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RESUMO

"BIOMARCADORES ASSOCIADOS A NEFROPATIA"

Este invento estd relacionado com a medicdo de
niveis de marcadores da urina, através de espectrometria de
massa ou de imunoensaio, para diagnéstico de nefropatia,
monitorizacdo da progressdo de nefropatia, avaliacdo da
eficdcia de um tratamento de nefropatia e avaliacdo da
toxicidade renal de um agente. Estes biomarcadores da urina
incluem o receptor-2 tipo Ig associado a leucdcitos, a
glicoproteina acida alfa-1, seus fragmentos e combinacdes

dos mesmos.
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DESCRICAO

"BIOMARCADORES ASSOCIADOS A NEFROPATIA"

FUNDAMENTO DO INVENTO

A nefropatia, geralmente conhecida como doenca
renal, ¢é causada por, entre outros, diabetes, hipertensé&o,

toxicidade de farmacos e inflamacéo.

Tipicamente, a nefropatia é diagnosticada através
da determinacdo do nivel de proteintria (e.g., o nivel de
albumina da urina) ou através do exame da velocidade de
filtracdo glomerular (GFR), um indicador da funcdo renal.
Ambas as abordagens ndo sdo adequadas para a deteccdo de
nefropatia numa fase precoce, a qual tipicamente néo
apresenta sintomas. Se bem que a nefropatia possa também
ser detectada por bidpsia renal, este procedimento invasivo

ndo é uma abordagem de diagndstico ideal.

E muito importante desenvolver um método de
deteccédo de nefropatia na fase precoce. A chave para se
conseguir este objectivo ¢ identificar Dbiomarcadores

fidveis associados a nefropatia incipiente.

Os trabalhos relevantes relacionados com este

invento sdo resumidos como se segue.
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O documento de Patente WO 2007/124419 Al divulga
um método e kit para a deteccdo precoce do estatuto de
insuficiéncia renal. O referido documento descreve a
deteccdo, numa determinada amostra, da presenca de uma
proteina seleccionada do grupo consistindo em aprotinina,
microglobulina alfa-1 (A1M), glicoproteina &cida alfa-1
(A1AG), microalbumina e combinacdo das mesmas, cuja
presenca serve como biomarcador precoce de uma alteracdo do

estado renal.

0 documento de Patente WO 2008/141285 A2 divulga
reagentes e métodos para o diagndéstico de doenca renal num
ser humano ou animal. Os métodos do referido documento
compreendem o passo de testagem de uma amostra de urina, de
um ser humano ou animal diabético, com um reagente
imunoldgico imunologicamente especifico para uma proteina
ou péptido diferencialmente produzido na urina de um
diabético tendo doenca renal ou estando em risco de a
desenvolver. Ainda, o reagente imunoldégico ¢ imunologi-
camente especifico para pelo menos uma proteina da urina,
ou péptido da mesma, que ¢ zinco alfa-2-glicoproteina,
microglobulina alfa-1, glicoproteina alfa-1 4cida 1,

glicoproteina alfa-lacida 1, etc.

A referéncia da literatura H. Jiang et al.
(NEPHROLOGY 2009; 14, 332-337) descreve uma nova proteina
relacionada com nefropatia diabética, orosomucdide (glico-

proteina alfa-1 &cida), identificada pelo método prote-
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6mico. A referida referéncia também ensina que a excrecéo
urinadria aumentada de orosomucdide é um preditor do risco

de nefropatia diabética.

O documento de Patente WO 2008/021431 A2 divulga
métodos e materiais envolvidos no diagndbéstico e
monitorizacdo do estatuto de rejeicdo de transplante e
distirbio imune através da utilizacdo de variantes de
"splicing" para melhorar a avaliacdo da actividade

imunoldégica ou inflamatdéria em amostras do individuo.

A referéncia da literatura S.A. Varghese et al.
(J Am Soc Nephrol 18:913-922, 2007) descreve biomarcadores
da wurina preditores da causa de doenca glomerular. A
referida referéncia também divulga que vinte e uma manchas
em gel das proteinas do doente sdo as mais importantes para
a diferenciacdo das doencas e as manchas sdo identificadas
por espectrometria de massa como formas carregadas de 11
proteinas do plasma: Orosomucdide, transferrina, o-1
microglobulina, zinco o-2 glicproteina, o-1 antitripsina,
factor B do complemento, haptoglobina, transtirretina,
proteina do plasma de ligacdo ao retinol, albumina e

hemopexina.

A referéncia da literatura M. Sharma et al.
(Proteomics Clin Appl. 2008 June 18; 2(7-8): 1065-1086)
descreve biomarcadores de proteinas urindrias da lesdo por
radiacdo. A referida referéncia ensina que a peptidase

relacionada com <calicreina 1 tecidular, inibidor de
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proteinases de cisteina cistatina C e histidina oxidada sé&o
encontradas aumentadas, enquanto uma série de inibidores de
proteinases, incluindo a proteina de ligacdo a calicreina e
a albumina s&o encontradas em menor gquantidade apds

irradiacéo.

A referéncia da literatura S. Jain et al. (JAPI.
Vol. 53- JUNE 2005 (2005-06), péaginas 513-520) descreve
marcadores de proteinas da urina para a previsdo precisa de
distlrbio renal diabético. A andlise 2-DGE das amostras de
urina de doentes diabéticos tipo II revela quatro proteinas
principais, juntamente com albumina, nestas amostras e séao
zinco glicoproteina alfa-2, glicoproteina &cida alfa-1,

microglobulina alfa-1 e IgG.

A referéncia da literatura R.J. Lebbink et al.
(The Journal of Immunology, 2008, 180:1662-1669) descreve
um novo mecanismo de regulacdo imune, através de um
receptor soltvel tipo Ig associado a leucdcitos, gque regula
o potencial inibidor do receptor-1 tipo Ig associado a
leucdédcitos ligado a membrana através da competicdo por

ligandos.

O documento de Patente US 2004/0009901 Al
descreve métodos e materiais envolvidos no diagnédstico de
condicdes de artrite, os quais sdo acompanhados por uma
deficiéncia em NADPH oxidase, métodos e materiais envol-
vidos no tratamento, prevencdo ou retardamento do estabe-

lecimento de condic¢des de artrite que sdo acompanhadas por
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uma deficiéncia em NADPH oxidase e métodos e materiais
envolvidos na identificacdo de agonistas e antagonistas da

actividade de NADPH oxidase.

A referéncia da literatura S.G. Coca et al.
(Kideny International (2008) 73, 1008-10106) descreve
biomarcadores para o diagndstico e estratificacdo de risco
de lesé&o renal aguda. A referida referéncia também descreve
que a cistatina C sérica e a lipocalina associada a
gelatinase de neutréfilos da urina, IL-18, etc. tém melhor

desempenho no diagndéstico precoce da lesdo renal aguda.

A referéncia da literatura W. Ouyang (Journal of
Immunological Methds 292 (2004) 109-117) estd relacionada
com o estabelecimento de um sistema de ELISA para
determinacdo dos niveis de receptor-1 soltvel tipo Ig de
leucédcitos no soro de doentes com febre hemorrdgica com
sindrome renal e transplante renal. A referida referéncia
demonstra que o receptor-1 tipo Ig associado a leucdcitos

pode ser libertado guando os linfdécitos s&o activados.

SUMARIO DO INVENTO

O ©presente invento baseia-se nas descobertas
inesperadas que o0s niveis na urina do recetor-2 tipo Ig
associado a leucdédcitos e da glicoproteina éacida alfa-1, e
fragmentos destas duas proteinas com SEQ ID NO:1 e SEQ ID
NO:2, respectivamente, sdo significativamente superiores

num doente com nefropatia relativamente a um doente sem
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nefropatia. Estas moléculas de proteina s&o portanto
biomarcadores fidveis para o diagndéstico de nefropatia na

fase precoce.

Assim, um aspecto deste invento corresponde a um
método de diagndéstico de nefropatia. Este método inclui
pelo menos os seguintes passos: (a) obtencdo de uma amostra
de wurina a partir de um individuo suspeito de ter
nefropatia, (b) determinacdo na amostra de urina de um
nivel de um biomarcador, e (c) avaliacdo se o individuo
possui nefropatia com base no nivel do biomarcador. O
biomarcador usado no método que acabamos de descrever é um
dos seguintes: (i) receptor-2 tipo Ig associado a
leucédcitos ou um seu fragmento que é DFLELLVKGTVPGTEASGEDAP
(SEQ ID NO:1), (ii) uma combinacdo do atréds mencionado com
glicoproteina acida alfa-1 ou um seu fragmento que &
GQEHFAHLLILRDTKTYMLAFDVNDEKNWGLS (SEQ ID NO:2). Um aumento
no nivel do biomarcador atrés, ou combinacédo de
biomarcadores, comparativamente com o de um individuo sem
nefropatia, indica que o individuo possui nefropatia. Num
exemplo, o nivel do biomarcador é determinado por um ensaio
de espectrometria de massa (e.g., espectrometria de massa
por ionizacdo e dessorcdo a laser assistida por matriz
MALDI-MS), cromatografia liquida-espectrometria de massa
(LC-MS) e cromatografia liquida-espectrometria de massa em
tandem (LC-MS/MS)). Num outro exemplo, ¢ determinado
através de um imunoensaio (e.g., ensaio imunossorvente
ligado a enzima (ELISA), transferéncia Western, vradio-
imunoensaio (RIA), i1imunoensaio de fluorescéncia (FIA) e

imunoensaio de luminescéncia (LIA)).



PE2391653 -7 -

O método de diagndstico de nefropatia atrés
descrito é aplicével a humanos e a animais de laboratério,
e.g., 0SS que ndo tém proteintria. O termo "um animal de
laboratério”™ aqui usado refere-se a um animal vertebrado
normalmente usado em testes com animais, e.g., murganho,

rato, coelho, gato, cdo, porco e primata ndo humano.

Um outro aspecto deste invento diz respeito a um
método para a monitorizacdo da progressdo de nefropatia num
individuo. Este método inclui (a) obtencdo de uma primeira
amostra de urina de um individuo que sofra de nefropatia
(e.g., um ser humano ou um animal de laboratdério), (b)
determinacdo na primeira amostra de urina de um nivel do
biomarcador aréis referido, ou combinacdo de biomarcadores,
(c) obtencdo de uma segunda amostra de urina do individuo 2
semanas a 12 meses apds a primeira amostra de urina ser
obtida, (d) determinacdo na segunda amostra de urina de um
nivel do biomarcador, ou combinacdo de biomarcadores, e (e)
avaliacdo da progressdo da nefropatia no individuo. Um
aumento no nivel do biomarcador, ou combinacdo de biomar-
cadores, na segunda amostra de urina, comparativamente com
o da primeira amostra de urina, indica que a nefropatia
estd exacerbada no individuo. Quando o individuo é um ser
humano na fase precoce da nefropatia, a segunda amostra de
urina é obtida 6 a 12 meses apds a primeira amostra de
urina ser obtida. Para um individuo na fase tardia da
nefropatia, a segunda amostra de urina pode ser obtida 3 a

6 meses mais tarde que a primeira amostra de urina. Quando
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este método ¢é aplicado a um animal de laboratédrio, a
segunda amostra de urina pode ser obtida 2 a 24 semanas

apdés a primeira amostra de urina ser obtida.

Ainda num outro aspecto, o© presente invento
proporciona um método para a monitorizacdo da eficacia de
um tratamento de nefropatia num doente com nefropatia,
incluindo (a) determinacdo de um nivel do biomarcador atrés
mencionado, ou combinacdo de biomarcadores, numa amostra de
urina do doente com nefropatia antes do tratamento, (b)
determinacdo de um nivel do biomarcador ou combinacdo de
biomarcadores numa amostra de urina do doente apbds o
tratamento e (c¢) avaliacdo da eficdcia do tratamento com
base numa alteracdo no nivel do biomarcador, ou combinacéo
de Dbiomarcadores, apds o tratamento. Observa-se que o
tratamento é eficaz quando o nivel do biomarcador, ou
combinacdo de biomarcadores, pds-tratamento permanece igual
ou é reduzido comparativamente com o nivel do biomarcador,

ou combinacdo de biomarcadores, pré-tratamento.

Este invento também proporciona um método de
avaliacdo da toxicidade renal de um agente, incluindo (a)
obtencdo de uma pluralidade de amostras de urina de um
individuo tratado com um agente em varios pontos de tempo
durante o tratamento, (b) determinacdo em cada uma das
amostras de urina de um nivel do biomarcador, ou combinacio
de biomarcadores, e (c) avaliacdo da toxicidade renal do
agente baseado numa alteracdo no nivel do biomarcador, ou

combinacdo de Dbiomarcadores, durante o tratamento. Um
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aumento no nivel do biomarcador ou combinacédo de
biomarcadores no decurso do tratamento indica que o agente
é& téxico para o rim. O agente pode ser um composto (e.g.,
um farmaco ou candidato a farmaco), um produto de ervandria

e um produto alimentar.

O invento ainda proporciona um kit 10til em
qualguer um dos métodos atrds descritos. Este kit contém um
primeiro anticorpo que se liga especificamente ao receptor-
2 tipo Ig associado a leucdcitos e um segundo anticorpo que
se liga especificamente a glicoproteina 4cida alfa-1. Ambos
0s anticorpos podem ser moléculas de imunoglobulina
completas. Num exemplo, este kit contém apenas anticorpos
especificos contra antigénios a serem detectados (e.g.,
biomarcadores associados a nefropatia) para a realizacédo de
um dos métodos agqui descritos. Nomeadamente, consiste

essencialmente em tais anticorpos.

Igualmente, dentro do éambito deste invento
encontra-se um anticorpo isolado que se liga
especificamente a DFLELLVKGTVPGTEASGFDAP (SEQ ID NO:1) ou a
GQEHFAHLLILRDTKTYMLAFDVNDEKNWGLS (SEQ ID NO:2). O termo
"anticorpo isolado" aqui usado refere-se a um anticorpo
substancialmente sem moléculas naturalmente associadas.
Mais especificamente, uma preparacdo contendo o anticorpo é
designada como "um anticorpo isolado" quando as moléculas
naturalmente associadas na preparacdo constituem no maximo
20% por peso seco. A pureza pode ser medida através de um
método adequado, e.g., cromatografia em coluna, electro-

forese em gel de poliacrilamida e HPLC.
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Qualquer um dos anticorpos atrds descritos pode
ser usado na producdo de um kit util na realizacdo dos

métodos deste invento.

Os detalhes de uma ou mais realizacdes do invento
estédo estabelecidos na descricédo abaixo. Outras
caracteristicas ou vantagens do presente invento serdo
aparentes a partir da descricdo detalhada de varios

exemplos que se segue e também das reivindicacdes apensas.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

S&do primeiro descritos os desenhos.

Fig. 1 é um diagrama que mostra um diagrama de
caixa para os niveis combinados de um fragmento do
receptor-2 tipo Ig associado a leucdcitos e de um fragmento
da glicoproteina &cida alfa-1 em controlos saudaveis e
doentes com varios tipos de nefropatia. DN, IgAN, CHN e MGN
referem-se a nefropatia diabética, nefropatia por IgAa,
nefropatia por produtos de ervandria chinesa e nefropatia
por glomerulonefrite membranar. Os limites superior e
inferior das caixas marcam os valores de 25% e 75%, com as
medianas como linhas que atravessam as caixas. 0s tracos
superiores marcam o maior valor abaixo do limite méximo, o
qual é o valor 75% mais 1,5 de gama interquartil e o traco
inferior marca o valor mals baixo acima do limite inferior,

que é o valor 25% menos 1,5 de gama interquartil.
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Fig. 2 é um diagrama gque mostra um diagrama de
caixa para os niveis combinados de um fragmento do
receptor-2 tipo Ig associado a leucdcitos e de um fragmento
da glicoproteina &cida alfa-1 em controlos saudaveis e
doentes com CHN. Os limites superior e inferior das caixas
marcam os valores de 25% e 75% com as medianas como linhas
que atravessam as caixas. Os tragcos superiores marcam o
maior valor abaixo do limite maximo, o qual é o valor 75%
mais 1,5 de gama interquartil e o traco inferior marca o
valor mais baixo acima do limite inferior, que é o valor

25% menos 1,5 de gama interquartil.

DESCRICAO DETALHADA DO INVENTO

Num aspecto, o presente invento estd relacionado
com um método para o diagndéstico de nefropatia baseado no
nivel de um biomarcador de urina, o gual pode ser o
receptor-2 tipo Ig associado a leucdcitos (GenBank numero
de acesso CAQ08962, 10-Jan-2010), glicoproteina &cida alfa-
1 (GenBank nuUmero de acesso EAW87416; 10-Jan-2010), um
fragmento de qualgquer uma das proteinas ou uma combinacéo
dos mesmos. O fragmento de qualquer uma das proteinas
possul um comprimento minimo de dez aminocacidos e, de
preferéncia, um  comprimento  méximo de 120 a 200
aminodcidos. Por exemplo, os fragmentos do receptor-2 tipo
Ig associado a leucdcitos e da glicoproteina &cida alfa-1
podem conter até 125 e 191 residuos de aminoacidos,

respectivamente. Num exemplo, o fragmento do receptor-2
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tipo Ig associado a leucdbdcitos é DFLELLVKGTVPGTEASGEDAP
(SEQ ID NO:1) e um fragmento da glicoproteina &cida alfa-1

¢ GQEHFAHLLILRDTKTYMLAFDVNDEKNWGLS (SEQ ID NO:2).

Cada um dos Dbiomarcadores da urina atréas
referidos pode ser usado no diagnéstico de qualquer tipo de
nefropatia, incluindo a relacionada com diabetes (i.e.,
nefropatia diabética), glomerulonefrite resultante do
depdsito de IgA em tecidos renais (i.e., nefropatia por
IgA), inflamacdo (e.g. glomerulonefrite membranar), fibrose
renal induzida por ervas chinesas (i.e., nefropatia por
produtos de ervandria chinesa), lesdo tubulointersticial
crbénica, a qual leva a faléncia renal (i.e., nefrite

intersticial crénica) e glomeruloesclerose segmentar focal.

Para executar o método de diagnéstico deste
invento, obtém-se uma amostra de urina de um individuo
suspeito de ter nefropatia e o nivel de qualgquer um dos
biomarcadores referidos atrds ¢é entdo determinado por
métodos convencionais, e.qg., ELISA e transferéncias
Western. Quando o Dbiomarcador ¢ um péptido ou uma
combinacdo de péptidos, o seu nivel pode ser determinado
através de um ensaio de espectrometria de massa. O nivel do
biomarcador da urina pode ser entdo comparado com um ponto
de referéncia representando o nivel do mesmo biomarcador da
urina num individuo sem nefropatia. O ponto de referéncia
pode ser determinado através de préatica de rotina baseada
no nivel representativo de um biomarcador de urina num

grupo de doentes com nefropatia wversus o do grupo de
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individuos sem nefropatia. Por exemplo, pode ser o ponto
médio entre os niveis médios destes dois grupos. Quando o
nivel do biomarcador da urina no individuo é superior ao
ponto de referéncia, ele indica gque o sujeito tem

nefropatia.

Quando necessario, os doentes que possuem nefro-
patia com alteracdes minimas (MCN) ou doenca com alteracdes
minimas (MCD) podem ser usados como grupos controlo para
determinacdo do ponto de referéncia mencionado atréds. De um
modo geral, os doentes MCN e MCD apresentam proteintria

6bvia mas funcdes renals normais.

Quando ¢ usado um fragmento do receptor-2 tipo Ig
associado a leucdcitos ou da da glicoproteina &cida alfa-1,
o método de diagndéstico deste invento pode ser aplicado
para detectar nefropatia incipiente qguando a presenca de
proteinas (e.g. albumina) na urina ndo é detectavel, i.e.,

sem proteinlria.

Num outro aspecto, este invento estd relacionado
com um método de monitorizacdo da progressdo de nefropatia
num individuo baseado em qualquer um dos biomarcadores da
urina atrds descritos. Para a realizacdo deste método,
podem ser obtidas duas amostras de urina de um individuo
dentro de um periodo de tempo adequado (e.g., 2 semanas a
12 meses) e avaliadas para determinar os niveis de um dos
biomarcadores da wurina atréds descritos. Se o nivel de

biomarcador da urina na Ultima amostra de urina obtida for
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superior ao da amostra de urina obtida mais cedo, 1isto

indica que a nefropatia estd a progredir no individuo.

O método de monitorizacdo pode ser aplicado a um
ser humano que sofra de nefropatia ou que esteja em risco
de a contrair. Quando o ser humano estd em risco de
nefropatia ou estéd na fase precoce da nefropatia, o nivel
de biomarcador na urina pode ser determinado uma vez cada 6
a 12 meses para monitorizar a progressdo da nefropatia.
Quando o ser humano j& estd na fase tardia da nefropatia, é
preferido que o nivel de biomarcador na urina seja
determinado uma vez cada 3 a 6 meses. Ainda que tendo lesédo
do rim, os doentes com nefropatia na fase precoce séo
geralmente assintomédticos e apresentam funcdes renais
normais. Estes doentes estdo em risco de progressdo de
nefropatia. A nefropatia na fase mais avancada caracteriza-
se por um declinio progressivo de GFR (e.qg., <15

ml/minuto/1,73 m2).

0O método de monitorizacdo atréds descrito &
igualmente aplicavel a um animal de laboratdério, seguindo
procedimentos de rotina, ©para estudar nefropatia. De
preferéncia, o animal de laboratdério é examinado uma vez
cada 2 a 24 semanas para determinar o nivel de um dos
biomarcadores da urina atréds mencionados. Um aumento no
nivel do biomarcador ao longo do tempo indica que a doenca

progride no animal.

Ainda num outro aspecto, o presente invento
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proporciona um método para avaliacdo da eficédcia de um
tratamento de nefropatia num individuo necessitado (i.e.,
um doente humano com nefropatia ou um animal de laboratério
portador de lesdo renal). Neste método, os niveis de um dos
biomarcadores da urina atréds descritos sdo determinados
antes, durante e/ou apds o tratamento. Se o nivel do
biomarcador da urina permanecer o mesmo ou diminuir no
decurso do tratamento, isto indica que o tratamento é

eficaz.

Qualguer um dos biomarcadores da urina pode ser
igualmente usado para monitorizar a toxicidade renal de um
agente alvo, 1i.e., se um agente induzir lesdo renal. O
agente alvo pode ser qualgquer composto ou composicgdo para
administracdo humana. Exemplos incluem, mas ndo lhes estédo
limitados, compostos quimicos, os quais podem ser farmacos
(e.qg., fdrmacos anti-inflamatdérios nédo esterdides) ou
outros candidatos a farmacos, produtos ou suplementos
alimentares e suplementos de ervas. A toxicidade renal de
um agente alvo € indicada pela sua capacidade para aumentar

o nivel de um biomarcador da urina ao longo do tempo.

E também aqui descrito um kit 1til na realizacdio
de qualguer um dos métodos atréds descritos. Este kit possui
pelo menos dois anticorpos, um especifico do receptor-2
tipo Ig, e.qg. capaz de se ligar ao seu fragmento
DFLELLVKGTVPGTEASGFDAP (SEQ ID NO:1) ou qualgquer epitopo
nele contido, e o outro especifico da glicoproteina &cida

alfa-1, e.qg., capaz de se ligar ao seu fragmento
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GQEHFAHLLILRDTKTYMLAFDVNDEKNWGLS (SEQ ID NO:2) ou qualquer
epitopo ali contido. Num exemplo, o kit inclui dois
anticorpos diferentes (i.e., um anticorpo de revestimento e
um anticorpo de deteccédo) que se ligam ao mesmo
biomarcador. Tipicamente, 0 anticorpo de deteccdo é
conjugado com uma molécula que emite um sinal detectavel
por si s6 ou através da ligacdo a um outro agente. O termo
"anticorpo" agqui usado refere-se a uma imunoglobulina
completa ou a um fragmento da mesma, como seja Fab ou
F(ab’)2, que mantém a actividade de ligacdo ao antigénio.
Pode ser natural ou geneticamente manipulado (e.qg.,
anticorpo de cadeia simples, anticorpo quimérico ou

anticorpo humanizado) .

Os anticorpos incluidos no kit deste invento
podem ser obtidos a partir de vendedores comerciais. Como
alternativa, eles podem ser preparados por métodos
convencionais. Ver, por exemplo, Harlow and Lane, (1988)
Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory, New York. Para produzir anticorpos contra um
biomarcador particular como listado atréas, o marcador,
facultativamente acoplado a uma proteina veiculo (e.g.,
KLH), pode ser misturado com um adjuvante e injectado num
animal hospedeiro. 0s anticorpos produzidos no animal podem
ser entdo purificados por cromatografia de afinidade. Os
animais hospedeiros normalmente empregues incluem coelhos,
murganhos, cobaios e ratos. Vadrios adjuvantes que podem ser
usados para aumentar a resposta imunoldgica dependem da

espécie hospedeira e incluem adjuvante de Freund (completo
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e incompleto), géis minerais tais como hidréxido de
albumina, CpG, substéncias tensioactivas tais Como
lisolecitina, polidis plurdnicos, polianides, péptidos,
emulsdes de &leo, hemocianina de lapa e dinitrofenol.
Adjuvantes Uteis para uso humano incluem BCG (bacilo
Calmette-Guerin) e Corynabacterium parvum. Os anticorpos
policlonais, i.e., populacdes heterogéneas de moléculas de

anticorpo, estdo presentes no soro dos animais imunizados.

Os anticorpos monoclonais, i.e., populacdes
homogéneas de moléculas de anticorpo, podem ser preparados
usando tecnologia de hibridomas convencional (ver, por
exemplo, Kohler et al. (1975) Nature 256, 495; Kohler et
al. (1976) Eur. J. Immunol. 6, b511; Kohler et al. (19706)
Eur J Immunol 6, 292; and Hammerling et al. (1981)
Monoclonal Antibodies and T Cell Hybridomas, Elsevier,
N.Y.). Em particular, podem ser obtidos anticorpos
monoclonais através de qualquer técnica que proporcione a
producdo de moléculas de anticorpo por linhas celulares
continuas em cultura, tal como descrito em Kohler et al.
(1975) Nature 256, 495 e U.S. Pat. No. 4,376,110; a técnica
de hibridomas de células B humanas (Kosbor et al. (1983)
Immunol Today 4, 72; Cole et al. (1983) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 80, 2026, e a técnica de hibrodmas com EBV (Cole
et al. (1983) Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy,
Alan R. Liss, Inc., pp. 77-96). Tais anticorpos podem ser
de qualquer classe de imunoglobulina incluindo IgG, IgM,
IgE, IgA e IgD e de qualquer subclasse destas. O hibridoma
produtor dos anticorpos monoclonais do invento pode ser

cultivado in vitro ou in vivo. A capacidade de produzir
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titulos elevados de anticorpos monoclonais in vivo torna-o

um método de producdo particularmente util.

Ainda, podem ser gerados fragmentos de anticorpos
através de técnicas conhecidas. Por exemplo, tais
fragmentos incluem, mas nao lhes estédo limitados,
fragmentos F(ab’): que podem ser produzidos por digestéo
com pepsina de uma molécula de anticorpo e fragmentos Fab
que podem ser gerados através da reducdo de pontes

dissulfeto dos fragmentos F(ab’):.

Sem mais elaboracdo, pensa-se que os familia-
rizados com a arte podem, com base na descricdo atras,
utilizar o presente invento na sua plenitude. As rea-
lizacdes especificas que se seguem sdo, portanto, pensadas
com fins meramente ilustrativos e ndo limitantes de alguma

forma da restante divulgacéo.

Exemplo 1: Diagndéstico de nefropatia usando como
biomarcador o receptor-2 tipo Ig associado a leucdcitos ou

a glicoproteina éacida alfa-1

Material e métodos

(1) Individuos

Neste estudo participaram os seguintes grupos de

individuos humanos:

(a) dadores saudéveis: sem diabetes mellitus com

funcdes renais normais,
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(b) doentes DM: tendo diabetes mellitus tipo 2,
mas sem nefropatia,

(c) doentes DN: com nefropatia diabética,

(d) doentes DN com uremia: tendo DN associada a
uremia,

(e) doentes IgAN: tendo nefropatia por Iga,

(f) doentes MGN: tendo glomerulonefrite membranar

(g) doentes CHN: tendo nefropatia induzida por
fitoterapia chinesa e

(h) doentes CIN: tendo nefrite intersticial

crénica.

As caracteristicas clinicas dos dadores saudéveis

e dos doentes estdo resumidas na Tabela 1 abaixo:

Tabela 1. Caracteristicas dos doentes

Saudivel M DN DN uremia IgAN MGN CHN CIN

Idade, média(DP) 67,94 57,33 72,38 58,14 28,33 38,00 47,42 59,88
(12,30) (10,52) (7,44) (12,79 (12,31) (13,11) (10,43) (7,62)

Mulheres, n(%) 6 2 1 2 4 2 14 4
(37,5) (33,33) (12,5) (28,57) (44,44) (66,67) (73,68) (50,00)

Creatinina sérica 0,86 0,85 1,39 4,23 1,03 0,60 5,39 3,54

(mg/dl), média (DP) (0,14) (0,24) (0,49) (4,65) (0,48) (0,20) (5,39 (2,28)
MDRD S GFR, 86,28 106,86 58,60 58,02 104,29 144,% 22,70 24,32
média (DP) (13,19) (70,47) (20,75) (61,53) (56,19) (55,15) (17,07) (15,91)

(ii) Ensaio MALDI-MS

Amostras de urina da porcdo média da miccgdo foram
colhidas ao inicio da manhd dos grupos de individuos

humanos atréds listados. Estas amostras de urina, derivadas
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de dadores saudaveis e de doentes, misturadas com
inibidores de proteases, foram analisadas por MALDI-TOF-MS.
Os candidatos a péptidos que estavam diferencialmente
presentes no grupo de dadores saudidveis e nos vArios grupos
de doentes foram identificados por comparacdo dos padrdes
de polipéptidos entre cada grupo de doentes e o grupo dos
dadores saudaveis, tendo em consideracdo a avaliacédo
estatistica dos parédmetros demograficos e da amostra. Estes
péptidos foram purificados, as suas sequéncias de

aminoadcidos determinadas através de tecnologia de rotina.

(1i1ii1) Ensaio de transferéncia Western

A andlise de transferéncia Western foi realizada
usando anticorpos especificos contra o fragmento do re-
cetor-2 tipo Ig associado a leucdcitos DFLELLVKGTVPGTEAS-
GFDAP (SEQ ID NO:1) e o fragmento de glicoproteina &cida
alfa-1 ¢é GQEHFAHLLILRDTKTYMLAFDVNDEKNWGLS (SEQ ID NO:2),
seguindo tecnologia de rotina. Os resultados foram normali-
zados contra o nivel de creatinina ou de proteina na mesma

amostra.

(iv) ELISA

As amostras de urina foram misturadas com
inibidores de protease e diluidas a 1:100 com um tampdo de
diluicédo e as amostras de soro foram diluidas a 1:10. As
amostras diluidas foram colocadas em placas de ELISA em

triplicados. As concentracdes de recetor-2 tipo Ig
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associado a leucdcitos e de glicoproteina &cida alfa-1
foram determinadas através de um método de ELISA tipo

sanduiche convencional e normalizadas contra o nivel de

creatinina ou proteina na mesma amostra.

Resultados

Através do ensaio de MALDI-MS atréds descrito, os
péptidos DFLELLVKGTVPGTEASGFEFDAP (SEQ ID NO:1) e
GOEHFAHLLILRDTKTYMLAFDVNDEKNWGLS (SEQ ID NO:2) foram

detectados em amostras de urina de doentes com nefropatia
em niveis muito mais elevados comparativamente com amostras

de urina de individuos saudéveis. SEQ ID NOS:1 e 2 sédo

fragmentos de recetor-2 tipo Ig associado a leucdcitos e de
As taxas de

glicoproteina acida alfa-1, respectivamente.

positivos para estes dois péptidos no grupo dador saudavel

e em varios

grupos de doentes estdo apresentadas na Tabela

2 abaixo:
Categorias Grupos Nimeros de | Taxa de positivos para |Taxas de positivos para
doentes SEQ ID NO:2 N/% SEQ ID NO:1 N/%
Saudaveis Saude 19 0 (0%) 1 (5,3%)
Nefropatia M 7 0 (0%) 2 (28,6%)
diabética DN 8 2 (25%) 8 (100%)
DN uremia 11 6 (54,5%) 8 (72,7%)
Nefropatia IgAN 12 0 (0%) 8 (66,7%)
mediada por MGN 3 0 (0%) 2 (66,7%)
imuinidade
Nefrite CHN 18 10 (55, 6%) 17 (94,4%)
intersticial CIN 7 3 (42,9%) 7 (100%)
Total 85 21 53
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Os resultados também mostram gque os niveis na
urina destes dois péptidos nos doentes com nefropatia néo
estavam correlacionados com proteinuria, indicando que
podem ser usados para detectar lesdes do rim antes do
aparecimento de proteinas, particularmente albumina, na

urina.

Ainda, encontrou-se que 0s niveis na urina destes
dois péptidos nos doentes com nefropatia apresentam
correlagdes inversas com GFR, indicando gque podem servir
como marcadores ©para a monitorizacdo de alteracdes na

funcdo renal e progressdo da nefropatia.

Através dos ensaios de ELISA e transferéncia
Western atrds descritos, encontrou-se que o recetor-2 tipo
Ig associado a leucdcitos e a glicoproteina é&acida alfa-1
estdo presentes diferencialmente nas amostras de urina de
doentes com nefropatia (e.g., doentes tendo nefropatia
induzida por ©produtos de ervanadria chinesas) versus
amostras de urina de controlos saudaveis. Ver Tabela 3
abaixo. Mais especificamente, a presenca de qualquer uma
das proteinas em amostras de urina de controlos saudéaveis
era qguase indetectdvel, enquanto um nivel mais elevado da
proteina foi encontrado nas amostras de urina de doentes
com nefropatia. Este resultado indica que qualquer uma das

proteinas pode ser usada no diagndéstico de nefropatia.



PE2391653 - 23 -

Takela 2: Razdo entre glicoproteina acida alfa-1 e creatinina em varios grupos de doentes

Saudavel DM DN TgAN MGN CHN CIN Uremia DN

AGP/Cr (ng/mg) x 2,57 2,91 29,18 15,52 139,51 19,55 51,31 97,13
1000 média (DP) (2,52) (1,68) (30,93) (20,87) (137,53) (39,36) (65,46) (140, 60)

Exemplo 2: Diagndéstico de nefropatia usando como
biomarcador a combinacdo de recetor-2 tipo Ig associado a

leucédécitos e glicoproteina acida alfa-1

Os niveis de recetor-2 tipo Ig associado a
leucécitos e de glicoproteina éacida alfa-1 de controlos
saudéaveis e de doentes com nefropatia (incluindo doentes
com nefropatia diabética, uremia, nefropatia por IgAa,
nefropatia induzida por produtos de ervandria chinesa e ne-
fropatia por glomerulonefrite membranar) foram determinados

como descrito no Exemplo 1 atrés.

Como se mostra na Fig. 1, o nivel combinado dos
dois marcadores proteicos atrds mencionados foi muito mais
elevado em doentes com todos os tipos de nefropatia
comparativamente com o dos controlos saudaveis (AUROC =
0,93). 1Isto indica que o recetor-2 tipo Ig associado a
leucdcitos e a glicoproteina 4&cida alfa-1, em combinacéo,
podem ser usados como um biomarcador fidvel para o
diagnéstico de nefropatia com elevada sensibilidade e

especificidade.

Observou-se que a combinagdo do recetor-2 tipo Ig

associado a leucdcitos e da glicoproteina acida alfa-1 na
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urina ¢é particularmente fidvel na deteccdo de nefropatia

induzida por produtos de ervandria chinesa.

Ver Fig. 2. O

AUROC obtido a partir deste estudo atinge 1,0, indicando

que a precisdo do diagndéstico é de 100% gquando

biomarcador no diagnéstico de doentes

induzida por produtos de ervanaria chinesa.
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REIVINDICACOES

1. Um método de diagndéstico de nefropatia num

individuo, compreendendo:

obtencdo de uma amostra de urina a partir de um
individuo suspeito de ter nefropatia,

determinacdo na amostra de ruina de um nivel de um
biomarcador, ou combinacdo de biomarcadores, selec-

cionado do grupo consistindo em

(i) recetor-2 tipo Ig associado a leucdcitos, ou
um seu fragmento, e

(ii) uma combinacdo do recetor-2 tipo Ig asso-
ciado a leucdcitos, ou de um seu fragmento, e da

glicoproteina &cida alfa-1, ou um seu fragmento,

em que o fragmento de recetor-2 tipo Ig associado a
leucédcitos € DFLELLVKGTVPGTEASGEFDAP (SEQ ID NO:1) e o
fragmento da glicoproteina dcida alfa-1 é
GQEHFAHLLILRDTKTYMLAFDVNDEKNWGLS (SEQ ID NO:2); e
avaliacdo se o individuo possui nefropatia baseada no
nivel do biomarcador, ou combinacdo de biomarcadores,
em que um aumento no nivel do biomarcador, ou da
combinacdo de biomarcadores, comparativamente com um
ponto de referéncia representando o nivel do mesmo
biomarcador ou combinacédo de biomarcadores num

individuo sem nefropatia, indica que o individuo
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possui nefropatia, em que o ponto de referéncia é o
ponto médio entre o nivel médio do biomarcador, ou
combinacdo de biomarcadores, num grupo de doentes com
nefropatia e o de um grupo de individuos sem

nefropatia.

2. O método da reivindicacdo 1, em que o nivel
do biomarcador, ou combinacdo de biomarcadores, ¢ determi-
nado por um ensaio de espectrometria de massa ou pPoOr um

imunoensaio.

3. O método da reivindicacdo 2, em gque o0 ensaio
de espectrometria de massa é seleccionado do grupo consis-
tindo em espectrometria de massa por ionizacdo e dessorcéao
a laser assistida por matriz MALDI-MS), cromatografia
ligquida-espectrometria de massa (LC-MS) e cromatografia

ligquida-espectrometria de massa em tandem (LC-MS/MS)).

4, O método da reivindicacdo 2, em que 0O ensaio
imune é seleccionado do grupo consistindo em ensaio imunos-
sorvente ligado a enzima (ELISA), transferéncia Western,
radioimunoensaio (RIA), imunoensaio de fluorescéncia (FIA)

e imunoensaio de luminescéncia (LIA)).

5. O método da reivindicacdo 1, em que o indi-

viduo é um ser humano.

6. O método da reivindicacdo 1, em que o indi-

viduo é um animal de laboratédrio.
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7. O método da reivindicacdo 1, em que o bio-

marcador & o receptor-2 tipo Ig associado a leucdcitos.

3. O método da reivindicacdo 1, em que o bio-
marcador é o fragmento do receptor-2 tipo Ig associado a

leucdcitos.

9. O método da reivindicacdo 7 ou 8, em gque o

individuo nédo tem proteinuria.

10. O método da reivindicacdo 1, em que a combi-
nacdo de biomarcadores é a combinacdo do receptor-2 tipo Ig

associado a leucdcitos e da glicoproteina acida alfa-1.

11. O método da reivindicacdo 1, em que a combi-
nacdo de biomarcadores é a combinacdo do recetor-2 tipo Ig
associado a leucdcitos e do fragmento de glicoproteina

dcida alfa-1.

12. O método da reivindicacdo 1, em gque a combi-
nacdo de Dbiomarcadores ¢é a combinacdo do fragmento do
recetor-2 tipo Ig associado a leucédcitos e da glicoproteina

adcida alfa-1.

13. O método da reivindicacdo 1, em que a combi-
nacdo de Dbiomarcadores ¢é a combinacdo do fragmento do
recetor-2 tipo Ig associado a leucdcitos e do fragmento da

glicoproteina acida alfa-1.
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14. O método da reivindicacdo 10, 11, 12 ou 13,

em que o individuo ndo tem proteinuria.

15. Um método para monitorizacdo da progressao

de nefropatia num individuo, compreendendo:

obtencdo de uma primeira amostra de urina de um
individuo que sofre de nefropatia;

determinacdo na primeira amostra de urina de um nivel
de um biomarcador, ou combinacdo de Dbiomarcadores,

seleccionado do grupo consistindo em

(i) recetor-2 tipo Ig associado a leucdcitos, ou
um seu fragmento, e

(ii) uma combinacdo do recetor-2 tipo Ig asso-
ciado a leucdcitos, ou um seu fragmento, e da

glicoproteina &dcida alfa-1, ou um seu fragmento,

em que o fragmento de recetor-2 tipo Ig associado a
leucécitos é DFLELLVKGTVPGTEASGFDAP (SEQ ID NO:1) e o
fragmento da glicoproteina acida alfa-1 é GQEHFAHLLI-
LRDTKTYMLAFDVNDEKNWGLS (SEQ ID NO:2);

obtencdo de uma segunda amostra de urina a partir do
individuo 2 semanas a 12 meses apds a primeira amostra
de urina ser obtida;

determinacdo na segunda amostra de urina de um nivel
do biomarcador, ou combinacdo de biomarcadores; e

avaliacdo da progressdo da nefropatia no individuo,
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em que um aumento no nivel do biomarcador, ou da
combinacdo de biomarcadores, na segunda amostra de
urina, comparativamente com o da primeira amostra de
urina, indica que a nefropatia estd exacerbada no

individuo.

16. O método da reivindicacdo 15, em gque o
individuo é um ser humano na fase inicial da nefropatia e a
segunda amostra de urina ¢é obtida 6 a 12 meses apds a

primeira amostra de urina ser obtida.

17. O método da reivindicacdo 15, em que o
individuo ¢ um ser humano numa fase mais tardia da
nefropatia e a segunda amostra de urina ¢é obtida 3 a 6

meses apds a primeira amostra de urina ser obtida.

18. O método da reivindicacdo 15, em gue o©
individuo é um animal de laboratério e a segunda amostra de
urina é obtida 2 a 24 semanas apdés a primeira amostra de

urina ser obtida.

19. Um método para monitorizacdo da eficacia de
um tratamento da nefropatia num individuo que sofra de

nefropatia, compreendendo:

determinacdo na primeira amostra de urina de um nivel
de um Dbiomarcador, ou combinacdo de biomarcadores,

seleccionado do grupo consistindo em
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(i) recetor-2 tipo Ig associado a leucdcitos, ou
um seu fragmento, e

(ii) uma combinacdo do recetor-2 tipo Ig
associado a leucdédcitos, ou um seu fragmento, e da

glicoproteina acida alfa-1, ou um seu fragmento,

em que o fragmento de recetor-2 tipo Ig associado a
leucécitos é DFLELLVKGTVPGTEASGEFDAP (SEQ ID NO:1) e o
fragmento da glicoproteina é4cida alfa-1 é GQEHFAHLLIL-
RDTKTYMLAFDVNDEKNWGLS (SEQ ID NO:2);

determinacdo de um nivel do biomarcador, ou combinacdo
de biomarcadores, numa amostra de urina do individuo
apdés o tratamento;

avaliacdo da eficédcia do tratamento Dbaseada numa
alteracdo no nivel do biomarcador, ou combinacdo de
biomarcadores, apds o tratamento,

em que o tratamento ¢é eficaz se o nivel do bio-
marcador, ou combinacdo de Dbiomarcadores, apbds o©
tratamento permanecer inalterado ou estiver reduzido

comparativamente com o de antes do tratamento.

20. Um método de avaliacdo da toxicidade renal

de um agente compreendendo:

obtencdo de uma pluralidade de amostras de urina de um
individuo tratado com um agente em varios pontos de
tempo durante o tratamento,

determinacdo em cada uma das amostras de urina de um
nivel de um biomarcador, ou combinacéo de

biomarcadores, seleccionado do grupo consistindo em
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(i) recetor-2 tipo Ig associado a leucdcitos, ou
um seu fragmento, e

(ii) uma combinacdo do recetor-2 tipo Ig associa-
do a leucbcitos, ou um seu fragmento, e da

glicoproteina acida alfa-1, ou um seu fragmento,

em que o fragmento de recetor-2 tipo Ig associado a
leucécitos é DFLELLVKGTVPGTEASGFDAP (SEQ ID NO:1) e o
fragmento da glicoproteina 4cida alfa-1 é GQEHFAHLLIL-
RDTKTYMLAFDVNDEKNWGLS (SEQ ID NO:2);

avaliacdo da toxicidade renal do agente baseada numa
alteracdo no nivel do biomarcador, ou combinacdo de
biomarcadores, durante o tratamento,

em que um aumento no nivel do biomarcador, ou com-
binacdo de biomarcadores, no decurso do tratamento

indica que o agente é téxico para o rim.

21. O método da reivindicacdo 20, em que O
agente ¢é seleccionado do grupo consistindo num composto,

num produto de ervandria e num produto alimentar.

22. Um kit para o diagnéstico de nefropatia,
compreendendo um primeiro anticorpo que se liga especifi-
camente ao recetor-2 tipo Ig associado a leucdbdcitos e um
segundo anticorpo que se liga especificamente a glico-

proteina acida alfa-1.
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23. 0 kit da reivindicacgédo 22, em que © primeiro
e segundo anticorpos sdo moléculas de imunoglobulina

completas.

24. 0O kit da reivindicacdo 22, em que o kit
consiste num primeiro anticorpo que se liga especificamente
ao recetor-2 tipo Ig associado a leucdcitos e num segundo
anticorpo que se liga especificamente a glicoproteina éacida

alfa-1.

Lisboa, 6 de fevereiro de 2015
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