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RESUMO
"METODOS PARA O DIAGNOSTICO E O TRATAMENTO DE PRE-ECLAMPSIA
OU ECLAMPSIA"

Sdo0 aqui revelados métodos para o diagnéstico de pré-
eclédmpsia e eclémpsia. Também sdo aqui revelados métodos
para o tratamento de pré-eclémpsia e eclémpsia utilizando
compostos que aumentam o8 niveis de VEGF ou PIGF ou
compostos que reduzem o0s niveis de sFlt-1. Também sé&o
revelados compostos que inibem a ligacdo de VEGF ou PIGFEF a

sFlt-1, para o tratamento de pré-eclémpsia e eclémpsia.



DESCRICAO
"METODOS PARA O DIAGNOSTICO E O TRATAMENTO DE PRE-ECLAMPSIA
OU ECLAMPSIA"

Campo da Invengao

A presente invencdo refere-se a detecdo e ao tratamento de

pacientes que sofrem de pré-eclampsia ou eclampsia.

Antecedentes da Invencdo

Pré-eclémpsia ¢é um sindrome de Thipertensdo edema e
proteintria que afeta 5 a 10% das gravidezes e resulta numa
substancial morbidez e mortalidade materna e fetal. A pré-
eclédmpsia ¢é responsdvel por no minimo 200.000 mortes
maternas mundialmente por ano. 0s sintomas da pré-eclémpsia
aparecem tipicamente depois da 20 semana de gravidez e sdo
geralmente detetados através da monitoracdo de rotina da
pressdo sanguinea e da urina da mulher. No entanto estes
métodos de monitoracdo sdo ineficazes para o diagndstico do
sindrome num estédgio inicial, o gque poderia reduzir o risco
para a paciente ou para o feto em desenvolvimento, caso

estivesse disponivel um tratamento eficaz.

Atualmente ndo existem curas conhecidas para a pré-
eclampsia. A pré-eclémpsia pode variar de gravidade leve
até risco de vida. Uma forma leve da pré-eclémpsia pode ser
tratada com repouso e monitoracdo frequente. Para casos
moderados a graves, ¢é recomendado a hospitalizacdo e &
prescrita medicacdo para pressido sanguinea ou medicacdes
anticonvulsivas para evitar ataques. Se a condicdo vier a
apresentar risco para a vida da mide ou do bebé, a gravidez

é terminada e o parto do bebé é realizado antes do termo.



0O desenvolvimento adegquado do feto e da placenta é mediado
por véarios fatores de crescimento. Um destes fatores de
crescimento é o fator de crescimento endotelial wvascular
(VEGF). O VEGF ¢é um mitdégeno especifico das células
endoteliais, um indutor angiogénico e um mediador da
permeabilidade vascular. Também foi demonstrado que o VEGFE
é importante para a restauracdo capilar glomerular. O VEGF
liga-se, como um homodimero, a um de dois recetores
homélogos da tirosina guinase estendendo sobre a membrana,
a tirosina quinase semelhante a fms (Flt-1, N.T. em inglés,
fms-like tyrosine kinase) e o recetor do dominio guinase
(KDR, N.T. em inglés, kinase domain recetor), os quails sdo
expressos diferencialmente em células endoteliais obtidas
de muitos tecidos diferentes. Flt-1, mas n&do KDR, ¢&
altamente expressa por células de trofoblastos, as quais
contribuem para a formacdo placentaria. O fator de
crescimento placentdrio (PLGF) é um membro da familia de
VEGF que também estéa envolvido no desenvolvimento
placentdrio. O PIGF ¢é expresso por citotrofoblastos e
sincitiotrofoblastos e é capaz de induzir a proliferacéo,
migracdo e ativacdo de células endoteliais. O PIGF liga-se
como um homodimero ao recetor Flt-1, mas ndo ao recetor
KDR. Tanto PIGEF gquanto VEGE contribuem para a atividade
mitogénica e a angiogénese que sdo cruciais para a placenta

em desenvolvimento.

Uma forma soluvel do recetor Flt-1 (sF1lt-1) foi
recentemente identificada em meio de cultura de células
endoteliais da veia umbilical humana e a expressdo in vivo
foi em seguida demonstrada em tecido placentéario. sFlt-1 é
uma variante de unido do recetor Flt-1 a qual carece dos
dominios transmembrana e citoplasmico. sFlt-1 liga-se a
VEGF com uma elevada afinidade mas ndo estimula a
mitogénese de células endoteliais. Acredita-se que sFlt-1

atue como um "dissipador fisioldgico" para regular para



baixo os caminhos de sinalizacdo de VEGF. A regulacdo dos
niveis de sFlt-1 funciona através da modulacdo de VEGE e a
sinalizacdo de VEGEF. A cuidadosa regulacdo dos caminhos de
sinalizacdo VEGF e PIGF é crucial para a manutencdo de
proliferacéo, migracdo e angiogénese apropriadas por
células de trofoblastos na placenta em desenvolvimento.
Existe a necessidade de métodos para diagnosticar de modo
preciso em pacientes em risco para ou tendo pré-eclémpsia,
particularmente antes do inicio dos sintomas mais graves.

Também € necessario um tratamento.

Vuorela et al. revelam gue pré-eclémpsia estd associada com
niveis aumentados de sVEGFR, ou seja, sFlt-1 no fluido
amniético no terceiro trimestre (“Amniotic Fluid-Soluble
Vascular Endothelial Growth Factor Receptor-1 in
Preeclampsia", OBSTETRICS AND GYNECOLOGY, NEW YORK, NY, US,
vol.95, no. 3, Marco 2000 (2000-03), paginas 353-357).

Zhou et al. revelam que os citotrofoblastos de placentas de
mulheres com pré-eclémpsia grave libertam, aproximadamente,
o dobro da quantidade de sFlt-1 em relacdo aos controlos
(“Wascular endothelial growth factor ligands and receptors
that regulate human cytotrophoblast survival are
dysregulated in severe preeclampsia and hemolysis, elevated
liver enzymes, and low platelets syndrome.”" AM J PHATOL,
vol. 160, no. 4, Abril 2002 (2002-04), péginas 1405-1423).

Polliotti et al. revelam que PIGF no soro, no segundo
trimestre da gravidez, é menor em pré-eclémpsia do que nos
controlos (“Second trimester maternal serum placental
growth factor and wvascular endothelial growth factor for
predicting severe, earlyonset preeclampsia”™ OBSTETRICS AND
GYNECOLOGY, NEW YORK, NY, US, vol. 101, no. 6, Junho 2003
(2003-06), péaginas 1266-1274).



Taylor et al. revelam que o0s niveis de PIGF livre no soro
diminuem em pré-eclampsia, logo cedo, nas 15-19 semanas de
gestacdo (“Longitudinal serum concentrations of placental
growth factor: Evidence for abnormal placental angiogenesis
in pathologic pregnancies", AMERICAN JOURNAL OF OBSTETRICS
& GYNECOLOGY, MOSBY, ST LouUuls, Mo, US, wvol. 188, no.l, 1
Janeiro 2003 (2003-01-01), paginas 177- 182)

Sumadrio da Invencdo

Foi descoberto um meio para o diagnéstico e o tratamento de
modo eficaz de ©pré-eclédmpsia e eclémpsia antes do

desenvolvimento de sintomas.

Utilizando a anédlise da expressdo genética, foi descoberto
que o0s niveis de sFlt-1 estdo acentuadamente elevados em
amostras de tecido placentdrio de mulheres gréavidas que
estejam a sofrer de pré-eclémpsia. Sabe-se que, a sFlt-1
antagoniza VEGF e PIGF atuando como um "dissipador
fisioldgico"™ e em mulheres pré-eclampticas ou eclampticas,
sFlt-1 pode estar a esgotar a placenta das quantidades
necessarias destes fatores essenciais angiogénicos e
mitogénicos. O excesso de gFlt-1 também pode levar a
eclédmpsia a romper as células endoteliais que mantém a
barreira sanguinea do cérebro e/ou células endoteliais, que
revestem o plexo cordide do cérebro, deste modo levando a
um edema cerebral e aos ataques vistos na eclidmpsia. Na
presente invencdo, o0s compostos que aumentam os niveis de
VEGE e PlGF sdo administrados a uma paciente para tratar ou
prevenir pré-eclémpsia ou eclédmpsia opondo-se aos efeitos
de elevada sFlt-1. Além disso, os anticorpos orientados
para sFlt-1 sdo utilizados para inibir competitivamente a
ligacdo de VEGF ou PIGF a sFlt-1, aumentando deste modo os
niveis de VEGF e PIGF livres. ARN de interferéncia e

oligbmeros de nucleobase anti-sentido também s&do utilizados



para reduzir os niveis de sFlt-1. Finalmente, a presente
invencdo proporciona a aplicacdo e a monitoracdo de sFlt-1,
VEGE e PI1GEF como ferramentas de detecdo para o diagnédstico
e o tratamento precoces de pré-eclampsia ou ecléampsia, ou

uma predisposicdo para as mesmas.

Por conseguinte, num aspeto, a invencdo proporciona um
método para tratar ou prevenir pré-eclampsia ou ecléampsia
numa paciente, administrando & paciente um composto capaz
de ligar a sFlt-1, onde a administracdo é durante um tempo
e uma quantidade suficiente para tratar ou prevenir pré-

eclampsia ou eclampsia numa paciente.

Num aspeto relacionado, a invencdo proporciona um método
para tratar ou prevenir pré-ecldmpsia ou eclampsia numa
paciente, administrando a paciente um composto (por
exemplo, nicotina, teofilina, adenosina, Nifedipina,
Minoxidil, ou Sulfato de Magnésio) que aumenta o nivel de
um fator de crescimento capaz de se ligar a sFlt-1, onde a
administracdo ¢é durante um tempo e numa guantidade
suficiente ©para tratar ou prevenir pré-eclampsia ou

eclampsia numa paciente.

Noutro aspeto relacionado, a invencdo proporciona um método
para tratar ou prevenir pré-eclampsia ou eclampsia numa
paciente, administrando um anticorpo sFlt-1 purificado ou
fragmento de ligacdo antigénica do mesmo a paciente durante
um tempo e numa quantidade suficiente para tratar ou

prevenir pré-eclémpsia ou eclémpsia numa paciente.

Ainda noutro aspeto relacionado, a invencdo proporciona um
método para tratar ou prevenir pré-eclampsia ou eclampsia
numa paciente, administrando a paciente um oligdmero de
nucleobase anti-sentido complementar a, no minimo, uma

porcdo de uma sequéncia de acidos nucléicos sFlt-1, onde a



administracdo ¢ suficiente para tratar ou prevenir pré-
eclédmpsia ou ecldmpsia numa paciente. Numa modalidade, o
oligdbmero de nucleobase anti-sentido tem 8 a 30

nucleotideos de comprimento.

Noutro aspeto relacionado, a invencdo proporciona um método
para tratar ou prevenir pré-ecldmpsia ou ecldmpsia numa
paciente. O método envolve a etapa de administrar a
paciente um ARN de cadeia dupla (dsARN) que contém, no
minimo, uma porcdo de uma sequéncia de &cidos nucléicos
sFlt-1, onde a administracdo ¢é suficiente para tratar ou
prevenir pré-eclémpsia ou eclampsia na paciente. Numa
modalidade, o ARN de cadeia dupla é processado em pequenos
ARNs interferentes (siARNs) de 19 a 25 nucleotideos de

comprimento.

Em véarias formas de realizacdo dos aspetos acima, o
composto candidato é um fator de crescimento, tal como,
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), inclusive
todas as isoformas, tais como, VEGF189, VEGF121, ou
VEGF165; fator de crescimento placentdrio (P1GF), inclusive
todas as isoformas; ou fragmentos dos mesmos. Em formas de
realizacdo preferenciais, o composto candidato é um
anticorpo que se liga a sFlt-1. Noutras formas de
realizacédo dos aspetos acima, o) método envolve
adicionalmente administrar a uma paciente um composto anti-
hipertensivo. Em ainda outras formas de realizacdo dos
aspetos acima, a paciente é uma mulher gravida, uma mulher
em pds-parto, ou é ndo-humana (por exemplo, uma vaca, uma

égua, uma ovelha, uma porca, uma cabra, uma cadela, ou uma

gata) .

Noutro aspeto, a invencdo proporciona um método para tratar
ou prevenir pré-eclampsia ou eclidmpsia. O método envolve

administrar a uma paciente, gque necessite de semelhante



tratamento, uma gquantidade eficaz de uma composicé&o
farmacéutica compreendendo um polipeptideo VEGF ou PI1GF.
Numa forma de realizacéo, a composicéao contém um
polipeptideo VEGE. Noutra forma de realizacdo, a composicgéo

contém um polipeptideo PIGF.

Num aspeto relacionado, a invencdo proporciona um método
para tratar ou prevenir pré-eclémpsia ou eclémpsia. Este
método envolve administrar a uma paciente que necessite de
semelhante tratamento uma guantidade eficaz de uma
composicdo farmacéutica compreendendo uma molécula de acido
nucléico codificando VEGF ou P1GF. Numa forma de
realizacdo, a composicdo contém uma molécula de &cido
nucléico VEGF. Noutra forma de realizacdo, a composicédo

contém uma molécula de &cido nucléico P1GF.

Noutro aspeto relacionado, a invencdo proporciona um método
para tratar ou prevenir pré-eclampsia ou eclampsia numa
paciente. O método envolve a etapa de administrar a
paciente um composto (por exemplo, composto quimico,
polipeptideo, peptideo, anticorpo, ou um fragmento do
mesmo) que inibe a ligacdo do fator de crescimento a um
polipeptideo sFlt-1, onde a administracdo é suficiente para
tratar ou prevenir ©pré-eclampsia ou eclampsia numa
paciente. Numa forma de realizacdo, o composto liga-se a

sFlt-1 e bloqueia a ligacdo do fator de crescimento.

Em varias formas de realizacdo dos aspetos acima, o método
envolve, adicionalmente, a etapa de administrar a uma
paciente um composto anti-hipertensivo (por exemplo,
adenosina, Nifedipina, Minoxidil e Sulfato de Magnésio).
Noutras formas de realizacdo dos aspetos acima, a paciente
¢ uma mulher gravida, uma mulher no pds-parto, ou nido é
humana (por exemplo, uma vaca, uma égua, uma ovelha, uma

porca, uma cabra, uma cadela, ou uma gata).



Noutro aspeto, a invencdo proporciona um método para
diagnosticar uma paciente como tendo, ou tendo uma
tendéncia a desenvolver, pré-eclémpsia ou eclampsia, o
método envolve medir o nivel de polipeptideo sFlt-1, VEGE,

ou PIGF numa amostra da paciente.

Num aspeto relacionado, a invencdo proporciona um método
para diagnosticar uma paciente como tendo, ou tendo uma
tendéncia a desenvolver, pré-eclampsia ou eclémpsia,
determinando 0s niveis de, no minimo, dois dos
polipeptideos sFlt-1, VEGF, ou PlGF numa amostra de uma
paciente e calculando a relacdo entre os niveis de sFlt-1
VEGE ou PIGEF utilizando uma métrica, onde uma alteracdo na
amostra da paciente com relacéo a uma referéncia
diagnostica pré-eclampsia ou eclémpsia numa paciente. Numa
forma de realizacdo, a métrica é um indice antiangiogénico
de pré-eclémpsia (PAAI): [sFlt-1/VEGF + PlGF], onde o PAAI
é utilizado como um indicador de atividade antiangiogénica.
Numa forma de realizacdo, um PAAI maior do que 20 &
indicativo de pré-eclédmpsia ou eclémpsia. Noutra forma de
realizacdo, o0s niveis de polipeptideo sFlt-1, VEGEF ou PI1GF
sdo determinados por um ensaio imunoldgico, tal como,

ELISA.

Em varias formas de realizacdo dos aspetos acima, a amostra
¢ um fluido corporal, tal como, soro ou urina. Numa forma
de realizacdo, um nivel de sFlt-1 maior do que 2 ng/mL é
indicativo de pré-eclampsia ou eclémpsia. Em formas de
realizacdo preferenciais dos aspetos acima, o nivel de
polipeptideo sFlt-1 medido é o nivel de polipeptideo sFlt-1
livre, ligado ou total. Noutras formas de realizacéo
preferenciais dos aspetos acima, o nivel de VEGF ou PIGF é

o nivel de VEGF ou PIlGF livres.



Noutro aspeto, a invencdo proporciona um método para
diagnosticar uma paciente como tendo, ou tendo uma
tendéncia a desenvolver, pré-eclampsia ou eclémpsia. Este
método envolve medir o nivel de molécula de acido nucléico
sFlt-1, VEGF ou PIGF numa amostra da paciente e comparar a
mesma com uma amostra de referéncia, onde uma alteracdo nos
niveis diagnostica pré-eclémpsia ou eclampsia na paciente,
ou diagnostica uma tendéncia a desenvolver pré-eclémpsia ou

eclampsia.

Noutro aspeto, a invencdo proporciona um método para
diagnosticar uma paciente como tendo, ou tendo uma
tendéncia a desenvolver, pré-eclampsia ou eclémpsia. Este
método envolve determinar a sequéncia de &cidos nucléicos
de um gene sFlt-1, VEGF ou PIGF numa paciente e comparar a
mesma com uma sequéncia de referéncia, onde uma alteracédo
na sequéncia de &cidos nucléicos da paciente que muda o
nivel de produto genético na paciente diagnostica a
paciente com pré-eclémpsia ou eclampsia, ou uma tendéncia a
desenvolver pré-eclampsia ou eclémpsia. Numa forma de
realizacdo, a alteracdo é um polimorfismo na sequéncia de

adcidos nucléicos.

Em varias formas de realizacdo dos aspetos acima, a amostra
¢ um fluido corporal (por exemplo, urina, liquido
amnidético, soro, plasma, ou fluido cerebroespinal) da
paciente na qual o sFlt-1, VEGR, ou PIGF é normalmente
detetdvel. Em formas de realizacdo adicionais, a amostra é
um tecido ou uma célula. Exemplos ndo-limitantes incluem
tecido placentario ou células placentarias, células
endoteliais e leucdcitos (por exemplo, mondcitos). Noutras
formas de realizacdo dos aspetos acima, a paciente € uma
mulher ndo-gréavida, uma mulher gravida, ou uma mulher em
pbs-parto. Noutras formas de realizacdo dos aspetos acima,

a paciente é ndo-humana (por exemplo, uma vaca, uma égua,
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uma ovelha, uma porca, uma cabra, uma cadela, ou uma gata).
Noutras formas de realizacdo dos aspetos acima, no minimo,
um dos niveis medido é o nivel de sFlt-1 (livre, ligado, ou
total). Noutras formas de realizacdo dos aspetos acima,
quando o nivel de VEGFEF é medido entdo o nivel de sFlt-1 ou
P1GF também ¢é medido. Em varias formas de realizacdo dos
aspetos acima, um aumento no nivel de &cido nucléico ou
polipeptideo sFlt-1 com relacdo a uma referéncia é um
indicador diagnéstico de pré-eclémpsia ou ecléampsia.
Noutras formas de realizacdo dos aspetos acima, uma reducdo
no nivel de &acido nucléico VEGFEF ou polipeptideo VEGE livre
com relacdo a uma referéncia é um indicador diagndéstico de
pré-eclampsia ou eclémpsia. Noutras formas de realizacédo
dos aspetos acima, uma reducdo no nivel de &cido nucléico
PIGF ou polipeptideo PIGF livre com <relacdo a uma
referéncia é um indicador diagndéstico de pré-eclémpsia ou

eclampsia.

Em formas de realizacdo adicionais dos aspetos acima, o0s
niveis sdo medidos em duas ou mais ocasides e uma alteracéo
nos niveis entre as medicdes é um indicador diagndstico de
pré-eclampsia ou eclampsia. Numa forma de realizacédo
preferencial, o nivel de sFlt-1 aumenta da primeira medicédo
para a medicdo seguinte. Noutra forma de <realizacédo
preferencial, o nivel de VEGF ou PlGF diminui da primeira

medicdo para a medicdo seguinte.

Noutro aspeto, a invencdo proporciona um kit de diagndstico
para o diagndéstico de pré-eclémpsia ou eclampsia numa
paciente compreendendo uma sequéncia de &acidos nucléicos,
ou fragmento da mesma, selecionada entre o) grupo
consistindo em molécula de &cido nucléico sFlt-1, VEGE e
P1GF, ou uma seguéncia complementar a mesma, ou gualquer
combinacéio das mesmas. Numa forma de realizacéo

preferencial, o kit compreende no minimo duas sondas para a
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detecdo de uma molécula de &cido nucléico sFlt-1, VEGEF, ou

P1GF.

Num aspeto relacionado, a invencdo proporciona um kit para
o diagndéstico de pré-eclémpsia ou eclampsia numa paciente
compreendendo um meio de detecdo de um polipeptideo sFlt-1,
VEGFEF, ou PIGF e gualquer combinacdo dos mesmos. Numa forma
de realizacdo, o meio de detecdo ¢é selecionado entre o
grupo consistindo num ensaio imunoldgico, um ensaio
enzimédtico e um ensaio colorimétrico. Noutras formas de
realizacdo dos aspetos acima, o kit diagnostica uma
tendéncia a desenvolver pré-eclampsia ou eclampsia numa
paciente gravida ou uma ndo-gravida. Em formas de
realizacdo preferenciais dos aspetos acima, o kit deteta
sFlt-1 ou PlGF. Noutras formas de realizacdo preferenciais
dos aspetos acima, quando o kit deteta VEGF, entdo sFlt-1

ou PI1GF também & detetado.

Noutro aspeto, a invencdo proporciona um método para
identificar um composto que melhora pré-eclémpsia ou
eclampsia, o método envolve uma célula gque expressa uma
molécula de &cido nucléico sFlt-1, VEGF, ou PIGF em contato
com um composto candidato e a comparacdo do nivel de
expressdo da molécula de &acido nucléico na célula que esta
em contato com o composto candidato com o nivel de
expressdo numa célula de controlo que ndo estd em contato
com o composto candidato, onde uma alteracdo na expressao
da molécula de 4cido nucléico sFlt-1, VEGF, ou PIlGF
identifica o composto candidato como um composto que

melhora pré-eclampsia ou eclampsia.

Numa forma de realizacdo, a alteracdo ¢ uma reducdo no
nivel de sFlt-1. Noutras formas de realizacdo, a alteracéo
¢ um aumento no nivel de VEGE ou PlGF. Noutras formas de

realizacdo, a alteracdo € na transcricdo ou na translacéo.
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Noutra forma de realizacdo, quando o método identifica um
composto candidato que aumenta a expressdo de VEGF, o
composto candidato também aumenta a expressdo de PIGE ou

reduz a expressdo de sFlt-1.

Noutro aspeto, a 1invencdo proporciona uma composSicédo
farmacéutica incluindo um polipeptideo VEGF ou PIGF ou
porcdo do mesmo, formulada num veiculo farmaceuticamente

aceitavel.

Num aspeto relacionado, a invencdo proporciona uma
composicdo farmacéutica compreendendo uma molécula de acido
nucléico PIlGF, ou porcdo do mesmo, formulada num veiculo
farmaceuticamente aceitdvel. Numa forma de realizacdo, a
composicdo adicionalmente contém uma molécula de Aacido

nucléico VEGF, ou porcdo do mesmo.

Noutro aspeto, a 1invencdo proporciona uma composSicado
compreendendo um anticorpo purificado ou fragmento de
ligacdo antigénica do mesmo que se liga, especificamente, a
sFlt-1. Numa forma de realizacdo preferencial, o anticorpo
evita a ligacdo de um fator de crescimento a sFlt-1. Noutra
forma de realizacdo, o anticorpo ¢ um anticorpo monoclonal.
Noutras formas de realizacdo preferenciais, o anticorpo ou
fragmento de ligacdo antigénica do mesmo é um anticorpo
humano ou humanizado. Noutras formas de realizacdo, o
anticorpo carece de uma porcdo Fc. Em ainda outras formas
de realizacdo, o anticorpo é um F(ab’),, um Fab, ou uma
estrutura Fv. Noutras formas de realizacdo, o anticorpo ou
fragmento de ligacdo antigénica do mesmo estd presente num

veiculo farmaceuticamente aceitéavel.

Noutro aspeto, a invencdo proporciona um método para
identificar um composto que melhora pré-eclémpsia ou

eclampsia. Este método envolve uma célula que expressa um
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polipeptideo sFlt-1, VEGF, ou PIGF em contato com um
composto candidato e comparar o nivel de expressdo do
polipeptideo na célula gque estd em contato com o composto
candidato, com o nivel de polipeptideo de expressdo numa
célula de controlo que ndo estd em contato com o composto
candidato, onde uma alteracdo na expressdo do polipeptideo
sFlt-1, VEGF, ou PIGF identifica o composto candidato como
um composto que melhora pré-eclémpsia ou eclémpsia. Numa
forma de realizacdo, a alteracdo na expressdo ¢ testada
utilizando um ensaio imunoldgico, um ensaio enzimético, ou
um imunoensaio. Numa forma de realizacdo, a alteracdo na
expressdo é uma reducdo no nivel de sFlt-1. Noutra forma de
realizacdo, a alteracdo na expressdo é um aumento no nivel

de VEGF ou P1GF.

Noutro aspeto, a invencdo proporciona um método para
identificar um composto que melhora pré-eclampsia ou
eclampsia. O método envolve uma célula gue expressa um
polipeptideo sFlt-1, VEGF, ou PIGF em contato com um
composto candidato e comparar a atividade bioldgica do
polipeptideo na célula que estd em contato com o composto
candidato com o nivel de atividade bioldgica numa célula de
controlo que ndo estd em contato com o composto candidato,
onde um aumento na atividade bioldgica do polipeptideo
sFlt-1, VEGF, ou PlGF identifica o composto candidato como
um composto que melhora pré-eclampsia ou eclémpsia. Numa
forma de realizacdo, o aumento na atividade bioldgica ¢é
testado wutilizando um ensaio imunoldgico, um ensaio
enzimatico, ou um imunoensaio. Numa forma de realizacdo, a
alteracdo na expressdo é uma reducdo na atividade de sFlt-
1. Noutra forma de realizacdo, a alteracdo na expressdo é

um aumento na atividade de VEGEF ou P1GF.

Noutro aspeto, a invencdo proporciona um método para

identificar wum composto que melhora pré-eclampsia ou
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ecléampsia. O método envolve a detecdo da ligacdo entre um
polipeptideo sFlt-1 e um fator de crescimento na presenca
de um composto candidato, onde uma reducdo na ligacdo, com
relacdo a ligacdo entre o polipeptideo sFlt-1 e o fator de
crescimento na auséncia do composto candidato identifica o
composto candidato, como um composto que melhora pré-
eclampsia ou eclampsia. Numa forma de realizacdo, o fator
de crescimento é VEGFE. Noutra forma de realizacdo, o fator

de crescimento & PIGF.

Noutro aspeto, a invencdo proporciona um método para
identificar um polipeptideo, ou fragmento da mesma, dgue
evita a ligacdo entre um polipeptideo sFlt-1 e um fator de
crescimento. O método envolve detetar 1ligacdo entre um
polipeptideo sFlt-1 e um fator de crescimento na presenca
do polipeptideo candidato, onde uma reducdo na ligacdo, com
relacdo a ligacédo entre o polipeptideo sFlt-1 e o fator de
crescimento na auséncia do polipeptideo candidato
identifica o polipeptideo candidato como um polipeptideo
que evita a ligacdo entre um polipeptideo sFlt-1 e um fator
de crescimento. Numa forma de realizacdo, o fator de
crescimento é VEGF. Noutra forma de realizacdo, o fator de

crescimento é PI1GF.

Noutro aspeto, a invencdo proporciona um método para
identificar um composto que melhora pré-eclampsia ou
eclampsia, compreendendo a detecdo da ligacdo de um
polipeptideo sFlt-1 e um composto candidato, onde um
composto que liga o polipeptideo sFlt-1 melhora pré-

eclampsia ou eclampsia.

Num aspeto relacionado, a invencdo proporciona um composto
identificado de acordo com o aspeto anterior, onde o
composto é& um polipeptideo que se liga especificamente a um

polipeptideo sFlt-1 e evita que o polipeptideo sFlt-1 ligue
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a VEGEF ou PIGF. Numa forma de realizacdo preferencial, o
polipeptideo é um anticorpo. Noutra forma de realizacdo
preferencial, o polipeptideo ¢ um fragmento de sFlt-1,

VEGFE, ou PI1GF.

Em formas de realizacdo preferenciais dos aspetos acima, o
composto que melhora pré-eclampsia ou eclédmpsia reduz oS
niveis de expressdo ou atividade bioldgica de sFlt-1. Em
formas de realizacdo preferenciais dos aspetos acima, o
composto que melhora pré-eclampsia ou eclampsia aumenta oS

niveis de expressdo ou atividade bioldégica de VEGFEF ou PI1GF.

Para os fins da presente invencdo, as abreviacdes e termos

seguintes sdo definidos abaixo.

Por "alteracdo" é indicada uma mudanca (aumento ou reducido)
nos niveis de expressdo de um gene ou polipeptideo conforme
detetado por métodos conhecidos na area técnica, tais como
0os descritos acima. Conforme aqui utilizado, um aumento ou
reducdo inclui uma mudanca de 10% nos niveis de expresséio,
preferencialmente uma mudanca de 25%, mais
preferencialmente uma mudanca de 40% e ainda mais
preferencialmente uma mudanca de 50% ou mais, nos niveis de
expressdo. "Alteracdo" também pode indicar uma alteracédo
(aumento ou reducdo) na atividade biolbgica de quaisquer
dos polipeptideos da invencdo (por exemplo, sFlt-1, VEGF,
ou PIGF). Exemplos de atividade bioldbgica para P1GF ou VEGF
incluem ligacéo a recetores conforme medido por
imunoensaios, testes de ligacdo de ligante ou anédlise de
plotagem de Scatchard e inducdo de proliferacdo ou migracéao
celular conforme medido por marcacdo BrdU experimentos de
contagem celular, ou testes quantitativos para sintese de
ADN, tais como, incorporacdo de *H-timidina. Exemplos de
atividade biolbégica para sFlt-1 incluem ligacdo a PIlGF e

VEGFEF conforme medido por imunocensaios, testes de ligacédo de
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ligante, ou anédlise de plotagem de Scatchard. Exemplos
adicionais de atividade Dbioldégica para cada um dos
polipeptideos s&o aqui descritos. Conforme aqui utilizado,
um aumento ou reducdo inclui uma mudanca de 10% na
atividade bioldgica, preferencialmente uma mudanca de 25%,
mais preferencialmente uma mudanca de 40% e ainda mais
preferencialmente uma mudanca de 50% ou mais na atividade

bioldgica.

Por "oligbémero de nucleobase anti-sentido" ¢ indicado um
oligébmero de nucleobase, independente do comprimento, que é
complementar a cadeia codificante ou ARNm de um gene sFlt-
1. Por um "oligdémero de nucleobase" ¢é indicado um composto
que inclui uma cadeia de, no minimo, oito nucleobases,
preferencialmente, no minimo, doze e ainda mais
preferencialmente, no minimo, dezesses bases, unidas por
grupamentos de ligacdo. Incluidos nesta definicdo estédo
oligonucleotideos naturais e ndo-naturais, tanto
modificados quanto ndo-modificados, bem como,
oligonucleotideos miméticos, tais como, &acidos nucléicos de
proteinas, &cidos nucléicos travados (locked) e &cidos
arabinonucléicos. Numerosas nucleobases e grupamentos de
ligacdo podem ser empregues nos oligdmeros de nucleobases
da invencdo, inclusive os descritos nos pedidos de Patente
U.S. N°°. 20030114412 e 20030114407. O oligémero de
nucleobase também pode ser orientado para os locais de
inicio e de paragem translacional. Preferencialmente, o
oligbémero de nucleobase anti-sentido compreende a partir de
cerca de 8 a 30 nucleotideos. 0O oligbmero de nucleobase
anti-sentido também pode conter no minimo 40, 60, 85, 120,
ou mais nucleotideos consecutivos que sdo complementares ao
ARNm ou ADN de sFlt-1 e pode ser tdo comprido quanto o gene

ou ARNm de comprimento total.
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Por "composto" indica-se qualgquer pequena molécula,
composto quimico, anticorpo, molécula de &cido nucléico, ou

polipeptideo, ou fragmentos dos mesmos.

Por "anticorpo quimérico" indica-se um polipeptideo
compreendendo no minimo a porcdo de ligacdo de antigeno de
uma molécula de anticorpo encadeada a no minimo parte de
outra proteina (tipicamente um dominio constante de

imunoglobulina) .

Por "ARN de cadeia dupla (dsARN)" indica-se uma molécula de
acido ribonucléico consistindo em tanto uma cadeia de
sentido quanto uma de anti-sentido. dsARNs sédo tipicamente

utilizados para mediar interferéncia de ARN.

Por '"expressdo" indica-se a detecdo de um gene ou
polipeptideo por métodos conhecidos na técnica de zrotina.
Por exemplo, a expressdo do polipeptideo é frequentemente
detetada ©por Western blotting, a expressdo do ADN &
frequentemente detetada por Southern blotting ou reacdo de
cadeia polimerase (PCR) e a expressdo do ARN é
frequentemente detetada por Northern blotting, PCR, ou
testes de protecdo de ARNse.

Por "fragmento" indica-se uma porcdo de um polipeptideo ou
molécula de adcido nucléico. Esta porcéao contém,
preferencialmente, no minimo 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, ou
060% de todo o comprimento da molécula de &cido nucléico ou
polipeptideo de referéncia. Um fragmento pode conter 10,
20, 30, 40, 50, 0, 70, 80, 90, ou 100, 200, 300, 400, 500,

600, 700, 800, 900, ou 1000 nucleotideos ou aminoé&cidos.

Por "homdélogo" indica-se qualquer gene ou sequéncia de

proteina que possuili no minimo 30% de homologia, mais
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preferencialmente 40%, 50%, ©60%, 70%, 80% e ainda mais
preferencialmente 90% ou mais de homologia a um gene ou
sequéncia de proteina conhecidos sobre o comprimento da
sequéncia de comparacdo. Uma proteina "homdéloga" também
pode ter, no minimo, uma atividade bioldégica da proteina de
comparacdo. Para os polipeptideos, o comprimento das
sequéncias de comparacdo geralmente serd de, no minimo, 16
aminodcidos, preferencialmente, no minimo, 20 aminodcidos,
mais preferencialmente, no minimo, 25 aminodcidos e ainda
mais preferencialmente 35 aminodcidos ou mais. Para os
acidos nucléicos, o) comprimento das sequéncias de
comparacdo geralmente serd de, no minimo, 50 nucleotideos,
preferencialmente, no minimo, 60 nucleotideos, mais
preferencialmente, no minimo, 75 nucleotideos e ainda mais
preferencialmente, no minimo, 110 nucleotideos. "Homologia"
também pode ser referir-se a uma substancial similaridade
entre um epitope utilizado para produzir anticorpos e a
proteina ou o fragmento da mesma ao qual os anticorpos séo
dirigidos. Neste caso, homologia refere-se a uma
similaridade suficiente ©para provocar a producdo de
anticorpos que podem reconhecer especificamente a proteina

em questdo.

Por Manticorpo humanizado" indica-se wuma variante de
sequéncia de aminoacidos de imunoglobulina ou fragmento da
mesma que €& capaz de ligar-se a um predeterminado antigeno.
Normalmente, o anticorpo conterd tanto a cadeia leve, bem
como, no minimo, o dominio varidvel de uma cadeia pesada. O
anticorpo também  pode incluir as regides CH1, de
articulacdo, CH2, CH3, ou CH4 da cadeia pesada. O anticorpo
humanizado compreende uma regido de estrutura (FR) tendo
substancialmente a sequéncia de aminoacidos de uma
imunoglobulina humana e uma regido determinante de

complementaridade (CDR) tendo substancialmente a sequéncia
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de aminoécidos de uma imunoglobulina n&do-humana (as

sequéncias de "importacao").

De modo geral, um anticorpo humanizado tem um ou mais
residuos aminodcidos introduzidos no mesmo, de uma fonte
que é ndo-humana. Em geral, o anticorpo humanizado
compreenderd substancialmente todos de, no minimo, um e
tipicamente dois, dominios variaveis (Fab, Fab', F(ab'),,
Fabc, Fv) nos quais todos ou substancialmente todas as
regides CDR correspondem as regides de uma imunoglobulina
ndo-humana e todas ou substancialmente todas as regides FR
séo as regides de uma sequéncia de consenso de
imunoglobulina humana. O anticorpo humanizado otimamente
compreenderd no minimo uma porc¢do de uma regido constante
de imunoglobulina (Fc), tipicamente a regido constante de

uma imunoglobulina humana.

Por '"regido determinante de complementaridade (CDR) "
indica-se as trés sequéncias hipervaridveis nas regides
variadveis dentro de cada uma das cadeias leve e pesada da

imunoglobulina.

Por "regido de estrutura (FR)" indica-se as sequéncias de
aminoacidos localizadas em qgualquer lado das trés
sequéncias hipervariadveis (CDR) das cadeias leve e pesada

da imunoglobulina.

As regides FR e CDR do anticorpo humanizado ndo precisam
corresponder precisamente as sequéncias parentais, por
exemplo, o CDR de importacdo ou o FR de consenso podem ser
mutagenizados por substituicdo, insercdo ou eliminacédo de,
no minimo, um residuo de modo que o residuo CDR ou FR neste
local n&do corresponde ao anticorpo de importacdo ou ao de
consenso. As mutacgbdes referidas, no entanto, ndo serdo

extensivas. Geralmente, no minimo 75%, preferencialmente
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90% e ainda mais preferencialmente, no minimo, 95% dos
residuos de anticorpos humanizados corresponderdo aos de

sequéncias parentais FR e CDR.

Por "hibridizar" indica-se ©paridade ©para formar uma
molécula de cadeia dupla entre sequéncias de
polinucleotideos complementares, ou porcdes da mesma, Sob
varias condicdes de estringéncia. (Ver, por exemplo, Wahl e
Berger (1987) Methods Enzymol. 152:399; Kimmel, Methods
Enzymol. 152:507, 1987.) Por exemplo, a concentracdo salina
estringente normalmente terd menos de cerca de 750 mM de
NaCl e 75 mM de citrato trissddico, preferencialmente menos
de cerca de 500 mM de NaCl e 50 mM de citrato trisséddico e
ainda mais preferencialmente mencos de cerca de 250 mM de
NaCl e 25 mM de citrato trissdéddico. Pode ser obtida
hibridizacdo de baixa estringéncia na auséncia de solvente
organico, por exemplo, formamida, enquanto hibridizacdo de
alta estringéncia pode ser obtida na presenca de, no
minimo, cerca de 35% de formamida e ainda mais
preferencialmente no minimo cerca de 50% de formamida.
Condicdes de temperatura estringentes normalmente incluirdo
temperaturas de, no minimo, cerca de 30°cC, mais
preferencialmente de, no minimo, cerca de 37°C e ainda mais
preferencialmente de, no minimo, cerca de 42°C. Parametros
adicionais variaveis, tais como, tempo de hibridizacdo, a
concentracido de detergente, por exemplo, dodecil sulfato de
sédio (SDS) e a inclusdo ou exclusdo de ADN de veiculo, séo
de conhecimento geral daqueles wutilizados na técnica.
Varios niveis de estringéncia sdo conseguidos combinando
estas vArias condicdes conforme necessdrio. Numa forma de
realizacdo preferencial, ocorrerd hibridizacdo a 30°C em
750 mM de NaCl, 75 mM de citrato trissddico e 1% de SDS.
Numa forma de realizacdo mais ©preferencial, ocorreré
hibridizacdo a 37°C e, 500 mM de NaCl, 50 mM de citrato
trissédico, 1% de SDS, 35% de formamida e 100 upg/mL de ADN
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de esperma de salmdo desnaturado (ssADN). Numa forma de
realizacdo ainda mais preferencial, ocorrerd hibridizacédo a
42°C em 250 mM de NaCl, 25 mM de citrato trissédico, 1% de
SDS, 50% de formamida e 200 pg/mL de ssADN. Variacles uteis
destas condicdes serdo prontamente evidentes para oS

peritos na especialidade.

Para a maioria das aplicacdes, as etapas de lavagem que
seqguirdo a hibridizacdo também variardo em estringéncia. As
condicdes de estringéncia de lavagem podem ser definidas
pela concentracdo salina e pela temperatura. Como acima, a
estringéncia de lavagem pode ser aumentada reduzindo a
concentracdo salina ou aumentando a temperatura. Por
exemplo, uma concentracdo salina estringente para as etapas
de lavagem serdo preferencialmente menos de cerca de 30 mM
de NaCl e 3 mM de <citrato trissdédico e ainda mais
preferencialmente menos de cerca de 15 mM de NaCl e 1,5 mM
de citrato trissddico. Condicdes de temperatura estringente
para as etapas de lavagem geralmente incluirdo uma
temperatura de, no minimo, cerca de 25°c, mais
preferencialmente de, no minimo, cerca de 42°C e ainda mais
preferencialmente de, no minimo, cerca de 68°C. Numa forma
de realizacdo preferencial, as etapas de lavagem ocorrerdo
a 25°C em 30 mM de NaCl, 3 mM de citrato trissédico e 0,1%
de SDS. Numa forma de realizacdo mais preferencial, as
etapas de lavagem ocorrerdo a 42°C em 15 mM de NaCl, 1,5 mM
de citrato trissdédico e 0,1% de SDS. Numa forma de
realizacdo ainda mais preferencial, as etapas de lavagem
ocorrerdo a 68°C em 15 mM de NaCl, 1,5 mM de citrato
trissdédico e 0,1% de SDS. Variacdes adicionais destas
condicdes serdo prontamente evidentes para os peritos na
especialidade. As técnias de hibridizacéao sé&o de
conhecimento geral dos peritos na especialidade e séo
descritas, por exemplo em Benton e Davis (Science 196:180,

1977); Grunstein e Hogness (Proc. Natl. Acad. Sci., USA
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72:3961, 1975); Ausubel et al. (Current Protocols 1in
Molecular Biology, Wiley Interscience, New York, 2001);
Berger e Kimmel (Guide to Molecular Cloning Techniques,
1987, Academic Press, New York); and Sambrook et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor

Laboratory Press, New York.

Por "atraso do crescimento intrauterino (RCIU)" indica-se
um sindrome gue resulta num peso ao nascer o qual é menor
do que 10 por cento do peso fetal previsto para a idade de
gestacdo do feto. O critério corrente da Organizacédo
Mundial de Saude para o baixo peso ao nascer & um peso
menor que 2500 g (5 libras e 8 oncas) ou abaixo do 10°
percentil para a idade de gestacdo, de acordo com as
tabelas U.S. de peso ao nascer para idade de gestacdo por
raca, paridade e sexo do bebé (Zhang e Bowes, Obstet.
Gynecol. 86:200-208, 1995). Estes bebés de baixo peso ao
nascer também sdo referidos como "pequenos para a idade de
gestacdo (N.T. em inglés, SGA)". Pré-eclampsia ¢é uma

condicdo que se sabe gque estd associada com RCIU ou SGA.

Por "métrica" indica-se uma medida. Pode ser usada uma
métrica, por exemplo, para comparar o0s niveis de uma
molécula de &cido nucléico ou polipeptideo de interesse.
Métricas tipicas incluem, mas ndo estdo limitadas a,
férmulas matemdticas ou algoritmos, tais como, proporcdes.
A métrica a ser utilizada é a que melhor discrimina entre
niveis de sFlt-1, VEGF, ou PIGF numa paciente tendo pré-
eclampsia ou ecléampsia e uma paciente de controlo normal.
Dependendo da métrica que ¢é utilizada, o indicador
diagndéstico de eclémpsia ou pré-eclampsia pode estar
significativamente acima ou abaixo de um valor de
referéncia (por exemplo, de uma paciente controlo ndo tendo

pré-eclampsia ou eclampsia).
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0O nivel de sFlt-1 é determinado medindo a gquantidade de
sFlt-1 livre, ligado (isto é, ligado a fator de
crescimento), ou total (ligado + livre). Os niveis de VEGFE
ou PlGF sdo determinados medindo a quantidade de PIGF livre
ou de VEGF 1livre (isto é, ndo ligados a gsFlt-1). Uma
métrica tipica é [sFlt-1/(VEGF + PIlGF)], também referida

como o0 indice antiangiogénico pré-eclampsia (PAAI).

Por "indice antiangiogénico pré-eclampsia (PAAI)" indica-se
a proporcdo de sFlt-1/VEGF + PIlGF wutilizada como um
indicador da atividade antiangiogénica. Um PAAI maior do
que 20 é considerado indicativo de pré-eclémpsia ou risco

de pré-ecléampsia.

Por "ligado operavelmente" indica-se gque um gene e uma ou
mais sequéncias regulatdrias estdo ligadas, de tal maneira,
de modo a permitir a expressdo genética quando as moléculas
apropriadas (por exemplo, proteinas ativadoras
transcripcionais) sdo ligadas a segquéncia ou as sequéncias

regulatédrias.

Por "veiculo farmaceuticamente aceitéavel" indica-se um
veiculo que ¢é fisiologicamente aceitavel para o mamifero
tratado ao mesmo tempo que retendo as propriedades
terapéuticas do composto com o qual ¢é administrado. Uma
substincia tipica de veiculo farmaceuticamente aceitével é
salina fisioldgica. Outros veiculos fisiologicamente
aceitdveis e suas formulacgdes sdo de conhecimento das
pessoas versadas na técnica e estdo descritos, por exemplo
em Remington’s Pharmaceutical Sciences, (20" edition) ed.
A. Gennaro, 2000, Lippincott, Williams & Wilkins,
Philadelphia, PA.

Por "placentério fator de crescimento (PLlGF)" indica-se um

fator de crescimento mamifero que é homdélogo a proteina
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definida pelo numero de acesso do GenBank P49763 e que tem
atividade Dbioldgica de PIGF. PIGF ¢é um homodimero
glicosilado pertencente a familia VEGF e ©pode ser
encontrado em duas isoformas distintas através de
mecanismos de unido alternativos. PIGF & expresso por cito-
e sinciciotrofoblastos na placenta e atividades bioldbgicas
de PIGF incluem inducdo de proliferacdo, migracdo e
ativacdo de células endoteliais, particularmente células

trofobléasticas.

Por "pré-eclémpsia" indica-se o distlrbio multi-sistema que
se caracteriza por hipertensdo com proteintria ou edema, ou
ambas, disfuncdo glomerular edema cerebral edema hepatico,
ou anormalidades da coagulacdo devidas a gravidez ou a
influéncia de uma gravidez —recente. Geralmente pré-
eclémpsia ocorre depois da 20% semana de gestacdo. A pré-
eclampsia é geralmente definida como alguma combinacdo dos
seguintes sintomas: (1) uma pressdo sanguinea sistdlica
(BP) >140 mm Hg e uma pressdo sanguinea diastdlica (BP) >90
mm Hg depois de 20 semanas de gestacdo (geralmente medida
em duas ocasides, com 4-168 horas de diferenca), (2) novo
inicio de proteintria (1+ por dipstik na anédlise urinéaria,
>300mg de proteina numa coleta de urina de 24 horas, ou uma
Unica amostra de urina aleatdria tendo uma proporcdo de
proteina/creatinina >0,3) e (3) resolucdo da hipertensdo e
da proteintria por volta de 12 semanas pds-parto. A pré-
eclampsia severa ¢ geralmente definida como (1) uma pressédo
sanguinea diastdélica BP > 110 mmHg (geralmente medida em
duas ocasides, com 4-168 horas de diferenca) ou (2)
proteintria caracterizada por uma medicdo de 3,5 g ou mais
de proteina numa coleta de wurina de 24 horas ou duas
amostras de urina aleatdéria com no minimo 3+ proteina por
"dipstick". Na pré-eclédmpsia, geralmente ocorre hipertensédo
e proteintria dentro de sete dias uma da outra. Na pré-

eclédmpsia severa, hipertensédo severa, proteintria severa e
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sindrome de HELLP (hemélise enzimas hepédticas elevadas,
baixo teor de plaquetas) ou eclampsia podem ocorrer
simultaneamente ou somente um sintoma de cada vez.
Ocasionalmente, a ©pré-eclampsia severa pode levar ao
desenvolvimento de ataques. Esta forma grave de sindrome é
referida como "eclampsia." Eclampsia também pode incluir
disfuncédo ou lesdo de varios oérgdos ou tecidos, tais como,
o figado (por exemplo, lesdo hepatocelular, necrose
periportal) e o sistema nervoso central (por exemplo edema
cerebral e hemorragia cerebral). Acredita-se que a
etiologia dos ataques seja secundaria ao desenvolvimento de
edema cerebral e espasmo focal de pequenos vasos sanguineos

no rim.

Por "proteina" ou "polipeptideo" ou "fragmento de
polipeptideo"” indica-se qualquer cadeia de mais de dois
aminoadcidos, independente de modificacdo pds-translacional
(por exemplo, glicosilacdo ou fosforilacdo), constituindo
todo ou parte de um polipeptideo ou peptideo gque nédo-ocorre
naturalmente, ou constituindo um polipeptideo ou peptideo

que ndo-ocorre naturalmente.

Por "reduzir ou inibir" indica-se a capacidade para causar
uma reducdo global preferencialmente de 20% ou mais, mais
preferencialmente de 50% ou mais e ainda mais
preferencialmente de 75% ou mais, no nivel de proteina ou
dcido nucléico, detetada pelos testes supracitados (ver a
"expressdo"), quando comparado a amostras ndo-tratadas com
oligbébmeros de nucleobase anti-sentido ou dsARN utilizados

para interferéncia de ARN.

Por "pequenos ARNs interferentes (siARNs)" indica-se uma
molécula de dsARN isolada, preferencialmente maior do que
10 nucleotideos de comprimento, mais preferencialmente

maior do que 15 nucleotideos de comprimento e e mais
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preferencialmente maior do que 19 nucleotideos de
comprimento que é utilizada para identificar o gene alvo ou
ARNm a ser degradado. Um alcance de 19 a 25 nucleotideos é
o tamanho mais preferencial para siARNs. SiARNs também
podem incluir ARNs de grampo curto nos guais ambas as
cadeias de um siARN duplex estdo incluidas dentro de uma
Uunica molécula de ARN. siARN inclui qualquer forma de dsARN
(produtos clivados proteoliticamente de dsARN maior, ARN
parcialmente purificado, ARN essencialmente puro, ARN
sintético, ARN produzido de modo recombinante) bem como ARN
alterado que difere de ARN que ocorre naturalmente pela
adicdo eliminacdo, substituicdo e/ou alteracdo de um ou
mais nucleotideos. As alteracgdes referidas podem incluir a
adicdo de material ndo-nucleotideo, tal como, a extremidade
ou extremidades do ARN 21 a 23 nt ou internamente (em um ou
mais nucleotideos do ARN). Numa forma de realizacédo
preferencial, as moléculas de ARN contém um grupo
3’hidroxila. Os nucleotideos nas moléculas de ARN da
presente invencdo também podem compreender nucleotideos né&o
de rotina, inclusive nucleotideos que nao ocorrem
naturalmente ou deoxirribonucleotideos. Coletivamente,
todos os referidos ARNs alterados s&do referidos como
andlogos de ARN. Os siARNs da presente invencdo somente
precisam ser suficientemente semelhantes ao ARN natural
pelo fato de terem a capacidade de mediar ARN de
interferéncia (ARNi). Conforme aqui utilizado, ARNi refere-
se a clivagem orientada ATP-dependente e degradacdo de uma
molécula de ARNm especifica através da introducdo de
pequenos ARNs ou dsARNs interferentes numa célula ou um
organismo. Conforme aqui utilizado "mediar ARNi" refere-se
a capacidade para distinguir ou identificar quais ARNs

serdo degradados.

Por "Flt-1 soluvel (sFlt-1)" (também conhecido como sVEGF-

R1) indica-se a forma soltvel do recetor Flt-1, que &
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homélogo a proteina definida pelo numero de acesso no
GenBank U01134 e que tem atividade bioldgica de sFlt-1. A
atividade bioldgica de um polipeptideo sFlt-1 pode ser
avaliada utilizando qualquer método de rotina, por exemplo,
avaliando a ligacdo de sFlt-1 a VEGF. sFlt-1 carece do
dominio transmembrana e do dominio de tirosina quinase
citoplésmico do recetor Flt-1. sFlt-1 pode ligar-se a VEGF
e PIGF ligam-se com alta afinidade, mas ndo pode induzir
proliferacdo ou angiogénese e portanto ¢é funcionalmente
diferente dos recetores Flt-1 e KDR. skFlt-1 foi
inicialmente purificado a partir de células endoteliais
umbilicais humanas e posteriormente foi demonstrado que é
produzido por células de trofoblasto in vivo. Conforme aqui
utilizado, sFlt-1 inclui qualguer membro ou isoforma da

familia sFlt-1.

Por "liga-se especificamente" indica-se um composto ou
anticorpo o qual reconhece e liga-se um polipeptideo da
invencdo mas que ndo reconhece substancialmente e liga-se a
outras moléculas numa amostra, por exemplo, uma amostra
bioldégica, a qual naturalmente inclui um polipeptideo da
invencé&o. Num exemplo, um anticorpo que liga-se

especificamente a sFlt-1 ndo se liga a Flt-1.

Por "individuo" indica-se um mamifero, inclusive, mas néao
limitado a, um mamifero humano ou ndo-humano, tal como um
bovino equino, canino, ovino, ou felini. Incluidos nesta
definicdo estdo mamiferas gréavidas, no pds-parto e nio-

gravidas.

Por "essencialmente idéntica" indica-se uma sequéncia de
aminocacidos a qual difere somente por substitucdes de
aminoadcidos conservadoras, por exemplo, substituicdo de um
aminocacido por outro da mesma classe (por exemplo, valina

por glicina, arginina por lisina e etc.) ou por uma ou mais
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substituc¢des ndo-conservadoras, eliminac¢des ou insercdes
localizadas em posicdes da sequéncia de aminodcidos as
quais ndo destrdem a funcdo da proteina. Preferencialmente,
a sequéncia de aminoacidos €, no minimo, 70%, mais
preferencialmente, no minimo, cerca de 80% e ainda mais
preferencialmente, no minimo, cerca de 90% homdéloga a outra
sequéncia de aminoacidos. Métodos para determinar
identidade estdo disponiveis em programas de computador
publicamente disponiveis. Métodos de programa de computador
para determinar identidade entre duas sequéncias incluem,
mas ndo estdo limitados a, o pacote de programa GCG
(Devereux et al., Nucleic Acids Research 12: 387, 1984),
BLASTP, BLASTN e FASTA (Altschul et al., J. Mol. Biol.
215:403 (1990). Também pode ser utilizado o algoritmo de
Smith Waterman conhecido de modo geral para determinar
identidade. O programa BLAST estéd disponivel publicamente
na NCBI e noutras fontes (BLAST Manual, Altschul et al.,
NCBI NLM NIH, Bethesda, MD 20894; BLAST 2.0 em
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). Estes programas de

software combinam sequéncias semelhantes atribuindo graus
de semelhanca a véarias substituicdes eliminacdes e outras
modificacdes. Substituicdes conservadoras tipicamente
incluem substituicdes dentro dos seguintes grupos: glicina,
alanina; wvalina, isoleucina, leucina; &cido aspéartico,
acido glutamico, asparagina, glutamina; serina, treonina;

lisina, arginina; e fenilalanina, tirosina.

Por "sintomas de pré-eclémpsia" indica-se qualguer um dos
seguintes: (1) uma pressdo sanguinea sistdlica (BP) >140
mmHg e uma pressdo sanguinea diastdélica BP >90 mmHg depois
de 20 semanas de gestacdo, (2) novo inicio de proteintria
(1+ por dipstik na anadlise urinaria, >300mg de proteina
numa coleta de urina de 24 horas, ou proporcdo de
proteina/creatinina na urina aleatdéria >0,3) e (3)

resolucdo de hipertensdo e proteintria por volta de 12
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semanas apdés o parto. 0Os sintomas de pré-eclidmpsia também
podem incluir disfuncdo renal e endoteliose ou hipertrofia
glomerular. Por ‘"sintomas de eclampsia" indica-se o
desenvolvimento de qualquer um dos seguintes sintomas
devido a gravidez ou a influéncia de uma gravidez recente:
ataques, coma, trombocitopenia edema hepéatico edema

pulmonar e edema cerebral.

Por "quantidade terapéutica" indica-se uma quantidade que
quando administrada a uma paciente que esteja sofrendo de
pré-eclampsia ou eclémpsia ¢ suficiente para causar uma
reducdo qualitativa ou quantitativa nos sintomas de pré-
eclampsia ou eclampsia conforme aqui descrito. Uma
"quantidade terapéutica" também  pode significar uma
quantidade que gquando administrada a uma paciente gue
esteja sofrendo de pré-eclampsia ou eclampsia é suficiente
oara causar uma reducdo nos niveis de expressdo de sFlt-1

ou um aumento nos niveis de expressdo de VEGF ou PIlGF

conforme medido pelos testes aqui descritos.

Por "tratar" indica-se administrar um composto ou uma
composicéo farmacéutica para fins profildticos e/ou
terapéuticos. "Tratar doenga" ou usar para "tratamento
terapéutico" refere-se a administrar tratamento a uma
paciente que J& esteja sofrendo de uma doenca para melhorar
a condicdo da paciente. Preferencialmente, a paciente &
diagnosticada como sofrendo de pré-eclédmpsia ou eclémpsia
com base na identificacdo de gqualgquer um dos sintomas
caracteristicos descritos abaixo ou na aplicacdo dos
métodos diagndsticos aqui descritos. "Prevenir doenca”
refere-se a tratamento profildtico de uma paciente que
ainda ndo esteja doente, mas que seja suscetivel a, ou de
outro modo em risco de, desenvolver uma doenca em
particular. Preferencialmente uma paciente ¢é determinada

como estando em risco de desenvolver pré-eclampsia ou
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eclampsia utilizando 08 métodos diagndésticos aqui
descritos. Portanto, nas reivindicacbes e formas de
realizacdo, tratar é a administracdo a um mamifero ou para

fins terapéuticos ou profiléaticos.

Por "trofoblasto"” indica-se a camada de células
mesectodérmicas cobrindo o blastocisto que erode a mucosa
uterina e através da qual o embrido recebe nutricdo da mée;

as células contribuem para a formacdo da placenta.

Por "fator de <crescimento endotelial wvascular (VEGF)"
indica-se um fator de crescimento mamifero que ¢é homdlogo
ao fator de crescimento definido nas Patentes U.S. N°°
5.332.671; 5.240.848; 5.194.596; e Charnock-Jones et al.
(Biol. Reproduction, 48: 1120-1128, 1993) e tem atividade
biolbégica de VEGF. VEGE existe como um homodimero
glicosilado e inclui no minimo gquatro isoformas diferentes
alternativamente wunidas. A atividade bioldégica de VEGF
nativo inclui a promocdo do crescimento seletivo de células
endoteliais vasculares ou células endoteliais da veia
umbilical e inducéo de angiogénese. Conforme aqui
utilizado, VEGF inclui qualgquer membro ou isoforma da
familia de VEGF (por exemplo, VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-
D, VEGF-E, VEGF189, VEGF165, ou VEGF 121) .
Preferencialmente, VEGEF ¢é a isoforma VEGF121 ou VEGF165
(Tischer et al., J. Biol. Chem. 266, 11947-11954, 1991;
Neufed et al. Cancer Metastasis 15:153-158, 1996), a qual é
descrita nas Patentes U.S. N°°. 6.447.768; 5.219.739; e
5.194.596. Também sdo incluidas formas mutantes de VEGF,
tais como, a VEGE KDR-seletiva e VEGEF Flt-seletiva
descritas em Gille et al. (J. Biol. Chem. 276:3222-3230,
2001) . Embora seja preferencial VEGF humana, a invencdo néo

estd limitada a formas humanas e pode incluir outras formas
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animais de VEGF (por exemplo, camundongo, rato, cachorro,

ou frango).

Por "vetor" indica-se uma molécula de ADN, geralmente
derivada de um plasmideo ou Dbacteriéfago, na qual
fragmentos de ADN podem ser inseridos ou clonados. Um vetor
recombinante conterd um ou mais sitios Unicos de restricdo
e pode ser capaz de replicacdo autdnoma num organismo de
veiculo ou hospedeiro definido de tal modo que a sequéncia
clonada ¢ reprodutivel. Um vetor contém um promotor ligado
operavelmente a um gene ou regido codificante de tal modo
que, na transfeccdo para uma célula recetora, é expresso um

ARN.
Outras <caracteristicas e vantagens da invencdo serdo
evidentes a partir da seguinte descricdo das formas de

realizacédo preferenciais da mesma e das reivindicacdes.

Descricdo Resumida dos Desenhos

A Figura 1 mostra expressdo de ARNm e de proteina sFlt-1 na
pré-eclampsia. A Figura 1A mostra expressdo de ARNm de
sFlt-1 placentédrio de trés pacientes com pré-eclampsia (P1,
P2, P3) e trés mulheres gravidas normotensas a termo (NI,
N2, N3) conforme determinado por meio de analise Northern
blot. A maior banda (7,5 kb) é o ARNm flt-1 de comprimento
total e a menor banda e mais abundante (3,4 kb) & o ARNm de
sFlt-1 alternativamente unido. GAPDH ¢ incluido como um
controlo e a ponta da seta indica ARN 28S. As pacientes Pl
e P2 tinham pré-eclémpsia severa, ao passo que a paciente
P3 tinha pré-eclémpsia leve. A Figura 1B ¢ um grafico que
mostra os niveis de sFlt-1 no soro de pacientes com pré-
ecléampsia leve (PE leve), pacientes com pré-eclampsia

severa (PE severa) e mulheres gravidas normotensas a termo
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(normal). Os niveis de sFlt-1 foram medidos por um ELISA
realizado para sFlt-1 utilizando um kit disponivel
comercialmente (R & D Systems, Minneapolis, MN). Pacientes
com partos pré-termo por outros motivos (pré-termo) foram
incluidas como controlos adicionais para excluir alteracdes
especificas da idade de gestacdo. O nuUmero de pacientes
testadas ¢é apresentado entre parénteses no eixo X. Foram
colhidas amostras antes do parto (t=0) e 48 horas depois do
parto (t=48). A Figura 1C é um grafico mostrando proporcdes
do indice anti-angiogénese (PAAI=sFlt-1/(VEGF + PIGF))
proporcdes por ocasido do parto (t=0) conforme determinado

por ELISA para todas as pacientes descritas na Figura 1B.

As Figuras 2A-2F s&do fotomicrografias mostrando o efeito
antiangiogénico do excesso de sFlt-1 na pré-eclampsia.
Foram realizados testes de tubo endotelial utilizando soro
de quatro controlos de gravidas normais e gquatro pacientes
com pré-eclémpsia. E mostrada uma experiéncia
representativa de uma paciente controlo normal e uma
paciente com pré-ecldmpsia. As Figuras 2A, 2B e 2C mostram
testes realizados utilizando soro de uma paciente normal
enquanto as Figuras 2D, 2E e 2F mostram testes realizados
utilizando soro de uma paciente com pré-ecléampsia. Na
Figura 2A, t=0 (10% do soro de uma mulher gravida normal a
termo); na Figura 2B, t=48 (10% do soro de mulher gravida
normal 48 horas depois do parto); na Figura 2C, t=0 + sFlt-
1 exdégeno (10 ng/mL); na Figura 2D, t=0 (10% do soro de
mulher pré-eclamptica antes do parto); na Figura 2E, t=48
(10% do soro de mulher pré-eclémptica 48 horas depois do
parto); e na Figura 2F, t=0 + VEGF exdbégeno (10 ng/mL) +
PIGF (10 ng/mL). O teste de tubo foi quantificado e o
comprimento médio do tubo +/- SEM ¢é apresentado em pixeis

na parte de baixo de cada painel.
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As Figuras 3A e 3B sdo graficos mostrando que a inibicdo de
VEGEF e PlGF induziu vasodilatacdo de microvasos renais por
sFlt-1. A Figura 3A mostra gue o aumento nas reacgbes de
relaxamento de arteriolas renais de rato para sFlt-1 (S),
VEGE (V), PI1GEF (P) foi medida em trés doses diferentes. V+
e P+ representam reacdes vasodilatadoras dos reagentes
individuais na presenca de sFlt-1 a 100 ng/mL. Todas as
experiéncias foram realizadas em 6 microvasos renais de
ratos dissecados diferentes e os dados sdo apresentados
como média +/- SEM. O * representa a importéncia
estatistica com p<0,01 comparados com reagentes individuais
somente. A Figura 3B mostra o aumento nas reagdes de
relaxamento em doses fisioldgicas: VEGF 100 pg/mL (V), PI1GF
500 pg/mL (P), sFlt-1 10 ng/mL (S), VEGF (100 pg/mL) + PIlGF
500 pg/mL (V +P) ou VEGEF (100 pg/mL) + PI1GF 500 pg/mL +
sFlt-1 10 ng/mL (V + P + S). Todas as experiéncias foram
realizadas em 6 microvasos renais de ratos dissecados
diferentes e o0s dados sdo apresentados como média +/- SEM.
O * representa a importédncia estatistica com p<0,05

comparados com V+P.

As Figuras 4A e 4B mostram inducdo por sFlt-1 de
endoteliose glomerular. A Figura 4A é uma fotomicrografia
mostrando tingimento com hematoxilina e eosina (H & E) numa
oclusdo capilar nos animais tratados com sFlt-1 com
glomérulos dilatados e citoplasma inchado comparados com
controlos. "Endoteliose glomerular" com citoplasma bolhoso
¢ mostrada nos animais tratados com sFlt-1 em tintura com
schiff de &acido peridbdico (PAS). Todas as fotografias de
microscopia o6tica foram tiradas a 60X, ampliacdo original.
A Figura 4B é uma micrografia eletrdnica de glomérulos
tratados com sFlt-1 que confirma o) crescimento
citoplasméatico das células endocapilares. A
imunofluorescéncia (IF) para fotografias de fibrina foram

tiradas a 40X e as fotografias de EM foram tiradas a 2400X,
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ampliacdo original. Todas as figuras foram reproduzidas em

ampliacdes idénticas.

As Figuras 5A-5C mostram os niveis de sFlt-1 medidos antes
e depois do inicio da pré-eclémpsia por idade de gestacéo.
A Figura 5A é um grafico mostrando as concentracdes séricas
médias em pg/mL para pacientes controlos normotensas (linha
mais clara com tridngulos abertos), casos antes da pré-
eclampsia (circulos cheios) e casos depois da pré-eclémpsia
- amostras de "desfecho" - (quadrados cheios) dentro de
janelas de 4-5 semanas de idade de gestacdo antes do inicio
do trabalho de parto. 0Os parénteses indicam erro padrédo da
média. Asteristicos indicam diferencas significantes com
respeito a amostras de controlo dentro da mesma janela de
idade de gestacdo depois de transformacdo logaritmica:
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. A Figura 5B é um grafico
mostrando as concentracdes séricas médias de sFltl em pg/mL
para casos antes e depois do inicio da pré-ecléampsia dentro
de intervalos de semanas antes da pré-eclampsia. PE indica
a média aritmética de 43 amostas de desfecho (obtidas em ou
apdés o inicio da pré-ecléampsia). A idade de gestacdo média
(em dias) ¢ indicada dentro de parénteses abaixo de cada
intervalo de tempo. A linha horizontal indica o nivel nas
amostras de desfecho. As linhas verticais demarcam o
periodo <5 semanas antes da pré-eclampsia. A Figura 5C é um
grafico mostrando as concentracdes séricas médias de sFlt-1
em pg/mL por Janelas de idade de gestacdo para pacientes
controlos normotensas e casos antes da pré-eclampsia,
depois excluindo amostras obtidas dentro de 5 semanas do

inicio da pré-eclampsia. Ndo ha diferencas importantes.

As Figuras 6A-6C mostram os niveis de PIlGF antes e depois
da pré-eclémpsia por idade de gestacdo. A Figura 6A & um
grafico mostrando os niveis de PIGF em todas as amostras

obtidas antes do trabalho de parto e do parto. Os
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parénteses indicam erro padrdo da média. Asteriscos indicam
diferencas significativas com respeito a amostras de
controlo dentro do mesmo intervalo depois de transformacéo
logaritmica: **p<0,01, ***p<0,001. A Figura 6B é um grafico
mostrando as concentracdes séricas médias de PIGF em pg/mL
para casos antes e depois do inicio da pré-ecléampsia dentro
de intervalos de semanas antes da pré-eclampsia. PE indica
a média aritmética de 43 amostras de desfecho (obtidas em
ou depois do inicio da pré-ecldmpsia). A idade média
gestacional (em dias) ¢ indicada dentro de parénteses
abaixo de cada intervalo de tempo. A linha horizontal
indica o nivel nas amostras de desfecho. As linhas
verticais demarcam o periodo <5 semanas antes da pré-
ecléampsia. A Figura 6C ¢é um grafico mostrando as
concentracdes séricas médias de PIGF em pg/mL por janelas
de idade de gestacdo para pacientes controlos normotensas e

casos de inicio da pré-ecléampsia.

As Figuras 7A e 7B mostram os niveis de sFlt-1 e PIGF por
condicdo pré-eclampsia e severidade. A Figura 7A é um
grafico mostrando a média aritmética das concentracdes
séricas de sFlt-1 (barras pretas) e PlIGF (barras brancas)
em 23-32 semanas de gestacdo em controlos e casos (antes do
inicio da doenca clinica) com pré-eclampsia leve, pré-
eclampsia severa, pré-eclémpsia com inicio <37 semanas,
pré-eclampsia com um bebé pequeno para a idade de gestacédo
(SGA) e pré-eclampsia com inicio <34 semanas. O0s numeros
das amostras sdo registrados abaixo de cada par de colunas.
0O ajuste para a idade de gestacdo e indice de massa
corporal resultou em alteracdes menores sem nenhum efeito
sobre o nivel de significdncia. A Figura 7B é um grafico
que mostra a média aritmética das concentracdes séricas de
sFlt-1 (barras pretas) e PIGF (barras brancas) em 33-41
semanas de gestacdo em controlos e casos (antes do inicio

da doenca clinica) com pré-eclémpsia leve, pré-eclampsia
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severa, pré-eclampsia com inicio <37 semanas e pré-
eclampsia com um bebé pequeno para a idade de gestacdo. Os
nimeros das amostras sdo registrados abaixo de cada par de
colunas. O ajuste para a idade de gestacdo e o indice de
massa corporal resultou em alteracdes menores sem nenhum

efeito sobre o nivel de significéncia.

Descricdo Detalhada

Foi descoberto que os niveis de sFlt-1 estdo elevados em
amostras de soro sanguineo tiradas de mulheres pré-
eclampticas. sFlt-1 1liga-se a VEGF e PIGF com alta
afinidade e bloqueia a atividade mitogénica e angiogénica
destes fatores do crescimento. Deste modo, sFlt-1 é um
excelente marcador de diagndéstico para a pré-eclampsia e

VEGF e P1GF podem ser utilizados para tratar pré-eclampsia.

Além disso, descobrimos agentes terapéuticos que interferem
com a ligacdo de sFlt-1 a VEGF ou PlGF purificado, ou
agentes que aumentam os niveis de VEGF ou P1GF
biologicamente ativos, podem ser utilizados para tratar ou
prevenir pré-eclampsia ou eclémpsia numa paciente. Os
agentes referidos incluem, mas ndo estdo limitados a,
anticorpos para sFlt-1, oligonucleotideos para anti-sentido
ou ARNi que reduzem os niveis de sFlt-1, compostos que
aumentam os niveis de VEGFE ou PlGF e pequenas moléculas que
ligam-se a sFlt-1 e bloqueiam o local de ligacdo do fator
de crescimento. A invencdo também se caracteriza por
métodos para a medigcdo dos niveis de fatores do
crescimento; 0s métodos podem ser utilizados como
ferramentas diagndésticas para detecdo precoce de pré-
eclampsia ou um aumento do risco para desenvolver pré-

ecléampsia ou eclampsia.
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Apesar da descricdo detalhada aqui apresentada se referir
especificamente a sFlt-1, VEGF, ou PlGF, serd evidente para
um perito na especialidade que a descricdo detalhada também
pode ser aplicada a membros das familias de sFlt-1, VEGF,
ou PIlGF, isoformas e/ou variantes e a fatores do
crescimento que seja demostrado que ligam-se a sFlt-1. Os
exemplos seguintes sdo para fins de ilustracdo da invencéo

e ndo devem ser considerados como limitativos.

Exemplo 1.

Aumento dos niveis de proteina e ARNm de sFlt-1 em mulheres

gravidas com pré-eclampsia

Numa tentativa de identificacdo de novos fatores secretados
que desempenham um papel patoldgico na pré-ecléampsia, foi
realizado o perfil da expressdo genética de tecido
placentdrio de mulheres com e sem pré-eclémpsia utilizando
microarray chips Affymetrix U95A. Foili descoberto que o gene
para sFlt-1 estava regulado para cima em mulheres com pré-

eclampsia.

De modo a confirmar a regulacdo para cima de sFlt-1 na pré-
eclémpsia, foram realizados Northern blots para analisar os
niveis placentdrios de ARNm de sFlt-1 (Figura 1A) e testes
ELISA para medir os niveis séricos de proteina sFlt-1
(Figure 1B) em mulheres gréavidas pré-eclémpticas comparadas
com mulheres gréavidas normotensas. A pré-eclampsia foi
definida como (1) uma pressdo sanguinea sistdlica (BP) >140
mm Hg e uma pressdo sanguinea diastdlica >90 mm Hg depois
20 semanas de gestacdo, (2) novo inicio de proteintria (1+
por dipstik na andlise urinadria, >300mg de proteina numa
coleta de wurina de 24 horas, ou proporcdo urinaria
aleatéria de proteina/creatinina >0,3 e (3) resolucdo da

hipertensdo e da proteintria por volta de 12 semanas pds-—
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parto. Pacientes com hipertensdo subjacente, proteintria,
ou doenga renal foram excluidas. As pacientes foram
divididas em pré-eclédmpsia leve e severa com base na
presenca ou na auséncia de proteintria de alcance nefritico
(>3g de proteina numa coleta de wurina de 24 horas ou
proporcdo urindria de proteina/creatinina maior do que
3,0). As proporcgdes urindrias médias de proteina/creatinina
no grupo com pré-eclampsia leve foram de 0,94 +/- 0,2 e no
grupo com pré-eclédmpsia severa foram de 7,8 +/- 2,1. As
idades gestacionais médias dos varios grupos foram como se
segue: normal 38,8 +/-0,2 semanas, pré-eclampsia leve 34
+/- 1,2 semanas, pré-eclampsia severa 31,3 +/-0,6 semanas e
pré-termo 29,5 +/- 2,0 semanas. Foram obtidas amostras
placentdrias imediatamente depois do parto. Foram colhidas
quatro amostras aleatdérias de cada placenta, dispostas na
solucdo de estabilizacdo ARNlater (Ambion, Austin, TX) e
armazenadas a -70° C. Foi realizado isolamento de ARN

utilizando Qiagen ARNeasy Maxi Kit (Qiagen, Valencia, CA).

Foi detetado um aumento tanto no ARNm de sFlt-1 placentério
quanto na proteina gsFlt-1 do soro materno em mulheres
gravidas pré-eclémpticas comparadas com mulheres grévidas
normotensas. O nivel sérico médio de sFlt-1 foi quase
quatro vezes maior nas pacientes com pré-eclémpsia severa
comparadas com mulheres gravidas de controlo normal. Para
excluir a possibilidade de que este efeito seja devido a
idade de gestacdo precoce dos casos de pré-eclampsia, foram
medidos o©0s niveis de sFlt-1 em mulheres normotensas
combinando as idades gestacionais que tiveram ©parto
prematuramente por outras razdes (idades gestacionais 23-36
semanas) e ndo foi descoberta diferenca significante neste
grupo comparado com gravidezes a termo de normotensas. As
sondas utilizadas para Northern blots foram obtidas por PCR

e incluiram um fragmento de 500 bp na regido codificante de
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ADNc de flt-1 humano pUC 118 e um ADNc de GAPDH que foi

utilizado como controlo de normalizacédo.

Na gravidez normal ha um equilibrio entre fatores prédé- e
antiangiogénicos secretados pela placenta que é necessario
para desenvolvimento placentdrio adequado. Foi sugerida a
hipbdétese de que na pré-eclémpsia, o aumento da producdo de
sFlt-1 e diminuicdo da producdo de VEGEF e PIGF muda o
equilibrio em favor da anti-angiogénese. Para tratar da
atividade antiangiogénica pura foram medidos os niveis
séricos de VEGF e PIGF e foi descoberto que os niveis
séricos de PIGF e VEGE foram menores em pacientes com pré-
eclampsia comparadas com pacientes de controlo normal (P1GF
médio, 235,3 +/- 45,3 pg/mL versus 464 +/- 116,6 pg/mL)
conforme foi descrito (Tidwell et al., Am. J. Obstet.
Gynecol., 184:1267-1272, 2001). Quando foram incorporados
os niveis de sFlt-1, VEGF e PI1GF num indice
antiangiogénico, ou PAAI, como um indicador da atividade
antiangiogénica pura, foi descoberto que poderia claramente
separar as pacientes pré-eclémpticas das normais e que O
PAATI parecia se correlacionar com a gravidade da pré-
eclampsia (Figura 1C). Este PAAI pode ser utilizado como
ferramenta diagndéstica para a detecdo de pré-eclédmpsia em

mulheres gréavidas.

Exemplo 2.

Soro de mulheres com pré-ecldmpsia inibe a angiogénese num

teste de tubo endotelial in vitro

Foi sugerido a hipdétese de que o excesso de sFlt-1
circulante em pacientes com pré-eclampsia causa disfuncéo
endotelial e leva a um estado antiangiogénico. Para
tratarmos disto, foi utilizado um teste de tubo endotelial

como um modelo in vitro de angiogénese. Matrigel reduzido
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com fator de crescimento (7 mg/mL, Collaborative Biomedical
Products, Bedford, MA) foi colocado em cavidades (100
nl/cavidade) de uma ladmina de cultura de células de 48
cavidades pré-gelada e incubado a 37° C por 25-30 minutos
para permitir polimerizacdo. Células endoteliais da veia
umbilical humana (30.000 + em 300 pl de meio Dbasal
endotelial sem soro, Clonetics, Walkersville, MD) em
passagens 3-5 foram tratadas com 10% de soro da paciente,
laminadas sobre as células revestidas com Matrigel e
incubadas a 37° C por 12-16 horas. A formacdo do tubo foi
em seguida avaliada através de um microscédépio de contraste
de fase invertida a 4X (Nikon Corporation, Tokyo, Japédo) e
analisada quantitativamente (4drea do tubo e comprimento
total) wutilizando o programa de andlise do estudo por

imagens Simple PCI.

As condic¢des do teste de formacdo do tubo foram ajustadas
de modo que células endoteliais da wveia umbilical humana
normal formam tubos somente na presenca de fatores do
crescimento exdgenos, tais como, VEGFEF. Sob estas condicdes,
foi descoberto que enquanto o soro de mulheres normotensas
induziu células endoteliais a formarem estruturas
semelhantes a tubos regulares, o soro de mulheres com pré-
eclampsia inibiu a formacéao de tubo (Figura 2).
Notavelmente, por volta de 48 horas pdés-parto este efeito
antiangiogénico tinha desaparecido sugerindo gque a inibicédo
dos tubos mencionados com o soro de pacientes com pré-
eclédmpsia foi provavelmente devida a um fator circulante
liberado pela placenta. Quando sFlt-1 foi adicionado ao
soro de pacientes normotensas em doses semelhantes as
encontradas em pacientes com pré-eclampsia, ndo ocorreu a
formacdo de tubo, semulando os efeitos vistos com o soro de
mulheres pré-eclémpticas. Quando VEGF e PIGF exdgenos foram
adicionados ao teste utilizando soro de pacientes pré-

eclédmpticas, foi restaurada a formacédo de tubo (Figura 2).
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Foram utilizados para estes testes VEGF humano
recombinante, P1GF humano e Flt-1Fc humano. Estes
resultados sugeriram que as propriedades antiangiogénicas
do soro pré-eclamptico foram devidas ao antagonismo de VEGF
e PIGF por sFlt-1 enddgeno. Estes resultados também
sugeriram que a adicdo de VEGF e/ou PlGF purificados pode
reverter ou reduzir a condicdo pré-eclamptica e pode ser

utilizada terapeuticamente.

Exemplo 3.

sFlt-1 inibe a vasodilatacdo de microvasos renais induzida

por VEGF e PI1GF

O papel causal de sFlt-1 na vasoconstricdo foi determinado
utilizando um ensaio de reatividade microvascular in vitro.
Foram feitos ensaios de reatividade microvascular conforme
descrito previamente utilizando microvasos renais de rato
(Sato et al., J. Surg. Res., 90:138-143, 2000). Microvasos
da artéria renal (70-170 um de didmetro interno) foram
dissecados de rins de rato utilizando um microscépio de
disseccdo de 10x a 60x (Olympus Optical, Tokyo, Japdo). Os
microvasos foram colocados numa camara de microvasos
isolada, canulada com micropipetas de vidro duplas medindo
30-60 um de didmetro e fixada com uma sutura de
monofilamento de nylon 10-0 (Ethicon, Somerville, NJ).
Solucdo tampdo de Krebs oxigenadca (95% de oxigénio e 5% de
dibéxido de carbono) aquecida a 37° C foi <circulada
continuamente através da camara de vasos e um reservatdrio
contendo um total de 100 ml da solucdo. Os vasos foram
pressurizados a 40 mm Hg num estado ndo-escoavel utilizando
um mandmetro de burette enchido com uma solucdo tampdo de
Krebs. Com um microscédépio invertido (40x a 200x; Olympus
CK2, Olympus Optical) conetado a cémera de video, a imagem

dos vasos foi projetada num monitor de televisdo preto e
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branco. Um analisador dimensional eletrénico (Living System
Instrumentation, Burlington, VT) foi utilizado para medir o
didmetro da luz interna. As medicgdes foram registradas com
um gravador de diagrama de fita (Graphtec, Irvine, CA). Os
vasos foram deixados em banho dentro da camara de
microvasos por, no minimo, 30 minutos antes de qualquer
intervencdo. Em todos o0s grupos experimentais, as reacdes
de relaxamento dos microvasos renais foram examinadas
depois da pré-contracdo dos microvados com U46619 (agonista
de tromboxano) para 40-60% de seu didmetro basal numa
pressdo de distensdo de 40 mm Hg. Uma vez que foi atingido
o estado estaciondrio, foram examinadas as reacdes a varios
reagentes tais como VEGF, PIGF e sFlt-1. Foram utilizados
para estes testes VEGF de rato recombinante, PIGEF de
camundongo e Flt-1Fc de camundongo. Todos os farmacos foram
aplicados extraluminalmente. As medicbes foram feitas
quando a reacdo tinha estabilizado (geralmente 2-3 minutos
depois do féarmaco ter sido administrado). Uma a quatro
intervencdes foram realizadas em cada vaso. 0Os vasos foram
lavados com uma solucdo tampdo de Krebs e deixados para
equilibrar numa solucdo tampdo de Krebs livre de férmacos

por 20-30 minutos entre as intervencdes.

Foi descoberto que sFlt-1 sozinho ndo causa vasoconstricédo
significante, no entanto bloqueou o aumento, responsivo ao
fadrmaco, na vasodilatacdo induzida por VEGF ou PI1GF (Figura
3A). Além disso, foi descoberto que VEGEF e PIGF em niveis
fisioldgicos wvistos na gravidez, induziram importante
relaxamento arteriolar dose-dependente e que este efeito
foi blogueado pela adicdo de 10 ng/mL de sFlt-1, uma
concentracdo observada em mulheres gravemente pré-
eclampticas (Figura 3B). Este resultado sugeriu que sFlt-1
circulante em pacientes com pré-eclampsia pode antagonizar
vasorrelaxamento, deste modo contribuindo para a

hipertensdo. Estes resultados corroboram a conclusdo de que
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sFlt-1 ¢é responsdvel por muitos dos sintomas clinicos e
patoldégicos da pré-eclampsia, inclusive hipertensdo. A
inibicdo de sFlt-1, através do uso de anticorpos dirigidos,
por exemplo, poderia reverter os efeitos da proteina em
mulheres pré-eclédmpticas e os inibidores de sFlt-1
referidos poderiam potencialmente ser utilizados como um

agente terapéutico.

Exemplo 4.

Efeitos de sFlt-1 num modelo animal de pré-eclémpsia

Com base nos resultados acima, foi sugerido a hipdbdtese de
que a adicdo de sFlt-1 exdgeno produziria hipertensdo e
proteintria num modelo animal. Foi demonstrado que
adenovirus expressando sFlt-1 produzem niveis de sFlt-1
sistémicos sustentados associados com importante atividade
anti-tumoral (Kuo et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
98:4605-4610, 2001) . Este adenovirus recombinante
codificando sFlt-1 murino foi injetado na veia da cauda de
ratas Sprague-Dawley no dia 8-9 da gestacdo. Adenovirus
codificando Fc murino e sFlkl-Fc (proteina de fusdo de 1
ectodominio Flkl recetor de VEGF de camundongo e proteina
Fc) em doses equivalentes foram utilizados como controlos.
Foi demonstrado que Flkl liga-se a VEGF, mas ndo PIlGF.
Deste modo, sFlk-1Fc foi escolhido como um controlo para
ajudar a discriminar entre a atividade anti-VEGF e a anti-

PIGEF de sFltl.

Tanto as ratas Sprague-Dawley gravidas quanto as né&o
gravidas foram injetadas com 1 x 10° pfu de Ad Fc, Ad sFlt-
1, ou Ad sFlk-1Fc por meio de injecdes na veia da cauda.
Estes adenovirus foram descritos previamente (Kuo et al.,
supra) e foram produzidos no Harvard Vector  Core

Laboratory. Ratas foram injetadas com os adenovirus no dia



44

8-9 da gravidez (inicio do segundo trimestre) e foi medida
a pressdo sanguinea no dia 16-17 da gravidez (inicio do
terceiro trimestre). Em animais ndo gravidas, as pressdes
sanguineas foram medidas no dia 8 depois da injecdo dos
adenovirus. As pressdes sanguineas foram medidas nas ratas
depois de anestesia com sédio pentobarbital (60 mg/kg,
i.p.). A artéria cardtida foi isolada e canulada com um
cateter microtip 3-Fr de alta fidelidade conetado a um
transdutor de pressdo (Millar Instruments, Houston, TX). O
cateter Millar Mikro-Tip foi introduzido dentro da artéria
para registrar a pressdo sanguinea. A pressdo sanguinea e a
frequéncia cardiaca foram registradas por gravador de
diagrama de fita (modelo 56-1X 40-006158, Gould Instrument
Systems, Cleveland, OH) e foi feita a média durante um
periodo de 10 minutos. Em seguida foram obtidas amostras de
sangue, tecido e wurina antes da eutanasia. A albumina
urinadria foi medida por dipstick padrdo e quantificada por
imunocensaio ligado a enzima competitivo (ELISA) conforme
foi descrito (Cohen et al., Kidney Intl., 45: 1673-1679,
1994). A creatinina urinédria foi medida por um kit de
procedimento colorimétrico com &cido picrico (Sigma, St.
Louis, MO) . Foram medidas as pressdes sanguineas
intrarteriais no inicio do terceiro trimestre da gestacéo
para simular a patologia natural da pré-eclémpsia. Estes
ensaios também foram realizados em ratos fémeas néo
gradivas Sprague-Dawley para determinar se os efeitos de
sFlt-1 é direto ou indireto através de seus efeitos sobre a
placenta. Foi confirmado por meio de andlise Western blot
que o0s niveis sistémicos de sFlt-1 no dia da medicédo da
pressdo sanguinea estavam dentro do alcance de 25-350 ng/mL
nos varios animais tratados com sFlt-1 no dia das medicdes
da pressdo sanguinea. A pressdo sanguinea e a proteintria
nos diferentes grupos experimentais é apresentada na Tabela
1.
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Tabela 1. Pressdo Sanguinea e Proteintria em Ratas

N MAP (mmHg) Proporcdo de alb:cr

na urina

Fc (P) 5 75,6 = 11,1 62 t 21

sFlt-1 (P) 4 109,0 £ 19, 3* 6923 + 658%*

sFlk-1Fc (P) 4 72,8 = 14,7 50 = 32

Fc (NP) 5 89,3 £ 5,7 138 = 78

SF1t-1 (NP) 6 117,9 £ 12, 9% 12947 + 2776%

SFlk-1Fc (NP) |4 137,3 £+ 2,3%* 2269 t 669%

Ratas gravidas (P) e néao gravidas (NP) foram
administradas com adenovirus expressando proteina Fc
(controlo), sFlt-1, ou gsFlk-1Fc. A pressdo sanguinea
arterial média (MAP = diastdélica + 1/3 da pressao
diferencial em mmHg) + S.E.M e proporcgdo de albumina:Cr
na urina (mg de albumina por grama de creatinina) =
S.E.M foram medidas oito dias depois, correspondendo ao
terceiro trimestre inicial nas ratas gréavidas. N = o
numero de animais em cada grupo experimental. O

representa impotdncia estatistica com p< 0,01 gquando

comparado com o grupo de controlo (Fc).

Ratas gréavidas tratadas com sFlt-1 tiveram uma importante
hipertensdo e albumintria em faixa nefrdética comparadas com
controlos com Fc. Ratas ndo gravidas administradas com
sFltl também desenvolverm hipertensdo e proteintria.
Notavelmente, as ratas ndo gravidas tratadas com sFlk-Fc
desenvolveram hipertensdo e proteintria, ao passo que as
ratas gréavidas tratadas com sFlk-Fc ndo desenvolveram.
Portanto, na gravidez, o antagonismo de VEGF sozinho ¢é
insuficiente para produzir pré-eclampsia, possivelmente
devido a presenca de altos niveis de PIGF. No estado néo

gravido, onde PIGF estéd virtualmente ausente, o antagonismo
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de VEGF sozinho ¢é suficiente para romper o equilibrio
pré/antiangiogénico e produzir patologias renais
semelhantes as associadas com a pré-eclédmpsia. Varias
técnicas de tingimento foram utilizadas para examinar a
lesdo renal que foi observada em todas as ratas tratadas
com sFlt-1 (Figura 4). Os rins colhidos das ratas foram
fixados em solucdo de Bouin, secionados e corados com
pigmentos de H&E e PAS. Para microscopia electrébdnica, o
tecido renal foi fixado em glutaraldeido embutido em
mistura de araldite-epon e secdes renais ultrafinas (1 um)
foram cortadas, coradas com azul de Tolueno e avaliadas
utilizando um Zeiss EM 10 em varias ampliacdes. Foi feita
imunofluorescéncia para depdsitos de fibrina dentro dos
glomérulos wutilizando anticorpo policlonal anti-fibrina
(ICN, Suica). Endoteliose glomerular difusa e global foi a
lesdo renal observada universalmente nas ratas tratadas com
sFlt-1. Foi detetado dilatacdo glomerular com oclusdo das
alcas capilares por inchamento e hipertrofia das células
endocapilares. Foram vistas numerosas goticulas de
ressorcdo de proteinas evidentes nas células epiteliais
glomerulares. N&ao foi observada glomerulosclerose
segmentar. Foram vistos "contornos duplos"™ isolados e
deposicdo focal de fibrina dentro dos glomérulos. Este
achado de deposicdo de fibrina na auséncia de interposicéo
mesangial importante ¢é similar ao que foi descrito como
tipico do estidgio pré-parto da doenca humana (Kincaid-
Smith, Am. J. Kidney Dis., 17:144-148, 1991).
Imunofluorescéncia para fibrina apresentou focos de
deposicdo de fibrina dentro dos glomérulos de animais
tratados com sFlt-1 mas ndo de animais tratados com Fc. As
ratas ndo gréavidas tratadas com sFlkl desenvolveram a mesma
lesdo. De facto, gquando sFlkl foi wutilizado nos mesmos
niveis que sFlt-1, a lesdo renal foi mais grave nas ratas
ndo gréavidas, uma vez que h& menos moléculas pro-

angiogénicas circulantes para o sFlt-1 antagonizar. Estes
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resultados sugeriram que elevados niveis de sFlt-1 podem
ser responsédveis pela endoteliose glomerular associada com
a pré-eclampsia, mas que este efeito foi independente da
placenta uma vez dque as alteracdes glomerulares foram
detetadas em ratos ndo gravidas bem como gravidas. Estes
resultados também sugeriram que o antagonismo tanto de VEGFEF
quanto de PIGF é importante na patologia da pré-eclémpsia,
uma vez que ocorreram hipertensdo e proteintria em
camundongos ndo gravidas tratados com sFlk-1 mas ndo em
camundongos gravidas tratados com sFlk-1 onde os niveis de

P1GF estdo elevados.

0O modelo animal aqui criado pode ser utilizado como um
modelo experimental para testar novos compostos
terapéuticos. Tanto a eficédcia de compostos terapéuticos
potenciais quanto a farmacologia e a toxicidade podem ser

estudadas utilizando este modelo animal.

Exemplo 5.

Efeitos de sFlt-1 num modelo animal de eclampsia

Ratas gréavidas no inicio de seu segundo trimestre de
gestacdo sdo injetadas com sFlt-1 exdgeno. As ratas séo
entdo monitoradas e testadas durante o 1inicio de seu
terceiro trimestre para o desenvolvimento de eclampsia. Os
testes utilizados para detecdo de eclampsia podem incluir
MRI dos cérebros das ratas para o desenvolvimento de edema,
EEG dos cérebros das ratas para o desenvolvimento de
ataques e histologia dos cérebros das ratas para determinar
se ocorreu lesdo endotelial ao longo da barreira sanguinea
cerebral e do plexo cordide utilizando marcadores

endoteliais especificos.

O modelo animal aqui criado pode ser utilizado como um

modelo experimental para testar novos compostos
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terapéuticos. Tanto a eficdcia de compostos terapéuticos
potenciais quanto a farmacologia e a toxicidade podem ser

estudadas utilizando este modelo animal.

Exemplo 6:

Proporcdo de PlGF/creatinina na urina para o diagndstico de

pré-eclampsia

Foram obtidas amostras de urina de 10 mulheres as 16
semanas de gestacdo (cinco normais, quatro pré-eclémpticas
leves e uma pré-eclamptica severa). Estas amostras foram
fornecidas pelo Dr. Ravi Thadhani no Hospital Geral de
Massachusetts. As proporcgdes médias de PlGF/creatinina
livres urinérias (pg de PlGF por mg de creatinina) para as
mulheres gravidas normais foram de 78 +/- 10,7 e para as
quatro pré-eclampticas leves foram de 33 +/- 5,0 e para a
paciente pré-ecléamptica severa foi de 17. Deste modo, uma
alteracdo na proporcdo de PIGF para creatinina na urina é
util como um indicador diagndstico para pré-eclampsia numa

paciente.

ExemElo 7:

Niveis de proteina sFlt-1 e PIGF como um indicador de

diagnbéstico de pré-eclampsia e eclampsia em mulheres

Para este estudo foram utilizadas amostras arquivadas
do estudo de Célcio para Prevencdo de Pré-eclampsia de modo
a analisar os padrdes gestacionais de sFlt-1 circulante,
P1GF livre e VEGF livre em gestacdes normotensas e pré-
eclampticas. Calcium for Pre-eclampsia Prevention, ou CPEP,
foi um estudo <clinico duplo-cego aleatdério conduzido
durante 1992-1995 para avaliar os efeitos da suplementacédo
didria com 2 g de célcio elemental ou placebo sobre a

incidéncia e a gravidade da pré-eclampsia (Levine et al.,
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N. Engl. J. Med. 377:69-76, 1997; Levine et al., Control
Clin. Trials 17:442-469, 1990) . Mulheres nuliparas
saudédveis com gestacdes Unicas foram registradas entre 13 e
21 semanas de gestacédo em cinco centros médicos
participantes dos Estados Unidos e acompanhadas até 24
horas pébs-parto utilizando um protocolo comum e formas
idénticas de <coleta de dados. No registro, todas as
participantes do CPEP tinham pressdo sanguinea < 135/85 mm
Hg e nenhuma tinha disfuncdo renal ou proteintria. A idade
de gestacdo foi determinada através de exame de ultrassom.
Foram obtidas amostras de soro das participantes antes do
registro no estudo (13-21 semanas), as 26-29 semanas, as 36
semanas caso ainda gravida e quando foram observadas
hipertensdo ou proteintria. "Amostras de desfecho" foram
amostras obtidas em ou depois do inicio dos sinais e
sintomas de pré-eclédmpsia, mas antes do trabalho de parto e
do parto conforme descrito (Levine et al., 1996, supra).
Foram obtidas amostras de sangue arquivadas do estudo CPEP

através de colaboracdo com o Dr. Richard Levine no NIH.

Participantes

Foram selecionados pacientes tendo completa informacdo do
prognbéstico, amostras de soro obtidas em <22 semanas e um
bebé do sexo masculino nascido vivo. De 4.589 participantes
do CPEP, foram excluidos 253 perdidos durante o seguimento,
21 cuja gravidez havia encerrado antes de 20 semanas, 13 em
que faltavam dados do progndéstico materno ou perinatal, 4
sem histéria de fumar, 9 com hipertensdo ndo verificada por
equipes de revisdo de quadro e 32 outras com natimortos,
deixando 4.257 mulheres com informacdes adequadas e bebés
vivos. Entre estas 2.156 tiveram bebés do sexo masculino.
Depois de excluir uma mulher cujo bebé teve uma

anormalidade cromossdmica, 381 com hipertensdo gestacional
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e 43 numa amostra de soro basal, restaram 1.731 mulheres.
Destas, 175 desenvolveram pré-eclampsia e 1.556

permaneceram normotensas durante toda a gravidez.

Como a suplementacdo de calcio ndo teve nenhum efeito sobre
o risco e a gravidade da pré-eclémpsia e ndo foi
relacionada com as concentracdes de moléculas pré- e
antiangiogénicas, 0s casos e o0s controlos foram escolhidos
independentemente do tratamento do CPEP. Para cada caso de
pré-eclampsia foi selecionada uma normotensa de controlo,
combinada por local de registro, idade de gestacdo na
coleta da primeira amostra de soro (dentro de uma semana) e
tempo de armazenagem a -70° C (dentro de 12 meses). 120
pares combinados ("casos" e "controlos") foram escolhidos
aleatoriamente para anédlise de todas as 657 amostras de
soro obtidas antes do trabalho de parto (Tabela 2, abaixo).
A idade de gestacdo média na coleta da primeira amostra de
soro foi de 112,8 e 113,606 dias nos casos e controlos,
respectivamente; a duracdo média de armazenagem no

congelador a -70°C foi de 9,35 e 9,39 anos.



TABELA 2: Caracteristicas

registro do CPEP e de seus

Caracteristica

dos casos e dos controlos

bebés recém-nascidos

Casos Controlos
(n=120) (n=120)

51

no

Idade (anos)

Altura (cm)

Peso (kqg)

Indice de massa corporal
Pressdo sanguinea sistdéli
(mm Hg)

Pressdo sanguinea diastdli
(mm Hg)

Perda de gravidez anteri

20,8 £ 4,5 20,2 £ 3,6
161,0 = 6,7 163,0 £ 6,9%
71,0 £ 19,4 66,8 = 17,1
27,3 £ 6,8 25,1 £ 6,1 **
ca 109,5 £ 8,8 105,7 + 9,0

* K

ca 62,0 £ 7,9 59,4 £ 7,4 **

or 23 (19,2) 25 (20,8)

[n (%)]

Fumante atual [n (%) ] 9 (7,5) 13 (10, 8)
Seguro saude privado [n (%)] 8 (6,7) 13 (10,8)
Casada (N.T.: Ever married) 25 (20,8) 24 (20,0)
[n (%) ]

Raca/etnia 24 (20,0) 35 (29,2)
Branca, ndo-Hispénica [n

(%) ]

Branca, Hispénica [n (%)] 21 (17,5) 14 (11,7)
Afro-Americana [n (%) ] 69 (57,5) 68 (56,7)
Outra, desconhecida [n (%) ] 6 (5,0) 3 (2,5)
Peso ao nascer (qg) 3100 + 796 3255 + 595
Parto <37 semanas [n (%) ] 29 (24,2) 9 (7,5) *x*
Pequeno para idade de 18 (15,0) 4 (3,3) **
gestacado

(<10° percentil) [n (%)]

Média + desvio padrdo a menos que indicado * p<0, 05

** p<0,01
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Para este estudo, a hipertensdo foi definida como uma
pressdo sanguinea diastdélica de, no minimo, 90 mm Hg em
duas ocasides com 4-168 horas de diferenca. A hipertensédo
severa foi definida como uma pressdo sanguinea diastdlica
de, no minimo, 110 mm Hg em duas ocasides com 4-168 horas
de diferenca, ou numa ocasido se a mulher tivesse recebido
terapia anti-hipertensiva. A proteintria foi definida como
300 mg ou mais de proteina numa coleta de urina de 24
horas, duas amostras de urina aleatdrias com 4-168 horas de
diferenca contendo, no minimo, 1+ proteina por dipstick,
uma amostra de urina unica com uma proporcdo de proteina/
creatinina de, no minimo, 0,35, ou uma amostra de urina
aleatéria tUnica contendo, no minimo, 2+ proteina por
dipstick. Foi diagnosticada proteintiria severa por uma
amostra de coleta de urina de 24 horas contendo no minimo
3,5 g proteina ou por duas amostras de urina aleatdrias com
no minimo 3+ proteina por dipstick. A pré-eclampsia foi
definida como hipertensdo e proteintria ocorrendo dentro de
7 dias uma da outra; pré-eclampsia severa foi definida como
pré-eclampsia com hipertensdo severa, proteintria severa,
sindrome HELLP (hemdélise enzimas hepdticas elevadas, baixa
contagem de plaquetas), ou eclidmpsia. O inicio da pré-
eclampsia foi o momento de detecdo da primeira pressédo
sanguinea elevada ou proteintiria na amostra de urina

levando ao diagndéstico de pré-ecléampsia.

Pequeno para a idade de gestacdo (SGA) foi definido como
peso ao nascer menor do que o 10° percentil para a idade de
gestacdo de acordo com as tabelas dos Estados Unidos de
peso ao nascer para a idade de gestacdo por raca, paridade

e sexo da crianca (Zhang e Bowes 1995, supra).
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Procedimentos

Os testes foram realizados no Beth Israel Deaconess Medical
Center pela equipa do laboratdério a qual desconhecia os
diagndésticos das pacientes e outras informacdes clinicas
relevantes. As amostras foram ordenadas aleatoriamente para
andlise. Foram realizados testes imunossorventes ligados a
enzima (ELISA) para sFlt-1 humana, PIGF livre e VEGF livre
de acordo com as instrucdes do fabricante, utilizando kits
adquiridos da R&D Systems (Minneapolis, MN). Aligquotas de
amostras de soro, as quais tinham sido armazenadas a -70°C,
foram descongeladas até a temperatura ambiente, diluidas
com salina tamponada com BSA/Tris e incubadas por 2 horas
numa lémina de 96 cavidades pré-revestida com um anticorpo
de captura orientado contra sFlt-1, PIGF, ou VEGF. As
cavidades foram em seguida lavadas trés vezes, incubadas
por 20 minutos com uma solucdo de substrato contendo
perdxido de hidrogénio e tetrametilbenzidina e a reacdo foi
extinta com &acido sulfirico a 2N. A densidade 6tica foi
determinada a 450 nm (correcdo do comprimento de onda de
550 nm). Todos os testes foram realizados em duplicado. As
concentracdes protéicas foram calculadas utilizando uma
curva padrdo derivada de concentracdes conhecidas das
proteinas recombinantes respetivas. Quando a diferenca
entre os duplicados excedeu 25%, o teste foli repetido e os
resultados iniciais descartados. Os testes tiveram
sensibilidades de 5, 7 e 5 pg/mL para sFlt 1, PlGF e VEGF,
respectivamente, com coeficientes de variacdo inter- e
intra-teste de 7,6% e 3,3% para sFlt 1, 11,2% e 5,4% para
P1GF e 7,3% e 5,4% para VEGF.



54

Andlise Estatistica

Foram utilizados testes t e qui-quadrados em anédlises de
caracteristicas maternas ou infantis para comparar
variadveis categdbdéricas ou continuas, respetivamente. Embora
os valores da média aritmética das concentracdes sejam
dados no texto e nas figuras, a experimentacdo estatistica
foi realizada depois da transformacdo logaritmica a menos
que mencionado de outro modo. Foi realizado ajuste
utilizando regressao logistica sobre concentracdes

transformadas logaritmicamente.

Resultados

Dos 120 casos, 80 desenvolveram pré-eclampsia leve e 40
severa, inclusive 3 com sindrome HELLP e 3 com eclédmpsia.
As pacientes dos casos foram mais curtas do gque pacientes
de controlo, tinham um maior indice de massa corporal e
maior pressdo sanguinea basal (Tabela 2). Além disso
maiores proporcdes de pacientes de casos tiveram gestacdes
complicadas por parto pré-termo ou bebés pegquenos para a
idade de gestacéo (SGA) . As pacientes dos casos
contribuiram com uma média de 2,9 amostras de soro para o

estudo; as pacientes controlos, com 2,6 amostras.

Foi primeiro confirmado que sFlt-1, PIGF e VEGF estavam
alterados em pacientes com pré-eclampsia por ocasido da
doenca ativa comparadas com controlos combinadas por idade
de gestacdo neste grupo de estudo do CPEP. Amostras
colhidas por ocasido da pré-eclédmpsia clinica estabelecida
(amostras de desfecho) tiveram niveis dramaticamente
aumentados de sFlt-1, niveis reduzidos de PIGF e niveis
reduzidos de VEGFEF comparadas com controlos com idades

gestacionais (4382 vs. 1643 pg/mL de sFltl, p<0,0001; 137
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vs. 669 pg/mL de PlGF, p<0,0001; e 6.41 vs. 13.86 pg/mL de
VEGF, p=0,06) para casos e controlos, respectivamente em 23
pares combinados por idade de gestacdo) de modo similar aos
relatérios publicados anteriormente (Maynard et al., J.

Clin. Invest. 111:649-658, 2003).

De modo a avaliar o padrdo gestacional dos niveis de sFlt-
1, PIGEF e VEGF, foram medidas as concentracdes circulantes
de sFlt-1, PlGF e VEGEF de amostras de soro obtidas de
pacientes de casos e pacientes de controlo dentro de varias
idades gestacionais. O padrdo gestacional da proteina sFlt-
1 para 120 mulheres pré-eclémpticas e 120 mulheres de
controlo ¢é apresentado na Figura 5A. 0Os niveis de sFlt-1
nas pacientes de controlo permaneceram constantes até 33-36
semanas, quando aumentaram cerca de 145 pg/mlL por semana
até o trabalho de parto e o parto. Entre as pacientes de
casos e antes dos sintomas clinicos, sFlt-1 pareceu comecgar
a aumentar em 21-24 semanas, com um aumento mais agudo e
uma diferenca estatisticamente significante dos controlos
em 29-32 semanas (Figura 5A). De wuam forma geral, as
diferencas entre pacientes de casos e controlos medidas
antes do inicio dos sintomas clinicos foram de 17% (p<0,05)
na metade da gestacdo. As amostras de desfecho estavam
significativamente elevadas comparadas com amostras
colhidas antes da doenca. De modo a avaliar os mecanismos
de aumento de sFlt-1 antes do inicio da doenca clinica, foi
construido um grafico com as concentracdes de sFlt-1 em
todas as pré-eclémpticas por semanas antes do inicio da
pré-eclampsia (Figura 5B). As concentracdes médias de sFlt-
1 em amostras de pacientes de casos foram representadas em
grafico por semanas completadas antes do inicio da pré-
eclampsia. Iniciando em 5 semanas antes da pré-eclampsia,
as concentracées de sFlt-1 aumentaram substancialmente até
1 semana antes do inicio da doenca guando se aproximaram

das concentracdes observadas em amostras de desfecho. Os
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aumentos de sFlt-1 em 4, 3, 2 e 1 semana(s) antes da pré-
eclédmpsia ocorreram com pouca alteracdo na idade de
gestacdo média e ndo podem ser explicadas por aumentos do
final do ultimo trimestre com avanco da idade de gestacéo.
A partir de 8-6 até 5 semanas antes da pré-eclémpsia sFlt-1
aumentou 962 pg/mL, ao passo que a idade de gestacdo média
subiu 31 dias. Cerca de um terco deste aumento em sFlt-1
ndo pode ser atribuido ao avanco da gestacdo. Quando foi
realizado grafico da sFlt-1 por idade de gestacdo em
controlos e em casos depois da remocdo de amostras obtidas
<5 semanas antes do inicio da pré-eclampsia, ndo foram
observadas diferencas substanciais (Figura 5C). Estes dados
sugerem que a maior concentracdo de sFlt-1 em pacientes de
casos antes do inicio da pré-eclémpsia é devida a aumentos
agudos na sFlt-1 dentro das 5 semanas antes do inicio de

doenca clinica.

Foi em seguida realizado o grafico do padrédo gestational da
proteina PI1GF no mesmo grupo de pacientes conforme mostrado
na Figura ©6A. As concentracdes da proteina PIlGF dos
controlos aumentou durante os primeiros dois trimestres,
teve pico nas 29-32 semanas e caiu durante o final da
gestacdo. FEntre as pacientes de casos, antes da pré-
eclampsia, as concentracdes da proteina PIGF seguiram um
padrdo gestacional semelhante, mas foram significativamente
menores do que os controlos a partir de 13-16 semanas. De
uma forma geral, as diferencas de PIGF entre as pacientes
de casos e as pacientes de controlos medidas antes do
inicio de sintomas clinicos foram de 35% (p<0,0001) na
metade da gestacdo. 0Os niveis de PIl1GF nos casos antes do
inicio da pré-eclampsia é representado por semanas antes da
pré-eclampsia (Figura 6B) e por idade de gestacdo depois da
remocdo de amostras <5 semanas antes da pré-eclémpsia
(Figura 6C). Por volta de 1 semana antes do inicio da pré-

eclampsia, as concentracodes se aproximaram das
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concentracdes observadas depois do inicio da pré-eclémpsia
(Figura 6B). Comparados com controlos, os niveis de PIlGF
das pacientes de <casos estavam moderadamente reduzidos
distante do parto, com reducdes mais substanciais em 5 e 3
semanas antes do parto. As concentracdes das pacientes de
controlo permaneceram elevadas a partir de 17-15 até 3
semanas antes do parto e em seguida cairam dramaticamente.
O grafico que mostra niveis de PIlGF excluindo amostras
obtidas <5 semanas antes da pré-eclampsia indica uma menor
reducdo nos casos com relacdo aos controlos em 29-32
semanas de gestacdo e nenhuma nas amostras obtidas das
pacientes de casos em 33-36 semanas (Figura o6C). Isto
sugere que a queda nas concentracdes de PIGF nas semanas
antes da doenca foi responsédvel pelos niveis dramaticamente
baixos de PlGEF observados no inicio da doenca (ou amostras

de desfecho apresentadas na Figura 6A).

As concentracdes de VEGEF durante toda a gestacdo foram
muito baixas e semelhantes em controlos e casos antes da
pré-eclampsia exceto por uma reducdo significante em
pacientes de <casos em 37-41 semanas. As concentracdes
médias de VEGF em 23-32 semanas em casos excluindo amostras
obtidas 5 semanas antes da pré-eclampsia ndo diferiram
significativamente dos controlos (11,6 wvs. 12,8 pg/mL)
enquanto as concentracdes em casos incluindo amostras <5
semanas antes do parto diferiram (5,1 wvs. 12,8 pg/mL,
p<0,01). Em 33-41 semanas as concentracdes de VEGEF dos
casos >5 ou <5 semanas antes da pré-eclampsia foram maiores
e menores do que os controlos, respectivamente (11,2 pg/mL
e 8,3 vs. 9,7 pg/mL) embora estas diferencas ndo tenham

sido significativas.

A Figura 7 representa sFlt-1 e PIGF em 23-32 semanas
(Figura 7A) e 33-41 semanas (Figura 7B) por estado e

gravidade da pré-eclémpsia. O0Os graficos mostram que o0s
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aumentos desFlt-1 e reducdo de PlGF antes do inicio da pré-
eclampsia foram associados com a gravidade da doenca, tempo
de inicio e a presenca de um bebé pegueno para a idade de
gestacdo. Em 23-32 semanas, sFlt-1 e PIGF em pacientes de
casos com um bebé pequeno para a idade de gestacdo antes do
inicio da pré-eclampsia foram significativamente maior ou
menor, respectivamente, do que concentracdes
correspondentes em pacientes de controlo com um bebé
pequeno para a idade de gestacdo. Além disso em comparacdo
com pacientes de controlo que tiveram parto pré-termo,
pacientes de caso com parto pré-termo tiveram maior sFlt-1

e PIGF significativamente menor.

Em seguida foi determinado se poderiam ser utilizadas as
concentracdes circulantes de PlIGF e/ou sFlt-1 durante o
primeiro trimestre para identificar mulheres em risco para
o desenvolvimento de pré-eclémpsia. Em 8-20 semanas, depois
de ajuste por idade de gestacdo, indice de massa corporal e
sFlt-1, pacientes de casos com PIGF no menor quartil da
distribuicdo de valores de controlo tiveram um aumento de
quase 12 vezes do risco de pré-eclédmpsia em <34 semanas
(Proporcdo de Disparidades [N.T.: em inglés, OR (0dds
Ratio)] 11,7, p<0,05) comparadas com casos com PIGEF nos
trés maiores quartis (Tabela 3). O risco para pré-eclémpsia
em <34 semanas no menor quartil, comparado com o0 maior

quartil estava aumentado quase 16 vezes (OR 15,8, p<0,01).
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Tabela 3: Proporcdes de Disparidades (OR) para Pré-
eclédmpsia de Inicio Precoce por Quartis de Distribuicédo de

plgf Controlo em 8-20 Semanas

PE Inicio <34 Semanas PE Inicio <37 Semanas
P1GF Casos Contro OR Casos Contro OR Aj.*
(pg/mL) (N) los Aj.* (N) los (95% CI)
(N) (95% (N)
CI)
Q4 >267,5 2 30 1,0 4 30 1,0
Refere Referente
nte
Q3 >128,6- 1 30 0,7 4 30 1,3 (0, 3-
267,5 (0,1- 5,8)
8,9)
Q2 > 70,1- 3 30 2,3 6 30 2,6 (0, 6-
128, 6 (0, 3- 12,1)
19,3)
Q1 < 70,1 5 30 15,38 17 30 22,3 (3,7~
(1,5- 135,6) ***
172,8)
* %

* Proporcdes de Disparidades ajustadas para idade de gestacéo,

indice de massa corporal, log sFlt-1

** p<0,01 ***p<0,001 95% CI = 95% de Limites de Confianca

Estes resultados demonstram que os niveis de sFlt-1 comecam
a aumentar dramaticamente cerca de 5 semanas antes do
inicio dos sintomas da pré-eclampsia. Paralelo com o©
aumento nos niveis de sFlt-1, os niveis de PlGFEF livre e de
VEGFEF livre diminuem, sugerindo que a reducdo em PIGEF e VEGF
pode ser devida no minimo parcialmente a antagonismo por

sFlt-1 e nédo devida a uma reducdo na producdo placentario
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de PIGF e VEGF. Trés subgrupos de pré-eclampsia - pré-
eclampsia severa, inicio precoce da doenca e bebés pequeno
para a idade de gestacdo - tiveram maiores concentracdes de
sFlt-1 e menores de PIGF em 23-32 semanas e em 33-41
semanas do que controlos ou mulheres com pré-eclampsia
leve. Foi também demonstrado uma reducdo pequena porém
significante em PIGF 1livre iniciando cedo no segundo
trimestre entre mulheres destinadas a desenvolver pré-
eclampsia. Estes resultados demonstram gue uma reducdo nos
niveis de PIlGF pode ser um preditor ttil de pré-eclémpsia

de inicio precoce.

Foi descrito aqui pela primeira vez o padrdo gestacional de
sFlt-1 na gestacdo normal, observando niveis relativamente
estdveis durante toda a gestacdo seguidos por um aumento
estavel iniciando em 33-36 semanas. Este aumento
corresponde a Ultima queda gestacional em P1GEF observada na
gestacdo normal por outros (Torry et al., J. Soc. Gynecol.
Invest. 10:178-188, 1998; Taylor et al., Am. J. Obstet.
Gynecol. 188:177-182, 2003) e nos resultados aqui
descritos. A associacdo temporal, Jjunto com o conhecimento
de que sFlt-1 interfere com medicdo por ELISA de PIGF
(Maynard et al., supra) sugere que a queda nos niveis de
P1GF livre durante o final da gestacdo pode ser devida ao
aumento nos niveis de gsFlt-1. Durante o primeiro e o
segundo trimestre, quando é necessadrio o crescimento
placentario para acompanhar as necessidades fetais
crescentes, as concentracdes de PIGF sdo altas e as
concentracdes de sFlt-1 sdo baixas, criando um estado
relativamente prdé-angiogénico. No final da gestacdo, quando
0 crescimento wvascular placentdrio pode ©precisar ser
moderado e interrompido, ha um aumento na sFlt-1
antiangiogénica e reducdo resultante no PIGF. Em mulheres

com pré-eclampsia, o aumento da sFlt-1 comeca cedo na
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gestacdo, aproximadamente cinco semanas antes do inicio dos
sintomas em cerca de 29-32 semanas de gestacdo em média.
Deste modo, na pré-eclémpsia, os "freios" antiangiogénicos
podem ser aplicados cedo e forte em demaisiado, resultando
num exagero de um processo fisioldgico normal o qual
interrompe o crescimento placentédrio. Parece claro que as
alteracdes placentérias patoldgicas que caracterizam a pré-
eclédmpsia ocorrem cedo na gestacdo (10-14 semanas), bem
antes do aumento dramdtico da sFlt-1. A préopria isquemia
placentdria resultante pode aumentar a producdo de sFlt-1,

basicamente dando inicio a uma explosdo de sFlt-1.

Além das grandes diferencas vistas nas cinco semanas antes
do desenvolvimento de sintomas clinicos, mulheres
destinadas a desenvolverem pré-eclampsia tiveram reducdes
pequenas, mas estatisticamente significantes, no PIGF livre
tdo cedo quanto em 13-16 semanas de gestacdo. Esta queda no
P1GF geralmente ndo foi acompanhada por um aumento
reciproco nos niveis de sFlt-1. No entanto, houve uma
tendéncia para niveis ligeiramente maiores de sFlt-1 nos
casos durante o primeiro trimestre embora ndo tenha sido
estatisticamente significante (por exemplo no intervalo de
17-20 semanas, o0s niveis médios de sFlt-1 nos casos foram
de 865,77 pg/mL versus 795,25 nos controlos). Esta reducédo
nos niveis de PlGF cedo na gestacdo pode refletir uma menor
producdo placentédria de PIGEF em gestacdes comprometidas por
condicdes tais como pré-eclédmpsia ou  SGA. De modo
importante em pacientes com pré-eclémpsia complicada por
SGA, foi descoberto um aumento estatisticamente
significante tanto na elevacdo de Flt-1 quanto na queda de
P1GF antes da apresentacdo da doenca. Também & possivel que
ndo haja alteracdo na producdo placentaria de PIGEF em
mulheres pré-eclémpticas e que a elevacdo dos niveis locais
de sFlt-1 na placenta possa contribuir para a reducdo no

PI1GF livre circulante. Tal é confirmado pelo facto de que o
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P1GF placentédrio, medido por imuno-histoquimica, ndo esté
alterado na pré-eclédmpsia (Zhou et al., Am. J. Pathol.
160:1405-1423, 2002).

Em resumo, foi demonstrado que sFlt-1 comeca a subir na
pré-eclampsia no minimo 5 semanas antes do inicio da doenca
clinica, a qual é acompanhada por reducdo no PIGEF livre
circulante e VEGEF 1livre. A reducdo do PIGF durante o
primeiro trimestre pode servir como um preditor de pré-
eclémpsia e sFlt-1 elevada pode servir como um preditor de
proximidade da doenca clinica. Estes dados em conjuncdo com
o estudo animal descrito acima demonstrando que sFlt-1
sozinho induz sintomas semelhantes a pré-eclampsia em
roedores sugerem um provavel papel etioldgico para sFlt-1
na patogénese da pré-eclampsia. Os dados limitados sobre
bebés pegquenos para a idade de gestacdo e parto pré-termo
em controlos, comparados com pacientes de casos, sugerem
que o aumento das alteracdes nos niveis de proteinas
observados em gestacdes pré-eclampticas com um bebé pequeno
para a idade de gestacdo sdo mais substanciais do que uma
diferenca devida somente a restricdo do crescimento intra-

uterino ou parto pré-termo na auséncia de pré-eclémpsia.

Diagnéstico

A presente divulgacéo caracteriza-se por testes de
diagndéstico para a detecdo de pré-eclémpsia ou a tendéncia
para desenvolver pré-ecléampsia. Os niveis de VEGF, PI1GF, ou
sFlt-1, quer niveis 1livres ou totais, sdo medidos numa
amostra da paciente e utilizados como um indicador de pré-
eclémpsia ecléampsia, ou da tendéncia para desenvolver tais

condicdes.

Numa forma de realizacdo, ¢é utilizada uma métrica para

determinar se uma relacdo entre niveis de no minimo duas
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das proteinas é indicativa de pré-eclémpsia ou eclémpsia.
Podem ser utilizados métodos de rotina para medir os niveis
de VEGEF, PIGF, ou polipeptideo sFlt-1 em gqualquer fluido
corporal, inclusive, mas nédo limitado a, urina, soro,
plasma, saliva, liquido amnidtico, ou liquido
cerebroespinhal. Os métodos referidos incluem imunoensaio,
ELISA, Western blotting utilizando anticorpos orientados
para VEGF, PIGF ou sFlt-1 e técnicas de imunoensaio
enzimdtico quantitativo tais como as descritas em Ong et
al. (Obstet. Gynecol. 98:608-611, 2001) e Su et al.
(Obstet. Gynecol., 97:898-904, 2001). Os testes ELISA sdo o
método preferencial para medir os niveis de VEGF, P1GF, ou
sFlt-1. Niveis séricos de sFlt-1 maiores do que 2 ng/mL sdo
considerados um indicador positivo de pré-eclampsia.
Adicionalmente, qualquer alteracdo detetédvel nos niveis de
sFlt-1, VEGF, ou PIGF com relacdo aos niveis normais ¢é
indicativa de eclémpsia, pré-eclémpsia, ou da tendéncia a
desenvolver tais condigdes. Preferencialmente gsFlt-1 &
medido, mais preferencialmente a medicdo de VEGE e PIGFEF é
combinada com esta medicdo e ainda mais preferencialmente
sdo medidas todas as trés proteinas (ou niveis de ARNm

indicativo dos niveis protéicos).

Numa outra forma de realizagdo, a proporgdo PAAI (sFlt-1/
VEGF + PI1GF) é utilizada como um indice antiangiogénico que
é diagndéstico de pré-eclampsia eclémpsia, ou da tendéncia a
desenvolver tais condic¢des. Se a proporcdo PAAI for maior
do que 20 entdo a paciente é considerada como tendo pré-
eclédmpsia ou estando em risco iminente de desenvolver a
mesma. A proporcdo PAAT (sFlt-1/ VEGEF + PIlGF) é meramente
um exemplo de uma métrica Util que pode ser utilizada como
um indicador diagndéstico. Ndo se pretende que limite a
invencdo. Pode ser utilizada como um indicador diagndstico

virtualmente qualquer métrica que detete uma alteracdo no
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indice antiangiogénico numa paciente tendo eclidmpsia com
relacdo a um controlo normal.

0Os niveis de expressdo de acidos nucléicos ou polipeptideos
particulares podem ser correlacionados com um estado de
doenca particular (por exemplo, pré-eclampsia ou eclampsia)
e portanto sdo Uteis no diagndstico. Oligonucleotideos ou
fragmentos mais longos derivados de uma sequéncia de &cidos
nucléicos sFlt-1, PlGF, ou VEGF podem ser utilizados como
uma sonda ndo somente para monitorar expressdo, mas também
para identificar pacientes que tém uma variacdo genética,
mutacdo, ou polimorfismo numa molécula de acido nucléico
sFlt-1, P1GF, ou VEGF que sdo indicativos de uma
predisposicéo para desenvolver as condicdes. Os
polimorfismos refereridos s&o de conhecimento do perito na
especialidade e s&o descritos por Parry et al. (Fur. J
Immunogenet. 26:321-3, 1999). As alteracdes genéticas
referidas podem estar presentes na sequéncia promotora, um
quadro de leitura aberto, sequéncia intrdbdnica, ou regido 3’
ndo-traduzida de um gene sFlt-1. Informacdes relacionadas
com alteracdes genéticas podem ser utilizadas para
diagnosticar uma paciente como tendo pré-eclampsia
eclédmpsia, ou uma tendéncia a desenvolver tais condicdes.
Conforme mencionado do inicio ao fim, alteracdes
especificas nos niveis de atividade bioldégica de sFlt-1,
VEGF e/ou P1GF podem ser correlacionadas com a
probabilidade de pré-eclampsia ou eclampsia, ou a
predisposicdo para as mesmas. Em consequéncia, um perito na
especialidade, tendo detetado uma dada mutacdo, pode entédo
testar uma ou mais métricas da atividade Dbioldégica da
proteina para determinar se a mutagdo causa ou aumenta a

probabilidade de pré-eclémpsia ou eclémpsia.

Numa forma de realizacdo, uma paciente tendo pré-eclémpsia,
eclampsia, ou uma tendéncia a desenvolver tais condicdes

apresentard um aumento na expressdo de um acido nucléico
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codificando sFlt-1 ou uma alteracdo nos niveis de PI1GFEF ou
VEGF. Os métodos para detetar semelhantes alteracdes sédo de
rotina na técnica e sdo descritos em Ausubel et al., supra.
Num exemplo, northern blotting ou PCR em tempo real &
utilizado para detetar os niveis de ARNm de sFlt-1, PI1GF,
ou VEGF.

Noutra forma de realizacdo, a hibridizacdo com sondas de
PCR que s&do capazes de detetar uma molécula de &cido
nucléico sFlt-1, inclusive sequéncias gendémicas, ou
moléculas intimamente relacionadas, podem ser utilizadas
para hibridizar a wuma sequéncia de 4cidos nucléicos
derivada de uma paciente tendo pré-eclémpsia ou eclémpsia
ou em risco de desenvolver tais condicgdes. A especificidade
da sonda, quer seja feita de uma regido altamente
especifica, por exemplo, a regido regulatdéria 5', ou de uma
regido menos especifica, por exemplo, um motivo conservado
e o rigor da hibridizacdo ou da amplificacdo (maxima
elevada, intermediédria, ou baixa), determinam se a sonda
hibridiza a uma sequéncia que ocorre naturalmente,
variantes alélicos, ou outras sequéncias relacionadas.
Podem ser utilizadas técnicas de hibridizacdo para
identificar mutacg¢des indicativas de uma pré-eclampsia ou
eclampsia numa molécula de &4cido nucléico sFlt-1, ou podem
ser utilizadas para monitorar os niveis de expressdoc de um
gene codificando um polipeptideo sFlt-1 (por exemplo, por

anadlise Northern, Ausubel et al., supra).

Em ainda outra forma de realizacdo, mulheres podem ser
diagnosticadas para uma tendéncia a desenvolver pré-
eclampsia por meio da anédlise direta da sequéncia de uma

molécula de &cido nucléico sFlt-1, VEGF, ou PIGF.

Uma paciente tendo pré-eclémpsia ou uma tendéncia a

desenvolver pré-eclampsia, mostrard um aumento na expressdo
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de um polipeptideo sFlt-1. Um anticorpo dque liga-se
especificamente um polipeptideo sFlt-1 pode ser utilizado
para o diagndéstico de pré-eclédmpsia ou eclampsia ou para
identificar uma paciente em risco de desenvolver tais
condicbes. S&do conhecidos uma variedade de protocolos para
medir uma alteracédo na expressao de semelhantes
polipeptideos, inclusive métodos imunoldgicos (tais como
ELISAs e RIAs) e proporcionam uma base para o diagndéstico
de pré-eclémpsia ou eclédmpsia ou de um <risco ©para
desenvolver tais condic¢des. Novamente, um aumento no nivel
do polipeptideo é diagndstico de uma paciente tendo pré-
eclampsia eclampsia, ou uma tendéncia a desenvolver tais

condicdes.

Numa forma de realizacdo, o nivel de polipeptideo ou &cido
nucléico de sFlt-1, VEGF, ou PIlGF, ou qualquer combinacéo
dos mesmos, é medido no minimo em duas ocasibdes diferentes
e uma alteracdo nos niveis comparados com niveis de
referéncia normais durante o tempo é utilizada como um
indicador de pré-eclémpsia eclémpsia, ou uma tendéncia para

desnvolver tais condicgdes.

O nivel de sFlt-1, VEGF, ou PIlGF nos fluidos corporais de
uma paciente tendo pré-eclampsia eclémpsia, ou uma
tendéncia para desnvolver tais condicdes pode ser alterado
por tdo pouco quanto 10%, 20%, 30%, ou 40%, ou por tanto
quanto 50%, 60%, 70%, 80%, ou 90% com relacdo ao nivel de
sFlt-1,VEGF, ou PlGF num controlo normal. O nivel de sFlt-1
presente nos fluidos corporais de uma paciente tendo pré-
eclampsia eclampsia, ou uma tendéncia para desnvolver tais
condicdes pode ser aumentado por 1,5 vez, 2 vezes, 3 vezes,
4 vezes ou mesmo por tanto quanto 10 vezes ou mais com

relacdo aos niveis numa paciente de controlo normal.
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Numa forma de realizacdo, a amostra de uma paciente de um
fluido corporal (por exemplo, urina, plasma, soro, liquido
amnidtico) é coletada no inicio da gravidez antes do inicio
dos sintomas de pré-eclampsia. Noutro exemplo, a amostra
pode ser um tecido ou célula coletados no inicio da
gravidez antes do inicio dos sintomas de pré-eclampsia.
Exemplos ndo-limitantes incluem tecido placentério, células
placentérias, células endoteliais e leucdcitos tais como
monécitos. Nas mulheres, por exemplo, amostras de soro
sanguineo materno s&do colhidas da veia antecubital de
mulheres gravidas durante o primeiro, o segundo, ou O
terceiro trimestre da gestacdo. Preferencialmente, o teste
é realizado durante o primeiro trimestre, por exemplo em 4,
6, 8, 10, ou 12 semanas, ou durante o segundo trimestre,
por exemplo em 14, 16, 18, 20, 22, ou 24 semanas. Os testes
referidos também podem ser conduzidos ao final do segundo
trimestre ou no inicio do terceiro trimestre (em torno de
28 semanas). E preferencial que os niveis de sFlt-1, VEGF,
ou PIGF sejam medidos duas vezes durante este periodo de
tempo. Para o diagndstico de pré-ecldmpsia ou eclampsia
pbds-parto, podem ser realizados testes para sFlt-1, VEGE,

ou Pl1GF pdbs-parto.

Num exemplo particular, amostras de sangue seriais podem
ser recolhidas durante a gravidez e o0s niveis de sFlt-1
soltvel determinado por ELISA. Num estudo utilizando esta
técnica, o ARNm alternativamente unido codificando sFlt-1 é
altamente expresso por células trofoblédsticas e a proteina
foi prontamente detectdvel no plasma de mulheres gréavidas.
Foi observado que os niveis de sFlt-1 aumentaram
aproximadamente 3 vezes entre 20 e 36 semanas de gestacéo.
Foi observado que os niveis sdo significativamente maiores
em mulheres de alto risco gue em seguida passaram a
desenvolver pré-eclémpsia (Charnock-Jones et al., J. Soc.

Gynecol. Investig. 10(2):230, 2003).
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Na pratica veterinéria, podem ser realizados testes a
qualquer momento durante a gestacédo, mas,
preferencialmente, s&d0 realizados no inicio da gestacéo,
antes do inicio dos sintomas de pré-eclampsia. Dado que o
termo das gestacdes varia amplamente entre as espécies, o
momento do teste serd determinado por um veterindrio, mas
geralmente corresponderd ao momento dos testes durante uma

gestacdo humana.

Os métodos de diagndéstico agqui descritos podem ser
utilizados individualmente ou em combinacdo com qualquer
outro método diagndéstico também aqui descrito para um
diagndéstico mais preciso da presenca, da gravidade, ou do
tempo de inicio estimado da pré-eclampsia ou eclampsia.
Além disso os métodos diagndésticos agqui descritos podem ser
utilizados em combinacdo com guaisquer outros métodos
diagnébésticos determinados para serem Uteis para 0
diagnéstico acurado da presenca, da gravidade, ou do tempo

de inicio estimado da pré-eclémpsia ou eclémpsia.

Os métodos diagnésticos aqui descritos também podem ser
utilizados ©para monitorar e tratar pré-eclampsia ou
eclampsia numa paciente. Num exemplo, caso se determine que
uma paciente tem um nivel sérico de proteina sFlt-1 de 10
ng/mL e um nivel sérico de PIlGF livre de 100 pg/mL entéo
pode ser administrado VEGE até o nivel sérico de PIGF
aumentar para aproximadamente 400 pg/mL. Nesta forma de
realizacdo, os niveis de sFlt-1, PIGF e VEGF, ou qualquer
um todos estes, sdo medidos repetidamente como um método
para ndo somente diagnosticar doenca mas monitorar o
tratamento e a administracdo da pré-eclampsia e da

eclampsia.
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Kits de Diagnéstico

A invencdo também proporciona um kit de teste diagndstico.
Por exemplo, um kit de teste diagndéstico pode incluir
anticorpos para sFlt-1, VEGF, ou PIGF e meios para detetar
e mais preferencialmente avaliar, ligacéo entre 0s
anticorpos e o polipeptideo sFlt-1, VEGF, ou PI1GF. Para
detecdo, ou o anticorpo ou o polipeptideo sFlt-1, VEGF, ou
PIGF é marcado e ou o anticorpo ou o polipeptideo sFlt-1,
VEGE, ou PIGF é ligado a um substrato, de tal modo que a
interacdo entre polipeptideo sFlt-1, VEGF, ou PIGF e
anticorpo pode ser estabelecida determinando a quantidade
de marcador fixado ao substrato apdbdés ligacdo entre o
anticorpo e o polipeptideo sFlt-1, VEGF, ou PIGF. Um ELISA
convencional é um método comum e conhecido na técnica para
detetar interacdo entre anticorpo e substrato e pode ser
proporcionado com o kit da invencdo. 0Os polipeptideos sFlt-
1, VEGF, ou PIGF podem ser detetados em virtualmente
qualquer fluido corporal inclusive, mas n&do limitado a
urina, soro, plasma, saliva, liquido amnidético, ou liquido
cerebroespinhal. Um kit gque determina uma alteracdo no
nivel de polipeptideo sFlt-1, VEGF, ou PIlGF com relacdo a
uma referéncia, tal como o nivel presente num controlo
normal, ¢ Util como um kit de diagndéstico nos métodos da

invencédo.

Testes de Triagem

Conforme discutido acima, a expressdo de um acido nucléico
ou polipeptideo sFlt-1 aumenta numa paciente tendo pré-
eclédmpsia eclémpsia, ou uma tendéncia a desenvolver tais
condicdes. Com base nestas descobertas, as composicdes da
invencdo sdo Uteis para a triagem de alta produtividade e

baixo custo de compostos candidatos para identificar os que
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modulam a expressdo de um polipeptideo sFlt-1, VEGFEF, ou
PIGF ou molécula de &cido nucléico cuja expressdo esté
alterada numa paciente tendo uma pré-eclémpsia ou

eclampsia.

Qualguer numero de métodos estdo disponiveis para realizar
testes de triagem para identificar novos compostos
candidatos que alteram a expressdo de uma molécula de &cido
nucléico sFlt-1, VEGF, ou PIGF. Num exemplo de trabalho,
compostos candidatos sdo adicionados em concentracdes
variaveis ao meio de cultura de células cultivadas
expressando uma sequéncia de &cidos nucléicos de sFlt-1,
VEGF, ou PIGF. Em seguida é medida a expressdo genética,
por exemplo, por andlise de microarranjo, andlise Northern
blot (Ausubel et al., supra), ou RT-PCR, utilizando
qualquer fragmento apropriado ©preparado a partir da
molécula de acido nucléico como uma sonda de hibridizacé&o.
O nivel de expressdo genética na presenca do composto
candidato é comparado ao nivel medido num meio de cultura
de controlo carecendo do composto candidato. Um composto
que estimula uma alteracdo tal como um aumento na expressdo
de um gene, molécula de &cido nucléico, ou polipeptideo
VEGF ou PIGF, ou uma reducdo na expressdo de um gene,
molécula de &cido nucléico, ou polipeptideo sFlt-1, ou um
equivalente funcional dos mesmos, ¢é considerado util na
invencdo; uma molécula semelhante pode ser utilizada, por
exemplo, como um terapéutico para tratar pré-ecléampsia ou

eclampsia numa paciente.

Noutro exemplo de trabalho, o efeito dos compostos
candidatos pode ser medido ao nivel da producdo de
polipeptideos utilizando a mesma abordagem geral e técnicas
imunoldégicas de rotina, tais como Western blotting ou

imunoprecipitacdo com um anticorpo especifico para um
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polipeptideo sFlt-1, VEGF, ou PlGF. Por exemplo, podem ser
utilizados imunoensaios para detetar ou monitorar a
expressdo de, no minimo, um dos polipeptideos da invencéo
num organismo. Anticorpos policlonais ou monoclonais
(produzidos conforme descrito acima) gque gsdo capazes de
ligar a um polipeptideo semelhante podem ser utilizados em
qualquer formato de imunoensaio de rotina (por exemplo,
ELISA, Western blot, ou teste RIA) para medir o nivel do
polipeptideo. Em algumas formas de realizacdo, um composto
que estimula uma alteracdo tal como um aumento na expressao
ou na atividade bioldégica de um polipeptideo VEGE ou PIGF
ou uma redugdo na expressdo ou na atividade bioldgica de um
polipeptideo sFlt-1 ¢é considerado particularmente util.
Novamente, uma molécula semelhante pode ser utilizada, por
exemplo, como um terapéutico para retardar, melhorar, ou
tratar uma pré-ecldmpsia ou eclémpsia, ou os sintomas de

uma pré-eclémpsia ou eclémpsia, numa paciente.

Em ainda outro exemplo de trabalho, compostos candidatos
podem ser triados para aqueles que ligam especificamente a
um polipeptideo sFlt-1, VEGF, ou PIGF. A eficdcia de um
composto candidato semelhante é dependente de sua
capacidade para interagir com um polipeptideo semelhante ou
um equivalente funcional do mesmo. Uma interacdo semelhante
pode ser prontamente avaliada utilizando qualquer numero de
técnicas de ligacdo de rotina e testes funcionais (por
exemplo, os descritos em Ausubel et al., supra). Numa forma
de realizacdo, um composto candidato pode ser testado 1in
vitro para sua capacidade para ligar especificamente um
polipeptideo da invencdo. Noutra forma de realizacdo, um
composto candidato ¢é testado para sua capacidade para
reduzir a atividade bioldégica de um polipeptideo sFlt-1
reduzindo a ligacdo de um polipeptideo sFlt-1 e um fator de

crescimento, tal como VEGEF ou P1GF.
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Noutro exemplo de trabalho, um &cido nucléico de sFlt-1,
VEGF, ou PIGFEF é expresso como uma fusdo transcripcional ou
traducional com um repdrter detetdvel e expresso numa
célula isolada (por exemplo, célula de mamifero ou inseto)
sob o controlo de um promotor heterdlogo, tal como um
promotor indutivel. A célula expressando a proteina de
fusdo é em seguida posta em contato com um composto
candidato e a expressdo do repdrter detectdvel nesta célula
¢ comparada com a expressdo do repdrter detectdvel numa
célula de controlo ndo-tratada. Um composto candidato que
reduz a expressdo de um repdrter detectavel de sFlt-1, ou
que aumenta a expressdo de um repdrter detectdvel de VEGFE
ou PIGF é um composto que é Util para o tratamento de pré-
eclampsia ou eclémpsia. Em formas de realizacéo
preferenciais, o composto candidato altera a expressédo de
um gene repdrter fundido a um &cido nucléico ou é&acido

nucléico.

Num exemplo particular de trabalho, pode ser identificado
um composto candidato que se liga a um polipeptideo sFlt-1
utilizando uma técnica a base de cromatografia. Por
exemplo, um polipeptideo recombinante da invencdo pode ser
purificado por meio de técnicas de rotina a partir de
células produzidas para expressar o polipeptideo (por
exemplo, as descritas acima) e pode ser imobilizado sobre
uma coluna. Uma solugcdo de compostos candidatos é em
seguida passada através da coluna e um composto especifico
para o polipeptideo sFlt-1 ¢é identificado com base em sua
capacidade para se ligar ao polipeptideo e ser imobilizado
sobre a coluna. Para isolar o composto, a coluna ¢ lavada
para remover moléculas ligadas ndo-especificamente e o
composto de interesse é, em seguida, libertado da coluna e
recolhido. Podem ser utilizados métodos semelhantes para
isolar um composto ligado a uma microssérie de

polipeptideos. Compostos isolados por este método (ou
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qualguer outro método apropriado), caso desejado, podem ser
adicionalmente purificados (por exemplo, por meio de
cromatografia ligquida de alta performance). Além disso
estes compostos candidatos podem ser testados para sua
capacidade para reduzir a atividade de um polipeptideo
sFlt-1 ou para aumentar a atividade de um caminho de
sinalizacdo de VEGF (por exemplo, conforme aqui descrito).
Os compostos isolados por esta abordagem também podem ser
utilizados, por exemplo, como terapéuticos para tratar pré-
eclampsia ou eclémpsia numa paciente humana. Compostos que
sdo identificados como ligando a um ©polipeptideo da
invencdo com uma constante de afinidade menor do que ou
igual a 10 mM sdo considerados particularmente uUteis na
invencdo. Alternativamente, pode ser utilizado qualquer
sistema de detecdo de interacdo de proteina in vivo, Ppor
exemplo, qualgquer teste de dois hibridos para identificar
compostos ou proteinas que se ligam a um polipeptideo da

invencédo.

Potenciais antagonistas incluem moléculas organicas,
peptideos, miméticos de peptideos, polipeptideos, &cidos
nucléicos e anticorpos que ligam a uma sequéncia de &cidos

nucléicos sFlt-1 ou polipeptideo sFlt-1.

Sequéncias de ADN de sFlt-1 também podem ser utilizadas na
descoberta e no desenvolvimento de um composto terapéutico
para o tratamento de pré-eclampsia ou eclampsia. A proteina
codificada, na expressdo, pode ser utilizada como um alvo
para a triagem dos féarmacos. Adicionalmente, as sequéncias
de ADN codificando as regides de terminal amino da proteina
codificada ou Shine-Delgarno ou outras sequéncias de
facilitacdo de translacdo do ARNm respetivo podem ser
utilizadas para construir sequéncias que reduzem a

expressdo de uma sequéncia codificante de sFlt-1. As
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sequéncias referidas podem ser isoladas por meio de

técnicas de rotina (Ausubel et al., supra).

Opcionalmente, os compostos identificados em qualgquer um
dos testes descritos acima podem ser confirmados como Uteis
num teste para compostos que reduzem a atividade bioldgica
de sFlt-1 ou gque aumentarm a atividade de um caminho de

sinalizacdo de VEGF.

Moléculas pequenas da invencdo preferencialmente tém um
peso molecular abaixo de 2.000 daltons, mais
preferencialmente entre 300 e 1.000 daltons e ainda mais
preferencialmente entre 400 e 700 daltons. E preferencial

que estas pequenas moléculas sejam moléculas organicas.

Terapéuticos tendo como objetivo o caminho de sinalizagdo

de VEGF

VEGE ¢é um potente mitdgeno especifico para células
endoteliais que estimula a angiogénese, a
hiperpermeabilidade vascular e vasodilatacéo. Foram
identificados trés recetores de sinalizacdo de tirosina-
quinase para VEGF. A ligacdo do recetor de VEGF dispara uma
cascata de sinalizacdo que resulta na fosforilacdo por
tirosina de fosfolipase Cyl, levando a aumentos nos niveis
intracelulares de inositol 1,4,5-trifosfato e aumentos no
cdlcio intracelular que ativa a O6xido nitrico sintase para
produzir ¢xido nitrico (NO). A formacdo de Oéxido nitrico
ativa a guanilato ciclase dentro das células dos musculos
lisos vasculares e das células endoteliais, provocando
producdo de cGMP. Imagina-se que esta cascata NO/cGMP medie
os efeitos wvasoativos de VEGFEF. Outro caminho gque parece
estar einvolvido na mediacdo dos efeitos vasocativos de VEGF

¢ o caminho de libertacdo da prostaciclina. VEGF induz
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producdo de PGI2 através da ativacdo da fosfolipase A2 como

uma consequéncia da iniciacdo da cascata MAPK.

Niveis aumentados de VEGF s&do uteis para o tratamento de
pré-eclampsia e eclampsia. Compostos terapéuticos que tém
como objetivo caminhos de sinalizacdo de VEGF, ou
componentes de um caminho de sinalizacdo de VEGF e aumentam
a atividade de um caminho de sinalizacdo de VEGE também sdo
Uteis para o tratamento de pré-ecliampsia e eclémpsia. Os
compostos referidos incluem sildenafil, anadlogos da

prostaciclina, tais como Flolan, Remodulin e Tracleer.

Compostos de teste e extratos

Em geral, compostos capazes de reduzir a atividade de um
polipeptideo sFlt-1 ou aumentar a atividade de VEGF ou P1GF
sdo identificados a partir de grandes bibliotecas tanto de
produtos naturais ou de extratos sintéticos (ou semi-
sintéticos) ou Dbibliotecas guimicas ou a partir de
bibliotecas de polipeptideos ou acidos nucléicos, de acordo
com métodos conhecidos na técnica. As pessoas versadas no
campo da descoberta e do desenvolvimento de farmacos
entenderdo que a fonte precisa dos extratos ou compostos de
teste ndo ¢é crucial para o procedimento ou procedimentos de
triagem da invencdo. Compostos utilizados nas triagens
podem incluir compostos conhecidos (por exemplo,
terapéuticos conhecidos utilizados para outras doencas ou
disturbios). Alternativamente, virtualmente qualgquer numero
de compostos ou extratos quimicos desconhecidos pode ser
triado utilizando os métodos aqui descritos. Exemplos de
semelhantes extratos ou compostos incluem, mas ndo estéo
limitados a extratos a base de plantas, a base de fungos, a
base de procaridéticos ou a base de animais, caldos de
fermentacdo e compostos sintéticos, bem como modificacédo de

compostos existentes. Numerosos métodos também estdo
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disponiveis para produzir sintese aleatdéria ou dirigida
(por exemplo, semi-sintese ou sintese total) de gqualqgquer
nimero de compostos quimicos, inclusive, mas ndo limitados
a, compostos a base de sacarideos, a base de lipideos, a
base de peptideos e a base de &cidos nucléicos. Bibliotecas
de compostos sintéticos estdo disponiveis comercialmente na
Brandon Associates (Merrimack, NH) e Aldrich Chemical
(Milwaukee, WI). Alternativamente, bibliotecas de compostos
naturais sob a forma de extratos bacterianos, fungicos,
vegetais e animais estdo disponiveis comercialmente numa
série de fontes, inclusive Biotics (Sussex, Reino Unido),
Xenova (Slough, Reino Unido), Harbor Branch Oceangraphics
Institute (Ft. Pierce, FL) e PharmaMar, U.S.A. (Cambridge,
MA) . Além disso bibliotecas naturais e produzidas
sinteticamente s&o produzidas, caso desejado, de acordo com
métodos conhecidos na técnica, por exemplo, por meio de
métodos de extracdo e fracionamento de rotina. Além disso,
caso desejado, qualgquer biblioteca ou composto é
prontamente modificado utilizando métodos quimicos,

fisicos, ou bioguimicos de rotina.

Além disso, peritos na especialidade na &rea da descoberta
e do desenvolvimento de farmacos prontamente entendem que
devem ser empregues sempre gue possivel métodos para
desreplicacéo (por exemplo, desreplicacéio taxondmica,
desreplicacdo bioldgica e desreplicacdo quimica, ou
qualguer combinacdo dos mesmos) ou a eliminacdo de
replicatas ou repeticdes de materiais j& conhecidos por sua

atividade de ruptura de mudanca de pele.

Quando se descobre gque um extrato bruto reduz a atividade
de um polipeptideo sFlt-1, ou ligando a um polipeptideo
sFlt-1, ¢ necessédrio adicionalmente fracionamento do
extrato de ligacdo positivo para isolar constituintes

quimicos responsaveis pelo efeito observado. Deste modo, a
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meta do processo de extracdo, fracionamento e purificacédo é
a cuidadosa caracterizacdo e identificacdo de uma entidade
quimica dentro do extrato bruto gque reduz a atividade de um
polipeptideo sFlt-1. Métodos de fracionamento e purificacéo
de semelhantes extratos heterogéneos sdo conhecidos na
técnica. Caso desejado, compostos que foi demonstrado serem
Uteis como terapéuticos para o tratamento de pré-eclampsia
ou eclémpsia numa mulher sdo quimicamente modificados de

acordo com métodos conhecidos na técnica.

Agentes Terapéuticos

A presente invencdo se caracteriza por métodos para tratar
ou prevenir pré-eclampsia ou eclampsia numa paciente.
Preferencialmente o agente terapéutico ¢ administrado
durante a gravidez para o tratamento ou a prevencdo de pré-
eclédmpsia ou eclémpsia ou depois da gravidez para tratar
pré-eclampsia ou eclampsia pds-parto. As técnicas e
dosagens para administracdo variam dependendo do tipo de
composto (vetor anticorpo, anti-sentido, &acido nucléico e
etc.) e sdo de conhecimento geral dos peritos na

especialidade ou sdo prontamente determinadas.

Os compostos terapéuticos da presente invencdo podem ser
administrados com um diluente, veiculo, ou excipiente
farmaceuticamente aceitéaveis, sob forma de unidade de
dosagem. A administracdo pode ser parenteral, intravenosa,
subcutdnea, oral ou local por meio de injecdo direta no
ligquido amnidético. A libertacdo intravenosa por meio de
infusdo continua é o método preferencial para administracéo

dos compostos terapéuticos da presente invencéo.

A composicdo pode estar sob a forma de uma pilula,
comprimido, céapsula, liquido, ou comprimido de libertacéo

sustentada para administracdo oral; ou um liguido para
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administracdo intravenosa, subcutdnea ou parenteral; ou um
polimero ou outro veiculo de libertacdo gradual para

administracdo local.

Métodos de conhecimento geral na técnica para preparar
formulacdes sdo encontrados, por exemplo em "Remington: The
Science and Practice of Pharmacy" (20° ed. ed. A.R. Gennaro
AR., 2000, Lippincott Williams & Wilkins, Philadelphia,
PA) . Formulacgdes para administracdo parenteral podem
conter, por exemplo excipientes, &gua esterilizada, solucéo
salina, polialgquileno glicdis tais como polietileno glicol,
6leos de origem vegetal, ou naftalenos hidrogenados. Podem
ser utilizados polimero de lactideo biocompativel,
biodegradavel, copolimero de lactideo/glicolideo, ou

copolimeros de polioxietileno e polioxipropileno para

controlar a libertacéo dos compostos. Formulacdes
nanoparticuladas (por exemplo, nanoparticulas
biodegradaveis, nanoparticulas de lipideos sb6lidos,

lipossomas) podem ser utilizadas para controlar a
biodistribuicéo dos compostos. Outros sistemas de
libertacéo parenteral potencialmente Gteis incluem
particulas de copolimeros de etileno-acetato de wvinila,
bombas osmdéticas, sistemas implantédveis de infusédo e
lipossomas. A concentracdo do composto na formulacdo varia
dependendo de uma série de fatores, inclusive a dosagem do

fdrmaco a ser administrado e a via de administracédo.

O composto pode ser opcionalmente administrado como alguns
sals farmaceuticamente aceitéveis, tais como sais de adicéo
de 4cido nédo-tbdéxicos ou complexos metdlicos que sdo
utilizados comumente na industria farmacéutica. Exemplos de
sais de adicdo de acido incluem acidos orgadnicos tais como
dcidos acético, léctico, pamdico, maléico, citrico, malico,
ascdrbico, succinico, benzdico, palmitico, subérico,

salicilico, tartédrico, metanossulfdnico, toluenossulfdnico,
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ou trifluoroacético ou semelhantes; &cidos poliméricos tais
como &cido ténico, carboximetil celulose, ou semelhantes; e
4dcidos inorgédnicos tais como 4cido cloridrico, Aacido
bromidrico, adcido sulfurico, adcido fosférico, ou
semelhantes. Complexos metdlicos incluem zinco, ferro e

semelhantes.

Formulacdo para aplicacdo oral incluem comprimidos contendo
0 1ngrediente ou ingredientes ativos numa mistura com
excipientes ndo-tdéxicos farmaceuticamente aceitéveis. Estes
excipientes podem ser, por exemplo, diluentes ou cargas
inertes (por exemplo, sacarose e sorbitol), agentes
lubrificantes, deslizantes e antiaderentes (por exemplo
estearato de magnésio estearato de zinco, é4cido esteérico,

silicas, 6leos vegetais hidrogenados, ou talco).

Formulacdes para aplicacéao oral também podem ser
proporcionadas como comprimidos mastigaveis, ou como
capsulas de gelatina duras em que o ingrediente ativo é
misturado com um diluente sdélido inerte, ou como céapsulas
de gelatina moles em que o ingrediente ativo é misturado

com Agua ou um meio oleaginoso.

A dosagem e o momento da administracdo do composto depende
de varios fatores clinicos inclusive da saude global da
paciente e da gravidade dos sintomas da pré-eclémpsia. Em
geral, uma vez que seja detetada pré-eclémpsia ou uma
tendéncia a desenvolver pré-eclédmpsia, usa-se infuséo
continua da proteina purificada para tratar ou prevenir
progressdo posterior da condicdo. O tratamento pode ser
continuado durante um periodo de tempo variando de 1 a 100
dias, mais preferencialmente de 1 a 60 dias e ainda mais
preferencialmente de 1 a 20 dias, ou até o encerramento da
gravidez. As dosagens variam dependendo de cada composto e

da gravidade da condicdo e sdo tituladas para obter uma
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concentracdo sérica sanguinea em estado estacionério
variando de 1 a 500 ng/mL de VEGF ou PlGF, ou ambos,
preferencialmente de 1 a 100 ng/mL, mais preferencialmente
de 5 a 50 ng/mL e ainda mais preferencialmente de 5 a 10

ng/mL de VEGEF ou PI1GF, ou ambos.

Métodos para aumentar a expressdo da proteina VEGF ou PlGF

A presente invencdo caracteriza-se por métodos para
aumentar 0s niveis de VEGEF e PIGF numa paciente
diagnosticada com pré-eclampsia ou eclampsia. O aumento dos
niveis de VEGF ou PlGF pode ser obtido utilizando véarias
metodologias diferentes que estdo descritas abaixo entre

outras.

Proteinas purificadas

Numa forma de realizacdo preferencial da presente invencéo,
as formas purificadas de VEGF ou PIGF ou ambas séo
administradas a paciente de modo a tratar ou prevenir pré-

eclampsia ou eclampsia.

VEGF purificadas ou proteinas semelhantes a VEGF incluem
qualguer proteina com uma sequéncia de aminodcidos que é
hombéloga, mais desejavelmente, substancialmente idéntica a
sequéncia de aminodcidos de VEGFE, ou gualquer membro da
familia de VEGF, que pode induzir angiogénese ou que &
capaz de promover crescimento seletivo de células
endoteliais vasculares ou de células endoteliais da veia

umbilical. Um exemplo de um composto VEGFE purificado & VEGF

recombinante humana da Genentech, Inc. (San Francisco, CA).

PIGF purificadas ou proteinas semelhantes a PIGF incluem

qualguer proteina com uma sequéncia de aminoacidos que é
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homéloga, mais desejavelmente, substancialmente idéntica a
sequéncia de aminoédcidos de PIGF, ou gualgquer membro da
familia de PIGF, que pode induzir angiogénese ou que ¢&
capaz de promover crescimento seletivo de células
endoteliais wvasculares ou de células endoteliais da veia
umbilical. Um exemplo de PIGF purificada disponivel
comercialmente ¢é PIlGF recombinante humana da R&D Systems
(catdlogo n°® 264-PG, R&D Systems, Minneapolis, MN).
ThromboGenics Ltd também estd desenvolvendo wuma forma
purificada de PlGF para o tratamento de derrame cerebral
isquémico; presumivelmente esta forma de PIGF seria eficaz

para as aplicacdes descritas na presente invencéo.

Compostos terapéuticos que aumentam a atividade de VEGF ou

PLGF
A presente invencdo proporciona a aplicacdo de qualqguer
composto gue se sabe que estimula ou aumenta os niveis
séricos sanguineos de VEGEF ou PILGF, ou a atividade
bioldégica destes polipeptideos, para o tratamento ou a
prevencdo de pré-eclampsia numa paciente. Estes compostos
podem ser utilizados sozinhos ou em combinacdo com as
proteinas purificadas descritas acima ou qualgquer um dos
outros métodos utilizados para aumentar os niveis das

proteinas VEGF ou PI1GF aqui descritos.

Um exemplo de um composto que foi demonstrado que estimula
a producdo de VEGEF é a nicotina. Embora o fumo apresente
muitos riscos para a salde global de uma mulher gréavida e
seu feto em desenvolvimento, acredita-se que a nicotina por
si s6 seja mais segura do que cigarros e pode ser utilizada
para terapia de curta duracdo em pacientes de alto risco.
Exemplos incluem Nicorette (polacrilex de nicotina), que é

um produto de goma de nicotina OTC preparado pela
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SmithKline Beecham e NicoDerm CQ, que ¢ um emplastro de
nicotina OTC preparado pela Hoechst Marion Roussel 1Inc.
(anteriormente Marion Merrell Dow). A nicotina liberada
através do tabaco é especificamente excluida dos métodos da
invencdo onde a paciente também ndo foi diagnosticada

utilizando os métodos da invencéo.

A nicotina ¢ administrada depois do diagndéstico de pré-
eclampsia ou eclémpsia utilizando ou o emplastro ou a goma.
As dosagens variam dependendo da gravidade da condicdo e da
saude global da paciente. Em geral, sdo seguidas as
instrucdes do fabricante apra obter um nivel sérico de
nicotina variando a partir de 5 até 500 ng/mL, mais
preferencialmente 5 até 100 ng/mL e ainda mais

preferencialmente 50 até 100 ng/mL.

Teofilina é outro exemplo de um composto adicional gque pode
ser utilizado para tratar ou prevenir pré-eclampsia ou
ecléampsia. A teofilina ¢é um broncodilatador o qual ¢é
frequentemente utilizado para o tratamento da asma e esté
disponivel sob muitos nomes comerciais (por exemplo,
Aerolate Sr, Asmalix, Elxophyllin e etc.) bem como a
genérica. 0Os métodos de administracdo e as dosagens variam
de acordo com cada fabricante e s&o escolhidos com base na
saude global da paciente e na gravidade da condicdo. Em
geral, as dosagens didrias variam a partir de 1 até 500 mg,
mais preferencialmente 100 até 400 mg e ainda mais
preferencialmente 250 até 350 mg administradas duas vezes
ao dia para obter um nivel sérico de teofilina de 5 até 50

ng/mL.

Adenosina é outro exemplo de um composto adicional que pode
ser utilizado para tratar ou prevenir pré-eclédmpsia ou
eclampsia. Adenosina (Fujisawa Pharmaceutical Co.) é

comumente utilizada como um fArmaco anti-hipertensivo. Os
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métodos de administracdo e as dosagens variam de acordo com
cada fabricante e s&do escolhidos com base na saude global
da paciente e na gravidade da condicdo. Em geral, uma
dosagem didria de 50 mg/kg administrada duas vezes ao dia é

tipica para a adenosina.

Nifedipina é outro exemplo de um composto adicional que
pode ser utilizado para tratar ou prevenir pré-eclampsia ou
eclampsia. Nifedipina (Bayer Pharmaceuticals) €& comumente
utilizada como um fArmaco anti-hipertensivo. Os métodos de
administracdo e as dosagens variam de acordo com cada
fabricante e s&do escolhidos com base na satde global da
paciente e na gravidade da condicdo. Em geral, uma dosagem
diadria de 1-2 mg/kg administrada duas vezes ao dia por via

oral ou por via subcutdnea ¢é tipica para a nifedipina.

Minoxidil é outro exemplo de um composto adicional que pode
ser utilizado para tratar ou prevenir pré-eclampsia ou
ecléampsia. Minoxidil (Pfizer, Inc.) ¢ comumente utilizada
como um farmaco anti-hipertensivo. Os métodos de
administracdo e as dosagens variam de acordo com cada
fabricante e sd@o escolhidos com base na saude global da
paciente e na gravidade da condicdo. Em geral, uma dosagem
diadria de 0,25 a 1,0 mg/kg administrada duas vezes ao dia
por via oral ou por via subcutdnea ¢é tipica para o

minoxidil.

Sulfato de magnésio & outro exemplo de um composto
adicional que pode ser utilizado para tratar ou prevenir
pré-eclampsia ou eclampsia. Sulfato de magnésio ¢é um
farmaco genérico o qual é tipicamente utilizado como um
farmaco anti-hipertensivo. Os métodos de administracdo e as
dosagens variam de acordo com cada fabricante e sé&o
escolhidos com base na salde global da paciente e na

gravidade da condicdo. Em geral, uma dosagem didria de 1-2



84

gm administrada por via intravenosa a cada quatro horas é

uma dosagem tipica para o sulfato de magnésio.

Além da aplicacdo de compostos que podem aumentar os niveis
séricos de VEGF ou PlGF, a invencédo proporciona a aplicacéo
de gquaisquer medicac¢des para hipertensédo crdénica utilizadas
em combinacdo com gquaisquer dos compostos dirigidos para
VEGE ou PLlGF. As medicacdes utilizadas para o tratamento da
hipertenséo durante a gravidez incluem metildopa,
cloridrato de hidralazina, ou labetalol. Para cada uma
destas medicacdes, os modos de administracdo e as dosagens
sdo determinados pelo clinico e pelas instrugdes do

fabricante.

Acidos nucléicos terapéuticos

Um trabalho recente mostrou que a libertacdo de &cido
nucléico (ADN ou ARN) capaz de expressar um mitdgeno de
células endoteliais tal como VEGF para o sitio de lesédo de
um vaso sanguineo induzira a proliferacéo e a
reendotelializacdo do vaso lesionado. Apesar da presente
invencdo ndo se referir a lesdo de vaso sanguineo, as
técnicas para a libertacdo de &cido nucléico codificando
mitdgenos de células endoteliais tais como VEGE e PIGF
utilizados nestes estudos também podem ser empregadas na
presente invencdo. Estas técnicas sdo descritas nas
Patentes U.S. N°° 5.830.879 e 6.258.787 e sdo aqui

incorporadas, por meio de referéncia.

Na presente invencdo o 4&cido nucléico pode ser qualquer
dcido nucléico (ADN ou ARN) inclusive ADN gendmico, ADNc e
ARNm, codificando VEGF ou PIGF ou quaisquer membros das
familias VEGFEF ou PI1GF. O 4cido nucléico também pode incluir
qualguer &cido nucléico o qual codifica uma proteina que

foi demonstrado que se liga ao recetor de sFlt-1. Os &cidos
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nucléicos codificando a proteina desejda podem ser obtidos
utilizando procedimentos de rotina na técnica, por exemplo,

ADN recombinante, amplificacdo por PCR.

Acidos nucléicos terapéuticos que inibem a expressdo de

sFlt-1

A presente invencdo também se caracteriza pela aplicacdo de
oligbmeros de nucleobase anti-sentido para regular para
baixo a expressdo de ARNm de sFlt-1 diretamente. Ao ligar a
sequéncia de &cidos nucléicos complementar (o filamento de
sentido ou codificante), os oligbmeros de nucleobase anti-
sentido sdo capazes de inibir a expressdo protéica
presumivelmente através da clivagem enzimatica do filamento
de ARN por ARNse H. Preferencialmente o oligbémero de
nucleobase anti-sentido é capaz de reduzir a expressido da
proteina sFlt-1 numa célula gue expressa excesso dos niveis
de sFlt-1. Preferencialmente, a reducdo na expressdo da
proteina sFlt-1 é de no minimo 10% com relacdo a células
tratadas com um oligonucleotideo de controlo, mais
preferencialmente de 25% e ainda mais preferencialmente de
50% ou mais. Os métodos para selecionar e ©preparar
oligbmeros de nucleobase anti-sentido s&o de conhecimento
geral na técnica. Para um exemplo da aplicacdo dos
oligébmeros de nucleobase anti-sentido para regular para
baixo a expressdo de VEGF veja a Patente U.S. N° 6.410.322,
aqui incorporada, por meio de referéncia. Os métodos para
testar o0s niveis de expressdo de proteina também sdo de
conhecimento geral na técnica e incluem Western blotting,

imunoprecipitacdo e ELISA.

A presente invencdo também se caracteriza pela aplicacédo de
ARN de interferéncia (ARNi) para inibir a expressdo de

sFlt-1. ARN de interferéncia (ARN1) é um mecanismo
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descoberto recentemente de silenciamento genético pds-
transcripcional (PTGS) no qual ARN de cadeia dupla (dsARN)
correspondente a um gene ou ARNm de interesse é introduzido
num organismo resultando na degradacéao do ARNm
correspondente. Na reacdo de ARNi, tanto os filamentos de
sentido quanto anti-sentido de uma molécula de dsARN séo
processados em pequenos fragmentos de ARN ou segmentos
variando de comprimento de 21 a 23 nucleotideos (nt) e
tendo caudas 3’ de 2 nucleotideos. Alternativamente, dsARNs
sintéticos, o0s quais tém 21 a 23 nt de comprimento e tém
caudas 3’ de 2 nucleotideos, podem ser sintetizados,
purificados e utilizados na reacdo. Estes dsARNs de 21 a 23
nt sdo conhecidos como "ARNs guia"™ ou "ARNs curtos

interferentes”" (siARNs).

Os duplexes de siARN em seguida ligam-se a um complexo de
nuclease composto de proteinas gque visam e destrdem ARNmS
enddbgenos tendo homologia para o siARN dentro do complexo.
Embora a identidade das proteinas dentro do complexo
permaneca incerta, a funcdo do complexo ¢é orientar a
molécula de ARNm homdéloga através de interacdes de
pareamento de bases entre um dos filamentos de siARN e o
ARNm enddgenou. O ARNm é entdo clivado aproximadamente 12
nt do terminal 3’ do siARN e degradado. Desta maneira,
genes especificos podem ser visados e degradados, deste
modo resultando numa falta de expressédo de proteina do gene

visado.

As exigéncias especificas e modificacgdes de dsARN s&o
descritas no pedido de patente internacional PCT N°
WO01/75164. Engquanto as moléculas de dsARN podem variar de
comprimento, é mais preferencial usar moléculas de siARN as
quais s&o dsARNs de 21 a 23 nucleotideos com extremidades
de projecdes 3’ de 2 a 3 nucleotideos caracteristicas

tipicamente ou (2'-desdédxi)timidina ou wuracila. As siARNs
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tipicamente compreendem um grupo hidroxila 3’. Também pode
ser utilizado siARN de filamento uUnico bem como formas de
dsARN de extremidade cega. De modo a aumentar
adicionalmente a estabilidade do ARN, as projecdes 3’ podem
ser estabilizadas contra degradacéo. Numa forma de
realizacdo semelhante, o ARN & estabilizado incluindo
nucleotideos purina, tais como adenosina ou guanosina.
Alternativamente, substituicdo de nucleotideos pirimidina
por andlogos modificados, por exemplo, substituicdo de
projecdes de 2 nucleotideos uridina por (2'-desdxi)timida é
tolerada e nédo afeta a eficiéncia de ARNi. A auséncia de um
grupo 2’ hidroxila significativamente aumenta a resisténcia

a nuclease da projecdo em meio de cultura de tecido.

Alternativamente, SiARN pode ser preparado utilizando
qualquer um dos métodos determinados no pedido de patente
internacional PCT N° WO01/75164 ou utilizando procedimentos
de rotina para procedimentos de transcricdo in vitro de ARN
e recozimento de dsARN conforme descrito em Elbashir et al.
(Genes & Dev., 15:188-200, 2001). siARNs também sdo obtidos
conforme descrito em Elbashir et al. por meio de incubacéo
de dsARN que corresponde a uma sequéncia do gene alvo num
lisado de Drosophila livre de células de embrides de
Drosophila do blastoderma sincicial sob condic¢des nas quais
o dsARN é processado para produzir siARNs de cerca de 21 a
cerca de 23 nucleotideos, o0s quais sdo entdo isolados
utilizando técnicas de conhecimento de peritos da
especialidade. Por exemplo eletroforese de gel pode ser
utilizada para separar os ARNs de 21-23 nt e os ARNs podem
ser em seguida eluidos das fatias de gel. Além disso
cromatografia (por exemplo, cromatografia por exclusido de
tamanho), centrifugacéo de gradiente de glicerol e
purificacéo por afinidade com anticorpo podem ser

utilizadas para isolar os ARNs de 21 a 23 nt.
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Na presente invencdo, o dsARN, ou siARN, é complementar a
sequéncia de ARNm de um ARNm de sFlt-1 e pode reduzir ou
inibir a expressdo de sFlt-1. Preferencialmente, a reducéo
na expressdo da proteina sFlt-1 é de no minimo 10% com
relacdo a células tratadas com um SiARN ou dsARN de
controlo, mais preferencialmente 25% e ainda mais
preferencialmente no minimo 50%. Métodos para avaliar os
niveis de expressdo de proteina também sdo de conhecimento
geral na técnica e incluem Western blotting,

imunoprecipitacdo e ELISA.

Na presente invencéo, 0s acidos nucléicos utilizados
incluem gualquer modificacdo que aumente a estabilidade ou
a funcdo do &cido nucléico de qualquer modo. Exemplos
incluem modificacdo para estrutura principal de fosfato, a

ligacdo internucleotideo, ou para a porcdo de acucar.

Para simplificar a manipulacdo e o tratamento do &cido
nucléico codificando a proteina de ligacdo de sFlt-1, o
dcido nucléico é preferencialmente inserido numa cassete
onde é ligado operavelmente a um promotor. O promotor deve
ser capaz de orientar a expressdo da proteina de ligacdo de
sFlt-1 na célula hospedeira alvo desejada. A selecdo de
promotores apropriados pode ser realizada prontamente.
Preferencialmente, se usaria um promotor de alta expresséo.
Um exemplo de um promotor adequado ¢é o promotor do
citomegalovirus (CMV) de 763 pares de bases. Também podem
ser utilizados os promotores do virus do sarcoma Rous (RSV)
(Davis et al., Hum. Gene Ther. 4:151-159, 1993) e do virus
do tumor mamadrio de camundongo (MMTV). Algumas proteinas
podem ser expressas utilizando seu promotor nativo. Outros
elementos que podem aumentar a expressdo também podem ser
incluidos (por exemplo, reforcadores ou um sistema dque
resulta em maiores niveis de expressdo tal como um gene tat

e elemento tar). O vetor recombinante pode ser um vetor de
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plasmideo tal como pUC1l18, pBR322, ou outros vetores de
plasmideo conhecidos, que incluem, por exemplo, uma origem
de replicacdo de E. coli (ver, Sambrook et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory
press, 1989). 0O vetor de plasmideo também pode incluir um
marcador selecionavel tal como o gene [ lactamase para
resisténcia a ampicilina, contanto gque o polipeptideo
marcador ndo afete de modo adverso o metabolismo do
organismo que estéd sendo tratado. O cassete também pode ser
ligado a uma porcdo de 1ligacdo de &cido nucléico num
sistema de libertacdo sintético, tal como ©O sistema
revelado no pedido de patente internacional PCT N°

W095/22618.

O é&cido nucléico pode ser introduzido nas células por
quaisquer meios apropriados para o vetor empregado. Muitos
dos métodos referidos sdo de conhecimento geral na técnica
(Sambrook et al., supra e Watson et al., "Recombinant ADN",
Capitulo 12, 2% edicdo, Scientific American Books, 1992).
Vetores recombinantes podem ser transferidos por meio de
métodos tais como ©precipitacdo de fosfato de célcio
eletroporacdo, transfeccdo mediada por lipossoma, pistola
de gene, microinjecédo, transferéncia mediada por capsideo
viral, transferéncia mediada por polibreno, ou fusdo de
protoplastos. Para uma revisdo dos procedimentos para
preparacdo de lipossomas, direcionamento e libertacdo de
contetdo, veja Mannino e Gould-Fogerite, (Bio Techniques,
6:682-690, 1988), Felgner e Holm, (Bethesda Res. Lab.
Focus, 11:21, 1989) e Maurer (Bethesda Res. Lab. Focus,
11:25, 1989).

A transferéncia do vetor recombinante (ou vetor de

plasmideo ou vetores virais) pode ser realizada através de
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injecéo direta no liquido amnidético ou libertacéo

intravenosa.

Também pode ser utilizada libertacdo de gene utilizando
vetores adenovirais (AAV) ou adeno-associados. Adenovirus
estdo presentes num grande nUmero de espécies animais, néo
sdo muito patogénicos e podem se duplicar igualmente bem em
células em divisdo e quiescentes. Como regra geral, o0s
adenovirus utilizados ©para libertacdo de gene estédo
carecendo de um ou mais genes necessarios para replicacédo
viral. Vetores adenovirais recombinantes defeituosos para
replicacdo utilizados para a libertacdo de VEGE, PlGF ou
qualguer proteina de ligacdo de sFlt-1, podem ser
produzidos de acordo com técnicas conhecidas na técnica
(ver Quantin et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:2581-
2584, 1992; Stratford-Perricadet et al., J. Clin. Invest.,
90:626-630, 1992; e Rosenfeld et al., Cell, 68:143-155,
1992). Para um exemplo da aplicacdo da terapia genética in

utero veja a Patente U.S. N° 6.399.585.

Estéo disponiveis uma variedade de métodos para
transfeccdo, ou introducdo, de dsARN ou oligonucleotideos
em células de mamiferos. Por exemplo, h& vArios reagentes

de transfeccdo comercialmente disponiveis incluindo mas néo
limitados a: TransIT-TKO® (Mirus, Cat. N° MIR 2150),

Transmessenger® (Qiagen, Cat. No. 301525) e Oligofectamine®
(Invitrogen, Cat. N° MIR 12252-011). Os protocolos para
cada reagente de transfeccdo estdo disponiveis nos

fabricantes.

Uma vez transferido, o &cido nucléico ¢é expresso pelas
células no local da lesdo durante um periodo de tempo
suficiente para aumentar os niveis séricos sanguineos de

VEGF, PlGF, ou gualquer outra proteina de ligacdo de sFlt-
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1. Como os vetores contendo o &cido nucléico ndo sé&o
normalmente incorporados no genoma das células, a expressdo
da proteina de interesse ocorre somente por um tempo
limitado. Tipicamente, a proteina ¢é expressa em niveis
terapéuticos durante cerca de dois dias até varias semanas,
preferencialmente durante cerca de uma a duas semanas. Pode
ser utilizada a reaplicagcdo do ADN para proporcionar
periodos adicionais de expressdo da proteina terapéutica.
Exemplos recentes de terapia genética utilizando VEGFE para
o0 tratamento de doenca vascular em mamiferos podem ser
encontrados em Deodato et al. (Gene Ther., 9:777-7185,
2002); Isner et al. (Human Gene Ther., 12:1593-15%94, 2001);
Lai et al. (Gene Ther., 9:804-813, 2002); e revisados em
Freedman e Isner (Ann. Intern. Med., 136:54-71, 2002) e
Isner JM (Nature, 415:234-239, 2002).

Testes para expressdo genética e protéica

Os métodos seguintes podem ser utilizados para avaliar a
expressdo protéica ou genética e determinar a eficéacia para
qualquer um dos métodos mencionados acima para aumentar os
niveis de VEGF, PIGF ou qualguer outra proteina de ligacéo

de sFlt-1, ou para reduzir os niveis de proteina sFlt-1.

O soro sanguineo da paciente é medido para niveis de VEGE,
P1GF, ou qualguer ligante protéico conhecido por ligar a
sFlt-1. Os métodos utilizados para medir os niveis séricos
de proteinas incluem ELISA, Western blotting, ou
imunoensaios utilizando anticorpos especificos. Além disso
podem ser realizados testes de angiogénese in vitro para
determinar se o sangue da paciente foi convertido de um
estado antiangiogénico para um estado prdé-angiogénico. Os
testes referidos sdo descritos acima no Exemplo 2. Um

resultado positivo ¢é considerado um aumento de no minimo
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20%, preferencialmente 30%, mais preferencialmente no
minimo 50% e ainda mais preferencialmente no minimo 60% nos
niveis séricos de VEGEF, PIGF, ou qualguer ligante protéico
que se saiba que ligue a sFlt-1. Um resultado positivo
também pode ser considerado conversdo de um estado
antiangiogénico para um estado prdé-angiogénico utilizando o

teste de angiogénese in vitro.

Existem varios métodos conhecidos na técnica para testar a
expressdo genética. Alguns exemplos incluem a preparacdo de
ARN das amostras sanguineas da paciente e a aplicacdo do
ARN para Northern blotting, amplificacdo a base de PCR, ou
testes de protecdo de ARNse.

Utilizacdo de anticorpos para o tratamento terapéutico

Os elevados niveis de sFlt-1 encontrados nas amostras de
soro tiradas de mulheres gravidas sofrendo de pré-eclampsia
sugere que sFlt-1 tem acdo como um "dissipador fisioldgico"
para ligar a e esgotar as células trofobléasticas e células
endoteliais maternas de VEGF e PI1GF funcionais. A aplicacéo
de compostos, tais como anticorpos, para ligar a sFlt-1 e
bloquear a ligacdo de VEGF ou PI1GF, pode ajudar a prevenir
ou tratar pré-eclémpsia ou eclédmpsia, produzindo um aumento
em VEGF ou PIGF livres. Um aumento semelhante
possibilitaria um aumento da proliferacdo de trofoblastos,
migracdo e angiogénese necessaria para o desenvolvimento
placentdrio e a nutricdo fetal e para a saude sistémica das

células endoteliails maternas.

A presente 1invencdo proporciona anticorpos que se ligam
especificamente ao dominio de ligacdo de ligante de sFlt-1.
Os anticorpos sdo utilizados para inibir sFlt-1 e acredita-

se que o mecanismo mais eficaz seja através do bloqueio
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direto dos locais de ligacdo para VEGFEF ou PI1GF, no entanto,
outros mecanismos ndo podem ser excluidos. S&do descritos
métodos para a preparacdo e a aplicacdo de anticorpos para
fins terapéuticos em varias patentes inclusive nas Patentes
U.S. Numeros 6.054.297; 5.821.337; 6.365.157; e 6.165.464.
Os anticorpos podem ser policlonais ou monoclonais; séo

preferenciais anticorpos monoclonais.

Os anticorpos monoclonais, particularmente os derivados de
roedores inclusive camundongos, tém sido utilizados para o
tratamento de varias doencas; no entanto, hé& limitacdes
para sua aplicacdo inclusive a inducdo de uma resposta de
imunoglobulina humana anticamundongo que causa rapido
clearance e uma reducdo na eficdcia do tratamento. Por
exemplo, uma importante limitacdo na aplicacdo clinica dos
anticorpos monoclonais de roedores é uma reacéao
antiglobulina durante a terapia (Miller et al., Blood,
62:988-995 1983; Schroff et al., Cancer Res., 45:879-885,
1985).

A técnica tem tentado superar este problema construindo
anticorpos "quiméricos" nos quais um dominio wvariavel de
ligacdo de antigeno animal ¢é acoplado a um dominio
constante humano (Patente U.S. N° 4.816.567; Morrison et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6851-6855, 1984;
Boulianne et al., Nature, 312:643-646, 1984; Neuberger et
al., Nature, 314:268-270, 1985). A producdo e a aplicacéo
de semelhantes anticorpos quiméricos estdo descritas

abaixo.

A inibicdo competitiva de ligacdo de ligante a sFlt-1 é
util para a prevencdo ou o tratamento de pré-eclampsia ou
eclampsia. Anticorpos orientados para sFlt-1 podem bloquear

a ligacdo de VEGF ou PIGF a sFlt-1 resultando em aumento
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dos niveis de VEGEF ou PIGF. Um aumento semelhante pode
resultar num resgate da disfuncdo endotelial e uma mudanca
no equilibrio de fatores prdé-angiogénicos/antiangiogénicos

em direcdo a angiogénese.

Um coktail dos anticorpos monoclonais da presente invencéo
pode ser utilizado como um tratamento eficaz para pré-
eclampsia ou eclémpsia. O coktail pode incluir t&o pouco
quanto dois, trés, ou quatro diferentes anticorpos ou
tantos quanto seis, oito, ou dez diferentes anticorpos.
Além disso os anticorpos da presente invencdo podem ser
combinados com um farmaco anti-hipertensivo (por exemplo,
metildopa, cloridreto de hidralazina, ou labetalol) ou
qualquer outra medicacdo utilizada para tratar pré-
eclampsia, eclémpsia, ou o0s sintomas associados com pré-

eclédmpsia ou eclampsia.

Preparacdo de Anticorpos

Os anticorpos monoclonais que se ligam especificamente ao
recetor sgFlt-1 podem ser produzidos por meio de métodos
conhecidos na técnica. Estes métodos incluem o método
imunoldégico descrito por Kohler e Milstein (Nature, 256:
495-497, 1975) e Campbell ("Monoclonal Antibody Technology,
The Production and Characterization of Rodent and Human
Hybridomas” em Burdon et al., Eds., Laboratory Techniques
in Biochemistry and Molecular Biology, Volume 13, Elsevier
Science Publishers, Amsterdam, 1985), bem como por meio do
método de ADN recombinante descrito por Huse et al.

(Science, 246, 1275-1281, 1989).

Anticorpos monoclonais podem ser preparados a partir de
sobrenadantes de culturas de células de hibridoma ou a

partir de ascites induzida por inoculacdo intraperitoneal
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de células de hibridoma em camundongos. A técnica do
hibridoma descrita originalmente por Kohler e Milstein
(Fur. J. Immunol, 6, 511-519, 1976) tem sido amplamente
aplicada para produzir linhagens de células hibridas que
secretam altos niveis de anticorpos monoclonais contra

muitos antigenos especificos.

A via e o esquema de imunizacdo do animal hospedeiro ou
cultura de células produtoras de anticorpos dos mesmos S&o
geralmente de acordo com  técnicas estabelecidas e
convencionais para estimulacdo e producdo de anticorpos.
Tipicamente, s&do utilizados camundongos como o modelo de
teste, no entanto, qualquer paciente mamifero inclusive
pacientes humanas ou células produtoras de anticorpos dos
mesmos podem ser manipuladas de acordo com 0S Processos
desta invencdo para servir como a base para producdo de
linhagens de células hibridas de mamifero, inclusive ser

humano.

Depois da imunizacdo, cas élulas 1linféides imunes séo
fundidas com células de mieloma para gerar uma linhagem
celular hibrida que pode ser cultivada e subcultivada
indefinidamente, ©para produzir grandes quantidades de
anticorpos monoclonais. Para os fins desta invencdo, as
células linfdéides 1imunes selecionadas para fusdo sé&o
linfécitos e sua progénie diferenciada normal, tomada ou de
tecido de 1linfonodos ou de tecido esplénico de animais
imunizados. A aplicacéo de células esplénicas é
preferencial, uma vez que oferecnuma fonte mais concentrada
e conveniente de células produtoras de anticorpos com
respeito ao sistema do camundongo. As células de mieloma
proporcionam a base para propagacdo continua do hibrido
fundido. Células de mieloma s&o células tumorais derivadas
de células plasmaticas. Linhagens de células de mieloma

murino podem ser obtidas, por exemplo, da American Type
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Culture Collection (ATCC; Manassas, VA). Também foram
descritas linhagens de células de mieloma humano e de
heteromieloma de camundongo-humano (Kozbor et al., J.
Immunol., 133:3001-3005, 1984; Brodeur et al., Monoclonal
Antibody Production Techniques and Applications, Marcel

Dekker, Inc., New York, pp. 51-63, 1987).

As linhagens de células hibridas podem ser mantidas in
vitro em meios de cultura celular. Uma vez que a linhagem
de células de hibridoma seja estabelecida, pode ser mantida
numa variedade de meios nutricionalmente adequados tais
como meio de hipoxantina-aminopterina-timidina (HAT). Além
disso, as linhagens de células hibridas podem ser
armazenadas e preservadas em gualquer numero de modos
convencionais, inclusive congelamento e armazenamento Ssob
nitrogénio liquido. Linhagens de células congeladas podem
ser revividas e cultivadas indefinidamente com sintese
resumida e secrecdo de anticorpo monoclonal. O anticorpo
secretado é recuperado do sobrenadante da cultura de tecido
por meio de métodos convencionais tais como precipitacéo,
cromotografia de permuta idénica, cromotografia por

afinidade, ou semelhantes.

0O anticorpo pode ser preparado em dqualquer mamifero,
inclusive camundongos, ratos, coelhos, cabras e seres
humanos. O anticorpo pode ser um membro de uma das
seguintes classes de imunoglobulina: IgG, IgM, IgA, IgD, ou
IgE e as subclasses das mesmas e preferencialmente é um

anticorpo de IgG.

Apesar do animal preferencial para producdo de anticorpos
monoclonais ser o camundongo, a invencdo ndo estd limitada
ao mesmo; de fato, podem ser utilizados anticorpos humanos

e podem se comprovar preferenciais. Os anticorpos referidos
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podem ser obtidos utilizando hibridomas humanos (Cole et
al., "Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy", Alan R.
Liss Inc., p. 77-96, 1985). Na presente invencdo, podem ser
utilizadas técnicas desenvolvidas para a producdo de
anticorpos quiméricos unindo os genes de uma molécula de
anticorpo de camundongo de apropriada especificidade
antigénica Jjunto com genes de uma molécula de anticorpo
humano (Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 81, 6851-
6855, 1984; Neuberger et al., Nature 312, 604-608, 1984;
Takeda et al., Nature 314, 452-454, 1985); os anticorpos
referidos estdo dentro do &ambito desta invencdo e sdo

descritos abaixo.

Como outra alternativa para a técnica de fusdo celular,
células B imortalizadas do virus Epstein-Barr (EBV) sé&o
utilizadas para produzir os anticorpos monoclonais da
presente invencdo (Crawford D. et al., J. of Gen. Virol.,
64:697-700, 1983; Kozbor e Roder, J. Immunol., 4:1275-1280,
1981; Kozbor et al., Methods in Enzymology, 121:120-140,
1986) . Em geral, o procedimento consiste em isolar o virus
Epstein-Barr de uma fonte adequada, geralmente uma linhagem
de células infectadas e expor as células secretoras de
anticorpos alvos a sobrenadantes contendo o virus. As
células sdo lavadas e cultivadas num meio de cultura
celular apropriado. Subsequentemente, células transformadas
viralmente presentes na cultura celular podem ser
identificadas pela presenca do antigeno nuclear viral
Epstein-Barr e células secretoras de anticorpos
transformadas podem ser identificadas utilizando métodos de
rotina conhecidos na técnica. Outros métodos para producédo
de anticorpos monoclonais, tais como ADN recombinante,

também sdo incluidos dentro do ambito da invencé&o.
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Preparacdo de Imundgenos sFlt-1

sFlt-1 podem ser utilizados por si sé como um imundgeno, ou
podem ser fixados a uma proteina de wveiculo ou a outros
objetos, tais como contas de sefarose. sFlt-1 podem ser
purificados a partir de células que se sabe que expressam a
proteina enddgena tais como células endoteliais da veia
umbilical humana (HUVEC; Kendall et al., Biochem. Biophys.
Res. Comm., 226:324-328, 1996). Adicionalmente, moléculas
de 4cido nucléico que codificam gsFlt-1, ou porcgbdes da
mesma, pode ser 1inserida em vetores conhecidos para
expressdo em células hospedeiras utilizando técnicas de ADN
recombinante de rotina. Células hospedeiras adequadas para
expressdo de sFlt-1 incluem células de baculovirus (por
exemplo, células Sf9), células bacterianas (por exemplo, E.

coli) e células de mamiferos (por exemplo, células NIH3T3).

Além disso, peptideos podem ser sintetizados e utilizados
como imundgenos. Os métodos para preparar anticorpo para
peptideos sdo de conhecimento geral na técnica e geralmente
requerem acoplamento do peptideo a uma molécula de veiculo
adequada, tal como albumina sérica. Peptideos incluem
qualquer sequéncia de aminodcidos que seja substancialmente
idéntica a gqualquer parte da sequéncia de aminodcidos sFlt-
1 correspondente ao numero de acesso no GenBank U01134. Os
peptideos podem ter qualguer comprimento, preferencialmente
10 aminoacidos ou mais, mais preferencialmente 25
aminodcidos ou mais e ainda mais preferencialmente 40, 50,
60, 70, 80, ou 100 aminodcidos ou mais. Preferencialmente,
as sequéncias de aminodcidos sdo no minimo 60%, mais
preferencialmente 85% e, ainda mais preferencialmente 95%
idénticas a sequéncia de U01134. Os peptideos podem ser
obtidos comercialmente ou preparados utilizando técnicas de

conhecimento geral na técnica, tais como, por exemplo, O
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método de fase sdédlida de Merrifield (Science, 232:341-347,
1985) . o) procedimento pode usar sintetizadores
comercialmente disponiveis tais como uma mégquina de
peptideos automatizada Biosearth 9500, com clivagem dos
aminoadcidos Dbloqueados sendo obtida com fluoreto de
hidrogénio e os peptideos purificados por meio de HPLC do
preparativo utilizando um instrumento Waters Delta Prep

3000, numa coluna de 15-20 pm Vydac C4 PrepPAK.

Equivalentes funcionais de anticorpos

A  invencdo também inclui equivalentes funcionais dos
anticorpos agqui descritos. Equivalentes funcionais incluem
polipeptideos com sequéncias de aminoacidos
substancialmente idénticas a sequéncia de aminoécidos das
regides variédveis ou hipervaridveis dos anticorpos da
invencdo. Equivalentes funcionais tém caracteristicas de
ligacdo comparaveis a dos anticorpos e incluem, por
exemplo, anticorpos quimerizados, humanizados e de cadeia
tnica bem como fragmentos dos mesmos. Os métodos para
produzir os equivalentes funcionais referidos sédo revelados
na Publicacdo PCT N° WO093/21319; no Pedido de Patente
Européia N°. 239.400; na Publicacdo PCT N° W089/09622; no
Pedido de Patente Européia N° 338.745; no Pedido de Patente
Furopéia N° 332.424; e na Patente U.S. N° 4.816.567.

Os anticorpos gquimerizados preferencialmente tém regides
constantes derivadas substancialmente ou exclusivamente de
regides constantes de anticorpos humanos e regides
variaveis derivadas substancialmente ou exclusivamente da
sequéncia da regido variavel de um mamifero diferente de um
ser humano. Os anticorpos humanizados referidos sé&o
imunoglobulinas quiméricas, cadeias de imunoglobulinas ou
fragmentos das mesmas (tais como Fv, Fab, Fab', F(ab'), ou

outras subsequéncias de ligacdo de antigeno de anticorpos)
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0s quais contém sequéncia minima derivada de imunoglobulina
ndo-humana. 0Os métodos para humanizar anticorpos néo-
humanos s&o de conhecimento geral na técnica (para revisdes
veja Vaswani e Hamilton, Ann Allergy Asthma Immunol.,
81:105-119, 1998 e Carter, Nature Reviews Cancer, 1:118-
129, 2001). De modo geral, um anticorpo humanizado tem um
ou mais residuos aminodcidos introduzidos no mesmo de uma
fonte que ¢é n&do-humana. Estes residuos aminoadcidos né&o-
humanos sdo frequentemente referidos como residuos de
importacdo, os gquais s&do tipicamente tirados de um dominio
variavel de importacdo. A humanizacdo pode ser realizada
essencialmente seguindo os métodos conhecidos na técnica
(Jones et al., Nature, 321:522-525, 1986; Riechmann et al.,
Nature, 332:323-329, 1988; e Verhoeyen et al., Science,
239:1534-1536 1988), substituindo sequéncias CDRs de
roedores ou outras sequéncias CDR pelas sequéncias
correspondentes de um anticorpo humano. Por conseguinte, oS
anticorpos humanizados referidos sdo anticorpos quiméricos
em que substancialmente menos de um dominio varidvel humano
intacto foi substituido pela sequéncia correspondente de
uma espécie ndo-humana (veja por exemplo, a Patente U.S. N°
4.816.567). Na pratica, anticorpos humanizados s&o
tipicamente anticorpos humanos nos quais alguns residuos
CDR e possivelmente alguns residuos FR sdo substituidos por
residuos de sitios analogos em anticorpos de roedores

(Presta, Curr. Op. Struct. Biol., 2:593-596, 1992).

Métodos adicionais para a preparacdo de anticorpos
humanizados podem ser encontrados nas Patentes U.S. N°°
5.821.337 e 6.054.297 e em Carter, (supra) os quais sé&o
todos aqui incorporados, por meio de referéncia. 0
anticorpo humanizado é selecionado entre qualguer classe de
imunoglobulinas, inclusive IgM, IgG, IgD, IgA e IgE e
qualguer isdétipo, inclusive IgGi:, IgGy, IgGs e IgGs. Onde a
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atividade citotdxica ndo é necessaria, tal como na presente
invencdo, o dominio constante é preferencialmente da classe
IgG,. O anticorpo humanizado pode compreender sequéncias de
mais de uma classe ou 1isb6étipo e a selecdo de dominios
constantes particulares para otimizar funcdes efetoras

desejadas estd dentro do conhecimento regular da técnica.

Anticorpos humanos também podem ser produzidos utilizando
varias técnicas conhecidas na técnica, inclusive
bibliotecas de apresentacdo de fago (Marks et al., J. Mol.
Biol., 222:581-597, 1991 e Winter et al. Annu. Rev.
Immunol., 12:433-455, 1994). As técnicas de Cole et al. e
Boerner et al. também sdo Uteis para a preparacdo de
anticorpos monoclonais humanos (Cole et al., supra; Boerner

et al., J. Immunol., 147: 86-95, 1991).

Mamiferos adequados diferentes de um ser humano incluem
qualquer mamifero a partir do qual podem ser preparados
anticorpos monoclonais. Exemplos de mamiferos diferentes de
um ser humano incluem, por exemplo, um coelho, rato,
camundongo, cavalo, cabra, ou primata; ¢é preferencial um

camundongo.

Equivalentes funcionais de anticorpos também incluem
fragmentos de anticorpos de cadeia tUnica, também conhecidos
como anticorpos de cadeia Unica (scFvs). 0Os fragmentos de
anticorpos de cadeia Unica sdo polipeptideos recombinantes
0s quais tipicamente ligam antigenos ou recetores; estes
fragmentos contém no minimo um fragmento de uma sequéncia
de aminodcidos de cadeia pesada variavel de anticorpo (Vy)
amarrado a no minimo um fragmento de uma sequéncia cadeia
leve wvariavel de anticorpo (Vpy) com ou sem um oOuUu mais
ligantes interconectantes. Um ligante semelhante pode ser

um peptideo curto e flexivel selecionado para assegurar que
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ocorra o apropriado dobramento tridimensional dos dominios
Vi e Vg uma vez qgue sejam ligados de modo a manter a
especificidade de 1ligacdo da molécula alvo do anticorpo
inteiro do qual ¢é derivado o fragmento de anticorpo de
cadeia tUnica. De modo geral, o terminal carboxil da
sequéncia Vy ou Vg ¢é ligado de modo covalente por um
ligante peptidico semelhante ao terminal de aminodcido de
uma sequéncia s e Vi complementar. Fragmentos de
anticorpos de cadeia Unica podem ser produzidos por meio de
clonagem molecular, biblioteca de apresentacdo de fagos de
anticorpos ou técnicas semelhantes. Estas proteinas podem
ser produzidas ou em células eucaridticas ou em células

procaridticas, inclusive bactérias.

Os fragmentos de anticorpos de cadeia Unica contém
sequéncias de aminoacidos tendo, no minimo, uma das regides
variadveis ou CDRs dos anticorpos inteiros aqui descritos,
mas carecem de parte ou todos os dominios constantes destes
anticorpos. Estes dominios constantes ndo sdo necessarios
para ligacdo de antigeno, mas constituem uma porcgéo
importante da estrutura dos anticorpos inteiros. Fragmentos
de anticorpos de cadeia Unica podem portanto superar alguns
dos problems associados com o uso de anticorpos contendo
parte ou todo um dominio constante. Por exemplo, fragmentos
de anticorpos de cadeia Unica tendem a ser livres de
interacdes 1indesejadas entre moléculas bioldgicas e a
regido constante de cadeia pesada, ou outra atividade
bioldégica indesejada. Adicionalmente, fragmentos de
anticorpos de cadeia UGnica sd@o consideravelmente menores do
que o0s anticorpos 1inteiros e portanto podem ter maior
permeabilidade capilar do que anticorpos inteiros,
possibilitando que fragmentos de anticorpos de cadeia Unica
localizem e liguem a sitios de ligacdo de antigeno alvo de
modo mais eficaz. Além disso, fragmentos de anticorpos

podem ser produzidos numa escala relativamente grande em
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células procaridticas, deste modo facilitando sua producédo.
Além disso, o tamanho relativamente pequeno dos fragmentos
de anticorpos de cadeia unica faz com gue seja menos
provavel que provoque uma reacdo imune num recetor do que

anticorpos inteiros.

Equivalentes funcionais, adicionalmente, incluem fragmentos
de anticorpos que tém as mesmas caracteristicas de ligacéo
ou caracteristicas comparédveis as do anticorpo inteiro. Os
fragmentos referidos podem conter um ou ambos os fragmentos
Fab ou o fragmento F(ab’),. Preferencialmente os fragmentos
de anticorpos contém todos o0s seis CDRs do anticorpo
inteiro embora fragmentos contendo menos de todas as
regides referidas, tais como trés, quatro ou cinco CDRs,

também sdo funcionais.

Além disso, os equivalentes funcionais podem ser ou podem
combinar membros de qualquer uma das classes de
imunoglobulina seguintes: IgG, IgM, IgA, IgD, ou IgE e as

subclasses das mesmas.

Preparacdo de Equivalentes Funcionais de Anticorpos

Equivalentes de anticorpos sdo preparados por meio de
métodos conhecidos na técnica. Por exemplo, fragmentos de
anticorpos podem ser preparados enzimaticamente a partir de
anticorpos inteiros. Preferencialmente equivalentes de
anticorpos sdo preparados a partir de ADN codificando tais
equivalentes. ADN codificando fragmentos de anticorpos
podem ser preparados eliminando tudo exceto a porcgéo
desejada do ADN que codifica o anticorpo de comprimento

total.

ADN codificante de anticorpos quimerizados podem ser

preparados através da recombinacdo do ADN codificante,
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substancialmente ou exclusivamente, de regides constantes
humanas e ADN codificante de regides varidveis derivadas
substancialmente ou exclusivamente da sequéncia da regiédo
variavel de um mamifero diferente de um ser humano. ADN
codificante de anticorpos humanizados podem ser preparados
através da recombinacdo de ADN codificante de regides
constantes e de regides varidveis diferentes dos CDRs
derivados substancialmente ou exclusivamente das regides de
anticorpos humanos correspondentes e ADN codificante de
CDRs derivados, substancialmente ou exclusivamente, de um

mamifero diferente de um ser humano.

Fontes adequadas de moléculas de ADN que codificam
fragmentos de anticorpos incluem <células, tais como
hibridomas, que expressam o anticorpo de comprimento total.
Os fragmentos podem ser wutilizados eles mesmos Como
equivalentes de anticorpos, ou podem ser recombinados em

equivalentes, conforme descrito acima.

As eliminacdes de ADN e recombinacdes descritas nesta secédo
podem ser realizadas por meio de métodos conhecidos, tais
como o0s descritos nos pedidos de patente publicados

listados acima.

Triagem e Selecdo de Anticorpos

Os anticorpos monoclonais sdo isolados e purificados
utilizando métodos conhecidos na técnica de rotina. Por
exemplo, anticorpos podem ser triados utilizando métodos
conhecidos na técnica de rotina tais como ELISA contra o
antigeno peptidico sFlt-1 ou andlise western blot. Exemplos
de semelhantes técnicas sédo descritas nos Exemplos II e III
da Patente U.S. N° 6.365.157, aqui incorporada por meio de

referéncia.
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Aplicacdes Terapéuticas de Anticorpos

Quando utilizados in vivo para o tratamento ou a prevencéo
de pré-eclampsia ou eclémpsia, os anticorpos da presente
invencdo sdo administrados a ©paciente em qguantidades
terapeuticamente eficazes. Preferencialmente, o0s anticorpos
sdo administrados por via parenteral ou por via intravenosa
por meio de infusdo continua. A dose e o regime de dosagem
dependem da gravidade da doenca e da saude geral da
paciente. A qguantidade de anticorpo administrado ¢é
tipicamente dentro do alcance de cerca de 0,01 a cerca de

10 mg/kg de peso da paciente.

Para administracdo parenteral, os anticorpos sédo formulados
numa forma injetdvel de unidade de dosagem (solucéo,
suspensdo emulsdo) em associagdo com um veiculo parenteral
farmaceuticamente aceitéavel. Os veiculos referidos sé&o
inerentemente nédo-tbéxicos e ndo-terapéuticos. Exemplos de
semelhantes veiculos sdo &gua, solucdo salina, solucdo de
Ringer, solucgdo de dextrose e albumina sérica humana a 5%.
Também podem ser utilizados veiculos ndo-aquosos tais como
6leos fixos e oleato de etilo. Lipossomas podem ser
utilizados como carregadores. O wveiculo pode conter
quantidades menores de aditivos tais como substidncias que
aumentam a isotonicidade e a estabilidade quimica, por
exemplo, tampdes e conservantes. 0Os anticorpos tipicamente
sdo formulados em semelhantes veiculos em concentracdes de

cerca de 1 mg/mL a 10 mg/mL.

Compostos terapéuticos que inibem sFlt-1

Dado que os niveis de sFlt-1 aumentam em pacientes tendo
pré-eclampsia, eclémpsia, ou tendo uma tendéncia a
desenvolver tais condicdes, qualquer agente que reduz a

expressdo de uma molécula de 4cido nucléico ou polipeptideo
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sFlt-1 é til nos métodos da invencdo. 0Os agentes referidos
incluem pequenas moléculas que podem romper a ligacdo de
sFlt-1 a VEGF ou PlIGF, oligbmeros de nucleobase anti-
sentido e dsARNs utilizados para mediar interferéncia de

ARN.

Combinacdo de terapias

Opcionalmente, um agente terapéutico contra pré-eclémpsia
ou eclémpsia pode ser administrado em combinacdo com
qualguer outra terapia de rotina contra pré-eclémpsia ou
eclampsia; talis métodos sdo de conhecimento do perito na
especialidade e s&do aqui descritos. Um agente terapéutico
contra pré-eclampsia ou ecléampsia da invencdo pode ser
administrado em combinacdo com qualquer composto que
aumenta a atividade de um caminho de VEGF. Exemplos né&o-
limitantes de agentes, o0s quais também induzem producédo
enddébgena de VEGE incluem nicotina, Minoxidil, Nifidepina,
Adenosina, Sulfato de Magnésio e teofilina. Numa forma de
realizacdo, pode ser utilizada proteina PIGF em combinacédo
com quaisquer dos agentes que induzem producdo enddgena de

VEGF listados acima.

Monitoragdo da paciente

O estado de doenca ou tratamento de uma paciente tendo pré-
eclampsia, ou uma tendéncia a desenvolver uma condicgédo
semelhante pode ser monitorado utilizando os métodos e
composicdes da invencdo. Numa forma de vrealizacdo, ¢é
monitorada a expressdo de um polipeptideo sFlt-1, VEGEF, ou
P1GF presente num fluido corporal, tal como, plasma. Tal
monitoracdo pode ser util, por exemplo, na avaliacdo da
eficdcia de um fé4rmaco em particular numa paciente ou na
avaliacdo da progressdo da doenca. Terapéuticos gque reduzem

a expressdo de uma molécula de 4cido nucléico ou
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polipeptideo sFlt-1 ou que aumentam a expressdo de uma
molécula de &cido nucléico ou polipeptideo VEGE ou PIGFEF sé&o

considerados particularmente Uteis na invencéo.

Lisboa, 31 de Dezembro de 2013



REIVINDICACOES

1.Um método de diagndéstico de uma paciente humana

gravida, tendo ou tendo uma tendéncia para ©
desenvolvimento de pré-eclampsia, em que o referido
método compreende a medicdo do nivel do polipéptido
sFlt-1 numa amostra de uma paciente, em que a referida
amostra é soro ou plasma, e a comparacdo do nivel de
sFlt-1 com o nivel de sFlt-1 numa amostra de
referéncia, em que um aumento no nivel do polipeptideo
sFlt-1 em relacdo a referida referéncia é um indicador
de diagnéstico de pré-eclédmpsia ou uma tendéncia para

desenvolver pré-eclémpsia.

.Un método de diagndéstico de uma paciente humana
gréavida, tendo ou tendo uma tendéncia para o
desenvolvimento de pré-eclampsia, através da medicédo
dos niveis dos polipeptideos sFlt-1, VEGEF e PI1GF numa
amostra de uma paciente, em que a referida amostra é
soro ou plasma, e através do cédlculo da relacdo entre
os referidos niveis de sFlt-1, VEGEF ou PIGF numa
amostra da paciente, wutilizando a métrica [sFlt-
1/ (PIGF+VEGF)], em gue um aumento na relacdo entre os
referidos nivéis de uma amostra de uma paciente em
relacdo a uma amostra de referéncia, diagnostica pré-
eclédmpsia ou uma propensdo para o desenvolvimento de

pré-eclampsia na referida paciente.

. Un método como reivindicado na reivindicacdo 1 ou 2,
em que um nivel do polipéptido sFlt superior a 2 ng/mL

¢ um indicador de diagnéstico de pré-eclampsia.

.0 método da reivindicacdo 1 ou 2, em que a referida

paciente estd no primeiro trimestre de gravidez.



5.0 método da reivindicacdo 1 ou 2, em que a referida

paciente estd no segundo trimestre da gravidez.

6. 0 método da reivindicacdo 1 ou 2, em que a referida
paciente estd no 1inicio do terceiro trimestre de

gravidez.

7.0 método da reivindicacdo 1 ou 2 em que a referida

medicdo é realizada utilizando um ensaio imunoldgico.

8. 0 método da reivindicacdo 7, em que o referido ensaio

imunoldgico é um ensaio ELISA.

9. 0 método da reivindicacdo 1 ou 2 em que o referido
sFlt-1 é o nivel de sFlt-1 1livre, sFlt-1 ligado ou
sFlt-1 total.

10. O método de qualquer uma das reivindicacdes 1, 2, 4,

5 ou 6, em gque a amostra é soro.

11. Um método de diagndstico de uma paciente gréavida
como tendo ou tendo uma tendéncia para desenvolver
pré-eclampsia, o referido método gque compreende a
medicdo do nivel da molécula de &cido nucleico sFlt-1
numa amostra da referida paciente e comparando-a com
uma amostra de referéncia, em gque a referida amostra
da paciente é soro ou plasma, e em que um aumento do
nivel do A&cido nucleico gsFlt-1 ¢ um indicador de
diagndéstico de pré-eclampsia ou da tendéncia para o

desenvolvimento de pré-eclampsia.

12. O método da reivindicacdo 1, 2 ou 11, em que a
referida medicdo de niveis é realizada em duas ou mais

ocasides e uma mudanca nos referidos niveis entre



medicdes ¢é um indicador de diagndéstico de pré-

eclampsia.

13. Um método de diagndéstico uma paciente humana gravida
tendo ou tendo uma tendéncia para o desenvolvimento de
pré-eclampsia, compreendendo o vreferido método a
medicdo do nivel de polipéptido livre PIGF numa
amostra de soro ou plasma da referida paciente, em que
a referida paciente estd no primeiro trimestre da
gravidez e que uma diminuicdo estatisticamente
significativa em PIGF livre é um preditor de pré-

eclampsia.

14. Um método de diagndstico de uma paciente humana
gravida tendo pré-eclampsia, em que o referido método
compreende a medicdo do nivel de PIGF livre e
creatinina na amostra de urina de uma paciente, em que
uma diminuicdo na proporcdo de PIGF para creatinina na
amostra, quando comparado a um controlo é um indicador

de diagndéstico de pré-eclémpsia.

Lisboa, 31 de Dezembro de 2013
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