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DESCRICAO

“Utilizacdo de oligonucleétidos substituidos em 2’ para a regulacéo, no sentido

de reduzir, da expressao de genes”

ANTECEDENTES DA INVENCAO

A presente invencao refere-se ao controlo da expressao de genes. Mais
particularmente, a presente invencao refere-se a utilizacdo de oligonucledtidos
sintéticos para regular no sentido de reduzir a expressdo de um gene num

animal.

O potencial para o desenvolvimento de uma abordagem terapéutica a
base de oligonucledtidos anti-sentido foi primeiro sugerido em trés artigos
publicados em 1977 e 1978. Paterson et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. (USA)
(1977) 74:4370-4374) revelam que a traducdo de ARNm isento de células pode
ser inibida através da ligacao de um oligonucledtido complementar ao ARNm.
Zamecnik et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) (1978) 75:280-284 e 285-288)
revelam que um oligonucledtido 13-mero sintético que é complementar a uma
parte do genoma do virus do sarcoma de Rous (RSV) inibe a replicagao do RSV
em fibroblastos de frango infectados e inibe a transformacdo mediada por RSV
de fibroblastos primarios de frango em células malignas de sarcoma.

Estas primeiras indicacdoes de que se poderiam utilizar oligonucleétidos
sintéticos para inibir a propagacao de virus e a neoplasia foram seguidas pela
utilizacdo de oligonucleétidos sintéticos para inibir uma vasta variedade de virus,
tais como HIV (veja-se, e.g., Patente dos E.U.A. No. 4 806 463); virus de
influenza (veja-se, e.g., Laiter et al. (1990) (Proc. Natl. Acad. Sci. (USA)
87:3430-3434); virus da estomatite vesicular (veja-se, e.g., Agris et al. (1986)
Biochem. 25:6268-6275); virus do herpes simples (veja-se, e.g., Gao et al.
(1990) Antimicrob. Agents Chem. 34:808-812); SV40 (veja-se, e.g., Birg et al.
(1990) (Nucleic Acids Res. 18:2901-2908); e virus de papiloma humano
(veja-se, e.g., Storey et al. (1991) (Nucleic Acids Res. 19:4109-4114). A
utilizacdo de oligonucleétidos sintéticos e seus analogos como agentes antivirais

foi recentemente revista de modo extensivo por Agrawal (7Trends in Biotech.

(1992) 10:152-158).
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Em adicdo, tém sido utilizados oligonucledtidos sintéticos para inibir
varios patogenios ndo virais, bem como para inibir selectivamente a expressao
de certos genes celulares. Assim, a utilidade dos oligonucledtidos sintéticos
como agentes para inibir a propagacdo de virus, a propagacdo de patogénios
nao virais e a expressao selectiva de genes celulares tem sido bem estabelecida.

Mais recentemente foram desenvolvidos oligonucledtidos melhorados
com maior eficacia na inibicao destes virus, patogénios e expressao selectiva de
genes. Mostrou-se que alguns destes oligonucleétidos com modificacdes nas
suas ligacGes internucledtidos sdo mais eficazes do que as suas contrapartidas
nao modificadas. Por exemplo, Agrawal et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. (USA)
(1988) 85:7079-7083) ensina que oligonucledtido-fosforotioatos e certos
oligonucleétido-fosforamidatos sdo mais eficazes na inibicdo do HIV-1 do que
oligodesoxinucledtidos convencionais ligados por fosfodiéster. Agrawal et al.
{Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) (1989) 86:7790-7794) revelam a vantagem de
oligonucleétido-fosforotioatos na inibicdo do HIV-1 em células infectadas

precocemente e de forma crdnica.

Em adicdo, desenvolveram-se oligonucledtidos quiméricos possuindo mais
do que um tipo de ligacGes internucledtidos no interior do oligonucleétido.
Pederson et al. (As patente dos E.U.A. No. 5 149 797 e 5 220 007 revelam
oligonucledtidos  quiméricos possuindo uma sequéncia nuclear de
oligonucledtido-fosfodiéster ou oligonucledtido-fosforotioato flanqueada por
nucledtido-metilfosfonatos ou -fosforamidatos. Furdon et al. (Nucleic Acids Res.
(1989) 17:9193-9204) revelam oligonucledtidos quiméricos possuindo regides.
de oligonucledtido-fosfodiésteres em adicdo a regides de oligonucleétido-
fosforotioato ou -metilfosfonato. Quartin et al. (Nucleic Acids Res. (1989)
17:7523-7562) revelam oligonucleétidos quiméricos possuindo regides de
oligonucledtido-fosfodiésteres e oligonucleétido-metilfosfonatos. Inoue et al.
(FEBS Lett. (1987) 215:237-250) revelam oligonucleétidos quiméricos

possuindo regides de desoxirribonucledtidos e 2’'-O-metilribonucleétidos.

Muitos destes oligonucleétidos modificados contribuiram para melhorar a
eficacia potencial da abordagem terapéutica com base em oligonucleétidos
anti-sentido. Contudo, permanecem certas deficiéncias nos oligonucleétidos

conhecidos e estas deficiéncias podem limitar a eficacia destes oligonucledtidos
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como agentes terapéuticos. Por exemplo, Wickstrom (J. Biochem. Biophys.
Meth. (1986) 13:97-102) ensinam que os oligonucleétido-fosfodiésteres sio
susceptiveis a degradacdo mediada por nucleases, limitando desse modo a sua
biodisponibilidade in vivo. Agrawal et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) (1990)
87:1401-1405) ensinam que os oligonucledtido-fosforamidatos  ou
-metilfosfonatos, quando hibridados a ARN, n3o activam a ARNase H, cuja
activagdo pode ser importante para a funcdo de oligonucleétidos anti-sentido.
Assim, existe uma necessidade de métodos de controlo da expressdo de genes

que utilize oligonucledtidos com caracteristicas terapéuticas melhoradas.

Foram publicados diversos relatérios relativos ao desenvolvimento de
oligonucledtidos ligados por fosforotioato como potenciais agentes terapéuticos
anti-SIDA. Apesar de extensos estudos dos mecanismos molecular e quimico
dos oligonucledtidos terem demonstrado o valor potencial desta nova estratégia
terapéutica, pouco se conhece acerca da farmacocinética e do metabolismo

destes compostos /in vivo.

Recentemente, foram publicados varios estudos preliminares sobre este
topico. Agrawal et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) (1991) 88:7595-7599)
descrevem a administragdo a ratinhos, intravenosa e intraperitoneal, de um
oligonucledtido 20-mero  ligado por fosforotioato. Neste  estudo,
aproximadamente 30% da dose administrada foi excretada na urina ao longo
das primeiras 24 horas com acumulacdo preferencial no figado e nos rins. As
semi-vidas no plasma variaram de cerca de 1 hora (t,,,) e 40 horas (ty/20),
respectivamente. Foram reportados resultados semelhantes em estudos
subsequentes (lversen (1991) Anti-Cancer Drug Design 6:531-538; lversen
(1994) Antisense Res. Devel. 4:43-52; e Sands (1994) Mol. Pharm. 45:932-
943). Contudo, podem existir problemas de estabilidade quando sao

administrados oligonucleétidos por via intravenosa e intraperitoneal.

Assim, permanece uma necessidade para desenvolver métodos
terapéuticos mais eficazes para a regulacdo, no sentido de reduzir, da expressio
de genes, que possam ser facilmente manipulados de modo a se adequarem ao
animal e a condicéo a tratar, e ao gene que se pretende atingir. Preferivelmente,

estes métodos devem ser simples, indolores e precisos quanto ao gene alvo.
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SUMARIO DA INVENCAQ

A presente invencdo proporciona uma formulacdo para a regulacdo, no
sentido de reduzir, da expressdo de um gene num animal que envolve a
administracdo de um oligonucleétido complementar ao gene através de uma via
oral, evitando desse modo as complicacdes que podem ser experimentadas
durante o modo de administragéo intravenosa e outros modos de administracéo

in vivo.

Verificou-se que certos oligonucledtidos (com ligacdes que ndo de
fosfodiéster e possuindo pelo menos um ribonucledtido substituido em 2’ no
seu terminal 3') séo relativamente estéveis in vivo apds administracdo oral a um
animal, e que essas moléculas sdo absorvidas com sucesso a partir do tracto
gastrintestinal e distribuidas a vérios tecidos corporais. Esta verificacdo foi
explorada de modo a desenvolver a présente invencdo, a qual consiste numa
formulacdo para a regulagdo, no sentido de reduzir, da expressdo de um gene

num animal.

Utilizando a invengdo, administra-se oralmente uma formulacédo
farmacéutica contendo um oligonucleétido complementar ao gene alvo num
transportador farmaceuticamente aceitavel, ao animal portador do gene. O
oligonucledtido inibe a expressdo do gene, desse modo regulando no sentido de

reduzir a sua expressao.

Para as finalidades da invencdo, o termo “animal” pretende englobar
humanos, bem como outros mamiferos, bem como répteis anfibios e insectos.

A expressdo “administracdo oral” refere-se ao fornecimento da formulacao
através da boca por ingestdo ou através de outra parte do sistema

gastrintestinal incluindo o eséfago.

Tal como aqui se utiliza, o termo “oligonucledtido” pretende incluir
polimeros de dois ou mais nucleétidos ou andlogos nucleotidicos ligados
mutuamente através de ligacdes internucledtidos 5’ para 3’ que podem incluir
quaisquer ligacdes que sdo conhecidas na arte dos anti-sentido. Estas moléculas

possuem um terminal 3’ e um terminal 5’. O oligonucleétido em particular que é
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administrado inclui pelo menos um ribonucleétido substituido em 2', e possui

ligacBes internucledtidos que ndo ligacdes fosfodiéster.

Para os fins da invencédo, a expressdo “oligonucledtido substituido em 2'"
refere-se a um oligonucledtido possuindo um actcar ligado a um grupo quimico
gque ndo um grupo hidroxilo na sua posicdo 2. O OH em 2’ da molécula de
ribose pode ser substituido por -O-alquilo inferior contendo 1-6 atomos de
carbono, arilo ou arilo substituido ou alilo possuindo 2-6 atomos de carbono,
e.g., 2'-O-alilo, 2’-O-arilo, 2’-O-alquilo (tal como 2'-O-metilo), 2'-halo ou
2’-amino, mas nao por 2'-H, em que os grupos alilo, arilo ou alquilo podem ser
ndo substituidos ou substituidos, e.g., com halogéneo, grupos hidroxi,
trifluorometilo, ciano, nitro, acilo, aciloxi, alcoxi, carboxilo, carbalcoxilo ou

amino.

A expressdo “oligonucledtido ligado por ligacées que nao fosfodiéster”,
tal como aqui utilizado, significa um oligonucleétido em que todos os seus
nucledtidos estdo covalentemente ligados através de uma ligacao sintética, r.e.,
uma ligacdo que ndo uma ligacdo fosfodiéster, entre a extremidade 5’ de um
nucleétido e a extremidade 3’ de outro nucleédtido, em que o nucleétido-fosfato
em 5’ foi substituido por qualquer nimero de grupos quimicos. De preferéncia,
as ligacdes sintéticas incluem alquilfosfonatos, fosforotioatos, fosforoditioatos,
alquilfosfonotioatos, fosforamidatos, fosforamiditos, ésteres de fosfato,
carbamatos, carbonatos, triésteres de fosfato, acetamidato e ésteres de
carboximetilo. Numa concretizacéo preferida da invencao, o todo de nucleétidos
que o oligonucleétido compreende estdo ligados através de ligacGes

fosforotioato e/ou fosforoditioato.

Em algumas concretizacdes da invengdo, os oligonucledtidos
administrados sdo modificados. Tal como aqui se utiliza, a expresséo
“oligonucleétido modificado” abrange oligonucledtidos com &cido(s) nucleico(s),
base(s) e/ou actcar(es) modificados que ndo os encontrados na Natureza. Por
exemplo, um oligonucleétido substituido em 3°,5° é um oligonucledtido
possuindo um aclcar que, em ambas as suas posicoes 3’ e 5’, esta ligado a um
grupo quimico que ndo um grupo hidroxilo (na sua posicdo 3') e que nao um

grupo fosfato (na sua posi¢édo 5).
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Um oligonucleétido modificado pode também ser um oligonucleétido com
substituintes adicionados tais como diaminas, colesterilo ou outros grupos
lip6filos, ou uma espécies com as extremidades tapadas. Em adicdo,
oligonucleétidos ndo oxidados ou parcialmente oxidados possuindo uma
substituicdo num oxigénio que nao forma ponte por nucledtido na molécula, sé@o
também considerados como oligonucleétidos modificados. Sdo também aqui
considerados como oligonucleétidos modificados os oligonucleétidos possuindo
substituintes volumosos que conferem resisténcia a nucleases na(s) sua(s)
extremidade(s) 3’ e/ou 5’ e/ou varias outras modificacdes estruturais néo

encontradas /n vivo sem intervencao humana.

Na invencdo, o oligonucledtido administrado inclui pelo menos um
ribonucledtido substituido em 2 no seu terminal 3. Em algumas
concretizacdes, todos excepto quatro ou cinco nucleétidos do seu terminal 5’
sdo ribonucledtidos substituidos em 2’, e em outras concretizacdes, estes
quatro ou cinco nucleétidos em 5’, ndo substituidos, sdo desoxirribonucledtidos.
Noutro aspecto, o oligonucledtido possui pelo menos um ribonucledtido
substituido em 2’ em ambos os seus terminais 3° e 5’, e ainda noutras
concretizacbes o oligonucleétido é composto por ribonucleétidos substituidos
em 2' em todas as posicdes com a excepcdo de pelo menos quatro ou cinco
desoxirribonucleétidos contiguos em qualquer posicao interior. Outro aspecto da
invencao inclui a administracdo de um oligonucleétido composto por nucledtidos
que sao todos ribonucledtidos substituidos em 2’. ConcretizacGes particulares
incluem oligonucleétidos possuindo um 2’-O-alquil-ribonucleétido tal como um
2’-O-metilo.

Noutra concretizacdo da invencgdo, o oligdvnucleétido administrado possui
pelo menos um desoxirribonucleétido e numa concretizacdo preferida, o
oligonucleétido possui pelo menos quatro ou cinco desoxirribonucledtidos
contiguos capazes de activar ARNase H.

O oligonucleétido administrado é complementar a um gene de um virus,
de um organismo patogénico ou a um gene celular em algumas concretizacoes
da invencdo. Em algumas concretizacdes, o oligonucleétido é complementar a
um gene de um virus envolvido na SIDA, no herpes oral ou genital, em verrugas

de papiloma, influenza, doenca dos pés e da boca, febre amarela, varicela, zona,
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leucemia de células T do adulto, linfoma de Burkitt, carcinoma nasofaringico ou
hepatite. Numa concretizacdo particular, o oligonucleétido é complementar a um
gene de HIV e inclui cerca de 15 a 26 nucledtidos ligados por ligacdes
internucledtidos fosforotioato, sendo pelo menos um dos nucleétidos no
terminal 3’ um ribonucledtido substituido em 2, e pelo menos quatro

desoxirribonucledtidos contiguos.

Noutra concretizacdo, o oligonucledtido € complementar a um gene que

codifica uma proteina associada a doenca de Alzheimer.

Em ainda outras concretizacdes, o oligonucleétido é complementar a um
gene que codifica uma proteina expressa num parasita que causa uma doenca
parasitica tal como as infeccdes amebiase, doenca de Chagas, toxoplasmose,
pneumocistose, giardiase, criptosporidiose, tricomoniase, malaria, ascaridiase,

filariase, triquinose ou esquistossomiase.
BREVE DESCRICAQ DOS DESENHOS

Os anteriores objectos da presente invencao e outros, os seus variados
aspectos, bem como a propria invencao, podem ser mais completamente
compreendidos a partir da descricdo que se segue, quando lida em conjunto

com os desenhos anexos, nos quais:

A Fig. 1 é uma representacao grafica que mostra no decorrer do tempo o
PS-oligonucleétido 1 modificado, radioactivamente marcado, no figado, nos rins
e no plasma, apés a administracdo oral de oligonucledtido radioactivamente

marcado.

A FIG. 2A é um cromatograma de HPLC de oligonucleétido padrdo
radioactivamente marcado;

A FIG. 2B é um cromatograma de HPLC de oligonucledtidos extractados
de amostras de plasma recolhidas 12 horas apdés a administracdo de

oligonucledtido radioactivamente marcado;
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A FIG. 3A é um cromatograma de HPLC de oligonucleétido padrao

radioactivamente marcado:

A FIG. 3B é um cromatograma de HPLC de oligonucledtidos extractados
de figado de rato 6 horas apds a administracdo de oligonucleétido

radioactivamente marcado:

A FIG. 3C é um cromatograma de HPLC de oligonucleétidos extractados
de figado de rato 24 horas apés a administracdo de oligonucledtido
radioactivamente marcado;

A FIG. 4 é uma representacio grafica que mostra no decorrer do tempo
a excrecdo urindria de radioactividade em ratos apos a administracdo oral de

oligonucledtido radioactivamente marcado;

A FIG.5A é um cromatograma de HPLC de oligonucleétido padrao
radioactivamente marcado;

A FIG. 5B é um cromatograma de HPLC de oligonucleétidos extractados
de wurina de rato 6 horas apés a administracdo de oligonuclestido
radioactivamente marcado;

A FIG. 5C é um cromatograma de HPLC de oligonucleétidos extractados
de wurina de rato 12 horas apés a administracdo de oligonucledtido

radioactivamente marcado:

A FIG. 6 é uma representacdo grafica que-mostra no decorrer do tempo a
radioactividade no tracto gastrintestinal e fezes em ratos apos a administracdo

oral de oligonucleétido radioactivamente marcado;

A FIG. 7 é um cromatograma de HPLC de oligonucleétidos extractados de
estbmago de rato 1 hora, 3 horas e 6 horas apés a administracdo de
oligonucleétido radioactivamente marcado: e




LY
R Y,

R

84 546
EP 0 788 366/PT

A FIG. 8 é um cromatograma de HPLC de oligonucledtidos extractados de
intestino grosso de rato 3 horas, 6 horas e 12 horas apds a administracdo de
oligonucledtido radioactivamente marcado.

DESCRICAQ DETALHADA DAS CONCRETIZACOES PREFERIDAS

As patentes e a literatura cientifica aqui referidas estabelecem o
conhecimento que est3 disponivel aos peritos na arte. As patentes dos E.U.A.
concedidas, os pedidos de patente aceites, e os artigos aqui citados sdo assim

aqui incorporados por referéncia.

A presente invencao proporciona um método para a regulacdo, no sentido
de reduzir, da expressdo de um gene num animal através da administracdo oral
de um oligonucleétido cuja sequéncia de nucledtidos & complementar ao gene
alvo.

Sabe-se que um oligonucleétido, denominado um “oligonuciedtido
anti-sentido”, se pode ligar a uma molécula alvo de acido nucleico em cadeia
simples de acordo com a regra de emparelhamento de bases de Watson-Crick
ou a de Hoosteen, e ao fazé-lo, quebra a funcdo do alvo através de um de vérios
mecanismos: evitando a ligacdo de factores necessarios para a transcricdo,
unido, ou traducdo normais; despoletando a destruicdo enzimatica de ARNm por
ARNase H se existir uma regido de desoxirribonucleétidos contigua no
oligonucleétido, e/ou destruindo o alvo através de grupos reactivos ligados
directamente ao oligonucleétido anti-sentido.

Assim, devido as propriedades descritas ‘acima, estes oligonucleétidos
sdo Uteis terapeuticamente pela sua capacidade de controlar ou regular no
sentido de reduzir a expressdo de um gene particular num animal, de acordo
com o método da presente invencao.

Os oligonucleétidos uteis no método de acordo com a invencdo tém pelo
menos 6 nucledtidos de comprimento, mas tém preferivelmente 6 a 50
nucledtidos de comprimento, sendo o mais comum o 15- a 30 mero. S3o
compostos por desoxirribonucleétidos, ribonucleétidos ou uma combinacdo de
ambos, estando a extremidade 5 de um nucleétido e a extremidade 3’ de outro
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nucledtido ligadas covalentemente por ligagcGes internucleétidos que nao
ligacdes fosfodiéster. Estas ligacGes incluem alquilfosfonatos, fosforotioatos,
fosforoditioatos, alquilfosfonotioatos, alquilfosfonatos, fosforamidatos, ésteres
de fosfato, carbamatos, acetamidato, ésteres de carboximetilo, carbonatos e
triesteres de fosfato. Os oligonucledtidos com estas ligacbes podem ser
preparados de acordo com métodos conhecidos tais como a quimica do
fosforamidato ou do H-fosfonato, que podem ser realizados manualmente ou
através de um sintetizador automético conforme descrito por Brown (A Brief
History of Oligonucleotides Synthesis. Protocols for Oligonucleotides and
Analogs, Methods in Molecular Biology (1994) 20:1-8). (Veja-se também, e.g.
Sonveaux “Protecting Groups in Oligonucleotides Synthesis” em Agrawal
(1994) Methods in Molecular Biology 26:1-72: Uhlmann et al. (1990) Chem.
Rev. 90:543-583).

Os oligonucleédtidos da composicdo podem também ser modificados de
varias maneiras sem comprometer a sua capacidade para hibridar com o &cido
nucleico alvo. Estas modificacées incluem, por exemplo, as que sdo internas ou
na(s) extremidade(s) da molécula do oligonucleétido e incluem adicdes a
molécula das ligagdes fosfato internucledsidos, tais como compostos de
colesterilo ou diamina com vérios nimeros de residuos de carbono entre os
grupos amino e modificagGes da ribose, da desoxirribose e do fosfato terminais
que clivam ou formam ligacdes cruzadas com as cadeias opostas ou com
enzimas associadas ou outras proteinas que se liguem ao genoma viral. Os
exemplos destes oligonucleétidos modificados incluem oligonucleétidos com
uma base e/ou aglcar modificados, tal como arabinose em vez de ribose, ou um
oligonucledtido substituido em 3’,5' possuindo um acucar que, em ambas as
suas posicdes 3’ e 5’ estd ligado a um grupo quimico que ndo um grupo
hidroxilo (na sua posicdo 3’) e outro que ndo um grupo fosfato (na sua posicao
5'). Outros oligonucledtidos modificados possuem as extremidades tapadas com
um substituinte volumoso que confere resisténcia a nucleases na(s) sua(s)
extremidade(s) 3’ e/ou 5’, ou possuem uma substituicdo num oxigénio que ndo
forma ponte por nucleétido. Estas modificacdes podem ser em algumas ou em
todas as ligacdes internucleésidos, bem como numa ou ambas as extremidades
do oligonucleétido e/ou no interior da molécula. Para a preparacao destes
oligonucledtidos modificados veja-se, e.g., Agrawal (1994) Methods in
Molecular Biology 26; Uhlmann et al. (1990) Chem. Rev. 90:543-583).
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Os oligonucleétidos que sdo auto-estabilizados s3o também considerados
oligonucledtidos modificados Uteis nos métodos de acordo com a invencao
(Tang et al. (1993) Nucleic Acids Res. 20:2729-2735). Estes oligonucledtidos
compreendem duas regides: uma regido alvo para hibridacdo; e uma regido
auto-complementar  possuindo uma  sequéncia de oligonucleotidica
complementar a uma sequéncia de &cido nucleico gue estd no interior do

oligonucledtido auto-estabilizado.

A preparacdo destes oligonucleétidos ndo modificados e modificados &
bem conhecida na arte (revisdo em Agrawal et al/. (1992) Trends Biotechnol.
10:152-158) (veja-se e.g., Uhimann et al. (1990) Chem. Rev. 90:543-584; e
(1987) Tetrahedron. Lett. 28:(31)3539-3542): Agrawal (1994) Methods in
Molecular Biology 20:63-80).

Estes oligonucleétidos sdo proporcionados com estabilidade adicional
porque possuem ligagdes internucledtidos que ndo fosfodiéster tais como
alquilfosfonatos, fosforotioatos, fosforoditioatos, fosforoamidatos,
alquilfosfonotioatos, fosforamidatos, fosforamiditos, ésteres de fosfato,
carbamatos, carbonatos, triésteres de fosfato, acetamidato e ésteres de
carboximetilo. Os oligonucieétidos particularmente UGteis estdo ligados com

ligagdes internucledsidos fosforotioato e/ou fosforoditioato.

Os oligonucledtidos administrados ao animal podem ser oligonucledtidos
hibridos na medida em que contém tanto desoxirribonucleétidos e pelo menos
um ribonucledtido substituido em 2’. Para os fins da invencdo, a expressao
“substituido em 2'" significa substituicdo do OH em 2’ da molécula de ribose
por, e.g., 2’-O-alilo, 2’-O-alquilo, 2'-halo ou 2’-amino, mas nio por 2’-H, em que
os grupos alilo, arilo ou alquilo podem ser ndo substituidos ou substituidos com
e.g., halogéneo, grupos hidroxi, trifluorometilo, ciano, nitro, acilo, aciloxi, alcoxi,

carboxilo, carbalcoxilo ou amino.

Os oligonucleétidos de ADN/ARN hibridos Gteis no método de acordo
com a invengéo resistem a degradacdo nucleolitica, formam diplices estaveis
com ARN ou ADN, e preferivelmente activam a ARNase H quando hibridados

com ARN. Podem adicionalmente incluir pelo menos um ribonucledtido ndo
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substituido. Por exemplo, num oligonucledtido uGtil na invencdo todos os
nucleétidos podem ser desoxirribonucleétidos com a excepcado de um

ribonucledtido substituido em 2’ no terminal 3’ do oligonucledtido.

Alternativamente, o oligonucleétido pode possuir pelo menos um

ribonucledtido substituido em ambos os seus terminais 3" e 5'.

Uma classe preferida de oligonucleétidos util na invengdo contém quatro
ou mais desoxirribonucledtidos num bloco contiguo, de modo a proporcionar um
segmento de activacdo para a ARNase H. Em certos casos, estardo presentes
mais do que um destes segmentos de activacio em qualquer local no interior do
oligonucledtido. Pode haver uma maioria de desoxirribonucleétidos nos
oligonucleétidos de acordo com a invencdo. De facto, nestes oligonucledtidos
os nucledtidos podem ser até todos desoxirribonucledtidos excepto um. Assim,
num oligonucleétido preferido possuindo cerca de 2 a cerca de 50 nucledtidos
ou mais preferivelmente de cerca de 12 a cerca de 25 nucledtidos, o nimero de
desoxirribonucleétidos presentes varia de 1 a cerca de 24. Outros
oligonucledtidos Uteis podem consistir em apenas ribonucledtidos substituidos

em 2'.

A TABELA 1 d& uma listagem de espécies representativas de
oligonucledtidos que sdo uteis no método de acordo com a invencdo. Os
nucledtidos substituidos em 2’ estdo sublinhados.
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TABELA 1

OLIGONUCLEQTIDO

CTCTCGCACCCATCTCTCTCCTTCQ
CTCTCGCACCCATCTCTCTCCTHQQ
CTCTCGCACCCATCTCTCTCCUUCY
CTCTCGCACCCATCTCUCUCCUUCU
CTCTCGCACCCAUCUCUCUCCUUCY
CTCTCGCACCCAUCUCUCUCCUUCY
CTCTCGCACCCAUCUCUCUCCUUCY
CUCUCGCACCCAUCUCUCUCCUUCU
QTCTCGCACCCATCTCTCTCCTTCQ
QQCTCGCACCCATCTCTCTCCTTQQ
CUCUCGCACCCATCTCTCTCCUUCU
CUCUCGCACCCATCTCUCUCCUUCY
CUCUCGCACCCAUCUCUCUCCUUCU
CUCUCGCACCCATCTCTQQQQQQQQ
CTCTCGCACCCAUCUCUCUCCUUCY
CUCUCGCACCCAUCTCTCTCCUUCU
CUCUCGCACCCATCTCTCTCCUUCY
CUCTCGCACCCAUCUCUCUCCUUCU
CUCTCGCACCCATCTCTCUCCUUCU
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O(s) ribonucleétido(s) substituido(s) em 2’ no oligonucleétido podem
conter na posicdo 2’ da ribose um -O-alquilo inferior contendo 1-6 atomos de
carbono, arilo ou arilo substituido ou alilo possuindo 2-6 atomos de carbono
e.g., 2'-O-alilo, 2'-O-arilo, 2'-0O-alquilo, 2’-halo ou 2’-amino, mas ndo 2’-H, em
que os grupos alilo, arilo ou alquilo podem ser nio substituidos ou substituidos,
e.g., com halogéneo, grupos hidroxi, trifluorometilo, ciano, nitro, acilo, aciloxi,.
alcoxi, carboxilo, carbalcoxilo ou amino. Os ribonucleétidos substituidos Cteis
sd@o 2'-O-alquilo tais como 2’-O-metilo.

Preferivelmente, os oligonucleétidos de acordo com a invencdo variario
de cerca de 2 a cerca de 50 nucledtidos de comprimento, e mais




"
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preferivelmente de cerca de 15 a cerca de 25 nucledtidos de comprimento.
Assim, neste caso preferido, os oligonucledtidos de acordo com a invencéo

possuirao de 14 a 24 ligacées internucledtidos que n&o ligacdes fosfodiéster.

Os oligonucleétidos de acordo com a invencdo sdo eficazes na inibicdo da
expressdo de varios genes em virus, organismos patogénicos, ou na inibicdo da
expressao de genes celulares. A capacidade para inibir estes agentes &
claramente importante para o tratamento de varios estados de doenca. Assim,
os oligonucledtidos de acordo com a invencdo possuem uma sequéncia de
nucledtidos que é complementar a uma sequéncia de acido nucleico de um
virus, de um organismo patogénico ou de um gene celular. Preferivelmente,
estes oligonucledtidos tém de cerca de 6 a cerca de 50 nucledtidos de

comprimento.

Para as finalidades da invencao, a expressao “sequéncia oligonucleotidica
que € complementar a uma sequéncia de &cido nucleico” significa uma
sequéncia oligonucleotidica que se liga a sequéncia de &cido nucleico alvo sob
condicGes fisiolégicas, e.g., por emparelhamento de bases de Watson-Crick
(interaccdo entre um oligonucledtido e um &cido nucleico em cadeia simples) ou
por emparelhamento de bases de Hoogsteen (interaccdo entre um
oligonucledtido e um acido nucleico em cadeia dupla) ou através de qualquer
outro meio incluindo, no caso de um oligonucleétido que se liga a ARN,
formacdo de pseudo-nés. Esta ligagdo (por emparelhamento de bases de
Watson-Crick) sob condicées fisiolégicas, é medida na pratica observando a

interferéncia com a funcéo da sequéncia de 4cido nucleico.

A sequéncia de 4cido nucleico a qual um oligonucledtido de acordo com a
invencdo é complementar variara consoante o gene que se pretende regular no
sentido de reduzir. Em alguns casos, a sequéncia do gene ou do acido nucleico
alvo serd uma sequéncia de &cido nucleico de um virus. A utilizacdo de
oligonucleétidos anti-sentido para inibir varios virus é bem conhecida (revista em
Agrawal (1992) Trends in Biotech. 10:152-158). Tém sido descritas sequéncias
de &cido nucleico viral que sdo complementares a oligonucledtidos anti-sentido
eficazes para muitos virus, incluindo o virus da imunodeficiéncia humana tipo 1
(HIV-1) (Patente dos E.U.A. No. 4 806 463), virus de herpes simples (Patente
dos E.U.A. No. 4 689 320), virus de influenza (Patente dos E.U.A. No.
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5 194 428), e virus de papiloma humano (Storey et a/ (1991) Nucleic Acids
Res. 19:4109-4114). Podem-se utilizar sequéncias complementares a quaisquer
destas sequéncias de 4cido nucleico para os oligonucledtidos de acordo com a -
invencdo, tal como também se podem utilizar sequéncias oligonucleotidicas
complementares a sequéncias de acido nucleico de quaisquer outros virus.
Outros virus que possuem sequéncias de &cido nucleico conhecidas contra os
quais se podem preparar oligonucledtidos anti-sentido incluem, mas ndo se
encontram limitados a, virus da doenca dos pés e da boca (veja-se Robertson et
al. (1985) J. Virol. 54:651; Harris et al. (1980) Virol. 36:659), virus da febre
amarela (veja-se Rice et al. (1985) Science 229:726), virus varicela-zoster
(veja-se Davison e Scott (1986) J. Gen. Virol. 67:2279), virus de Epstein-Barr,
citomegalovirus, virus de sincicios respiratérios (RSV) e virus do mosaico do
pepino (veja-se Richards et a/. (1978) Virol. 89:395).

Por exemplo, concebeu-se um oligonucleétido que € complementar a uma
porcdo do gene de HIV-1, e como tal, possui efeitos anti-HIV significativos
(Agrawal (1992) Antisense Res. Development 2:261-266). Verificou-se que o
alvo deste oligonucledtido era conservado entre varios isolados de HIV-1. Tem
uma riqueza de 56% em G + C, é solGvel em agua e relativamente estavel em
condicdes fisiolégicas. Este oligonuclestido liga-se a um ARN alvo
complementar sob condicdes fisiologicas, sendo T da duplice aproximadamente
56°C. A actividade antiviral deste oligonucledtido foi testada em varios
modelos, incluindo células CEM infectadas de forma aguda e crénica, culturas
de longo prazo imitando as condicées in vivo, linfécitos de sangue periférico
humano e macréfagos, e isolados de pacientes infectados com HIV-1
(Lisziewicz et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) (1992) 89:11209-11213);
Lisziewicz et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) (1993) 90:3860-3894);
Lisziewicz et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) (1994) 91:7942-7946); Agrawal
et al. (J. Ther. Biotech.) no prelo).

Os oligonucleétidos de acordo com a invencdo podem alternativamente
possuir uma sequéncia oligonucleotidica complementar a uma sequéncia de
acido nucleico de um organismo patogénico. Foram descritas as sequéncias de
acido nucleico de muitos organismos patogeénicos, incluindo o organismo da
malaria, Plasmodium falciparum, e muitas bactérias patogénicas. As sequéncias

oligonucleotidicas complementares a sequéncias de acido nucleico de quaisquer
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destes organismos patogénicos podem ser utilizadas em oligonucledtidos de
acordo com a invencdo. Os exemplos de eucariotas patogénicos possuindo
sequéncias de &cido nucleico conhecidas contra os quais se podem preparar |
oligonucleétidos anti-sentido incluem Trypanosom abrucei gambiense e
Leishmania (veja-se Campbell et a/., Nature 311:350 (1984)), Fasciola hepatica
{veja-se Zurita et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:2340 (1987).

Podem-se preparar oligonucleétidos antifingicos utilizando uma regidao
alvo para hibridacdo possuindo uma sequéncia oligonucleotidica que seja
complementar a uma sequéncia de 4&cido nucleico de, e.g., o gene da
quitina-sintetase, e podem-se preparar oligonucledtidos antibacterianos
utilizando, e.g., o gene da alanina-racemase. De entre a doencas flingicas que
podem ser tratdveis através da invencdo encontram-se candidiase,
histoplasmose,  criptococos, blastomicose, aspergilose, esporotricose,
cromomicose, dermatofitose e cocodioidomicose. O método pode também ser
utilizado para tratar doencas provocadas por riquétsias (e.g., tifo, febre
maculosa das Montanhas Rochosas), bem como doencas sexualmente
transmissiveis causadas por Chlamydia trachomatis ou Lymphogranuloma
venereurm. Podem ser tratadas varias doencas parasiticas através do método de
acordo com a invencéo, incluindo amebiase, doenca de Chagas, toxoplasmose,
pneumocistose, giardiase, criptosporidiose, tricomoniase e pneumonia por
Pneumocystis carini; também doencas causadas por vermes (helminticas) tais
como ascaridiase, filariase, triquinose, esquistossomiase e infeccdes por
nematodos ou cestodes. A malaria pode ser tratada através do método de
tratamento da invencdo independentemente do facto de ser causada por
P. falciparum, P. vivas, P. orale ou P. malariae.

As doencas infecciosas identificadas acima podem todas ser tratadas
através da invencdo porque os agentes infecciosos destas doencas sdo
conhecidos e assim podem-se preparar oligonucledtidos de acordo com a
invencdo, possuindo uma sequéncia oligonucleotidica complementar a uma
sequéncia de acido nucleico que seja uma sequéncia de 4cido nucleico essencial

para a propagacgéo do agente infeccioso, tal como um gene essencial.

Outros estados ou condicdes de doenca que podem ser trativeis através

da invencédo sdo aqueles que resultam de um produto ou expressdo anormal de
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um gene celular. Estas condicées podem ser tratadas por administracdo de
oligonucleédtidos de acordo com a invencdo e foram ja anteriormente discutidas

nesta descricao.

Outros oligonucledtido de acordo com a invencdo podem possuir uma
sequéncia de nucledtidos complementar a um gene celular, ou transcrito do
gene, cuja expressdo anormal ou produto resultam num estado de doenca.
Foram descritas as sequéncias de 4&cido nucleico de vérios destes genes
celulares, incluindo a proteina prido (Stahl et al. (1991) FASEB J. 5:2799-
2807), a proteina semelhante a amildide associada a doenca de Alzheimer
(Patente dos E.U.A. No. 5015 570), e varios oncogenes e proto-oncogenes
bem conhecidos, tais como c-myb, c-myc, c-abl e n-ras. Em adicao,
oligonucledtidos que inibem a sintese de proteinas estruturais ou enzimas
envolvidas amplamente ou exclusivamente na espermatogénese, na mobilidade
do esperma, na ligacdo do esperma ao évulo ou qualquer outro passo que afecte
a viabilidade do esperma, podem ser utilizados como contraceptivos. De modo
semelhante, contraceptivos para mulheres podem ser oligonucledtidos que
inibam proteinas ou enzimas envolvidas na ovulagéo, fertilizacdo, implantacio

ou na biossintese de'hormonas envolvidas neste processos.

A hipertensdo pode ser controlada por oligonucledtidos que regulam no
sentido de reduzir a sintese da enzima de conversio de angiotensina ou enzimas
relacionadas no sistema renina/angiotensina. A agregacio de plaquetas pode ser
controlada por supressdo da sintese de enzimas necessarias para a sintese de
tromboxano A2 para utilizacdo em desordens circulatérias cerebrais ou do
miocardio, enfartes, arteriosclerose, embolia e trombose. A deposicdo de
colesterol nas paredes arteriais pode ser inibida por supressdo da sintese da
co-enzima A de 4cidos gordos: colesterol-aciltransferase em arteriosclerose. A
inibicdo da sintese de colinofosfotransferase pode ser Gtil na hipolipidemia.

Existem numerosas desordens neuronais em que a interrupcdo de
hibridacdo pode ser utilizada para reduzir ou eliminar efeitos adversos da
desordem. Por exemplo, a supressio da sintese de monoamina-oxidase pode ser
utilizada na doenca de Parkinson. A supressdo de catecol-O-metil-transferase
pode ser utilizada para tratar depressdo; e a supressido de
indolo-N-metil-transferase pode ser utilizada no tratamento de esquizofrenia.
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A supressdo de enzimas seleccionadas na cascata do &cido araquidénico
que conduz as prostaglandinas e aos leucotrienos pode ser Util no controlo da -
agregacao de plaquetas, alergia, inflamacao, dor e asma.

A supressdo da proteina expressa pelo gene de resisténcia a drogas
multiplas {(mdr-1), que pode ser responsavel pelo desenvolvimento de resisténcia
de tumores a vérias drogas anti-cancerigenas e é um dos principais
impedimentos na quimioterapia, pode provar-se benéfico no tratamento do
cancro. Sequéncias oligonucleotidicas complementares a sequéncias de acido
nucleico de quaisquer destes genes podem ser utilizadas para oligonucleétidos
de acordo com a invencdo, tal como podem ser utilizadas sequéncias
oligonucleotidicas complementares a qualquer outro transcrito de genes

celulares, cuja expressdo anormal ou produto resultem num estado de doenca.

Os oligonucleétidos aqui descritos sio administrados oral ou
entericamente ao sujeito animal na forma de formulacGes farmacéuticas
terapéuticas que sejam eficazes para o tratamento de infecgdes por virus,
infeccGes por organismos patogénicos ou doencas resultantes de expressao
anormal de genes ou da expressdo de um produto de um gene anormal. Em
alguns aspectos do método de acordo com a invencdo, os oligonucleétidos sio
administrados em conjunto com outros agentes terapéuticos, e.g., AZT no caso
da SIDA.

A formulacdo farmacéutica terapéutica contendo os oligonucleétidos
inclui um transportador fisiologicamente aceitavel, tal como um diluente inerte
ou um transportador comestivel e assimilavel com o qual o péptido é
administrado. As  formulacdes adequadas que incluem excipientes
farmaceuticamente aceitaveis para a introducdo de compostos na corrente
sanguinea por vias que ndo a injectével podem ser encontradas em Remington’s
Pharmaceutical Sciences (182 ed.) (Generro, ed. (1990) Mack Publishing Co.,
Easton, PA). O oligonucledtido e outros ingredientes podem ser encerrados
numa capsula de gelatina mole ou dura, prensados em comprimidos ou
incorporados directamente na dieta do individuo. O oligonucleétido pode ser
incorporado em excipientes e utilizado na forma de comprimidos ingeriveis,

comprimidos bucais, trociscos, cépsulas, elixires, suspensbes, xaropes, hdstias,
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e semelhantes. Quando o oligonucledtido é administrado oralmente, pode ser
misturado com outras formas de alimentos e intensificadores de aroma
farmaceuticamente aceitdveis. Quando o oligonucledtido é administrado
entericamente, pode ser introduzido numa forma solida, semi-sélida, de
suspensd@o ou de emulsdo e pode ser composto com quaisquer aditivos
farmaceuticamente aceitaveis bem conhecidos. Os sistemas de entrega oral de
libertacdo sustentada e/ou revestimentos entéricos para formas de dosagem
administradas oralmente estio também contemplados, tais como os descritos
nas Patentes dos E.U.A. Nos. 4 704 295, 4 556 552, 4 309 404 e 4 309 406.

A quantidade de oligonucleétido nestas composicdes terapeuticamente
Uteis é tal que seja obtida uma dosagem adequada. As composicoes ou
preparacdes preferidas de acordo com a presente invencdo sdo preparadas de
modo a que uma unidade de dosagem oral contenha entre cerca de 50
microgramas e cerca de 200 mg por kg de peso corporal do animal, sendo mais
preferido de 10 mg a 100 mg por kg.

Entender-se-a4 que o teor unitario de ingrediente ou ingredientes activos
contidos numa dose individual de cada forma de dosagem ndo necessita de
constituir, por si s6, uma quantidade eficaz, pois a quantidade eficaz necessaria
pode ser atingida por administracdo de uma pluralidade de unidades de dosagem

(tais como cépsulas ou comprimidos ou suas combinacdes).

De modo a determinar se o oligonucledtido administrado de acordo com o
método da invencdo é absorvido nos tecidos corporais, € em caso positivo, em
que tecidos ocorre a absorcdo, realizou-se o seguinte estudo. Analisaram-se
amostras de vdérios tecidos corporais quanto a radioactividade em horas
crescentes apds a administracdo oral de um oligonucledtido radioactivamente
marcado. A FIG. 1 ilustra a concentracdo em funcéo do tempo, no plasma, no
figado e nos rins, de um equivalente de oligonucledtido apés administracdo oral
do oligonucleétido radioactivamente marcado. Estes resultados demonstram que
a droga ¢ absorvida através do tracto gastrintestinal e se acumula no rim e no
figado.

A forma quimica de radioactividade no plasma foi ainda avaliada por

HPLC, demonstrando a presenca tanto do oligonucleétido intacto (A) como de
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metabolitos (B), 12 horas apés a administracdo oral (FIG. 2B). O oligonucledtido
intacto foi também detectado no figado 6 horas (FIG. 3B) e 12 horas (FIG. 3C)
apds a administracdo. Era detectavel radioactividade no cérebro, no timo, no -
coracdo, no pulméo, no figado, no rim, nas supra-renais, no estdmago, no
intestino delgado, no intestino grosso, no musculo esquelético, nos testiculos,
na tirdide, na epiderme, no olho completo e na medula 6ssea, 48 horas apos a

administracéo oral do oligonucleétido radioactivamente marcado.

Evidéncias adicionais que suportam a absorcdo do oligonucleétido surgem
da analise de amostras de urina apés o oligonucleétido radioactivamente
marcado ter sido administrado oralmente. A FIG. 4 mostra a excrecao
cumulativa do oligonucleédtido radioactivamente marcado para a urina ao longo
de 48 horas apés a administracédo de oligonucleétido radioactivamente marcado.
O facto de o oligonucledtido continuar a ser excretado na urina ao longo do
tempo implica que outros tecidos o tinham absorvido, e que o corpo era capaz
de absorgdo durante um periodo prolongado de tempo. As FIG. 5B e 5C
demonstram que apesar da maioria da radioactividade na urina estar presente na
forma de produtos de degradacdo, o oligonucledtido intacto também foi

detectado, demonstrando que este oligonucledtido é absorvido intacto.

Para determinar o nivel de biodisponibilidade dos oligonucleétidos apds
administracdo oral mediu-se o nivel de oligonucleétido no tracto gastrintestinal
(estdmago e intestino) e nas fezes. A FIG. 6 mostra que aproximadamente 80%
do oligonucleétido administrado permaneceu ou foi excretado nas fezes,
indicando que 20% do oligonucleétido administrado foi absorvido. Este
oligonucleétido era estdvel no estdmago; ndo se detectaram significativos
produtos de degradacdoc no contetddo do ‘estdbmago seis horas apdés a
administracdo oral (FIG. 7). A maioria do oligonucleétido administrado nos
conteddos do intestino grosso estava também presente na forma do composto
intacto (FIG. 8).

Assim, utilizando o método de acordo com a invencdo, conseguiu-se a
absor¢cdo bem sucedida de oligonucleétidos através do tracto gastrintestinal e
distribuido por todo o corpo. Os oligonucleétidos intactos foram detectados no

plasma e em vérios tecidos e excretados na urina. Estes resultados demonstram
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que a administracdo oral é um meio potencial para a entrega dos

oligonucledtidos como agentes terapéuticos.

Os exemplos que se seguem ilustram os modos preferidos de realizacao e
pratica da presente invencdo, mas nio se pretende com eles limitar o 4mbito da
invengdo uma vez que podem ser utilizados métodos alternativos para obter

resultados semelhantes.
EXEMPLOS
1. Sintese e andlise de oligonucleétidos

Sintetizou-se, purificou-se e analisou-se como se segue um
oligonucledtido ligado por fosforotioato 25-mero hibrido, possuindo a
SEQ ID NO:1 e contendo sequéncias de 2'-O-metilribonucledtidos em 3’ e 5’ e

um desoxirribonucledtido interior.

Os fosforotioato-desoxirribonucledsidos  nao modificados  foram
sintetizados sobre CPG numa escala de 5-6 umol num sintetizador automaético
(modelo 8700, Millipore, Bedford, MA) utilizando a abordagem do H-fosfonato
descrita na Patente dos E.U.A. No. 5 149 798. Os
desoxinucledsido-H-fosfonatos foram obtidos de Millipore (Bedford, MA). Os
2’-O-metilribonucleétido-H-fosfonatos ou -fosforotioatos foram sintetizados por
procedimentos standard (veja-se, e.g., “Protocols for Oligonucieotides and
Analogs” em Meth. Mol. Biol. (1993) volume 20) ou foram obtidos
comercialmente (e.g., de Glenn Research, Sterling, VA e Clontech, Palo Alto,
CA). Os segmentos de oligonucleétidos contendo 2'-O-metil-nucleésidos foram
montados utilizando 2’-O-metilribonucleésido-H-fosfonatos ou -fosforotioatos
nos ciclos desejados. De modo semelhante, os segmentos de oligonucledtidos
contendo desoxirribonucledsidos foram montados utilizando
desoxirribonucledsido-H-fosfonatos nos ciclos desejados. Apds a montagem, o
oligonucleédtido-H-fosfonato ligado a CPG foi oxidado com enxofre para gerar a
ligacdo fosforotioato. Os oligonucleétidos foram entso desprotegidos em NH,OH
concentrado a 40°C durante 48 horas.
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O oligonucleétido em bruto (cerca de 500 unidades de Aeo) foi analisado
por cromatografia inversa de baixa pressdo sobre um meio de fase inversa de
Cis. O grupo DMT foi removido por tratamento com acido acético aquoso a
80% e depois os oligonucledtidos foram dialisados contra agua destilada e

liofilizados.
2. Marcacéo radioactiva de oligonucleétidos

Para obter oligonucleétidos marcados com S, realizou-se a sintese em
dois passos. Os primeiros 19 nucleétidos da sequéncia SEQ ID NO:1 a partir da
sua extremidade 3’ foram montados utilizando a abordagem do fosforamidito de
B-cianoetilo (veja-se Beaucage em Protocols for Oligonucleotides and Analogs
(Agrawal, ed.), Humana Press, (1993), p. 33-61). Os ultimos seis nucledtidos
foram montados utilizando a abordagem do H-fosfonato (veja-se, Froehler em
Protocols for Oligonucleotides and Analogs (Agrawal, ed.) Humana Press, 1993,
p. 63-80). O oligonucleédtido ligado ao suporte de vidro de poros controlados
(CPG) (30 mg de CPG; aproximadamente 1 uM), contendo cinco ligacées
H-fosfonato, foi oxidado com **S; (4 mCi, 1 Ci/mg, Amersham: 2 Ci = 37 GBq)
em 60 ml de dissulfureto de carbono/piridina/trietilamina (10:10:1). Realizou-se
a reaccdo de oxidacdo a temperatura ambiente durante 1 hora com agitacdo
ocasional. Depois adicionaram-se 2 ul, 5 ul e 200 pl de enxofre (**Sg) a 5% frio
na mesma mistura de solventes de 30 em 30 minutos, para completar a
oxidac&o. Removeu-se a solucdo e lavou-se o suporte de CPG com dissulfureto
de carbono/piridina/trietilamina (10:10:1) (3 x 500 pul) e com acetonitrilo
(3 x 700 pl). Desprotegeu-se o produto em hidréxido de amdnio concentrado
(65°C, 14 horas) e evaporou-se. Purificou-se o produto resuitante por
electroforese em gel de poliacrilamida (poliacrillamida a 20% contendo ureia
7 M). Excisou-se a banda desejada sob iluminacdo com UV e extraiu-se o
PS-oligonucledtido do gel e dessalinizou-se com um cartucho Sep-Pak C18
(Waters) e uma coluna Sephadex G-15. O rendimento foi de 20 unidades A,

(600 pg; actividade especifica, 1 pCi/ug).
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3. Animais e tratamento

Utilizaram-se no estudo ratos Sprague-Dawley macho (100-120 g, Harlan -
Laboratories, Indianapolis, IN). Os animais foram alimentados com racéao
comercial e dgua ad /ibitum durante 1 semana antes do estudo.

Administrou-se aos animais, via sonda géstrica, uma dose de 50 mg/kg.
Dissolveram-se os oligonucleétidos, ndo marcados e marcados com °°S, em
solucéo salina fisiolégica (NaCl a 0,9%) numa concentracdo de 25 mg/ml. As
doses foram baseadas no peso corporal antes do tratamento e variaram o mais
proximo de 0,01 ml. Apds a dosagem, cada animal foi colocado numa gaiola
metabdlica e alimentado com racdo comercial e agua ad /ibitum. Recolheu-se a
urina total excretada e lavou-se cada gaiola metabdlica apds os intervalos de
recolha. Recolheram-se as fezes totais excretadas de cada animal em varios
pontos temporais e homogeneizaram-se amostras de fezes antes da
quantificacdo da radioactividade. Recolheram-se amostras de sangue dos
animais em tubos com heparina em vérios pontos temporais. Separou-se o
plasma por centrifugacdo. Aplicou-se eutanasia por exsanguinacdo sob
anestesia com pentobarbital de sédio. Apds a eutanasia, recolheram-se tecidos
de cada animal. Todos os tecidos/érgdos foram desprovidos de gordura ou
tecido conectivo extrinseco, esvaziaram-se e limparam-se de todos os

contetdos, pesaram-se individualmente e registaram-se os pesos.
4, Medicdes de radioactividade total

As radioactividades totais nos tecidos e nos fluidos corporais foram
determinadas por espectrometria de cintilacao- "Il'quida (LS 6000TA, Beckman,
Irvine, CA). Em resumo, os fluidos biolégicos (plasma, 50-100 ul; urina,
50 100 pl) foram misturados com 6 ml de solvente de cintilacdo (Budget-Solve,
RPI, Mt. Prospect, IL) para determinar a radiocactividade total. As fezes foram
moidas e pesadas antes de serem homogeneizadas num volume de 9 vezes de
solucédo salina de NaCl a 0,9%. Misturou-se uma aliquota de homogeneizado
{100 pl) com solubilizante (TS-2, RPI, Mt. Prospect, IL) e depois misturou-se
com solvente de cintilagdo (6 ml) para permitir a quantificacdo da
radioactividade total.
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Apos a sua remocdo, os tecidos foram imediatamente transferidos para

um papel de filtro Whatman No.1 e pesados antes de serem homogeneizados
em solucdo salina de NaCl a 0,9% (3-5 mi por grama de peso molhado). -
Misturou-se o homogeneizado resultante (100 pl) com solubilizante (TS-2, RPI,
Mt. Prospect, IL) e depois com solvente de cintilacdo (6 ml) para determinar a
radioactividade total. Registou-se o volume de solucdo salina de NaCl a 0,9%
adicionado a cada amostra de tecido. Mantiveram-se congelados os

tecidos/6rgdos homogeneizados a <-70°C até & utilizacdo nas outras analises.
5. Andlise por HPLC

A radioactividade na urina foi analisada por HPLC de emparelhamento
idnico utilizando uma modificacdo do método descrito essencialmente por Sands
et al. (Mol. Pharm. (1994) 45:932-943). Centrifugaram-se as amostras de urina
€ passaram-se atraves de um filtro Acro de 0,2 um (Gelman, Ann Arbor, MI)
antes da andlise. Extrairam-se o oligonucledtido hibrido e 0s metabolitos nas
amostras de plasma utilizando os métodos anteriores na preparacao de amostras
para PAGE. Utilizou-se uma coluna Microsorb MV-C4 (Rainin Instruments,
Woburn, MA) na HPLC utilizando um aparelho de HPLC Hewlett Packard 1050
com uma bomba quaterndria para gradientes. A fase movel incluia dois
tampdes; O Tampdo A era reagente A 5 mM (Waters Co., Bedford, MA) em
agua e o Tampédo B era acetonitrilo (Fisher)/agua 4:1 (v/v). Eluiu-se a coluna a
um caudal de 1,5 mi/min, utilizando o seguinte gradiente: (1) 0-4 min, 0% de
Tampao B; (2) 4-15 min, 0-35% de Tampéo B; e (3) 15-70 min, 35%-80% de
Tampéo B. Equilibrou-se a coluna com Tamp&o A durante pelo menos 30
minutos antes da operacgdo seguinte. Utilizando um colector de fraccées
RediFrac (Pharmacia LKB Biotechnology, Piscataway, NJ), recolheram-se
fracgbes de 1 min (1,5 ml) para frascos de cintilacdo de 7 ml e misturaram-se
com 5 ml de solvente de cintilacdo para determinar a radioactividade de cada
fraccao.
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LISTAGEM DE SEQUENCIAS

(1) INFORMACAO GERAL:
(i) REQUERENTE: Hybridon, Inc.

(i) TITULO DA INVENCAQ: Método de regulacdo, no sentido de reduzir, da
expressdo de genes

(i) NUMERO DE SEQUENCIAS: 1

(iv) ENDERECO PARA CORRESPONDENCIA:
(A) DESTINATARIO: Lappin & Kusmer
{B) RUA: 200 State Street
(C) CIDADE: Boston
(D) ESTADO: Massachusetts
(E) PAIS: E.U.A.
(F) CODIGO POSTAL (ZIP): 02109

(v} FORMA LEGIVEL EM COMPUTADOR:
(A) TIPO DE MEIO: Disquete
(B} COMPUTADOR: Compativel com PC da IBM
(C) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS
(D) SUPORTE LOGICO:Patentin Release #1.0, Versdo #1.25

(vi) DADOS DO PEDIDO ACTUAL:
(A) NUMERO DO PEDIDO:
(B) DATA DE APRESENTACAO:
(C) CLASSIFICACAO:

(viii) INFORMACAO SOBRE REPRESENTANTE/AGENTE:
(A) NOME: Kerner, Ann-Louise
(B) NUMERO DE REGISTO: 33 523
(C) NUMERO DE REFERENCIA/CERTIFICADO: HYZ-030PCT

(ix) INFORMACAO PARA TELECOMUNICACOES:
(A) TELEFONE: 617-330-1300
(B) TELEFAX: 617-330-1311




84 546
EP O 788 366/PT

26

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:1:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 25 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc/ARN

(iii) HIPOTETICA: NAO

(iv) ANTI-SENTIDO: SIM

{xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:1:

CUCUCGCACC CATCTCTCTC CUUCU 25

Lisboa, 28, JAN. 2000
Por HYBRIDON, INC.

—— ENG* ANTONIO JOAO

DA CUNHA FERREIRA

Ag. Of. Pr. Ind.

Rua des Flores, 74 - 4.°
1280Q LISBOA
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REIVINDICACOES

1. Formulacdo farmacéutica para administracdo oral para a inibicdo ou
regulacdo, no sentido de reduzir, em mamiferos, da expressdo de um gene,
compreendendo um oligonucledtido complementar a uma sequéncia parcial do
gene ou do transcrito do gene, em que o referido oligonucledtido possui ligacdes
internucleésidos que nao ligacGes fosfodiéster e compreende pelo menos um
grupo ribonucleotidico substituido em 2’, e em que o referido oligonucleétido

possui um grupo ribonucleotidico substituido em 2° no seu terminal 3’.

2. Formulacdo de acordo com a reivindicacdo 1 em que o
oligonucleétido compreende ainda pelo menos um ribonucleétido substituido em
2’ no terminal 5°.

3. Formulacdo de acordo com a reivindicacdo 1 em que todos os

ribonucledtidos no oligonucledtido sio ribonucledtidos substituidos em 2°.

4. Formulacdo de acordo com a reivindicacdo 1 em que o
ribonucledtido substituido em 2’ é um 2'-0-alquilribonucleétido.

5. Formulacdo de acordo com a reivindicagdo 1 em que o

oligonucledtido compreende pelo menos um desoxirribonucleétido.

6. Formulacdo de acordo com a reivindicacdo 5 em que o
oligonucledtido compreende uma regido de peloc  menos quatro

desoxirribonucleétidos contiguos capaz de activar a actividade de ARNase H.

7. Formulacdo de acordo com a reivindicagdo 1 em que o
oligonucleétido compreende uma ligacdo internucleésidos seleccionada de entre
0 grupo que consiste em alquilfosfonatos, fosforotioatos, fosforoditioatos,
alquilfosfonotioatos, fosforamidatos, fosforamiditos, ésteres de fosfato,
carbamatos, carbonatos, triésteres de fosfato, acetamidato e ésteres de
carboximetilo.
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8. Formulacdo de acordo com a reivindicacdo 7 em que essencialmente
todos os nucledtidos estdo ligados através de ligacbes internucledsidos

fosforotioato ou fosforoditioato.

9. Formulacdo de acordo com a reivindicagdo 1 em que o
oligonucleétido é modificado.

10. Formulagdo de acordo com a reivindicacdo 8 em que todos os

nucledtidos estdo ligados através de ligacdes fosforotioato.

11. Formulacdo de acordo com a reivindicacdo 10, compreendendo ainda
pelo menos dois 2’-O-metilribonucledtidos.

12. Formulacdo de acordo com a reivindicacdo 11 compreendendo pelo
menos um 2’-O-metilribonuclestido em cada terminal do oligonucleétido.

13. Formulagdo de acordo com a reivindicacdo 1 em que o
oligonucledtido é complementar a uma sequéncia parcial de um gene de um
virus, de um organismo patogénico ou de um gene celular, ou de um transcrito

do gene.

14. Formulacdo de acordo com a reivindicacdo 13 em que o
oligonucleétido é complementar a uma sequéncia parcial de um gene ou de um
transcrito de um gene, de um virus envolvido numa doenca seleccionada de
entre o grupo que consiste em SIDA, herpes genital e oral, verrugas de
papiloma, influenza, doenca da boca e dos pés, febre amarela, varicela, zona,
leucemia de células T do adulto, linfoma de Burkitt, carcinoma nasofaringico e
hepatite.

15. Formulacdo de acordo com a reivindicacdo 1 em que o
oligonucleétido é complementar a uma sequéncia parcial de um gene ou de um
transcrito de um gene que codifica uma prbtel’na associada a doenca de
Alzheimer.

16. Formulacdo de acordo com a reivindicacdo 1 em que o

oligonucledtido é complementar a uma sequéncia parcial de um gene ou de um
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transcrito de um gene que codifica uma proteina num parasita que causa uma
doenga parasitica seleccionada de entre o grupo que consiste nas infeccoes
amebiase, doenga de Chagas, toxoplasmose, pneumocistose, giardiase, -
criptosporidiose, tricomoniase, malaria, ascariase, filariase, triquinose e de

esquistossomiase.

17. Formulacdo de acordo com a reivindicacdo 1 em que o
oligonucledtido é complementar a uma sequéncia parcial de um gene ou de um
transcrito de um gene de HIV, e compreende cerca de 15 a 26 nucledtidos
ligados por ligacdes internucledsidos fosforotioato, sendo pelo menos um dos

nucledtidos no terminal 3' um ribonucledtido substituido em 2'.

18. Utilizacdo de um oligonucleétido mencionado em qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 17 para a preparacao de uma composicdo farmacéutica para
administracdo oral para a inibicdo ou regulacdo, no sentido de reduzir, num

mamifero, da expressdo de um gene.

Lisboa, 23 . 2000
- Por HYBRIDON, INC.

- O AGENTE OFICIAL - AD]UNTO

ENG.e ANTONIO JOAO
DA CUNHA FERREIRA

Ag. OF. Pr. Ind.
Rus das Flores, 74 - 4.*
1200 LISBOA
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