOMANCHAS

Células 4T1 e 67NR foram recebidas por gentileza de F. Miller
(Detroit MI, Estados Unidos). Cal51, MCF7, MDA-MB231, 453, 361, 157, SK-
BR3, CAMA-1, T47D foram cultivados utilizando procedimento padrao.
Linhagens de células de mama humanas relacionadas na Figura 8B e, mais
especificamente, linhagens de células T47D e SKB7 foram obtidas por meio de
D. Birnbaun. Células 67NR foram transfectadas de forma estavel utilizando o
reagente lipofectamina (Invitrogen) e selecdo de puromicina (Sigma).
Transfecgbes transitorias de células de Rim Embridnico Humano 293T
(HEK293T) foram realizadas conforme descrito anteriormente '° de acordo com
um procedimento de fosfato de calcio modificado ou utilizando Lipofectamina
de acordo com as instrugdes do fabricante (Invitrogen). A linhagem de células
de cancer de mama 4T1 foi descrita anteriormente 20 células 4T1-luc foram
obtidas por meio de transfeccdo estavel de vetor CMV-luciferase que possui
resisténcia a higromicina. Clones foram selecionados por meio de intensidade
de luminescéncia utilizando a Estacdo Luminoskan Ascent (Labsystems).
Imunomanchas foram realizadas conforme descrito anteriormente 6 utilizando
anti-c-myc (Sigma; 1/200) anti-Marca M2 (Sigma, 1/200) ou anti-HA (Sigma,
1/500). O agente de dimerizagao artificial AP20187 foi da Ariad
Pharmaceuticals. O dominio extracelular completo de DCC (DCC-EC), DCC-
EC-Fc, foi obtido por meio da R&D Systems e Netrina-1 da Apotech Corp. Para
analise da morte celular, medigao da atividade de caspase €

imunoprecipitagao, AP20187 foi utilizado em concentracdo final de 10 nM e
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netrina-1 foi utilizada em concentragao final de 300 ng/mi.
AMOSTRAS DE TUMORES DE MAMA HUMANOS
Foram fornecidas 51 amostras de cancer de mama humano pelo
banco de tumores do Centre Léon Bérard. Tecido novo do tumor foi obtido
durante cirurgia da mama antes de qualquer terapia sistémica e congelado
rapidamente em nitrogénio liquido.

MUTAGENESE DIRIGIDA A LOCAL E CONSTRUGOES DE PLASMIDEOS:

pGNET-1 pCMV e pGNET-1 que codifica netrina-1 de galinha foi
conforme descrito anteriormente °. pKk foi descrito 22 Os mutantes negativos
dominantes para DCC (pCR-DCC-IC-D1290N) e para UNCS5H (pCR-UNC5H2-
IC-D412N) foram descritos anteriormente 6,.27.7 HA-DCC foi obtido por meio da
introducdo de uma marca HA no modelo pCMV-DCC ® pelo sistema de
mutagénese dirigida a local QuikChange (Stratagene) utilizando os primers a
seguir: DCC-HA F: 5'-
CACAGGCTCAGCCTTTTATCCATATGATGTACCGGATTATGCATAACATGTA
TTTCTGAATG-3 (SEQ ID Ne° 1); DCC-HA R: 5'-
CATTCAGAAATACATGTTATGCATAATCCGGTACATCATATGGATAAAAGGC
TGAGCCTGTG-3' (SEQ ID N° 2).

c-myc-DCC também foi obtido por meio da introdugao de uma
marca c-myc no modelo pCMV-DCC por mei.o de QuikChange utilizando os
primers a seguir: DCC-myc F: 5-
CACAGGCTCAGCCTTTGAGCAGAAGTTGATAAGTGAGGAAGATCTGTAAC
ATGTATTTCTGAATG-3 (SEQ 1D N° 3). DCC-myc R: 35-
CATTCAGAAATACATGTTACAGATCTTCCTCACTTCTCAACTTCTGCTCAAA
GGCTGAGCCTGTG-3' (SEQID N°4).

Vetor de expressido que codifica HA-FV2E (em pC4M) do kit de
Homodimerizagdo Regulada Argent & da Ariad Pharmaceuticals. A partir deste

plasmideo, foi construido o plasmideo HA-FV2E-DCC-IC. Um fragmento de
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PCR do dominio intracelular de DCC (1122-1447) foi obtido com os primers: F
5’—TATGTCGACCGACGCTCTTCAGCCCAGCAGAGA—3’ (SEQIDN°5)e R 5"
TATGAATTCTTAGTCGAGTGCGTAGTCTGGTACGTCGTACGGATAAAAGGC
TGAGCCTGTGATGGCATTAAG-3' (SEQ ID N°6).

O primer reverso fundiu-se a marca HA para a extremidade C-
terminal de DCC. O fragmento de PCR foi subclonado em HA-FV2E por meio
de digestao de restricdo de Sall e EcoRl. O c-myc-Fv2E-DCC-IC foi obtido
utilizando o sistema de mutagénese dirigido por local QuikChange (Stratagen)
com pC4M-Fv2E-DCC-IC-HA como modelo e os primers a seguir: primer F: §5'-
CTTAATGCCATCACAGGCTCAGCCT‘ITGAACAGAAACTCATCTCTGAAGAG
GATCTGTAAGAATTCATAAAGGGCAAT-3 (SEQ ID N° 7) e o primer R: 5'-
ATTGCCCTTTATGAATTCTTACAGATCCTCTTCAGAGATGAGTTTCTGTFCA
AAGGCTGAGCCTGTGATGGCATTAAG-3 (SEQ ID N° 8).

HA-UNC5H2 (em pcDNAZ3.1) ja foi descrito 7. As construgbes que
codificam Marca M2-UNC5H2 foram geradas por meio de clonagem em
p3xMarca-CMVTM-7.1 (Sigma) do fragmento de Notl-EcoRIl PCR derivado de
HA-UNC5H2 como modelo € O0s primers a seguir: primer F 5
GCGCGGCCGCAGGGCCCGGAGCGGG-3 (SEQ ID N° 9) e primer R 5-
CGGAATTCTCAGCAATCGCCATCAGTGGTC—S’ (SEQ ID N° 10).

HA-FV2E-UNC5H2-IC e c-myc-FV2E-UNC5H2-IC em pC4M foram
gerados por meio de amplificagdo por PCR do dominio intracelular de UNC5H2
utilizando os primers a seguir: UNC5H2-HA F 5-
CGGTCGACGTGTACCGGAGAAACTGC-3 (SEQIDN°11) e UNC5H2-HA R
5'-
GCGAATTCTCATGCATAATCCGGCACATCATACGGATAGCAATCGCCATCAGT
GGTC3¥ (SEQ D N 12) e UNCSH2-myc F 5-
CGGTCGACGTGTACCGGAGAAACTGC-3' (SEQ ID N° 13) e UNC5H2-myc R 5™
GCGAATI'CTCACAGATCCTCTTCTGAGATGAG‘ITHTGTTCGCAATCGCCATC
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AGTGGTC-3' (SEQ ID N° 14), respectivamente. Os fragmentos de PCR foram
clonados em HA-FV2E por meio de digestao de restricdo de Sall e EcoRI.

O cDNA que codifica as proteinas de fusdo HA-FV2E-UNC5H2-IC
e c-myc-Fv2E-UNC5H2-IC foi subclonado em seguida em pcDNA3.1-TOPO por
meio de PCR uutlizando os primers a seguir: FV2E F 5-
CCACCATGGGGAGTAGCA-3' (SEQ ID N° 15) e UNCS5H2-HA R 5'-
TCATGCATAATCCGGCACATCATACGGATAGCAATCGCCATCAGTGGTC-3’
(SEQ ID N° 16) e FV2E F 5.CCACCATGGGGAGTAGCA-3' (SEQ ID N° 15) e
UNC5H2-myc R 5'-
TCACAGATCCTCTTCTGAGATGAGTTTTTGTTCGCAATCGCCATCAGTGGT
C-3' (SEQ ID N° 17), respectivamente’, e HA-FV2E-UNC5H2-IC e c-myc-Fv2E-
UNC5H2-IC em pC4M como modelos correspondentes.

Ps974-DCC-5Fbn que permite a expressao bacteriana do quinto
dominio de fibronectina tipo Il de DCC foi obtido por meio da insergao de um
fragmento de DNA de Pst1/BamHI gerado por meio de PCR utilizando pDCC-

CMV-S como modelo.

PropucAo b DCC-5FBN

A produgdo de DCC-5Fbn foi realizada utilizando um
procedimento padrao. Resumidamente, células BL21 foram forgadas a
expressar DCC-5Fbn em resposta a imidazol e 0 lisato de BL21 foi submetido a

cromatografia de afinidade utilizando Marca-agarose (Sigma).

IMUNOPRECIPITACAO

Foram conduzidas coimunoprecipitagdes sobre células HEK293T
transfectadas com varias construgbes marcadas conforme  descrito
anteriormente 2’. Resumidamente, células HEK293T foram lisadas em 50 mM
de HEPES, pH 7,6, 125 mM de NaCl, 5 mM de EDTA e 0,1% NP-40 na
presenga de inibidor de protease e incubadas adicionalmente com anti-HA

(Sigma), anticorpo anti-c-myc (Sigma), anti-Marca M2 (Sigma) e proteina A
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Sepharose (Sigma). Lavagens foram realizadas em 50 mM de HEPES, pH 7.6,
125 mM de NaCl, 5 mM de EDTA.

TESTE DE UNIAO E TESTE DE COMPETICAO ELISA

DCC-5Fbn (100 ng) ou IL3-R (R&D Systems, 600 ng) foram
revestidos sobre placa Maxisorp (Nunc) e foram adicionadas doses crescentes
de netrina-1 (Apotech) (0 a 800 ng) para teste de uniao.

DCC-EC (R&D Systems, 125 ng) foi revestido sobre placa
Maxisorp para teste de competicao ELISA. Netrina-1-Marca M2 (50 ng) e
competitor DCC-EC (125 ng) ou DCC-5Fbn (625 ng) foram adicionados em
seguida simultaneamente. Apos as lavagens, para o teste de unido ou teste de
competicdo ELISA, netrina-1-Marca M2 residual ainda fixo foi revelado com um

anticorpo anti-Marca M2.

TesTES ELISA DCCI/NETRINA-1

DCC-EC-Fc (1,25 ng/ml) ou UNC5H2-EC-Fc (0,5 ng/ml) foi
adsorvido sobre placas maxisorp de 96 cavidades (Nunc) de acordo com
instrugdes do fabricante. Netrina-1 marcada com Marca (0,5 ng/ml) foi adicionada
em seguida junto com concentragoes crescentes de DCC-EC-Fc. Apds incubagao
por uma hora, as placas foram extensamente lavadas e netrina-1 unida foi
detectada por meio de imunomarcagio utilizando um anticorpo anti-marca M2
(Sigma) e anti-camundongo de cabra HRP (Jackson). Medigéo colorimétrica foi
realizada sobre a estagao Victor multimarcas (Wallac).

TESTES DE MORTE CELULAR

67NR, 4T1, CAL51, T47D e SKBR7 foram cultivados em meio
pobre em soro e foram tratados (ou nao) com DCC-EC-Fc ou DCC-5Fbn por 24
horas. A morte celular foi analisada utilizando procedimentos de mancha de
azul tripano conforme descrito anteriormente ©. A extensdo da morte celular €
apresentada como o percentual de células positivas para azul de tripano nas

diferentes populagdes celulares. Para selecionar células transfectadas, as
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células foram cotransfectadas com o marcador de superficie pKk e o plasmideo
que codifica genes de interesse. As células transfectadas que expressam O
marcador foram marcadas magneticamente com Microesferas MACSelect e
separadas utilizando Separador de MACS e Colunas de Separagdo (Miltenyi
Biotec). A exclusdo de azul de tripano foi testada sobre essas células
purificadas. A sobrevivéncia celular também foi medida por meio de teste MTT
utilizando kit de teste MTT Vybrant (Molecular Probes) de acordo com 0s

procedimentos do fabricante.

MEDICAO DA ATIVIDADE DE CASPASE

A atividade de caspase relativa foi determinada por meio de
analise citométrica de fluxo conforme segue: 2 X 10° células tratadas foram
colhidas, lavadas uma vez em 1 mide PBS e novamente suspensas em 200 ul
de solugao de manchas contendo FITC-VAD-fmk (CaspACE, Promega). Apos
incubagao por sessenta minutos a 37 °C. as células foram lavadas em 1 ml de
PBS e novamente suspensas em 200 pl de PBS para analise por citometria de
fluxo. Células manchadas foram contadas utilizando software de analise
CellQuest e FACS Calibur (Becton Dickinson) com excitacdo e configuragoes
de emiss&o de 488 nm e 525-550 nm (filtro FL1), respectivamente. A atividade
de caspase-3 foi medida utilizando o teste Caspase-3 da BioVision. A atividade
de caspase é apresentada como a raz3o entre a atividade de caspase da
amostra e aquela medida em células HEK293T transfectadas com pCMV. Para
analise da morte celular e medigao da atividade de caspase, AP20187 e/ou
netrina-1 efou DCC-5Fbn foram adicionados em meio de cultivo celular vinte
horas e uma hora antes de recolher as células.

RT-PCR QUANTITATIVA

Para testar a expressdo de netrina-1 em tumores de mama
humanos, RNA total foi extraido de biopsias de pacientes que passam por

cirurgia de cancer de mama utilizando kit Nucleospin RNAII (Macherey-Nagel)
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e 1 ug sofreu transcricao reversa utilizando o kit de Sintese de cDNA iScript
(BioRad). RT-PCR quantitativo em tempo real foi realizado sobre um aparelho
LightCycler 2.0 (Roche) utilizando o kit Light Cycler FastStart DNA Master
SYBERGreen | (Roche). As condigoes de reacgio para toda a amplificagao
ideal, bem como selecdo de primers de netrina-1, foram determinadas
conforme ja descrito '°. Os genes PBGD, TBP humanos e RPLPO de
camundongo onipresentemente expressos que exibem a menor variabilidade
de expressdo entre tecidos de tumores de mama e normais 2> ?® foram

utilizados como controles internos. Foram utilizados os primers a seguir:

PBGD:

- FOR: 5’-CTGGAGTTCAGGAGTATTCGGGG-3’ (SEQ ID N°
18);

- REV: 5'—CAGATCCAAGATGTCCTGGTCCTT-3’ (SEQ ID
N° 19);

TBP:

- FOR: 5’-CACGAACCACGGCACTGATT—3’ (SEQ ID N° 20);

- REV: 5’-TTTTCTTGCTGCCAGTCTGGAC-3’ (SEQ ID N°
21);

Netrina-1 humana - NTN1:

- FOR: 5’-TGCAAGAAGGACTATGCCGTC—B’ (SEQ ID N°
22);

- REV: 5’-GCTCGTGCCCTGCTTATACAC-3’ (SEQ ID N°
23);

UNC5B:
- FOR: 5’-TGCAGGAGAACCTCATGGTC-3’ (SEQ ID N° 24);

- REV: 5.GGGCTGGAGGATTACTGGTG-3 (SEQ ID N° 25);
DCC:
- FOR: 5'-AGCCAATGGGAAAATTACTGCTTAC-3’ (SEQ ID



10

15

20

25

37

N° 26);

_ REV: 5-AGGTTGAGATCCATGATTTGATGAG-3 (SEQ ID
Ne 27);

UNC5C:

_ FOR: 5-GCAAATTGCTGGCTAAATATCAGGAA-3' (SEQ
ID N° 28);

_ REV: 5-GCTCCACTGTGTTCAGGCTAAATCTT-3' (SEQ
ID N° 29). '

CAMUNDONGOS, INJECOES INTRAVENOSAS E NAS GLANDULAS MAMARIAS, MEDICAO

DO DESENVOLVIMENTO DE METASTASE

Modelo de camundongos singénicos: féemeas de camundongos
BALB/cByJ com oito a onze semanas de idade do Jackson Laboratory foram
utilizadas para cirurgia. Para injecdo em glandulas mamarias de células 67NR,
camundongos foram anestesiados com 2,2,2-tribromoetanol, 10° células em 50
pl de PBS foram injetadas na glandula mamaria e camundongos foram
sacrificados quando o tumor excedeu 1,5 cm € causou impedimento do
movimento do animal. Para inje¢ao intravenosa, 10° células 4T1-luc de tumores
em 150 ul de PBS foram injetadas em uma veia da cauda e os camundongos
foram sacrificados no dia 13-15 (ap6s a injegdo de células 4T1) ou no dia 20-23
(apbs a injega@o de células 67NR), ou analisados utilizando registro de
luminescéncia. Quando 0s animais foram sacrificados, 0s pulmbes foram
removidos, pesados, comparados com O peso total do animal e os nodulos

metastaticos foram contados.

XENOENXERTO EM CAMUNDONGOS BRUTOS

Faemeas de camundongos nu/nu atimicos com cinco semanas de
idade (peso do corpo de 20 a 22 g) foram obtidas por meio da Charles River.
Os camundongos foram abrigados em gaiolas com filtro no topo esterilizadas e

mantidas em instalagéo de animais livre de patégenos. Linhagens de células de
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cancer de mama humano (SKBR7, T47D e H358) foram implantadas por meio
de injecédo subcutanea de 5 X 108 células em 200 pl de PBS no flanco esquerdo
dos camundongos. Quando tumores foram estabelecidos (cinco semanas para
T47D, duas semanas para SKBR7 e cinco dias para H358), PBS ou 20 pg de
DCC-5Fbn foram administrados ao tumor (it) todos os dias durante quatorze
dias. Os tamanhos de tumores foram medidos por um calibrador. O volume de
tumor foi calculado com a féormula v = 0,5 * (comprimento * Iarguraz).

ANALISE DE TUMOR

Secoes de pulmao com 4 pm de espessura foram preparadas e
manchadas com hematoxilina-eosina-safron. A classificagéo histologica €
graduagao de lesoes neoplasticas foi realizada de forma cega e de acordo com
procedimentos padrao. Para formagdo de imagens in vivo de metastase
utilizando células 4T1-luc, a luz resultante da oxidagao bioluminescente da
luciferina livre de endotoxina injetada por via intraperitoneal (Promega) (120
mg/kg de peso do corpo) foi detectada e quantificada (dez minutos apoés a
injecdo) com sistema NightOWL LB 981 NC 100 da Berthold Technologies,
utilizando sistema de anestesia com isoflurano gasoso da TEM SEGA.

EXEMPLO 2

NETRINA-1 DITA METASTASE DE TumoRr DE MAMA INIBINDO A APOPTOSE

Analisamos em primeiro lugar netrina-1 € os seus receptores de
dependéncia, ou seja, expressdo de DCC e UNC5H por Q-RT-PCR em um
quadro de trinta tumores primarios de mama, quinze dos quais nao
apresentaram evolucdo metastatica conhecida e quinze deles foram
metastaticos no diagnostico. Embora DCC fosse pouco detectavel e UNCSH
tenha deixado de exibir alteragoes significativas entre 0s dois tipos de tumores,
netrina-1 aparentemente € significativamente mais expressa em tumores de
mama metastaticos que em tumores de mama nao metastaticos (Figura 1A).

60% dos tumores de mama metastaticos testados exibiram
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sobreexpressao de netrina-1 (faixa de 1,4 a 9,6 vezes, p < 0,015) (Tabela 1).
TABELA 1

PERCENTUAL DE AMOSTRAS QUE ExiBEM EXPRESSAO DE NETRINA-1 SUPERIOR A

ExPRESSAO MEDIA EM BIOPSIAS NAO METASTATICAS E FAIXA DE SOBREEXPRESSAQ

n=15 metastase sem metastase

% de tumores de mama que 60 33

sobreexpressam netrina-1

Faixa de sobreexpressao de 14-96 16-29

netrina-1

Em camundongos, Miler e seus colegas desenvolveram um
modelo poderoso para estudar a biologia de tumores metastaticos contra nao
metastaticos: de um unico tumor mamario primario que ocorreu naturalmente
em um camundongo BALBI/c, foi obtida uma série de linhagens celulares que
exibiram diferentes potenciais metastaticos quando injetadas em camundongos
singénicos. Particularmente, embora células 67NR formem tumores mamarios
primarios mas sem metastase, células 4T1 de tumores primarios e metastase,
20

especialmente no pulméo, na medula o6ssea e no figado De forma

interessante, embora netrina-1 nao tenha sido detectada em células 67NR,
netrina-1 foi altamente expressa em células 4T1 (Figura 1B).

Para determinar se o potencial metastatico de células 4T1, em
comparagéo com o de células 67NR, era relacionado a expressao de netrina-1,
células 67NR foram forgadas a expressar de forma estavel netrina-1. Imitagoes
de células 67NR transfectadas ou células 67NR-net que expressam netrina-1
(Figuras 2A e 2B) foram injetadas em glandulas de mamiferos ou por via
intravenosa e a metastase foi monitorada quando injetada em almofadas de
gordura, 0 que sugere que a presenga de netrina-1 em 67NR nao é suficiente
para permmr a formacgdo de metastase de pulmao a partir do local primario.

Quando as células recebem injegdo intravenosa, entretanto, foi detectado
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netrina-1 (Figura 2C).

Vide a Tabela 2 que exibe a quantidade d

(metastase fora do puiméo

40

s no 67NR que expressa

e nodulos subpléuricos

) e nédulos intraparenquimatosos (metastase no

pulmao).
TABELA 2
Lesbes subpléuricas Lesoes intraparenquimatosas
(metastase do pulmao)
Camundongos Numero de Namero de Numero de Nimero de
injetados com pulmdes nédulos por pulmoes nédulos por
o clone afetados pulmao (faixa) afetados pulmao (faixa)
67NR1 3 0-5 0 0
67NR2 2 0-2 0 0
B67NR-net1 3 0-5 1 0-4
67NR-net2 1 0-3 2 1-2

Desta forma, a expressdo de netrina-1 aparentemente € um

evento fundamental que sustenta a formaga

favorecendo células de tumores ap6s a encravagao.

Como netrina-1 aparentemente
metastatico de células
netrina-1 inibe a morte celular induzida por receptor
netrina-1 &7 '8, investigamo
fornece vantagem seletiva para células 4T1 por meio d
celular induzida por DCC/UNC
terminal N de netrina-1 (o chamado dominio

receptores de DCC e UNCS5H (

o de metastase, provavelmente

é suficiente para o0 potencial
67NR apds a encravagdo € como se demonstrou que
es com dependéncia de
s em seguida se a produgao autocrina de netrina-1
a inibicdo da morte

5H nessas células. Um dominio localizado no

laminina-Vl) interage com

Figura 3A; 2'), de forma que um dominio

extracelular solavel de DCC (DCC-EC-Fc) pode inibir a interagdo de

DCC/netrina-1 e UNC5H/netrina-1 (n

seguida a um cultivo de células 4T1 e a morte celular foi monit

50 exibido). DCC-EC-Fc foi adicionado em

orada por meio
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de teste de exclusdo de azul de tripano (Figura 3B) ou da medigao da atividade
de caspase (Figura 3C). Conforme exibido na Figura 3C, a adigdo da proteina
concorrente no meio de cultivo aciona a morte de células 4T1 de forma
dependente de dosagem. Além disso, este efeito é especifico, pois DCC-EC-Fc
nao apresentou efeito sobre a morte de células 67NR e IL3R-EC-Fc (o dominio
extracelular de receptor IL3) deixou de acionar a morte de células 4T1 (Figuras
3B e 3C). Este efeito se deve a inibicdo de netrina-1, pois a adicao de
quantidade excessiva de netrina-1, junto com DCC-EC-Fc, inibiu a atividade
pro-apoptética de DCC-EC-Fc sobre células 4T1 (ndo exibido). Para restringir a
concorréncia a um dominio menor, produzimos o quinto dominio de fibronectina
tipo Il de DCC, que é conhecido por interagir com netrina-1 2'. A adigao deste
dominio -DCC-5Fbn- apresentou atividade pro-apoptotica similar sobre células
4T1 (Figura 3D). Desta forma, embora netrina-1 aparentemente confira
potencial metastatico a células de tumores em camundongos, estas células de
tumores metastaticos que expressam netrina-1 podem ser encaixadas para
apoptose por meio de inibicao da interagao entre receptores e netrina-1.

Para analisar adicionalmente se isso permanece verdade em
células de tumor de mama humano, a expressao de netrina-1 foi analisada em

um quadro de linhagens de células de cancer de mama metastatico humano

(vide a Tabela 3).

TABELA3
Linhagem de células de Expressao de transcrigao Sensibilidade de DCC-EC-
carcinoma de mama de netrina-1 Fc
humano

MDA-MB 157 +H++ +/-

MCF-7 +H++ -

CAMA-1 +++ -
SKBR3 ++ ND
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Linhagem de células de Expressao de transcri¢gao Sensibilidade de DCC-EC-
carcinoma de mama de netrina-1 Fc
humano
SAV-BRUTO ++ ND
Cal51 ++ +4+
MDA-MB231 + ++
MDA-MB453 + +
T47D - ND
T47D* ++ 4
* Conduzido em outra linhagem de células T47D.

A Tabela 3 exibe as diferentes linhagens de células de mama
metastaticas humanas analisadas para a expressao de netrina-1 por Q-RT
PCR como nas Figuras 1A e 1B e a sua sensibilidade a DCC-EC-Fc por
meio de medi¢édo da morte celular por meio de exclusao de azul tripano. A
quantidade relativa de expresséao de netrina-1 e sensibilidade a DCC-EC-
Fc sdo indicadas por (+), enquanto a auséncia destes critérios é indicada
por (-). Em algumas linhagens celulares, o DCC-EC-Fc nao foi determinado

(ND).

Conforme o esperado, netrina-1 €& expressa em grande
quantidade de linhagens de células metastaticas e algumas delas sofrem
apoptose quando cultivadas na presenca de DCC-EC-Fc. Células CALS1
sofreram apoptose de forma dependente de dosagem, por exemplo, em
resposta a DCC-Ec-Fc. Conforme o acima, a adicdo de netrina-1 em excesso
reverte o efeito de DCC-EC-Fc, sustentando a opinido de que as proteinas
concorrentes matam estas linhagens de células humanas inibindo a interagao
entre netrina-1 e receptores de netrina-1. Além disso, selecao clonal de células
CAL51 permitiu o estabelecimento de uma linhagem de células CAL51-36, que

& muito mais suscetivel a morte celular em resposta a DCC-EC-Fc (Figura 4B).




10

15

20

25

43

DCC-EC-Fc ou DCC-5Fbn podem conseqientemente representar boas
ferramentas para acionar apoptose seletiva de células de tumores metastaticos
humanos.

Demonstramos aqui que a expressdo de netrina-1 pode ser
considerada marcador da disseminagéo de tumores de mama. Mais da metade
dos tumores de mama com propensdo & metastase obteve elevada expressao
de netrina-1. Tanto o modelo de camundongo descrito acima quanto 0s dados
obtidos sobre linhagens de célula de cancer de mama humano sustentam a
visdo de que este nivel elevado de netrina-1 € uma vantagem seletiva obtida
pela célula cancerosa para escapar de apoptose induzida por receptores com
dependéncia de netrina-1 e, conseqiientemente, sobreviver
independentemente da disponibilidade de netrina-1. Do ponto de vista
mecanico, esta expressao autocrina de netrina-1 inibe a morte celular induzida
por UNC5H. De fato, DCC era pouco detectavel nos dois grupos (metastatico e
nao metastatico) de canceres de mama estudados, de forma a sugerir que
DCC é regulado para baixo cedo durante tumorigénese de mama ou € apenas
fracamente expresso em tecido de mama. Além disso, a inibicao de apoptose
induzida por UNC5H por meio de coexpressao de forma mutante negativa
dominante da atividade pré-apoptética de UNCSH inibe a morte de células
CAL51 em resposta a DCC-EC-Fc (n&o exibido). Isso pode corresponder a
observagdo recente de que parte da atividade pro-apoptotica de UNCSH2
passa através da ativagéo da serina/treonina DAPK 2, proteina envolvida na
regulagem de metastase .

Estas observagées nao apenas fornecem evidéncia da
importancia do par de receptores ligantes/de dependéncia na regulagem do
desenvolvimento de tumores, mas também esclarecem uma nova estratégia
terapéutica. De fato, atualmente, nao ha tratamento eficiente de pacientes com

cancer de mama metastatico, falta de tratamento que leva a morte 400.000
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mulheres por ano em todo o mundo 24 propomos no presente que um
tratamento com base na inibigao da interagao entre netrina-1  seus receptores
de dependéncia podera afetar positivamente a metade dos pacientes que
sofrem de céncer de mama metastatico. Estes tratamentos poderao incluir
drogas quimicas, anticorpos monoclonais ou a proteina DCC-5Fbn
apresentada no presente. Permanece a ser demonstrado se isso deve ser
considerado estratégia para evitar a formagdo de metastase, o que geraria
tratamento preventivo a longo prazo de mulheres diagnosticadas com cancer
de mama primario, ou como estratégia que podera ser utilizada para induzir a
regressdo de metastase. Testes clinicos futuros deverao também responder
esta questao.

Descrevemos no presente que, ao contrario de tumores de mama
nao metastaticos humanos, a maior parte dos canceres de mama metastaticos
exibe sobreexpressdo de netrina-1. Em um modelo de camundongos,
demonstramos que, em celulas de tumores mamarios nao metastaticos, a
expressao forgada de netrina-1 € associada a metastase nos pulm&es. Alem
disso, camundongos ou linhagens de células de tumores metastaticos
humanos que se demonstrou expressarem altamente netrina-1 sofrem
apoptose quando a interagdo entre netrina-1 e receptores € inibida por uma
proteina concorrente. Desta forma, netrina-1 € um marcador para cancer
metastatico humano tal como mama metastatica e inibigdo da interagao entre
netrina-1 e receptores representa uma abordagem terapéutico para induzir a
morte de células metastaticas.

EXEMPLO 3

RESTAURAGAO DO PROCESSO DE RECEPTORES DE DEPENDENCIA DE NETRINA-1

ACIONA APOPTOSE EM TUMORES DE MAMA METASTATICOS

Netrina-1 e seus receptores de dependéncia, ou seja, expressao

de DCC, UNC5H2 e UNC5H3, foram analisados por meio de Q-RT-PCR em
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um quadro de 51 tumores de mama. Ele inclui pacientes cujos tumores foram
localizados para a mama (NO, 16 pacientes), apresentaram envolvimento de
nodulos (N+, 19 pacientes) ou possuiam doenga metastatica distante no
momento do diagnostico (M+, 16 pacientes). Embora DCC fosse pouco
detectavel e a expresséo de UNCS5H deixasse de exibir alteragoes significativas
entre os diferentes tipos de tumores (ndo exibidos), netrina-1 €
significativamente mais expressa em tumores N+ que em tumores NO (média:
1,8 contra 0,5, p = 0,007) com faixa de expressao de netrina-1 mais alta em
tumores N+ (Figura 5 e Tabela 4).
TABELA 4

PERCENTUAL DE AMOSTRAS QUE ExiIBEM EXPRESSAO DE NETRINA-1 SUPERIOR A

ExPRESSAO MEDIA EM BIOPSIAS NO, Cinco VEZES MAIOR OU QuiNze VEZES MAIOR

E A FAIXA DA SOBREEXPRESSAO

n=>51 NO N+ M+ N
Localizado para a Envolvimento Metastase
mama (n = 16) nodal (n = 19) distante (n = 16)
% de tumores de mama que 31 73,7 93,7
sobreexpressam netrina-1
% de tumores de Mais de 5 0 31,5 62,5
mama que vezes
sobreexpressam Mais de 15 0 0 37,5
netrina-1 vezes
Faixa de sobreexpressao de netrina- 0,02-4,6 0,03-12,8 06-1117
1

31,5% dos tumores N+ exibem aumento de pelo menos cinco
vezes na expressado de netrina-1 enquanto nenhum aumento foi detectado em
qualquer tumor NO testado (Figura 5 e Tabela 4). Diferenga ainda mais notavel
é observada ao comparar a expressao de netrina-1 em M+ com tumores NO

(média: 7,8 contra 0,5, p < 0,0001). Ao longo desta linha, 62,5% de tumores M+
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exibem aumento de pelo menos cinco vezes da expressdo de netrina-1.
Diferenca significativa da expressao de netrina-1 também existe entre tumores
N+ e M+ (média: 1,8 contra 7.8, p = 0,009). Alem disso, a sobreexpresséo de
netrina-1 & mais alta em tumores M+ que em tumores N+, pois 37,5% de
tumores M+ exibem aumento de mais de quinze vezes no nivel de netrina-1,
enquanto esse aumento néo é detectado em tumores N+ (Figura 5 e Tabela 4).
Desta forma, a regulagem para cima de netrina-1 € um marcador do
envolvimento nodal e da doenga metastatica distante em cancer de mama
humano.

Em camundongos, Miller e seus colegas desenvolveram modelo
poderoso para estudar a biologia de tumores metastaticos contra nao
metastaticos: a partir de um unico tumor mamario primario que ocorreu
naturalmente em um camundongo BALB/c, foi obtida uma série de linhagens
celulares que exibiram diferentes potenciais metastaticos quando injetadas em
camundongos singénicos. Particularmente, enquanto células 67NR formam
tumores mamarios primarios, mas sem metastase, células 4T1 formam tumores
primarios e metastase, especialmente no pulmao, no figado e na medula 6ssea
20 pe forma interessante, enquanto netrina-1 deixava de ser detectada em
células 67NR, netrina-1 era altamente expressa em células 4T1 (Figura 1B).

Para determinar em primeiro lugar se 0 potencial metastatico de
células 4T1, em comparagdo com o de células 67NR, era relacionado a
expresséo de netrina-1, células 67NR foram forgadas a expressar netrina-1 de
forma estavel. Imitagdes de células 67NR transfectadas ou células 67NR que
expressam netrina-1 (Figuras 2A e 2B) foram injetadas em glandulas mamarias
e a metastase foi monitorada por meio de exame anatémico-patologico. As
duas linhagens celulares deixaram de formar eficientemente metastase no
figado ou em pulmoes quando injetadas em almofadas de gordura de

camundongos (19 camundongos receberam injecdo de células 67NR que
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expressam netrina-1 e apenas duas suspeitas de micrometastases, uma no
pulm&o e outra no figado, foram detectadas) (Tabela 5).
TABELA S

METASTASE DO PULMAO E DO FicaDo DE 67NR INJETADO EM ALMOFADA DE

GORDURA CONTRA CELULAS QUE ExPRESSAM NETRINA-1

Um clone de célula controle que possui resisténcia a puromicina
(imitaggo de 67NR), um clone de célula que expressa netrina-1 (67NRnet1) e uma
populaggo policlonal de 67NR transfectada de forma estavel de netrina-1 (67NR-
net1-policlonal) foram injetados em almofada de gordura de camundongos € a

metastase foi analisada no ambiente do pulméo ou do figado.

Células Camundongos Tumores Metastase Comentarios
injetadas (n) primarios
imitacdo de 9 9 0
67NR
67NR-net1 7 7 0 Suspeita de uma
micrometastase
no figado
67NR-net1 12 12 0 Suspeita de uma
policlonal micrometastase
no pulmao

Desta forma, a expresséo de netrina-1 em células tumorosas
nao é suficiente para permitir a formagado de metastase a partir do local
primario.

Como se demonstrou que netrina-1 inibe a morte celular induzida
por receptores com dependéncia de netrina-1 & 7 '8, investigamos a seguir se a
produgao autocrina de netrina-1 detectada em células 4T1 metastaticas confere
vantagem seletiva para estas células, por meio da inibigao da morte celular
induzida por DCC/UNCSH. Para testar isso, observamos um composto que
pode titular netrina-1. Relatou-se que um dominio localizado no terminal N de

netrina-1 (0 chamado dominio de faminina-V!) interage com 0S receptores de
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DCC e UNC5H (Figura 3A; ?'). Demonstramos que um dominio extracelular
solivel de DCC (DCC-EC-Fc) pode inibir a interagdo de DCC/netrina-1 €
UNC5H2/netrina-1, conforme medido por meio de teste ELISA (Figura 6A).
DCC-EC-Fc foi adicionado em seguida a um cultivo de células 4T1 e a morte
celular foi monitorada, seja por meio de teste de exclusdo de azul de tripano
(Figuras 3B e 6B) ou medindo-se a atividade de caspase por meio de citometria
de fluxo (Figuras 3C e 6C). Conforme exibido nas Figuras 3B, 3C,6B e 6C, a
adicao da proteina concorrente no meio de cultivo aciona a morte de células
4T1 de forma dependente da dose. Este efeito & especifico, pois DCC-EC-Fc
nio apresentou efeito sobre a morte de células 67NR (Figuras 3B, 3C, 6B e
6C) e IL3R-EC-Fc (o dominio extracelular do receptor IL3) deixou de acionar a

morte de células 4T1 (Figura 3D). Desta forma, as células 4T1 sobrevivem por
meio da produgao autocrina de netrina-1, que bloqueia a morte celular lndu2|da
por receptores de netrina-1.

Como o dominio extracelular completo de DCC aparece com
interesse apenas modesto para uso in vivo e em terapia (DCC-EC-Fc possui
tamanho de cerca de 1100 aminoacidos), procuramos um polipeptideo
alternativo a partir do dominio extracelular de DCC, que pudesse acionar a
apoptose em células 4T1. Conseqiientemente, produzimos o quinto dominio
tipo 1l de fibronectina de DCC, DCC-5Fbn, que & conhecido por interagir com
netrina-1 %' (Figura 3A). De forma interessante, essa proteina com cem
aminoacidos nao interfere com a unido de DCC/netrina-1 ou UNC5H/netrina-1,
mas afeta a capacidade de netrina-1 de acionar a multimerizagdo desses
receptores (vide Exemplo 4). Como a multimerizagdo de DCC e UNCS5H €
requisito prévio para a atividade inibidora de netrina-1 sobre a morte celular
induzida por DCC/UNC5H, a adicao de DCC-5Fbn aciona a apoptose em
células que expressam DCC cultivadas na presenca de netrina-1 2% e aciona a

morte dos dois 4T1 (Figura 7A).
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vitro pode ser estendido in vivo. Para fazé-
de forma estavel com vetor co

injetadas por via intravenosa (iv) em camundon

49

morte celular observado in
lo, células 4T1 foram transfectadas
m base em luciferase € células 4T1-luc foram

gos BALB/c singénicos. Os

camundongos receberam em seguida injecao intraperitoneal (ip) € intravenosa

(uma injegao a cada dois dia

ao dia 13 com tampao PBS ou DCC-5Fb

camundongo/inje¢do). A formacao de metastase foi an

utilizando registro de |
quando injetado por via intravenos
eficientemente. Por outro lado, camundongos tratado
redugéo dramati
formacdo de metastase foi c

anatdmico-patologico de pulmdes (nao exibid

NUMERO TOTAL DE No6D

s, uma intravenosa € uma intraperitoneal) do dia 0
n marcado com Flag (1,25 ug/g de

alisada em seguida

uminescéncia. Conforme exibido nas Figuras 7B e 7C,

a, células 4T1-luc colonizam pulmoes

TABELA 6

s com DCC-5Fbn exibem

ca da metastase de pulmao (Figuras 7B e 7C). Esta inibi¢ao da
onfirmada em seguida por meio de exame

o, vide Tabela 6).

uLoS METASTATICOS DO PuLMAO EM CAMUNDONGOS

INDIVIDUAIS CONTADOS SOB INSTRUMENTO

DE DISSECAGAQO NAS DuAs POPULAGOES

TRATADAS (+PBS, +DCC-5-FBN)

Tratamento camundongos (n) | Média de metastase | Faixade metéstas]
por camundongo por camundongo
PBS 10 42,4 0-75
DCC-5Fbn 10 2,6 0-6

Foram obtidos resultados si
injecao intraperitoneal de DCC-5Fbn marcado com GST
marcado com Flag
em camundongos, a inibicao por

conferida pela expressao autocrina de netrina-1

metastase.

milares ao realizarmos diariamente

no lugar de DCC-5Fbn

e GST-FADD em vez de PBS (nao exibido). Desta forma,

DCC-5Fbn da atividade pro-sobrevivéncia

& associada a prevengéo de
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A vantagem de sobrevivéncia obtida por meio da expressao
autécrina de netrina-1 né@o € restrita a células de tumores murinas, como €
detectado em linhagens de células de cancer de mama humano. Na verdade,
demonstrou-se que netrina-1 & expressa em fracao dimensionavel de linhagens
de cancer de mama humano (Figura 8A) e a adigaéo de DCC-EC-Fc ou DCC-
5Fbn a cultivos de células T47D ou SKBRY7 de adenocarcinoma de mama
humana que expressam netrina-1 naturalmente aciona a indugdo da morte
celular medida por meio de teste de atividade de caspase-3 ou teste MTT
(Figura 8B € nao exibido). Este efeito deve-se a inibicao de netrina-1, como
adigao de quantidade em excesso de netrina-1, que inibiu a atividade pro-
apoptdtica de DCC-EC-Fc/DCC-5Fbn (né@o exibida). Para monitorar O efeito
antitumoroso de DCC-5Fbn, xenoenxertos de células T47D foram implantados
em camundongos brutos. Quando os tumores atingiram tamanho palpavel, os
camundongos foram tratados diariamente com PBS ou DCC-5Fbn e o volume
de tumor foi determinado por dezoito dias. De forma similar aos dados obtidos
no modelo singénico acima, DCC-5Fbn inibe completamente o crescimento de
tumores (Tabela 7).

TABELA7

NUMERO E COMPORTAMENTO DE TumoRrEes T47D XENOENXERTADOS QUE FORAM

TRATADOS com PBS ou DCC-5FBN

Sao indicados o numero de tumores que cresceu de tamanho em

mais de 40% e o numero de tumores que apresentaram tamanho reduzido

(mais de 30%).
Tratamento Numero de Crescimento de Regressao de tumor
camundongos tumor (> 40%) (> 30%)
PBS 4 3 0
L DCC-5Fbn 5 0 3

Demonstramos no presente que a expressao de netrina-1 pode
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ser considerada um marcador da capacidade de disseminacao de tumores de
mama. A maior parte dos tumores de mama com propensdo a metastase
demonstrou elevada expresséo de netrina-1. Os dados obtidos em linhagens
de células de cancer de mama de camundongos/humano € 0S modelos de
camundongos de xenoenxerto humano/singénico descritos acima sustentam a
observagéo de que este nivel elevado de netrina-1 € uma vantagem seletiva
obtida pela célula de cancer para escapar da apoptose induzida por receptores
com dependéncia de netrina-1 e, conseqilentemente, sobreviver
independentemente da disponibilidade de netrina-1. Do ponto de vista
mecanico, na patologia humana, esta expressdo autocrina de netrina-1
provavelmente inibe a morte celular induzida por UNC5H. De fato, DCC era
pouco detectavel nos diferentes grupos (NO, N+, M+) de canceres de mama
estudados, de forma a sugerir que DCC é regulado para baixo cedo durante
tumorigénese de mama ou somente & expresso fracamente em tecido de
mama. Além disso, a inibigdo de apoptose induzida por UNC5H por meio de
coexpressdo de uma forma mutante negativa dominante da atividade pro-
apoptotica de UNC5H inibe a morte de células de cancer de mama humano em
resposta a DCC-EC-Fc (n&o exibido).

Desta forma, conforme previsto pelo modelo de receptor de
dependéncia, demonstramos agora que uma célula de tumor pode escapar da
dependéncia de receptor de dependéncia em pelo menos trés maneiras.
Primeiro, a expressédo do receptor de dependéncia pode ser regulada para
baixo, conforme descrito extensamente para DCC e, mais recentemente, para
UNC5H 5 17 1% 20 Segundo, a sinalizagao de morte abaixo no fluxo pode ser
desligada. Ao longo desta linha, demonstramos recentemente que a atividade
pré-apoptética de UNC5H2 depende da uniao de UNC5H2 a serina/treonina
DAPK 2. uma proteina que se demonstrou estar envolvida na regulagem de

metastase e regulada para baixo em malignidade humana 23 De forma similar,
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um relatério recente de Stupack e colegas demonstra que, no caso de algumas
integrinas que agem como receptores de dependéncia, caspase-8, que aciona
a morte celular mediada por estas integrinas, € fundamental para a metastase
de neuroblastoma 30 Demonstramos no presente que terceira vantagem
seletiva para a célula de tumor é a autoprodugao do ligante de dependéncia.
Permanece uma questao intrigante sobre como tumores de mama com
propensao metastatica parecem  ter autoprodugdo  de netrina-1
preferencialmente selecionada em vez de perda do receptor, enquanto tumores
colo-retais possuem principalmente perda selecionada dos receptores em vez
de ganho da expressao de netrina-1; de fato, apenas 7% de canceres colo-
retais exibem aumento da expressao de netrina-1 '®. Uma possivel explicagao
¢ que a expressao de netrina-1 nao apenas confere um ganho de
sobrevivéncia para as ceélulas migratérias, mas também possivelmente um
ganho na sinalizagao positiva/nao apoptética de receptores de netrina-1. Ao
longo desta linha, & importante observar que netrina-1 foi originalmente descrita
como guia de orientaqéo ! que, muito embora absolutamente ndo comprovada,
poderia desempenhar papel no tropismo de células metastaticas. Outros papéis
propostos de netrina-1 incluem regulagem da morfogénese e adesao 3234 dois
mecanismos que podem ser importantes para 0 desenvolvimento de
metastase. De forma similar, propOs-se recentemente que netrina-1
desempenha papel durante a angiogénese embrionica e, muito embora tenham
sido publicados resultados conflitantes 3638 30 podemos atualmente descartar
o papel de netrina-1 como fator angiogénico que, de alguma forma, podera
favorecer o desenvolvimento de metastase no local secundario. Entretanto, o
ganho de sinalizagao “positiva” por meio de expressdo autocrina de netrina-1
provavelmente nao & intrinsecamente suficiente para promover a metastase,
como expressdo forgada de netrina-1 em células nao metastaticas que

deixaram de ser associadas a formagao de metastase.
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Estas observagbes nao apenas fornecem evidéncia para a
importancia de pares de ligante e receptores de dependéncia na regulagem do
desenvolvimento de tumores, mas também ilustram uma nova estratégia
terapéutica. De fato, atualmente, ndo ha tratamento eficiente para pacientes
com cancer de mama metastatico, falta de tratamento que leva @ morte
400.000 mulheres por ano em todo o mundo 24 propomos no presente que
tratamento com base na inibigao da interacao entre netrina-1 e 0s seus
receptores de dependéncia podera afetar positivamente uma parcela grande
dos pacientes que sofrem de cancer metastatico, tal como cancer de mama (ou
seja, pacientes. que exibiriam alta expressao de netrina-1 em tumores
primarios). Estes tratamentos poderdo incluir drogas quimicas, anticorpos
monoclonais ou a proteina DCC-5Fbn apresentada no presente.

EXEMPLO 4

EXPRESSAQ DE NETRINA-1 E INIBICAO DA ATIVIDADE DE NETRINA-1 EM OUTROS

TUMORES HUMANOS

a. Netrina-1 é um marcador da agressividade em
neuroblastoma humano (vide a Figura 9A, sua legenda e a Tabela 8) e a
inibicdo da atividade de netrina-1 promove a morte de células de
neuroblastoma (vide a Figura 10B e a sua legenda).

TABELA 8

26 linhagens de células de neuroblastoma (seja obtidas
diretamente a partir de tumores de pacientes no Centre Léon Bérard (CLB-
X) ou linhagens de células de neuroblastoma classicas (IMR32, SHEP,
SHSY ou SKNAS)) foram testadas como em (a) para determinar a
expressao de netrina-1 por meio de Q-RT-PCR. O nivel de netrina-1 €
indicado como (-) sem netrina-1, (+, ++, +++) nivel de netrina-1 baixo a
alto. Pode-se observar que uma fragao significativa de linhagens celulares

possui alta expressao de netrina-1.
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Linhagem celular netrina-1
CLB-BAB -
CLB-BAC -
CLB-BAR -

CLB-BARREC -
CLB-BEL +
CLB-BOULT ++
CLB-BER2 -

CLB-BERLUD -
CLB-CAR -
CLB-ESP -+
CLB-GAR -
CLB GHE MO -
CLB-GHE PCT -
CLB-HUT +++
CLB-MAR MO -+
CLB-MARLT +
CLB PEC -
CLB-REM +++
CLB-SED +
CLB-TRA -
CLB-VOL ++++
IGRN91 -1+
IMR32 +++
SHEP -1+
SHSY 5Y -1+
SKNAS +++t

Netrina-1 & sobreexpressa em uma fragao

grande de
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glioma (vide Figura 10A e sua legenda) e a inibigao da atividade de netrina-1
promove a morte de células de glioma (vide a Figura 10B e sua legenda).

C. Netrina-1 é sobreexpressa em cancer pulmonar humano
(vide a Figura 11A, sua legenda e a Tabela 9) e a inibigao da atividade de
netrina-1 promove a morte de células de cancer do puimao e evita o
desenvolvimento de cancer do pulmao (vide as Figuras 12C e 12D e suas
legendas).

TABELA 9

Linhagens de células de cancer do pulmao derivadas de cancer
do pulmao de células pequenas (SCLC) ou cancer do pulmao nao de células
pequenas (NSCLC) foram testadas como em (a) para determinar a expressao
de netrina-1 por meio de Q-RT-PCR. O nivel de netrina-1 é indicado como (-)
sem netrina, (+, ++) baixo a alto nivel de netrina-1. Pode-se observar que uma

fragao significativa de linahgens celulares possui alta expresséo de netrina-1.

Linhagem celular Netrina-1

NSCLC

A549 +
H322 ++
H358 ++
H460 -
H1299 +
SCLC
H69 -
H146 +
H196 -

d. Expressao de netrina-1 em outros tumores humanos.

A expressdo de netrina-1 examinada por meio de Q-RT PCR

utilizando RNA total extraido de diferentes tumores humanos como nas Figuras
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10A a 10B, 11A a 11C, 12A e 12B. A Tabela 10 indica (n) o numero de tumores

testados e o percentual de tumores que exibem sobreexpressdo de netrina-1

em cada patologia.

TABELA 10
Canceres n Sobreexpressao de netrina-1
Adenocarcinoma renal 5 40%
Leucemia mieldide aguda 55 62%
Sarcoma 10 30%
Melanoma 6 50%
Adenocarcinoma do ovario 14 93%*
Adenocarcinoma pancreatico 7 57%
Adenocarcinoma do atero 42 19%
Adenocarcinoma do estdmago 27 26%
Adenocarcinoma do rim 20 50%
Adenocarcinoma retal 18 17%
* 100% das sete amostras metastaticas.
EXEMPLO 5

Para analisar se DCC estava sob sua forma monomeérica a menos
que netrina-1 estivesse presente, coexpressamos transitoriamente um DCC de
comprimento total marcado com HA junto com DCC de comprimento total
marcado com c-myc em células HEK293T. Imunoprecipitagao foi realizada em
seguida utilizando um anticorpo anti-c-myc e, conforme exibido na Figura 12A,
apesar de boa expressdo de HA e DCC marcado com c-myc, HA-DCC foi
apenas modestamente incluido na retirada de c-myc-DCC na auséncia de
ligante, o que sugere que DCC estava principalmente presente na forma de
mondémero quando expresso em HEK293T na auséncia de netrina-1. Nas
mesmas condigdes experimentais, quando netrina-1 foi adicionada ao meio de
cultivo (ndo exibido e Figura 15C) ou quando uma construcao de expresséo de

netrina-1 foi coexpressa com as construgdes que expressam DCC (Figura
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11A), HA-DCC foi claramente incluido na retirada de c-myc DCC, de forma a
demonstrar que netrina-1 aciona a dimerizagao ou multimerizagdo de DCC.
Este resultado encontra-se de acordo com dados de Tessier-Lavigne e colegas
que relataram pela primeira vez multimerizagao induzida por netrina-1 4 muito
embora na nossa cultura e condigbes de imunoprecipitaggo, DCC exibe um
nivel modesto mas detectavel de multimerizagao na auséncia de netrina-1.
Este baixo nivel de multimerizagao constitutivo podera ser atribuido a baixa
afinidade de receptores DCC por si proprios na auséncia de ligante ou para O
sistema utilizado, que é baseado na expressao forcada de altos niveis de
receptores transmembrana.

Investigamos em seguida se 0S outros receptores de netrina-1
UNC5H compartilham comportamento similar. Células HEK293T foram
transfectadas transitoriamente com um UNGC5H2 de comprimento total marcado
com HA junto com UNC5H2 de comprimento total marcado com Flag na
presenca ou auséncia de netrina-1. Imunoprecipitagéo foi realizada em seguida
utilizando um anticorpo anti-Flag M2. Conforme exibido na Figura 11B, a
presenca de netrina-1 aciona imunoprecipitagao eficiente de HA-UNC5H2 com
Flag-UNC5H2. Desta forma, embora na auséncia de netrina-1, DCC e UNC5H2
encontrem-se principalmente em formas monomeéricas, DCC e UNC5H2
exibem maior propens&o a multimerizagao na presenca de netrina-1.

Para determinar se a multimerizagao induzida por netrina-1 € a
etapa crucial de inibicao da morte de células pré-apoptoticas DCC/UNC5HZ2,
desenvolvemos um sistema quimerico no qual a dimerizagéo de proteina pode
ser induzida por um agente quimico. Este sistema foi utilizado com sucesso
para exibir o papel de dimerizagao de caspase-8 em ativagédo de caspase-8 e
a importancia de multimerizagao de p75ntr em atividade pro-apoptética de
p75ntr “®. Este sistema é derivado da capacidade do composto Fk1012 de

dimerizagao cruzada do motivo de FKBP. Dominios intracelulares de DCC e
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UNC5H2 foram fundidos no seu terminal N para motivos Fv2e FkBP derivados
e a dimerizagdo foi induzida utilizando o composto quimico AP20187 (Figura
13A). Analisamos em primeiro lugar se o sistema desenvolvido recapitula
multimerizac¢ao induzida por netrina-1 do dominio intracelular UNC5H2. Células
HEK293T foram cotransfectadas com Fv2e-UNC5H2-IC marcada com HA junto
com Fv2e-UNC5H2-IC marcada com c-myc € coimunoprecipitagdes foram
realizadas utilizando um anticorpo anti-c-myc. Conforme exibido na Figura 13B,
sem adi¢do de AP20187, HA-Fv2e-UNC5H2-IC foi pouco detectavel na retirada
de c-myc-Fv2e-UNC5H2-IC, de forma a sustentar que Fv2e-UNC5H2-IC &
expresso em células HEK293T principalmente como monémero. Conforme
esperado, a adigdo de AP20187 gerou a retirada eficiente de HA-Fv2Ze-
UNC5H2-IC com c-myc-Fv2e-UNC5H2-IC. Resultados similares foram obtidos
com Fv2e-DCC-IC (ndo exibido). Desta forma, este sistema de dimerizagao
recapitula a dimerizagao do dominio intracelular dos receptores de netrina-1

DCC e UNC5H2.

Como este sistema de dimerizagao de DCC/UNC5H2
quimicamente indutivel aparentemente trabalha adequadamente para imitar a
multimerizagdo de DCC/UNC5H2 induzida por netrina-1, determinamos em
seguida se a dimerizagéo de DCC/UNC5H2 era suficiente para inibir a
atividade pré-apoptética de DCC/UNC5H2. Células HEK293T foram forgadas a
expressar Fv2e-DCC-IC na presenca ou auséncia de AP20187 e a morte
celular foi determinada por manchas de azul de tripano, conforme descrito
anteriormente, para medir a morte celular induzida por pcc & #. Conforme
exibido na Figura 14A, a expressao de Fv2e-DCC-IC foi associada a maior
morte celular em comparagao com a expressdo dos motivos Fv2e sem a fuséo
de DCC-IC. De forma interessante, ao adicionar-se AP20187, a morte celular
induzida por Fv2e-DCC-IC foi dramaticamente reduzida (Figura 14A). De forma

similar, embora Fv2e-UNC5H2-IC acione a morte celular (Figura 14B) ou
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ativagéo de caspase (Figura 14C) quando expresso em HEK293T na auséncia
de AP20187, a adicdo da droga de dimerizagdo é suficiente para reduzir
significativamente a morte celular induzida por Fv2e-UNC5H2-IC (Figura 14B)
ou ativa.géo de caspase (Figura 14C). Desta forma, embora DCC-IC e
UNC5H2-IC monoméricos sejam pré-apoptéticos, as formas multiméricas de
DCC-IC ou UNCS5H2-IC ndo exibem mais atividade pré-apoptoética. A
capacidade de netrina-1 de inibir a atividade pré-apoptética de DCC/UNCSHZ,
portanto, esta intrinsecamente ligada a capacidade de netrina-1 de muitimerizar
DCC ou UNC5H2, pois este processo de multimerizagédo € suficiente para
desligar a atividade pro-apoptética de DCC e UNCSH2.

Um modelo tentador seria aquele em que a forma monomérica de
DCC ou UNC5H2 possui conformagéo espacial que é facilmente submetida a
divisao de caspase inicial do dominio intracelular do receptor. Por outro lado, a
presenca do ligante geraria multimerizagdo do dominio intracelular, que as
vezes torna-se menos acessivel a divisdo de caspase. Ao longo desta linha,
Arakawa e colegas demonstraram que a divisao de caspase de UNCS5H2 é
inibida pela presenga de netrina-1 47 Ainda assim, devido a limitagdes técnicas,
deixamos de detectar a divisdo de DCC ou UNC5H2 em células forgadas a
expressar as proteinas de fusdo Fv2e. Um modelo alternativo de inibi¢ao da
divisdo seria aquele em que a multimerizagéao de receptor induzida por netrina-
1 aciona um sinal de sobrevivéncia, que de alguma forma inibe atividade pro-
apoptotica constitutiva de DCC ou UNC5H2 relativa & divisdo de caspase
constitutiva. Deixamos de exibir, entretanto, que os processos de sinalizagao
positiva conhecidos ativados por meio de DCC mediante unido de netrina-1
estdo envolvidos na atividade inibidora de netrina-1 sobre a atividade pro-
apoptotica de DCC. Netrina-1 induz, por exemplo, a ativagdo mediada por DCC
de ERK-1/2 3, quinases conhecidas por exibirem efeito anti-apoptotico.

Inibidores classicos do processo de ERK-1/2, entretanto, embora afetem a
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fosforilagido de ERK-1/2 induzida por netrina-1, deixaram de bloquear o efeito
inibidor de netrina-1 sobre a atividade pré-apoptética de DCC (Forcet e Mehlen,
nao publicado). Desta forma, é provavel que a multimerizacdo de DCC induzida
por netrina-1 afete a acessibilidade intracelular de DCC. Segue por ser
demonstrado, entretanto, se esta é uma questdo de estequiometria simples, ou
se trazer mais perto os dominios extracelulares induz alteragdo de
conformagao dentro dos compartimentos intracelulares.

Caso os mecanismos subjacentes a multimerizagao do receptor
induzida por netrina-1 ainda estejam por ser descritos, a observagdo de que a
multimerizagdo de DCC/UNCSH2 induzida por netrina-1 é suficiente para inibir
a morte celular induzida por DCC/UNC5H2 pode representar uma ferramenta
interessante para ligar a atividade pré-apoptética de DCC ou UNCS5H in vivo,
em tumores nos quais netrina-1 é expressa de forma autdcrina. Na verdade,
demonstramos que a sobreexpressdo de netrina-1 em intestino de
camundongos esta associada ao desenvolvimento de tumor intestinal devido a
inibicdo da apoptose 8 o observamos recentemente que netrina-1 &
sobreexpressa na maior parte dos canceres de mama metastaticos humanos.
Além disso, 0 mecanismo de sobreexpressao de netrina-1 aparentemente € uma
vantagem seletiva de células de tumores metastaticos para sobrevivéncia em
configuragdes de auséncia de netrina-1 no ambiente (vide Exemplos 2 e 3). Desta
forma, a inibigdo da dimerizag&o de DCC/UNC5H supostamente representaria uma
forma interessante de acionar a apoptose de células tumorosas.

Ao longo desta linha, demonstrou-seé qué o quinto dominio de
fibronectina de DCC & um dominio de interagao com netrina-1 (Figura 15A e
2 muito embora tenham também sido relatados dados conflitantes **.
Determinamos em primeiro lugar, portanto, se quinto dominio de fibronectina
soltvel recombinante. de DCC (DCC-5Fbn) poderia unir-se a netrina-1

recombinante. Teste ELISA demonstra que DCC-5Fbn une-se especificamente
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a netrina-1, e nao ao dominio extracelular de um receptor nao relacionado, IL3-
R (Figura 15A). O Kd aproximado para DCC-5Fbn/netrina-1 foi estimado em
aproximadamente 5 nM, mantendo a ordem de magnitude do Kd de
DCC/netrina-1 descrito. Investigamos em seguida se este dominio foi suficiente
para deslocar a interagao de DCC/netrina-1. Conforme exibido na Figura 15B,
utilizando um teste ELISA no qual o dominio extracelular de DCC foi revestido
e a interagdo entre netrina-1 e DCC foi detectada por meio de
imunorreatividade de netrina-1, observamos que, embora como controle
positivo o dominio extracelular completo de DCC (DCC-EC) fosse suficiente
para deslocar a interagao entre DCC e netrina-1, DCC-5Fbn deixou de
interferir. Desta forma, DCC-5Fbn interage com netrina-1, mas nao é suficiente
para inibir a interagao entre DCC e netrina-1. Investigamos em seguida se
DCC-5Fbn poderia influenciar a multimerizagdgo de DCC. Realizamos
coimunoprecipitagdo em HEK293T transfectado de forma transitéria com DCC
de comprimento total marcado com HA junto com DCC de comprimento total
marcado com c-myc na presenga ou auséncia de netrina-1. Também conforme
descrito na Figura 1A, a presenga de netrina-1 aciona a imunoprecipitagéo de
HA-DCC com c-myc-DCC, o que demonstra multimerizacao de DCC induzida
por netrina-1 (Figura 15C). Quando as celulas incubadas com netrina-1
também foram tratadas simultaneamente com DCC-5Fbn, entretanto, a
interagéo entre DCC e c-myc retorna aos niveis nao tratados de netrina-1.
Desta forma, DCC-5Fbn interage com netrina-1 em uma regiao responsavel
pela aproximagao mediada por netrina-1 de duas ou mais moléculas de DCCe
é capaz de inibir a multimerizagao de DCC induzida por netrina-1.

Testamos em seguida se DCC-5Fbn poderia, consequentemente,
acionar a morte celular induzida por receptores de netrina-1. Com este
proposito, células HEK293T foram forgcadas a expressar DCC na presenga ou

auséncia de netrina-1, com ou sem DCC-5Fbn, e a morte celular foi
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determinada por meio de teste de exclusdo de azul de tripano (Figura 16A).
Conforme exibido na Figura 16A, embora DCC acione a apoptose na auséncia
de netrina-1, atividade pré-apoptotica bloqueada pela presenca de netrina-1, a
presenga de DCC-5Fbn é suficiente para bloquear a atividade inibidora de
netrina-1, de forma a gerar a morte celular induzida por DCC. Como o sistema
de células HEK293T utiliza expressao ectopica de netrina-1, testamos em
seguida DCC-5Fbn em um modelo  biologicamente  mais relevante.
Demonstramos recentemente que, em comparagdo com canceres de mama
nio metastaticos, a maior parte dos canceres de mama metastaticos humanos
sobreexpressa netrina-1. Também demonstramos que a titulagao de netrina-1
sobreexpressa aciona a apoptose de células de tumores in vitro € a inibigao de
metastase em camundongos (vide Exemplos 2 € 3). Muitas linhagens de
células de tumores de mama aparentemente expressam netrina-1 €
demonstramos que a titulagéo de netrina-1 em células 471 de carcinoma de
mama de camundongos aciona a apoptose (vide Exemplos 2 e 3). Conforme
exibido na Figura 16B, a adi¢ao de DCC-5Fbn a um cultivo de células 4T1 &
associada a maior morte celular.

Em resumo, demonstramos no presente que a multimerizagao dos
receptores de dependéncia DCC e UNC5H & um mecanismo suficiente para
bloquear a sua atividade pro-apoptotica. De forma interessante, este
mecanismo inibidor aparentemente espelha o que € observado com receptores
de morte. De fato, sabe-se que TNFr ou Fas necessita de trimerizagao para
induzir a apoptose “°. Esta diferenga intrinseca pode representar, portanto,
valor agregado para estratégias terapéuticas utilizando receptores de
dependéncia. De fato, a busca de moléculas terapéuticas no passado gerou
principalmente acertos que agem sobre a inibigado de processos celulares (tais
como inibidores de quinases, inibidores de IAP) e nao ativadores.

Consequientemente, a inibicao da multimerizagao de receptores de netrina-1
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utilizando DCC-5Fbn recombinante ou por meio de qualquer composto
selecionado para interferir com a multimerizacéo de receptores aparece como
estratégia tentadora para o tratamento de canceres nos quais foi adquirida a
express&o de autécrina de netrina-1.

Demonstramos no presente que netrina-1 aciona a
multimerizagéo de receptores de DCC e UNC5H. Utilizando um sistema no qual
a dimerizacao € induzida quimicamente, demonstramos que a multimerizagao
do dominio intracelular de receptores de netrina-1, tais como DCC e UNC5HZ,
¢ a etapa fundamental para inibir a sua atividade pro-apoptética. Propomos,
portanto, um modelo no qual receptores com dependéncia .de netrina-1
monoméricos sdo pro-apoptoticos, enquanto a sua multimerizagéo, induzida
por netrina-1, abole a sua atividade pro-apoptotica. Utilizando esta propriedade,
propomos o uso de um dominio especifico recombinante da regiao extracelular
de DCC que (i) interage com netrina-1 e (i) inibe a multimerizagao induzida por
netrina-1, a fim de acionar a apoptose de células tumorosas.
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<140> PCT/EP2007/051920
<141> 28-02-2007

<150> US 60/776,926
<151> 28-02-2006

<160> 29
<170> PatentIn version 3.3

<210> 1

<211> 62

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220> .
<223> Primer usado para introduzir um marcador HA ao modelo

pCMV-DCC

<400> 1
cacaggctca gccttttatc catatgatgt accggattat gcataacatg tatttctgaa 60

tg 62

<210> 2

<211> 62

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Primer usado para introduzir um marcador HA ao modelo

pCMV-DCC

<400> 2
cattcagaaa tacatgttat gcataatccg gtacatcata tggataaaag gctgagcctg 60

tg 62

<210> 3

<211> 65

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Primer usado para introduzir um marcador c-myc ao modelo

pCMV-DCC

<400> 3
cacaggctca gcctttgagce agaagttgat aagtgaggaa gatctgtaac atgtatttct

gaatg

60
65

<210> 4
<211> 65
<212> DNA



<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Primer usado para introduzir um marcador c-mycC ao modelo

pCMV-DCC

<400> 4
cattcagaaa tacatgttac agatcttcct cacttctcaa cttctgctca aaggctgagc

ctgtg

<210> 5

<211> 33

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Primer usado para obter um fragment PCR do dominio
intracelular do DCC (1122-1447)

<400> 5
tatgtcgacc gacgctcttc agcccagcag aga

<210> 6

<211> 72

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Primer usado para obter um fragment PCR do dominio

intracelular do DCC (1122-1447)

<400> 6
tatgaattct tagtcgagtg cgtagtctgg tacgtcgtac ggataaaagg ctgagcectgt
gatggcatta ag

<210> 7

<211> 78

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Primer usado para obter c-myc-Fv2E-DCC-IC

<400> 7
cttaatgcca tcacaggctc agcctttgaa cagaaactca tctctgaaga ggatctgtaa

gaattcataa agggcaat

<210> 8

<211> 78

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Primer usado para obter c-myc-Fv2E-DCC-IC

<400> 8
attgcccttt atgaattctt acagatcctc ttcagagatg agtttctgtt caaaggctga

gcctgtgatg gcattaag

<210> 9
<211> 25
<212> DNA

60
65

33

60
72

60
78

60
78



<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Primer usado para as construcdes que codificam FlagM2-UNC5H2

<400> 9

gcgcggcecge agggcccgga gceggg

<210> 10

<211> 30

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Primer para as construgdes que codificam FlagM2-UNCS5H2

<400> 10

cggaattctc agcaatcgcc atcagtggtc

<210> 11

<211> 26

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Primer usado para geragdo pela amplificagdo PCR do
Dominio intracelular UNC5HZ2-HA

<400> 11

cggtcgacgt gtaccggaga aactgc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

12

57

DNA

Sequéncia Artificial

Primer usado para geragdo pela amplificacgao PCR do
Dominio intracelular UNCS5H2-HA

12

gcgaattctc atgcataatc cggcacatca tacggatagc aatcgccatc agtggtce

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

13

26

DNA

Sequéncia Artificial

Primer usado para geracdo pela amplificacao PCR do
Dominio intracelular UNC5HZ2-myc

13

cggtcgacgt gtaccggaga aactgc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

14

60

DNA

Sequéncia Artificial

25

30

26

57

26



<223> Primer usado para geragdo pela amplificagao PCR do
Dominio intracelular UNCS5H2-myc

<400> 14
gcgaattctc acagatcctc ttctgagatg agtttttgtt cgcaatcgcc atcagtggtc 60

<210> 15

<211> 18

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Primer direto FvZ2E

<400> 15

ccaccatggg gagtagca 18
<210> 16

<211> 49

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Primer reverse UNCS5H2-HA

<400> 16

tcatgcataa tccggcacat catacggata gcaatcgcca tcagtggtc 49
<210> 17

<211> 52

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Primer reverse UNC5H2-mycC

<400> 17
tcacagatcc tcttctgaga tgagtttttg ttcgcaatcg ccatcagtgg tc 52

<210> 18

<211> 23

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Primer usado para PBGD humano expresso como controle interno

<400> 18

ctggagttca ggagtattcg ggg 23
<210> 19

<211> 24

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Primer usado para PBGD humano expresso como controle interno

<400> 19

cagatccaag atgtcctggt cctt 24

<210> 20



211>
212>
213>

220>
223>

<400>

20
DNA
Sequéncia Artificial

Primer usado para TBP humano expresso como controle interno

20

cacgaaccac ggcactgatt

210>
211>
212>

21
22
DNA

<213 Sequéncia Artificial

<220>
223>

<400>

‘Primer usado para TBP humano expresso como controle interno

21

ttttcttgct gccagtctgg ac

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

22

21

DNA

Sequéncia Artificial

Primer usado para nitrin-1-NTN1 humano exXpresso como controle
interno

22

tgcaagaagg actatgccgt ¢

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

23

21

DNA

Sequéncia Artificial

Primer usado para nitrin-1-NTN1 humano expresso como controle
interno

23

gctcgtgeece tgcttataca c

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

24

20

DNA

Sequéncia Artificial

Primer usado para UNC5B humano expresso como controle interno

24

tgcaggagaa cctcatggtc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

25

20

DNA

Sequéncia Artificial

20

22

21

21

20



<223> Primer usado para UNC5B humano expresso como controle interno

<400> 25
gggctggagg attactggtg

<210> 26

<211> 25

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Primer usado para DCC humano expresso como controle interno

<400> 26
agccaatggg aaaattactg cttac

<210> 27

<211> 25

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Primer usado para DCC humano expresso como controle interno

<400> 27
aggttgagat ccatgatttg atgag

<210> 28

<211> 26

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Primer usado para UNC5C humano expresso como controle interno

<400> 28
gcaaattgct ggctaaatat caggaa

<210> 29

<211> 26

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Primer usado para UNCS5C humano expresso como controle interno

<400> 29
gctccactgt gttcaggcta aatctt

20

25

25

26

26
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REIVINDICACOES
1. METODO DE SELECAO DE UM COMPOSTO, para a

prevengdo ou tratamento de cancer, em que o mencionado método

compreende as etapas de:

a. ter um meio que contenha netrina-1, ou um de seus
fragmentos, € um receptor de netrina-1, ou um de seus fragmentos, em que.

- a mencionada netrina-1, ou um de seus fragmentos, e o
mencionado receptor de netrina-1, ou um de seus fragmentos, sao capazes de

interagir especificamente juntos para formar um par de uniao; efou

- a mencionada netrina-1, ou um de seus fragmentos, €
capaz de induzir a dimerizagao ou a multimerizagdo do mencionado receptor
de netrina-1, ou um de seus fragmentos, particularmente o dominio intracelular
do mencionado receptor de netrina-1;

b. contato do mencionado meio com O composto a ser
testado;

C. medicédo da inibigao da interagdo entre netrina-1, ou um de

seus fragmentos, € O mencionado receptor de netrina-1, ou um de seus

fragmentos; e/ou

- determinagcao de se 0O mencionado composto inibe a
dimerizagao ou multimerizagao do mencionado receptor de netrina-1, ou um de
seus fragmentos, particularmente a dimerizagdo do dominio intracelular do
mencionado receptor de netrina-1; e

d. selecao do mencionado composto se:

- a medicao da etapa ¢ demonstrar uma inibicao significativa
da interagao entre netrina-1, ou um de seus fragmentos, e receptor de netrina-
1, ou um de seus fragmentos, na presenca do mencionado composto; e/ou

- a determinagdo na etapa C demonstrar uma inibigao

significativa da dimerizagao ou multimerizagdo do mencionado receptor de
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netrina-1, ou um de seus fragmentos, na presenca do mencionado composto,
particularmente a dimerizagao do dominio intracelular do mencionado receptor
de netrina-1.

2. METODO, de acordo com a reivindicagdo 1, em que 0
mencionado cancer a ser evitado ou tratado é um cancer em que as células
tumorosas expressam ou sobreexpressam netrina-1.

3. METODO, de acordo com qualquer das reivindicagdes 1 ou
2, em que o mencionado cancer a ser evitado ou tratado é selecionado a partir
do grupo que consiste de cancer de mama, cancer colo-retal, cancer do
pulméo, neuroblastoma, glioma, leucemia mieldide aguda, sarcoma,
melanoma, adenocarcinoma do ovario, adenocarcinoma renal, adenocarcinoma
pancreatico, adenocarcinoma do utero, adenocarcinoma do estémago,
adenocarcinoma do rim e adenocarcinoma retal.

4. METODO, de acordo com qualquer das reivindicagbes 1 a
3, em que o mencionado cancer a ser evitado ou tratado & um cancer
metastatico ou um cancer agressivo.

5. METODO, de acordo com qualquer das reivindicagdes 1 a
4, em que, na etapa a, o mencionado receptor de netrina-1 € selecionado a
partir do grupo que consiste de DCC, UNC5H (particularmente UNC5H1,
UNC5H2 e UNC5H3), neogenina e adenosina AZb.

6. METODO, de acordo com a reivindicagdo 5, em que, na
etapa a, o mencionado receptor de netrina-1 é selecionado a partir do grupo
que consiste de DCC, UNC5H1, UNC5H2 e UNCSH3.

7. METODO, de acordo com qualquer das reivindicagbes 1 a
6, em que, na etapa a:

- o mencionado fragmento receptor de netrina-1 compreende
ou é o dominio extracelular do receptor de netrina-1, ou uma de suas partes

capaz de interagir com netrina-1; e/ou
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- o mencionado fragmento receptor de netrina-1 compreende
ou é o dominio intracelular do receptor de netrina-1, ou uma de suas partes
capaz de dimerizar-se ou multimerizar-se na presenca de netrina-1.

8. METODO, de acordo com qualquer das reivindicagoes 1 a
7, em que, na etapa a, a mencionada netrina-1 e/ou o mencionado receptor de
netrina-1 sao de mamifero, particularmente de camundongo, rato ou ser
humano.

9. METODO, de acordo com qualquer das reivindicagbes 1 a
8, em que, na etapa a, a mencionada netrina-1 é de galinha.

10. METODO, de acordo com qualquer das reivindicagoes 1 a
9, em que a mencionada netrina-1 e/ou o mencionado receptor de netrina-1
elou o composto a ser testado & marcado por um marcador capaz de ser
medido direta ou indiretamente.

11. METODO, de acordo com qualquer das reivindicagbes 1 a
10, em que, na etapa c:

- a medigdo da inibigdo da interagao entre netrina-1, ou um
de seus fragmentos, e o mencionado receptor de netrina-1, ou um de seus
fragmentos, é conduzida por meio de imunoteste (particularmente por meio de
ELISA ou de Teste Imunorradiométrico (IRMA)), por meio de Teste de
Proximidade de Cintilacao (SPA) ou Transferéncia de Energia de Ressonancia
de Fluorescéncia (FRET); e/ou

- a dimerizagédo ou rhultimerizagéo, ou sua inibigdo, do
mencionado receptor de netrina-1, ou um de seus fragmentos, particularmente
do dominio intracelular, & conduzida por meio de imunoprecipitagao ou FRET.

12. METODO, de acordo com qualquer das reivindicages 1 a
11, em que, na etapa a, o mencionado meio contém células que expressam na
sua membrana de superficie, um receptor de netrina-1 endoégeno ou

recombinante, particularmente pelo menos o dominio extracelular recombinante
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de um receptor de netrina-1 recombinante.

13. METODO, de acordo com a reivindicagéo 12, em que, na
etapa a, o mencionado meio contém células que expressam receptor de
metrina-1 recombinante.

14. METODO, de acordo com a reivindicagdo 12, em que, na
etapa a, o mencionado meio contém células de tumores que expressam de
forma enddgena o mencionado receptor de netrina-1 na sua superficie de
membrana e que expressam ou sobreexpressam netrina-1, € em que, na etapa
¢, a inibicdo da interagdo entre netrina-1 e o seu receptor de netrina-1 na
presenca do composto a ser testado é medida por meio da apoptose ou morte
celular induzida pela presenga do composto a ser testado.

15. METODO, de acordo com a reivindicagao 14, em que, na
etapa a, o mencionado meio contém células tumorosas metastaticas,
particularmente células selecionadas a partir do grupo que consiste de células
4T1, células CAL51, células T47D, células SKBR?7, células IMR32, células
GL26 e células H358.

16. METODO, de acordo com qualquer das reivindicagbes 1 a
15 para selegado de um composto para a prevengao ou o tratamento de cancer,
em que o mencionado método compreende as etapas a seguir de:

a. ter um meio que contém uma célula de mamifero que
expressa um receptor de netrina-1 endégeno ou recombinante, ou um de seus
fragmentos que compreende pelo menos o seu dominio intracelular,
preferencialmente uma célula de tumor, de maior preferéncia uma célula que
apresente dimerizagdo ou multimerizagdo do seu dominio intracelular de
receptor de netrina-1 ou uma célula em que o seu dominio intracelular de
receptor de netrina-1 é capaz de dimerizar-se ou multimerizar-se na presenca

de netrina-1;

b. contato do mencionado meio com o composto a ser
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testado, em que o meio opcionalmente contém ainda netrina-1, ou um de seus
fragmentos capaz de interagir com o dominio extracelular do receptor de
netrina-1;

C. determinar se a dimerizagdo ou multimerizagdo do
mencionado dominio intracelular de receptor de netrina-1 & inibida na presenca
do mencionado composto a ser testado;

d. opcionalmente, determinar se a presenca do composto a
ser testado induz a morte celular da mencionada célula de mamifero; e

e. selecéo do mencionado composto caso a determinagéo na
etapa ¢ demonstre inibicao significativa da dimerizagao ou multimerizagdo do
dominio intracelular do mencionado receptor de netrina-1 efou se a

determinacgao na etapa d demonstrar a morte celular da mencionada célula de

mamifero.
17. METODO IN VITRO DE PREVISAO DA PRESENCA DE

CANCER METASTATICO OU CANCER AGRESSIVO, em um paciente que
possui um tumor primario a partir de uma biépsia do mencionado paciente que
contém células de tumores primarios, em que o mencionado método
compreende a etapa a seguir de:

a. medigao do nivel de expresséo de netrina-1 na mencionada
bidpsia.

18. METODO, de acordo com a reivindicagéo 17, caracterizado
pelo fato de que um aumento do nivel de expressdo de netrina-1 na
mencionada bidpsia, em comparagdo com a expressao de netrina-1 em
biopsias de tumor primario ndo metastatico ou em biépsias de cancer nao
agressivo é indicativo da presenca de um cancer metastatico ou cancer
agressivo.

19. METODO, de acordo com qualquer das reivindicagdes 17

ou 18, em que razéo superior a 2 entre a expressao de netrina-1 na biépsia a
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ser testada e na biopsia de referéncia nao metastatica é indicativa da presenga
de um cancer metastatico.

20. METODO DE DETERMINAGAO IN VITRO DA EFICIENCIA
DE UM TRATAMENTO ANTICANCERIGENO, para um paciente ou para
selecionar in vitro pacientes que reajam a um tratamento anticancerigeno
especifico, em que o mencionado método compreende as etapas a seguir de:

a. obtengéo de uma bidpsia de tumor primaria do mencionado
paciente tratado; e

b. medicéo do nivel de expresséo de netrina-1 na mencionada
biépsia;

em que a eficiéncia do mencionado tratamento anticancerigeno é
correlacionada com a redugdo da quantidade do nivel de expressao de netrina-
1 medido na mencionada bidpsia; ou

em que os pacientes selecionados que reagem a um tratamento
anticancerigeno especifico sdo pacientes em que a quantidade do nivel de
expressdo de netrina-1 medida na sua biopsia caiu apdés o mencionado
tratamento especifico.

21. METODO, de acordo com a reivindicacao 20, em que O
mencionado cancer induziu sobreexpressdo de netrina-1 e/fou é um cancer
metastatico ou agressivo.

22 METODO, de acordo com qualquer das reivindicagdes 17 a
21, em que o produto de expressdo de netrina-1 medido & o RNA que codifica
netrina-1, particularmente medido por meio de método de PCR reversa em
tempo real quantitativa.

23,  METODO, de acordo com qualquer das reivindicagoes 17 a
21, em que o nivel de expressdo de netrina-1 que é medido é a medigéo do
nivel de proteina de netrina-1, particularmente por meio de método que utiliza

anticorpos especificos capazes de reconhecer especificamente a mencionada
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proteina netrina-1.

24. METODO, de acordo com qualquer das reivindicagoes 17 a
23, em que o tumor primario € um tumor primario de um cancer selecionado a
partir do grupo que consiste de cancer de mama, cancer colo-retal, cancer do
pulméo, neuroblastoma, glioma, leucemia mieldide aguda, sarcoma,
melanoma, adenocarcinoma do ovario, adenocarcinoma renal, adenocarcinoma
pancreatico, adenocarcinoma do utero, adenocarcinoma do estbmago,
adenocarcinoma do rim e adenocarcinoma retal.

25 KIT DE SELECAO, de um composto de prevengao ou
tratamento de cancer, em que o mencionado kit compreende:

- uma proteina receptora de netrina-1, ou um de seus
fragmentos capazes de interagir especificamente com a proteina netrina-1 para
formar um par de uni&o, preferencialmente proteina recombinante; e

- proteina netrina-1, ou um de seus fragmentos capaz de
interagir especificamente com a mencionada proteina receptora de netrina-1
para formar um par de uniao, preferencialmente proteina recombinante.

26. KIT DE SELECAO, de um composto para a prevengao ou
tratamento de cancer, em que o mencionado kit compreende:

- células de tumores que expressam receptor de netrina-1 e
que expressam ou sobreexpressam netrina-1, particularmente células de
linhagem de células de tumores, preferencialmente selecionadas a partir do
grupo que consiste de células 4T1, células CAL51, células T47D, células
SKBR7, células IMR32, células GL26 e células H358; e, opcionalmente,

- proteina netrina-1 ou um de seus fragmentos capaz de
interagir especificamente com a mencionada proteina receptora de netrina-1
para formar um par de uniao, preferencialmente uma proteina de netrina-1

recombinante.

27. COMPOSTO, selecionado a partir do grupo que consiste de:
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- um composto selecionado por meio do método de acordo
com qualquer das reivindicagdes 1 a 15;

- um composto que compreende um dominio extracelular de
receptor de netrina-1 ou seu fragmento capaz de inibir especificamente a
intera(:éo entre a netrina-1 € o mencionado receptor de netrina-1 e/ou capaz de
inibir a dimerizagdo ou multimerizagao do mencionado receptor de netrina-1, ou
um de seus fragmentos, particularmente o dominio intracelular do mencionado
receptor de netrina-1; e

- um anticorpo  monoclonal ou  policional dirigido
especificamente contra netrina-1 ou receptor de netrina-1, particularmente
dirigido ao dominio extracelular do mencionado receptor de netrina-1 ou ao
fragmento de netrina-1 capaz de interagir com o dominio extracelular do
mencionado receptor de netrina-1;

como medicamento.

28. COMPOSTO, de acordo com a reivindicagao 27, em que o
mencionado dominio extracelular de receptor de netrina-1 ou um de seus
fragmentos é selecionado a partir do grupo que consiste de DCC, UNCS5H
(particularmente UNC5H1, UNC5H2 e UNC5H3), neogenina e adenosina A2b.

20. COMPOSTO, de acordo com qualquer das reivindicagoes
27 ou 28, em que o mencionado composto compreende um dominio
extracelular de receptor de netrina-1 de DCC, preferencialmente o mencionado
composto € DCC-EC-Fc ou DCC-5Fbn.

30. METODO DE TRATAMENTO, para indugéo da apoptose
ou da morte celular de células de tumores que tenham adquirido a vantagem
seletiva de escapar de apoptose induzida por receptores de dependéncia de
netrina-1, preferencialmente por nivel elevado de netrina-1, em um paciente
que compreende a administragdo de um composto capaz de inibir esta

vantagem seletiva em uma célula de tumor do mencionado paciente dele
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necessitado.

31, METODO DE PREVENGAO OU DE TRATAMENTO, de
cancer em pacientes que compreende a administragao de um composto de
acordo com qualquer das reivindicagdes 27 a 29 ao mencionado paciente dele
necessitado.

32 USO DE UM COMPOSTO, de acordo com qualquer das
reivindicagoes 27 a 29 para a fabricagéo de um medicamento para a prevengao
ou o tratamento de cancer em mamiferos, incluindo seres humanos.

33 METODO OU USO, de acordo com qualquer das
reivindicacdes 31 ou 32, caracterizado pelo fato de que 0 mencionado cancer €
um cancer metastatico ou agressivo.

34. METODO OU USO, de acordo com qualquer das
reivindicagoes 30 a 32, caracterizado pelo fato de que o mencionado cancer €
selecionado a partir do grupo que consiste de cancer de mama, cancer colo-
retal, cancer do pulmao, neuroblastoma, glioma, leucemia mieldide aguda,
sarcoma, melanoma, adenocarcinoma do ovario, adenocarcinoma renal,
adenocarcinoma pancreatico, adenocarcinoma do utero, adenocarcinoma do
estdbmago, adenocarcinoma do rim e adenocarcinoma retal.

35. METODO OU USO, de acordo com qualquer das
reivindicagdes 29 a 34, caracterizado pelo fato de que as células de tumores
primarios do mencionado cancer expressam ou sobreexpressam netrina-1.

36. USO DO NIVEL DE EXPRESSAO DE NETRINA-1, como
marcador para a identificacdo de um cancer metastatico ou agressivo em
pacientes.

37. USO, de acordo com a reivindicagdo 36, em que O
mencionado cancer metastatico ou agressivo € selecionado a partir do grupo
que consisfe de cancer de mama, cancer colo-retal, cancer do pulmao,

neuroblastoma, glioma, leucemia mieléide aguda, sarcoma, melanoma,
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adenocarcinoma do ovario, adenocarcinoma renal, adenocarcinoma
pancreatico, adenocarcinoma do utero, adenocarcinoma do estdomago,

adenocarcinoma do rim e adenocarcinoma retal.

38. USO, de acordo com qualquer das reivindicagdes 36 ou 37,
em que o mencionado cancer é selecionado a partir de cancer de mama ou

cancer colo-retal.
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