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Relatério Descritivo da Patente de Invencao para "YAP
ATIVO DOMINANTE, HIPOEFETOR, INDUZ ACESSIBILIDADE DE
CROMATINA E RENOVACAO DE CARDIOMIOCITO".
[001] O presente pedido reivindica prioridade do pedido de
patente provisério US 62/471.204, depositado em 14 de marco de
2017, que é incorporado por referéncia aqui em sua integra.
DECLARACAO REFERENTE A PESQUISA OU DESENVOL-
VIMENTO COM PATROCINIO FEDERAL
[002] A presente invencao foi feita com apoio do governo de
acordo com HL 127717 concedida por Natioinal Institutes of Health
(NIH). O governo tem certos direitos na invencao.
CAMPO TECNICO
[003] As modalidades da descricao se referem pelo menos aos
campos de biologia de célula, biologia molecular, bioquimica,
cardiologia e medicina.
ANTECEDENTES
[004] Experimentos de datagdo C'* indicaram que o fornecimento
completo de cardiomidcitos humanos é estabelecido no primeiro més
de vida e cardiomidcitos adultos se renovam em aproximadamente 1%
por ano'. Cardiomidcitos de camundongos adultos tém similarmente
baixas taxas de renovagdo?. A via Hippo € uma cascata de cinase de
modo evolucionario conservada que resulta na fosforilacdo e inibicao
do co-ativador de transcricdo. Yap, pelo Supressor de tumor grande
(Lats)1 e 2 cinase®, delecdo Pds-natal de componentes de via Hippo
podem aumentar de modo modesto renovacao de CM, visto que pode
expressar uma forma ativa de Yap com uma Serina unica (S) para
mutacdo de Alanina (A)*”.
[005] Lats 1/2 inibe Yap por fosforilar residuos S em cinco
motivos de familia cinase NDR (relacionada a Dbf2 nuclear) de

consenso, HXRXXS. Ensaios de repoérter in vitro mostraram que
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embora grande parte de inibicdo de Hippo seja através de fosforilacao
S127 (S127 em seres humanos, S112 em camundongos), 0s outros
eventos de fosforilacdo S também contribuem para inibicdo de Yapé.
[006] A presente descricdo atende uma necessidade sentida ha
muito tempo na técnica de renovacao de cardiomidcito incluindo para
reparo cardiaco.

BREVE SUMARIO

[007] As modalidades da descricdo incluem métodos e
composicoes para renovacao de tecido de qualquer tipo, incluindo no
coracao, retina, neurbnios do sistema nervoso central e células
ciliadas do ouvido, por exemplo. As modalidades da descri¢cao incluem
métodos e composicbes relacionadas a regeneracdo de células
incluindo para a terapia para uma ou mais condicbées em um individuo
mamifero como um ser humano, cao, gato, cavalo etc. As modalidades
da descricao incluem métodos e composi¢cées para regenerar células
em um ou mais individuos em necessidade do mesmo. O individuo
pode ter qualquer tipo de condicao em necessidade de regeneracao
celular ou € suscetivel ou esta em risco da mesma. Em modalidades
especificas, sdo fornecidos métodos e composi¢cdes relacionadas a
regeneracao de cardiomidcitos, células da retina, neurénios do sistema
nervoso central, ou células ciliadas do ouvido (incluindo interno ou
externo) incluindo para a terapia para uma ou mais condigdes em um
individuo mamifero. Em casos especificos para a retina, mutante Yap
€ exposto a células gliais Muller de modo que diferenciardo em
neurdnios da retina. No caso de regeneracdo de cardiomiécitos o
individuo pode ter ou estar em risco de uma condi¢cao cardiaca. Um
individuo pode estar em risco de uma condigao cardiaca devido a um
histérico pessoal e/ou familiar, porque € fumante, porque é obeso ou
com sobrepeso, uma combinagao dos mesmos etc.

[008] Em modalidades especificas, os métodos e composicoes
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se referem a um ou mais mutantes de Yap. Em certas modalidades,
um ou mais mutantes de Yap tém uma atividade de promover
renovagdo de células (incluindo células de retina cardiomiocito,
neurbnios do sistema nervoso central ou células ciliadas do ouvido)
que leva a melhora de qualquer condicdo médica relacionada. Em
modalidades alternativas, um ou mais mutantes Yap melhoram uma
condicdo médica, porém nao promovem de modo detectavel a
renovacgao de células. Em modalidades especificas, entretanto, um ou
mais mutantes Yap estimulam reorganizacao de cromatina global para
promover renovacao de células. Em casos especificos, o mutante &
um mutante Yap tendo 1, 2, 3, 4, 5, 6 ou mais substituicoes de
aminoacidos. A substituicdo pode ou ndo estar em uma serina e em
alguns casos a substituicdo € aquela de um aminoacido por alanina.
Em aspectos especificos, um mutante tendo cinco substituicbes de
serina ou alanina nos sitios de fosforilacdo principais para Lats
cinases, Yap5SA, em cardiomidcitos adultos estimula reorganizacao
de cromatina global para promover renovagao de cardiomiécito, como
exemplo. Tal mutante Yap ou outros mutantes Yap podem ser usados
analogamente para promover renovacao de célula ciliadas ou de
retina. O mutante Yap pode ser fornecido a um individuo como um
polinucleotideo ou um polipeptidio.

[009] O acima delineou bem amplamente as caracteristicas e
vantagens técnicas da presente invencdo para que a descricao
detalhada da invencao que se segue possa ser mais bem entendida.
Caracteristicas e vantagens adicionais da invencao serdo descritas a
seguir que formam o tema das reivindica¢des da invencéo. Deve ser
reconhecido por aqueles versados na técnica que a concepgdo e
modalidades especificas reveladas podem ser prontamente utilizadas
como base para modificar ou projetar outras estruturas para realizar as

mesmas finalidades da presente invencdo. Deve ser também
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percebido por aqueles versados na técnica que tais construcbes
equivalentes ndo se afastam do espirito e escopo da invencdo como
exposto nas reivindicacbes apensas. Os aspectos novos que se
acredita serem caracteristicos da invencao, tanto com relacdo a sua
organizacdao como método de operacao, juntamente com objetivos e
vantagens adicionais serao mais bem entendidos a partir da seguinte
descricao quando considerada com relacdo as figuras em anexo. Deve
ser expressamente entendido, entretanto, que cada das figuras é
fornecida para fins de ilustracdo e descricdo somente e nao é
destinada como definicao dos limites da presente invencao.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

[0010] Para um entendimento mais completo da presente
invencao, é feita agora referéncia as seguintes descricdes tomadas em
combinagdo com o desenho em anexo, no qual:

[0011] As figuras 1A-1E. Design e expressdao do transgene
Yap5SA. Figura 1A. (topo) Estrutura do alelo Yap5SA condicional.
(Parte inferior) sequéncia de proteina humana da variante Yap que foi
superexpressa com 0s residuos de serina sublinhados mudados para
alanina. Figura 1B. €9.5 Tg representativo (Jojo_flag::Yap5SA)5JFM
camundongo com expressao de GFP no coragdo em desenvolvimento.
Figura 1C. Imagens de fluorescéncia GFP em corac¢des transgénicos e
de controle tomados de neonatos PO. Figura 1D. (topo esquerdo)
Estratégia de criacdo e inducdo para expressar o0 Yap5SA em CMs
adultos. (Parte inferior esquerda). Western blot mostrando expressao
Yap5SA de flag. Marcadores de peso molecular a esquerda. (Direita)
Quantificacado de expressdo Yap por western blot é mostrada como
média +/- SEM, n = 3 camundongos/genoétipo. Figura 1E. imagens
imunofluorescentes de cardiomiécitos Yap5SA OE e de controle
isolados coloridos com um anticorpo anti-Yap e DAPI. (Direita)

Quantificacdo de razado nuclear/citosélica de imunofluorescéncia de
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Yap mostrada como média +/- SEM. Todas as estatisticas por ANOVA
com testes post-hoc Bonfgerroni. Controle n = 3 coracdes, 60 células.
Yap5SA n = 3 coragdes, 67 células;

[0012] Figuras 2A-2J. Insuficiéncia cardiaca concéntrica e morte
em camundongos Yap5SA OE. Figura 2A. Analise de sobrevivéncia
Kaplan Meier representando controle (n = 8) e Yap5SA OE (n = 7)
camundongos. Estatisticas computadas por teste Mantel-Cox. Figura
2B. Tricroma de Masson a partir de coracbes Yap5SA de estagio
moribundo e controle (dia 7). Figura 2C. Imagens Modo-B
representativas de ventriculo esquerdo no mesmo animal antes e um
dia apods a quarta injecao de tamoxifeno. Figuras 2D-2E. Espessura de
parede livre posterior de ventriculo esquerdo, em sistole (figura 2D) e
diastole (figura 2E). Figuras 2D-2E. Mostrados como média +/- SEM.
Antes Yap5SA n =7, antes Com n =6, Pés Yap5SA n = 10, Pés com n
= 9) estatisticas computadas por ANOVA com testes Bonferroni pds
hoc. Figura 2F Ecocardiografia de modo-M representativo de controle
e coragbes Yap5SA OE, antes e um dia ap6s a quarta injecdo de
tamoxifeno. Figura 2G. diametro de céamara ventricular esquerda
sistolica extrema. Figura 2H. Diametro de camara ventricular esquerda
diastélica extrema. Figura 2I. Encurtamento fracional. Figura 2J.
Fracdo de ejecdo. Figuras 2G-2J Dados mostrados como média +/-
SEM. (Antes de Yap5SA n = 4, antes de Com n = 3, p6s Yap5SA n =
7, apés Com n = 7) estatisticas computadas por ANOVA com testes
Bonferroni post-hoc.

[0013] Figuras 3A-3K. Proliferacdo  de cardiomiocitos
diferenciados. Figura 3A. Histogramas indicando area de CMs
isolados. n = 3 camundongos/grupo ~100 células/coracado. Figura 3B.
Secbes e area de LV em profundidades de tecido diferentes. n =
6/grupo. Média +/- SEM . * indica P < 0,05. Figura 3C. volume LV.
Figura 3D. Volume de camara LV n = 6/grupo. Média +/- SEM. Figura
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3E. Razéo de Peso LV para peso corpéreo (n = 6/condicao). Média +/-
SEM Figura 3F. (Esquerda) numero de miécito em LV (n = 5/grupo)
média +/- SEM. (direita) (PCM1) (+) nucleos CM (exemplos indicados
com setas amarelas). Figura 3G. Nucleagdo CM. 6 coragdes/grupo.
400-500 CMs/coracdo. Média +/- SEM. Figura 3H. (Esquerda).
Exemplo CMs contendo EdU. (Direita) estratégia de rotulagcao
EdU/inducdo e Quantificacdo de incorporacdo EdU. Média +/- SEM. n
= 4 coragbes/grupo. 200-300 CMs/coracdo. Figura 3l. Secbes
coloridas de AuroraB representativas (células positivas indicadas com
setas amarelas). (Direita) Quantificacdo de AuroraB(+) CMs média +/-
SEM. n = 3 camundongos/grupo. 200-300 CMs/coracao. Figura 3J.
Exemplo de se¢des coloridas PHH3 (células positivas indicadas com
setas amarelas). (Direita) Quantificacdo de PHH3(+) CMs. Média +/-
SEM. n=3 camundongos/grupo 200-300 CMs/coracao. FIGS. 3A-3J
estatisticas por ANOVA com testes Bonferroni post-hoc. Figuras 3A-3J
de camundongos 2 dias ap6s o protocolo de tamoxifeno. Figura 3K.
Numero de Yap5SA OE (lacz(+) CMs ap6s tamoxifeno de dose baixa
unica em pontos de tempo diferentes. Mostrado em forma log2
(esquerda) e bruta (direita). Média +/- SEM. N(t) = nimero de lacz(+)
células/area miocardio. t = tempo (dias. tD = tempo em dobro. n = 3
camundongos/ponto de tempo. Encaixe linear R2 = 0.96 apos
transformacao log 2;

[0014] Figuras 4A-4G. ativacao epigenética do programa de gene
de proliferacdo CM. Figura 4A. (topo) protocolo de enriquecimento
nuclear CM. (Esquerda inferior) grafico Volcano de Yap5SA RNA-seq
relativa a controle. 1352 genes para cima, 748 para baixo (valor-P
ajustado < 0.1). (Direita inferior) grafico Volcano de Yap5SA ATAC seq
em comparagao com o controle. 16.189 picos para cima. 13.353 para
baixo por alteracdo de dobra de logs significativa em Yap5SA. Duas

amostras/gendtipo. Reprodutibilidade na figura 9. Figura 4B.
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(esquerda) topo Yap5SA enriquecido AT AC seq motivos. (direita) sinal
de nucleosoma para todos os picos de motivo TEAD, normalizados
entre 0 e 1 (figura 4C). Proporcbes de intensificador e promotor de:
seq ATAC intergénico total picos (figura 12). Seq ATAC intergénica
enriqueca Yap5SA picos; e picos Yap5SA ChiIP-Seq. *P < 0,001 em
relacdo a proporcdes de controle teste de Chi-quadrado. Correcao de
Yates. Figura 4D. cobertura de fragmento de H3K27Ac a partir de
coragdes adultos e em desenvolvimento centrados em torno dos picos
de seq-ATAC de topo (ajustados p = 0.035) em controle ou Yap5SA
OE CMs. n para numero de picos interrogados. Figura 4E. (Esquerda)
genes regulados para cima Yap5SA OE de alta confianca (valor-p
ajustado seg-RNA < 0,01) mapeado para picos de seq ATAC
regulados para cima Yap5SA (valor p ajustado < 1e-5) e a picos seg-
ChIP Yap5SA (corte de marcacdo de pico HOMER de 20). (Direita)
Termos GO altamente enriquecidos de cada categoria. Figura 4F. sinal
seq ATAC através de genes regulados para cima Yap5SA (motivos
TEAD de marcas T; picos seq-ChlP Yap de marcas Y). Figura 4G.
sinal seq ATAC e seq ChIP em promotores de genes regulados para
cima Yap5SA. Picos de seg-Chip em promotores indicados por setas
verdes.

[0015] Figuras 5A-5F. midcitos Yap5SA OE tém fisiologia normal e
acoplam com CMs que nao expressam o transgene. Figura 5A. Tracos
de ECG representativos de controle e camundongos Yap5SA OE
antes e apo6s tamoxifeno. Onda-T invertida indicada. Figura 5B. (Topo)
Proporgdes de onda T invertida de camundongos *P = 0.286 (teste
exato de Fisher). (Parte inferior) area relativa sob a curva de onda-T.
Médias +/- SEM. Estatisticas computadas por ANOVA com teste
Bonferroni post hoc. Controle n = 3, Yap5SA n = 4. Figura 5C.
Imunocoloracdo de B-galactosidase (aqua) e Connexin 43(vermelho)

mostrando B-gal recombinado (+) CMs acoplando com CMs nao
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recombinados (sem coloragdo, preto) através de juncgdes de folga.
Setas amarelas indicam B-gal(-) CMs em sincicio com Yap5SA OE
CMs. Inicio é uma vista em close-up. Figura 5D. (esquerda) Grafico
representativo de encurtamento de sarcomero (Meio). Comprimento de
sarcomero CM em descanso. Mostrado como percentagem média
(direita) de encurtamento de sarcémero. Figuras 5E-5F. Mostrado
como média +/- SEM. Sem diferenca estatistica. Controle n = 5
animais, 27 células. Yap5SA OE n = 5 animais. 31 células. ANOVA
com teste Bonferroni post-hoc.

[0016] Figuras 6A-6C. Analise de citometria de fluxo de estagio de
ciclo de célula. Figura 6A. Histogramas representativos de citometria
de fluxo de nucleos cardiacos isolados de controle e coragbes Yap5SA
OE, coloridos com DAPI. Controle de graficos pic n = 4. Yap5SA OE n
= 4. Dados em graficos pic mostrados como média, valores P
computados por ANOVA, seguido por teste post-hoc Bonferronic. P <
0,05 é indicado como um asterisco. Figura 6B. graficos de Ponto
representativos de teor de DNA CM por FACS mencionado em A.
Figura 6C. analise de teor de DNA FACS média e SEM, n =
4/gendtipo. Estatisticas computadas por ANOVA seguida por testes
Bonferronci host-hoc.

[0017] Figura 7. Nenhuma evidéncia de apoptose celular
aumentada em Yap5SA OE CMs. A coloracdo de TUNEL n&o mostra
nenhuma diferenga significativa entre o controle e os Coragdes de
Yap5SA OE (n = 4 coragbes/gendtipo). Dados como estatisticas
médias +/- SEM computadas por ANOVA pareado, seguido por teste
post-hoc Bonferroni.

[0018] Figura 8. Nao ha evidéncia de fibrose em coracdes de Yap
5 SA OE. A Mancha vermelha de Picrosirius mostra que nem o0s
Coracbes de Yap5SA OE nem o controle tém um fendtipo de fibrose.

Um coragéo representativo com dano fibrotico também € mostrado
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para comparagao.

[0019] Figura 9. Controle de Qualidade de Sequenciamento.
(Topo) Alta reprodutibilidade em ambos os conjuntos de ATAC-seq.
(Parte inferior) Alta reprodutibilidade entre os conjuntos de RNA-seq.
As leituras de cada experimento indicado foram transformadas com
uma transformacao de logaritmo regularizado e exibidas como graficos
de dispersao para mostrar a relacao de conjuntos de dados replicados.
Nota: os conjuntos de dados sao combinados com amostra (por
exemplo, Controle-1 ATAC-seq e RNA nuclear de controle-1 vindos da
mesma amostra biolégica).

[0020] Figuras 10A-10B. Figura 10A. Analise de ontologia de
genes sobre genes regulados para cima e para baixo em coracgoes de
Yap5SA OE (p < 0,01). Figura 10B. Mapa de calor de genes
selecionados a partir da RNA-seq.

[0021] Figuras 11A-11B. Yap5SA induz um lago de realimentacéo
negativo inutil. Figura 11A. Analise de enriquecimento de via em genes
regulados para cima em Yap5SA OE CMs indicadas por RNA-seq. E
Realcada a via de Hippo. (Analise de Via realizada com g:Perfilador).
Figura 11B. (Esquerda) Western blot que mostra fosforilacdo de Yap
enddégena aumentada em coracbes de Yap5SA OE. (Direita)
Quantificacado das intensidades de faixa, mostrada como média +/-
SEM (controle n = 4, Yap5SA OE n = 3, P <0,01 Por ANOVA com
testes de Bonferroni post-hoc).

[0022] Figuras 12A-12B. Graficos de pontos geométricos de picos
de ATAC-seq intergénicos relativos TSS. Figura 12A. Distancia de pico
de ATAC-seq intergénica Total Para TSS através de ambos os
gendtipos (Controle: 34738 picos; Yap5SA OE: 40.333 picos). Figura
12B. Distancia dos Picos intergénicos ATAC-seq e ChIP-seq regulados
para cima para TSS.

[0023] Figuras 13A.1-13A.3 e 13B-13D. Alvos de Yap5SA de alta
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Confianca (figuras 13 A1-13 A3) (Esquerda). Lista de 97 genes
diretamente regulados para cima por Yap5SA em regibes onde a
cromatina ja estava aberta. Lista (Média) de 106 genes com cromatina
recém-aberta e RNA regulado para cima. (Direita) Lista de 76 genes
diretamente regulados para cima por Yap5SA com cromatina aberta
aumentada. Figura B. Os termos de ontologia de genes mais
enriquecidos para as listas em A.C. Leituras de RNA-seq e ATAC seq
mediadas centralizadas no TSS dos genes alvos de 76 Yap que
mostram a cromatina aberta aumentada. Figura C. Cobertura de
fragmento H3K27Ac ChIP-seq centralizada nos picos ATAC-seq
mapeando para 0s genes alvos de 76 Yap que mostram a cromatina
aberta aumentada.

[0024] Figuras 14A-14C. Modelo de ativacdo de Yap5SA de
proliferagdo de Cardiomidcitos. Figura 14A. Em certos casos, Yap se
liga diretamente a promotores abertos de genes alvos, aumentando a
transcricao. Tal processo nao resulta em novas leituras da cromatina
aberta. Figura 14B. Principalmente, Yap5SA liga-se a regides
intensificadoras, recrutando fatores de remodelagem de cromatina,
como o complexo SWI/SNF para abrir a vizinhanga gendémica de
genes alvos. O proprio Yap ou outros fatores de transcricdo sao entao
livres para promover a transcricdo. Figura 14C. (painel esquerdo)
Entre aqueles dois esquemas de ativacao direta, Yap5SA facilita a
proliferagdo através de trés processos: 1. Ativacao do ciclo de células
através fatores como Knuppel, fatores de transcricdo E2F, ciclinas e
cinase semelhantes a Polo. 2. Reorganizacao do citoesqueleto e
promocao de citocinese através de Formin, proteina cinase C iota,
Ect2, Incenp. E Ephexind. 3. Re-emergéncia de genes associados a
desenvolvimento de coracdo fetal, por exemplo, Proteina cinase D1,
alcam, e Homdlogo desabilitado 2. (Painel direito) independentemente,

esses trés processos tém funcdo minima ou prejudicial. Para
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brevidade, somente alvos seq ChIP direto sdo incluidos no painel
esquerdo, indicado por cor. O painel direito inclui genes diretamente
regulados para cima, bem como transcritos regulados indiretamente
(para cima ou para baixo) indicados por cores (genes incluidos de
acordo com as figuras 4A e 4D).

[0025] Figuras 15A-15B. Yap K265R é menos estavel do que WT
Yap. Figura 15A. Células P19 WT e células P19 com mutagao
YapK265R (no. 13) tratadas com 20 ug/ml de ciclo-heximida por 0, 2, 4
e 6 horas, e colhidas com tampao de lise NP40 a 0,5%.
Imunomanchado para os anticorpos como indicado. Figura 15B.
Lisados de células P19 e duas colénias P19 diferentes com imunoblot
de mutacao YapK265R analisadas com 0s anticorpos indicados.

[0026] Figura 16. Demonstra determinacao de estabilidade de
proteina mutante Yap. Células P19 WT e células P19 com mutacao
YapK265R tratadas com 20 ug/ml ciclo-heximida por 0, 2, 4 e 8 horas
e colhidas com tampao de lise NP40 a 0,5%. Imunomanchado para os
anticorpos como indicado.

[0027] Figuras 17A-17B. determinacao de estabilidade de proteina
mutante Yap. Figura 17A, células P19 WT e células P19 com mutagao
YapK265R (no. 11) tratadas com 20 ug/ml de ciclo-heximida por 0, 2, 4
e 8 horas e colhidas com tampao de lise NP40 a 0,5%.
Imunomanchado para os anticorpos como indicado. Figura 17B,
quantidade relativa de Yap foi quantificada por densitometria,
normalizado para GAPDH e tracadas.

[0028] Figuras 18A-18C. Determinacao de taxa de rendimento de
proteina mutante Yap. FIG. 18A Células P19 WT e células P19 com
mutacao YapK265R (no. 11) tratadas com 20 uM/ml Mg132 para 0, 1 2
e 4 horas, e colhidas com tampao de lise NP40 a 0,5%.
Imunomanchado para os anticorpos como indicado. Figura 18B e

figura 18C. Quantidade relativa de Yap e [J-catenin foram
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quantificadas por densitometria, normalizado para GAPDH e tracada.
[0029] Figuras 19A-19D. Determinagao de localizacao nuclear de
proteina mutante Yap. Figura 19A e figura 19B, 2,0 x 10° células foram
semeadas em pratos de 10 cm 18 horas apds, células foram colhidas
e fracionadas para andlise de western blotting. Figura 19C e figura
19D. quantidade relativa de Yap foi quantificada por densitometria,
normalizada para HDAC2 (para fracdo nuclear) ou GAPDH (para
fracao de citosol) e tracada.

DESCRICAO DETALHADA

[0030] De acordo com a convencao de lei de patentes de longa
duragcao, as palavras "um" e "uma" quando usadas no presente
relatério descritivo em conjunto com a palavra compreendendo,
incluindo as reivindicagdes, indicam "um ou mais". Algumas
modalidades da descricao podem consistir em ou consistir
essencialmente em um ou mais elementos, etapas de método e/ou
métodos da descricdo. Considera-se que qualquer método ou
composigao aqui descrita pode ser implementado com relagcao a
qualquer método ou composicado aqui descrito.

[0031] Como usado aqui, o termo ‘"cerca de" ou
"aproximadamente" refere-se a uma quantidade, nivel, valor, nimero,
frequéncia, porcentagem, dimensao, tamanho, quantidade, peso ou
comprimento que varia tanto quanto 30, 25, 20, 25, 10,9, 8, 7,6, 5, 4,
3, 2 ou 1% a uma quantidade de referéncia, valor, valor, nimero,
frequéncia, percentual, dimensdo, tamanho, quantidade, peso ou
comprimento. Em modalidades particulares, os termos "cerca de" ou
"aproximadamente" quando antes de um valor numérico indicam o
valor mais ou menos uma faixa de 15%, 10%, 5% ou 1%.

[0032] Em todo este relatério descritivo, a menos que o contexto
exija de outra forma, as palavras "compreendem”, "compreende" e

"compreendendo” serdao entendidas como implicando na inclusao de
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uma etapa ou elemento ou grupo de etapas ou elementos
estabelecidos, mas nao a exclusdo de qualquer outra etapa ou
elemento ou grupo de etapas ou elementos. Por "consistindo em”
indica que, e limitado a, qualquer que se segue, a frase "consistindo
em". Assim, a frase "consistindo em" indica que os elementos listados
sao requeridos ou obrigatoérios, e que nenhum outro elemento pode
estar presente. O termo "consistindo essencialmente em" significa que
inclui quaisquer elementos listados apds a expressao, e limitado a
outros elementos que nao interferem ou contribuem para a atividade
ou acao especificada na descricdo dos elementos listados. Assim, a
frase "consistindo essencialmente em" indica que o0s elementos
listados sdo exigidos ou obrigatorios, mas que nenhum outro elemento
€ opcional e pode ou nao estar presente dependendo de ou ndo afetar
a atividade ou acao dos elementos listados.

[0033] Referéncia do inicio ao fim desse relatério descritivo a "uma

modalidade”, uma modalidade"”, "uma modalidade especifica,” "uma
modalidade relacionada,” "certa modalidade,” "uma modalidade
adicional” ou "uma modalidade adicional® ou combinagcbes das
mesmas significa que uma caracteristica especifica, estrutura ou
aspecto descrito com relacdo a modalidade € incluida pelo menos em
uma modalidade da presente invencao. Desse modo, o0s
aparecimentos das frases acima em varios lugares em todo esse
relatério descritivo ndo estdo necessariamente todos se referindo a
mesma modalidade. Além disso, 0s aspectos, estruturas ou
caracteristicas especificas podem ser combinadas em qualquer modo
adequado em uma ou mais modalidades.

[0034] Como usado aqui, o termo "quantidade terapeuticamente
eficaz" é sinbnimo de "dose terapeuticamente eficaz" ou "dose eficaz"
e se refere a quantidade de proteina mutante Yap ou polipeptidio que

eliciara a resposta bioldgica ou clinica sendo buscada pelo médico em

Peticdo 870190101840, de 10/10/2019, pag. 49/109



14/62

um individuo necessitando da mesma. Como exemplo ndo limitador,
uma quantidade eficaz € uma quantidade suficiente para regenerar
células ou tecido.

|l. Exemplos de mutantes Yap

[0035] As modalidades da descricao incluem um ou mais mutantes
de Yap e seu uso para fins clinicos e/ou pesquisa. O(s) mutante(s)
pode(m) compreender um ou mais dos seguintes, por exemplo:
substituicdo(6es) de aminoacido; delecdo(bes); insercdo(des); uma
combinagdo dos mesmos; e etc. em modalidades especificas, um ou
mais aminoacidos de Yap sao substituidos com outro um ou mais
aminoacidos. Uma ou mais mutagcbes especificas podem ser
empregadas para diminuir a atividade biolégica do mutante Yap. Tal
mutagao pode ou nao ser usada em combinacao com outra mutagao
na mesma proteina Yap mudada. Qualquer proteina Yap mudada
abrangida na descricdo pode ser ndo natural. Qualquer proteina ou
DNA relacionada a qualquer mutante Yap pode ser isolado da
natureza.

[0036] Uma proteina mutante Yap pode ter substituicdo em uma
ou mais serinas na proteina. Em casos especificos, 1, 2, 3, 4, ou 5
serinas que sao os sitios de fosforilagdo principal para Lats cinases
sao substituidas. Embora qualquer serina possa ser substituida com
qualquer outro aminoacido, em casos especificos sdo substituidas
com alanina.

[0037] Como usado aqui, em modalidades especificas uma
variante mudada de Yap humano compreende uma mutacao pelo
menos em uma das serinas sublinhadas nessa sequéncia de tipo
selvagem abaixo. Esses residuos de serina sublinhados sao
conhecidos como sendo fosforilados por Lats, ou preditos como sendo.
(SEQ ID NO: 1);
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1 NOPGOUPPPOPAPUGOGOPPSUPPUGOGPFSGRGIPAPARTORAPOAPPAGHUIVRVRGD
£1 SETDLEALFNAYNPETARVPOTYPRRLAXLPOSFFYPPEPKSHIROASTRAGTARALTP
121 CHYRAHSSPASLOLGAVSPGTLTRTOVVSGPANTF TAOHLROSSFETPIDVPLPAGRENA
T81 KTSSGORYFLRNIDOTY THODPRRANL SURNYTAP TS PPYODIIS ASEPL POCHED A
241 TOOGETYYINHKNKTTSHLDPRLOPRF ANNORISQSARYRQPPPLAPOSPOGGVNGESHS
381 NOQQOMRLOLONEXERLRLKGOELLRUELALRSOLPTLEQDGG TONPYSSPENS QELRY
361 HTTHSSDRFLNSGTYRSRDESTUSGLSHESYSYPRTPODRLNSYDENDTRDTINSTLYS
421 GONRFPDYLEATPGTAVDLETLECDGMNTECERLRPSLOEALSSOTLAINES VLARTLD
481 KESFLTML

[0038] Além de, ou alternativamente a, uma ou mais mutacdes em
uma ou mais serinas na sequéncia acima, pode haver uma ou mais
mutacgdes na sequéncia que nao estdo em uma serina. Tal mutagao
pode ser uma substituicdo de aminoacido (quer conservativa ou nao),
delegdo e/ou inversao etc. Em modalidades especificas, a versao
mudada de Yap tem cinco mutacdes, cada em uma serina como uma
substituicdo de aminoacido Unica. Em casos especificos uma ou mais
serinas sao mudadas para alanina, embora a(s) serina(s) possa(m) ser
mudada para um aminodacido diferente, como histidina, isoleucina,
leucina, lisina, metionina, fenil alanina, treonina, triptofano, valina,
arginina, cisteina, glutamina, glicina, prolina, tirosina, alanina,
asparagina, acido aspartico e acido glutamico. Em qualquer caso, 1, 2,
3,4,5 6,7, 8 9, 10 ou mais serinas podem ser mudadas em uma
proteina Yap mutante unica.

[0039] Um exemplo de uma proteina Yap mutante € como a seguir
(o sublinhado indica sitios onde serinas s&o substituidas com alaninas
e negrito indica a sequéncia de reconhecimento de Lats):

1 PSP R PA POGOG PRSP POGOGP PR PGOPAPAATORA PRAPFAGRUIVHVRGD

&1 A TOLEALFMAYMNPKT ANYPOTVRMELRKLPDSFERPPEPKSHSROARTIAGTAGALTR

121 DHYRAHAARS AL OLGAVSES TUTPTEVESERAR DOVELBAGWERA
181 KTSSGURYFLNHIDOTTTWEDPRKAME SOMVTARTSPPYOCHMMNSASE PLPDGWEDAM
24t TG R N T T W L DR AL DR AR SOS APV KOFEPLAPOSFOGEVMGASNG
A NGCOOMLOOLOVE KERLRLEOOELLROELALFSOLPTLEQDGE TRNPYASPEMSQELRT
351 MTTHNSEDRPFL NSO TYHSROEA TDSGL SMSEYSURRTRRDFLNSVDEMDTRDTINGSTLRS
421 GONRFFDYLEAIPGTHVDLGTLEGDGMN EGEELMPRLOEALSSTILNDMERVLAATRID
21 KESFLTWL (SEQID NG R

Peticdo 870190101840, de 10/10/2019, pag. 51/109



16/62

[0040] SEQ ID NO: 2: ndo tem nenhuma versao de um tag, como
Flag-tag.

[0041] Um exemplo de uma proteina mutante Yap com flag-tag
(SEQ ID NO:3) é como a sequir:

ADYREDRDDDKLAAANSSLATMDYEDDDDKARLESVE
KDPGQOPPPOPAPQUOGOPPSOPPUGQUPPSGPOQUPAPAATOA
APQAPPAGHQIVHVROGDARTDLEALFNAVMNPETANYVPQTVE
MRLRKLPDSEFKPPEFKSHSROAATDAGTACALTPORVRAHA
APAALOLGAVEPOTLTRPTOVVESGPAATPTAQHLROAAFRIFDD
VPLPAGWEMAKTSSGORYFLNHIDGTTTWODPREAMLSDMNY
TAPTSPPVOONMMNSASGPLEDGWEDAMTODGEIY YINHENK
TTSWLDPRLDPRFAMNORISOSAPVEQRPPLAPOSPOOGVMAG
SNSNQQOODMRLOGLOMEKERLRLEKQCELLROBLALRSQLPTL
EQDGOTONPYSSPGMSQELRTMTTNSSDPFLNSGTYHSRDEAT
DSGLSMSSYSVERTPDDRLNSVDEMDTODTINQSTLPSQONRE
PDYLEAIPGTNVDLGTLEGDOMNIEGEELMPSLOEALSSDBILN
DMESVLAATKLDEESKELTWL

[0042] Um exemplo de DNA que codifica uma proteina mutante
Yap é como a seguir (SEQ ID NO: 4).
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AFGGACTACAAAGACGATOGAUGACAAGUTTGUGGUUGCLAATTCAAGUTTAG
CCACCATGGACTACAAAGACGATGACGATAAAGUAAGHUTCGAATOGGT ACCTTAAG
GATCCCGORGUAGCAGUOCGCCGUUTCAALCOGUCECEC AGOGUC AAGGECAGLOUGCU
TTOGCAGUCOCUGC AGHGGCAGGGOCUGUCHTUCHEACTUGGGUAAMICHGCATCOG
COGUEACUCAGGUOGGUGCOGUAGHO AUCUCUCGCUGOHNUATCAGATOGTGCACETE
COCGHGOACGUGHAGACTGACCTHOAGLUGUTUTTCAACDCCGTOATUOAACLCUAA
GACGOCCAACHTTGROOCC AGACCHTGOUCA TR AU FCOGOAAGUTOHCCCGACROCT
TCTTCAAGLCGOCGEAGOCCAAATCCC AUTOCGAC AGGCOGTTACTGATGC MEGC
ACTGCAGGAGUCOTGACTOCACAGUATOTTOGAGUTCATGOUGUTCCAGUTOUTOTS
CAGTTGOOGAGCTOTTTOTCOTGULGACACTGACCCOCACTGGAGTAGTOTCTGGUOCA
GUAGCTACACCCACAGUTCAGUATCT PO GACAGGUTGCTTTTGAGATATUTGATGAT
GTACCTUTGUCAGUAGGTTGGUAGATGLGUA AAGACATOT OGO TUAGAGATALTTC
TTAAATCACATCGATCAGACAACAATATHGCAGUACCCUAGOAAGRICA TGO
CCAGATGAACGTLACAGOOLICACOATTUCACOCAGTHLAGCAGAATATGATHAALT
COGUTTCAGHTOUTUT OO TGATGGATOEGAACAAGUCATOAUTCAGGATGH AGAS
ATFTACTATATAAACATAAGAACAAGACCATTTUT TGO T AGALCUAAGGOTTGAL
CCTCGTITTGOCATGAACCAGAGAATCAGTUAGAGTGUTTCAGTGAAACAGCUALC
ACCCUTGOUTOCOCAGAOOCCACAGOGAGOOGTUATGGOTOOC AGTUAACTUCAALC
AGCAGUAACAGATOCGACTGUAGUAACTOCAGATOGAGAAGGAGAGHUTEOGECT

FAAACAGCAAGAACTOUTIOGGUAGGAGTTAGUCUTGETAGLUAGTTACCAACAL
TEQAGUAGGATOUTOGGACTCAAAATCCAGTO T TTOTCUCGGGATOTUTUAGGAAT
TOAGAACAATCALGACTCAATAGU T AGATCCT T TOC T TAACAGTGLUACTTATCACT
CTOGAGATOAGHUTACAGAL AGTOUACT AAGCATOAGE AGUTACAGTGTCLOTOGA
ACCCCAGATGACTTCCTOAALCAGTATGLGA TG AGATOUATACAGOTGATAUTATCAA
COAAAGUACCCTHOCUTCAD AGCAGA ACCGTTTCOC AGACTACCT IO AAGUCATTCC
TGGOACAAATGTOEACCTIGGAACATUTOGAAGGAGATOOAATEAACATAGAADGA

OQAGGAGCTOATGCCAAGTCTOCAGGAAGCTTTOAGTTUTOACATCOTTAATRACATG
GAGTCTGTTTIGOOTGCCACCAAGCT AGATAAADARAGUTTTOTT ACATGOTTATAG

[0043] Em algumas modalidades, um mutante Yap tem uma ou
mais mutacdées de modo que seja menos estavel em comparacdo com
falta daquelas uma ou mais mutagoes.

[0044] Em uma modalidade, um mutante Yap tem uma mutagao
na posi¢cao 265, como uma lisina na posicao 265 (lisina humana 280).
Em modalidades especificas a lisina na posicdao 265 (humano 280) é

mudada para outro aminoacido que pode ser qualquer outro
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aminoacido, porém em casos especificos a mutacdo é K265R, que é
analogo a lisina 280 na sequéncia humana.

[0045] A presente descricdo abrange proteinas e acidos nucleicos
que codificam as mesmas, incluindo uma variante mudada de Yap. Em
alguns casos, a(s) proteina(s) Yap mutante & fornecida em forma de
polipeptidio, e em alguns casos a(s) proteina(s) Yap mutante é
fornecida como um polinucleotideo que codifica a proteina. Quando
fornecida em forma de polinucleotideo, o polinucleotideo pode
compreender uma construcao de expressao em um vetor adequado. O
vetor pode ser de qualquer tipo adequado, como nao viral ou viral. Em
casos onde o vetor € nao viral, o vetor pode ser um plasmideo ou
sequéncia linear de RNA. Em casos onde o vetor € viral, o vetor pode
ser adenoviral, lentiviral, adeno-associado, retroviral etc. Quando
regulado por um promotor em uma construgao de expressao, 0
promotor pode ser constitutivo, induzivel, ou especifico de tecido, por
exemplo. Em modalidades especificas, a variante mutante de Yap sera
fornecida em uma construcdo de virus adenoassociado ou como um
RNA modificado®.

Il. Exemplos de Métodos de Uso

[0046] As modalidades da descricdo incluem métodos de
renovacao de tecido em um tecido de interesse, incluindo pelo menos
no coracado, retina e células ciliadas do ouvido. Em modalidades
especificas, um individuo necessitando de regeneracao de célula ou
renovagdo de tecido € fornecido uma quantidade eficaz de uma ou
mais variantes de Yap.

[0047] A renovacao de cardiomiécito de mamifero adulto (CM) é
ineficiente. CMs lesionados falham em proliferar, e ao invés ativam
endo-reduplicacdo que aumenta ploidia. Como resultado, o coracéo é
propenso a falha, a causa principal de morte de seres humanos. Em

modalidades especificas, os inventores expressaram uma versao do

Peticdo 870190101840, de 10/10/2019, pag. 54/109



19/62

efetor Hippo Yap, chamado Yap5SA, em CMs adultos que é
impermeavel a inibicdo de Hippo. YaP5SA induziu proliferacdo de CM
com um tempo de duplicagao de 33 horas, paredes ventriculares
hiperplasicas e maiores que 15% de mitose reiniciada por CMs.
Caracterizacdo ampla de genoma de acessibilidade de cromatina
revelou que Yap5SA promoveu a abertura de intensificadores distais e
expressdao de um programa de gene mitético robusto. Os genes e
intensificadores revelados na presente invencdo, promovendo
proliferacdo de CM, sdo -uteis para estimular regeneracédo cardiaca.
Desse modo, as modalidades da descricdo incluem métodos e
composicdes para a renovacdo de cardiomidcitos, incluindo por
direcionar a via Hippo. Em modalidades especificas, um individuo
necessitando de renovacdo de cardiomiécito € fornecido uma
quantidade eficaz de uma ou mais variantes mudadas de Yap. Em
certas modalidades, ha um método de regenerar células em um local
desejado em um individuo compreendendo as etapas de fornecer ao
local uma quantidade eficaz de proteina(s) mutante(s) de Yap e/ou
polinucleotideo(s) codificando proteina mutante de Yap.

[0048] Em modalidades especificas hd métodos de tratar uma
condicdo médica por fornecer uma quantidade terapeuticamente eficaz
de uma ou mais variantes mudadas de Yap ao individuo. Pelo menos
um sintoma de qualquer condicdo médica pode ser melhorado apds
administracdo de uma ou mais proteina(s) Yap mutante(s) e/ou
acido(s) nucleico(s) codificando a(s) mesma(s).

[0049] Certas modalidades da descricdo incluem métodos de
regenerar cardiomiocitos em um individuo por fornecer ao individuo
uma quantidade terapeuticamente eficaz de uma ou mais variantes
mudadas de Yap. Pelo menos em alguns casos, a variante mudada
compreende 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, ou mais substituicoes de

aminoacido em uma serina, e as substituicbes podem ou nao ser em
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uma alanina. Outras mutacdes nao serina podem ser incluidas no Yap
mudado. Certos métodos podem ser executados em um ou mais
individuos que necessitam de regeneracdo de cardiomidcitos, como
individuos com dano no coragdo ou em risco de dano no coracdo. O
individuo pode ter danificado tecido de musculo cardiaco necessitando
de regeneracdo de cardiomiocitos. Em modalidades especificas, a
administracdo de uma ou ais proteinas Yap mudadas e/ou acido(s)
nucleico(s) codificando as mesmas resulta em regeneracao de
cardiomiocitos a partir de cardiomiocitos existentes no individuo.

[0050] As modalidades da descricdo incluem métodos e/ou
composi¢cdes para regeneracdo de musculo cardiaco e reversao de
lesdo isquémica miocardica, por exemplo. Em modalidades
especificas, ha métodos para estimular proliferacdo de células de
musculo cardiaco ou progenitoras cardiacas adultas residentes em
coracbes de mamiferos que tiveram uma condicdo cardiaca, como
lesdo isquémica aguda, por exemplo. Em certas modalidades, tais
métodos sdo obtidos com composi¢cdes compreendendo uma ou mais
variantes mudadas de Yap para o individuo.

[0051] As modalidades da presente descricao sao dirigidas a
métodos e/ou composi¢des relacionadas a terapia e/ou prevencao de
uma ou mais condicbes cardiacas. As modalidades da presente
descricdao se referem a regeneracdo de tecido, incluindo tecido
muscular, como tecido de miocardio. Certas modalidades se refere a
reversao de uma condi¢do cardiaca (ou melhora de pelo menos um
sintoma da mesma), incluindo pelo menos doenca cardiaca,
cardiomiopatia, problemas de valvula do coracao, pericardite, arritmia,
parada cardiaca, defeito congénito do coracgao, insuficiéncia cardiaca,
doenca cardiaca, cardiotoxicidade, insuficiéncia cardiaca congestiva,
doenca cardiaca isquémica, infarto de miocardio agudo, fibrilagao

atrial, doenca de artéria coronéria, doenca de coracao isquémico,
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doenca de coragao valvular, doenca de coracao hipertenso e arritmias.
Tipos especificos de doenca cardiovascular podem ser tratados ou
evitados, como doencga de artéria coronaria (também conhecida como
doenca coronaria de coracdo e doenca cardiaca isquémica);
cardiomiopatia (doencas de musculo cardiaco); insuficiéncia cardiaca;
cor pulmonale; disritmias cardiacas; doenca inflamatoria do coracéo;
endocardite; cardiomegalia inflamatéria; miocardite; doenca cardiaca
valvular; doenca cerebrovascular; doenca arterial periférica; doenca
congénita do coracado; e doenca cardiaca reumatica. Indicacdes
especificas, porém exemplificadoras de modalidades da descricao
incluem pelo menos aplicagbes para 1) insuficiéncia congestiva
cardiaca; 2) prevencao de remodelagem ventricular ou aneurisma de
infarto de miocardio; e/ou 3) cardiomiopatia. Em modalidades
especificas, métodos e composicdes da descricdo fornecem
regeneracdo de cardiomidcito que € suficiente para reverter condicao
cardiaca estabelecida ou prevencdo de uma condicdo cardiaca ou
retardo de inicio ou redu¢cao em gravidade.

[0052] Em casos de cardiomiopatia, a condicao pode ser induzida
por uma droga, como uma droga de quimioterapia (como Adriamicina)
ou um anticorpo monoclonal'™®''. A cardiomiopatia pode ser
cardiomiopatia isquémica ou n&o isquémica. A cardiomiopatia pode ser
causada por pressao sanguinea alta de longa duracao, problemas de
valvula do coracdo, dano ao tecido cardiaco de um ataque cardiaco
anterior, frequéncia cardiaca rapida crénica, disturbios metabdlicos,
deficiéncias nutricionais, gravidez, abuso de alcool, abuso de droga,
drogas de quimioterapia, infeccdo viral, hemocromatose, condicdo
genética, niveis elevados de colesterol, hipertensdo pulmonar, ou uma
combinagao dos mesmos.

[0053] Aspectos especificos da descricdo se referem ao

fornecimento de um polinucleotideo mutante de Yap, proteina,
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peptideo ou mistura dos mesmos a um certo tecido para proliferacao,
inibicdo de morte de célula (apoptose), e/ou diferenciacdo de certas
células no tecido. A tecido pode ser de qualquer tipo, porém em casos
especificos é tecido de musculo, incluindo tecido cardiaco, tecido
retinal, ou células ciliadas do ouvido. Em modalidades especificas,
métodos e composicbes da descricdo permitem regeneracdo de
células de musculo cardiaco adultas preexistentes. Em alguns casos,
o fornecimento da(s) composicao(bes) inventiva(s) resulta nas células
serem mais resistentes a remodelagem patoldgica e resistem a dano
adicional apds um insulto inicial.

[0054] As modalidades da descricdo incluem fornecimento de um
ou mais polinucleotideos mutantes Yap e/ou polipeptideos que
estimulam regeneracao de células (como células de musculo, incluindo
cardiomidcitos) e/ou tecido (incluindo tecido cardiaco). Aspectos
especificos para tais modalidades resultam em reversdo de uma ou
mais condi¢des médicas relacionadas cardiacas. Certos aspectos para
tais modalidades resultam em aperfeicoamento de pelo menos um
sintoma de uma condicdo médica, como uma condicdo médica
relacionada cardiaca, uma condicdo médica ocular ou uma condicao
médica otologica.

[0055] Em modalidades especificas, um polinucleotideo mutante
Yap, proteina, peptideo ou misturas dos mesmos € direcionada a um
tecido de interesse especifico, incluindo um tecido muscular, como
tecido cardiaco, por exemplo.

[0056] Em alguns casos, métodos e composicées da presente
descricao sao empregados para prevencao de uma ou mais condigdes
médicas relacionadas cardiacas ou retardo de inicio de uma ou mais
condicbes médicas relacionadas cardiacas ou reducao de extensao de
um ou mais sintomas de uma ou mais condicdes meédicas relacionadas

cardiacas. Em casos especificos, tal prevencao, retardo ou inicio, ou
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reducado de extensdao de um ou mais sintomas, ocorre em um individuo
que esta em risco para uma condicdo meédica relacionada cardiaca.
Fatores de risco exemplificadores incluem um ou mais dos seguintes:
idade, sexo (masculino, embora ocorra em mulheres), pressao
sanguinea alta, niveis de colesterol de soro altos, fumar tabaco,
consumo excessivo de alcool, consumo de acucar, historico familiar,
obesidade, auséncia de atividade fisica, fatores psicossociais, diabetes
mellitus, sobrepeso, predisposicao genética, e/ou exposicao a poluicao
de ar.

[0057] Qualquer individuo sendo tratado pode ser um adulto,
adolescente, crianca, bebé ou o tratamento pode ser in utero.

[0058] O fornecimento ao individuo da(s) proteina(s) Yap
mutante(s) e/ou acido(s) nucleico(s) codificando as mesmas pode ser
sistémica ou pode ser local. Em exemplos especificos, apds uso da
proteina mutante Yap ou polinucleotideo, cardiomiécitos derivados in
vitro sao fornecidos a um individuo. Em outros casos, a proteina
mutante Yap ou polinucleotideo € fornecido in vivo no coragdo. Isso
poderia funcionar, por exemplo, usando Yap para expandir
cardiomidcitos derivados de célula tronco pluripotentes induzidas (néao
derivadas de paciente) derivadas de patente (ou cardiomiécitos
derivados de célula tronco) em cultura antes de transplantar para um
paciente, ou usando Yap para expandir cardiomidcitos derivados de
célula tronco apds transplantar no paciente usando promotores
acionados por molécula pequena, ou outros esquemas de inducao Yap
construidos nos cardiomiécitos derivados de célula tronco.

[0059] Um individuo que recebe a terapia abrangida aqui pode ou
nao ter sido diagnosticado com uma condicdo médica, incluindo uma
condicdo médica cardiaca, por exemplo. O individuo pode ou nao
estar apresentando um ou mais sintomas de ter uma condicdo médica

cardiaca sem ter um diagndstico prévio, por exemplo.
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lll. Preparacoes Farmacéuticas

[0060] Composicdes farmacéuticas da presente invencao
compreendem uma quantidade eficaz de uma ou mais proteinas
mutantes Yap, e/ou polinucleotideos codificando agente igual ou
adicional dissolvido ou disperso em um veiculo farmaceuticamente
aceitavel. As frases "farmacéutico ou farmacologicamente aceitavel" se
refere a entidades moleculares e composicdes que ndo produzem uma
reacao adversa, alérgica ou outra desfavoravel quando administrada a
um animal como, por exemplo, um ser humano, como apropriado. A
preparacao de uma composicao farmacéutica que contém pelo menos
uma proteina mutante Yap e/ou polinucleotideo codificando
ingrediente ativo igual ou adicional sera conhecida por aqueles
versados na técnica a luz da presente descricdo, como exemplificado
por Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 212 Ed.
Lippincott Williams e Wilkins, 2005, incorporado aqui por referéncia.
Além disso, para administracdo em animais (por exemplo, seres
humanos) sera entendido que preparados devem atender padrdes de
esterilidade, pirogenicidade, seguranca geral e pureza como exigido
por FDA Office of Biological Standards.

[0061] Como usado aqui, "veiculo farmaceuticamente aceitavel”
inclui todos e quaisquer solventes, meios de dispersao, revestimentos,
tensoativos, antioxidantes, conservantes (Por exemplo, agentes
antibacterianos, agentes antifungicos), agentes isoténicos, agentes de
retardar absorcao, sais, conservantes, drogas, estabilizadores de
droga, g@éis, aglutinantes, excipientes, agentes desintegrantes,
lubrificantes, agentes edulcorantes, agentes aromatizantes, corantes,
tais materiais similares e combinagbes dos mesmos, como seria
conhecido por uma pessoa versada na técnica (vide, por exemplo,
Remington's Pharmaceutical Sciences, 18% Ed. Mack Printing

Company, 1990, pp. 1289-1329, incorporado aqui por referéncia).
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Exceto até onde qualquer veiculo convencional € incompativel com o
ingrediente ativo, seu uso nas composi¢cdes farmacéuticas é
considerado.

[0062] As proteinas mutantes Yap e/ou polinucleotideos
codificando as mesmas podem compreender tipos diferentes de
veiculos dependendo de se deve ser administrado em forma sélida,
liguida ou aerossol, e se necessita ser estéril para tais vias de
administragdo como injecao. a presente invencao pode ser
administrada por via intravenosa, intravaginal, intrarretal, tdpica,
intramuscular, subcutanea, mucosa, oral, tépica, local, inalacdo (por
exemplo, inalagdo por aerossol), inje¢do, infusdo, infusdo continua,
perfusdo localizada banhando células-alvo diretamente, através de um
cateter via lavagem, em cremes, em composi¢cdes de lipideo (por
exemplo, lipossomas) ou por outro método ou qualquer combinacdo do
acima como seria sabido por uma pessoa versada na técnica (vide,
por exemplo, Remington 's Pharmaceutical Sciences, 18% Ed Mack
Printing Company, 1990, incorporada aqui por referéncia).

[0063] As proteinas mutantes Yap e/ou polinucleotideos
codificando as mesmas podem ser formuladas em uma composicao
em uma forma de base livre, neutra ou sal. Sais farmaceuticamente
aceitaveis incluem os sais de adicdo de acido, por exemplo, aqueles
formados com os grupos de amino livre de uma composicao
proteinacea, ou que sao formadas com 4cidos inorganicos como, por
exemplo, acidos cloridrico ou fosforico, ou tais acidos organicos como
acido aceético, oxalico, tartarico ou mandélico. Sais formados com 0s
grupos de carboxila livre também podem ser derivados de bases
inorganicas como, por exemplo, hidroxidos de sédio, potassio, aménio,
calcio ou férrico; ou tais bases organicas como isopropil amina, trimetil
amina histidina ou procaina. Apds formulacdo, solucbes serdo

administradas em um modo compativel com a formulacdo de dosagem
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e em tal quantidade como € terapeuticamente eficaz. As formulacdes
sao facilmente administradas em uma variedade de formas de
dosagem como formuladas para administracbes parenterais como
solucdes injetaveis, ou aerossdis para fornecimento aos pulmdes, ou
formuladas para administragcbes alimentares como capsulas de
liberacao de droga e similares.

[0064] Além disso, de acordo com a presente invencado, a
composicdo da presente invencdo adequada para administracdo é
fornecida em um veiculo farmaceuticamente aceitavel com ou sem um
diluente inerte. O veiculo deve ser assimilavel e inclui veiculos
liquidos, semissélidos, isto €, pastas, ou solidos. Exceto até onde
qualquer meio convencional, agente, diluente ou veiculo seja
prejudicial para o receptor ou para a eficacia terapéutica de uma
composi¢cao contida no mesmo, seu uso em composi¢cao administravel
para uso na pratica dos métodos da presente invencao € apropriado.
Os exemplos de veiculos ou diluentes incluem gorduras, 6leos, agua,
solucdes salinas, lipideos, lipossomas, resinas, aglutinantes, cargas e
similares ou combinagbes dos mesmos. A composigcao pode
compreender também varios antioxidantes para retardar oxidacao de
um ou mais componentes. Adicionalmente, a prevencao da acao de
micro-organismos pode ser ocasionada por conservantes como varios
agentes antibacterianos e antifiingicos, incluindo, porém nao limitado a
parabenos (por exemplo, metilparabenos, propilparabenos),
clorobutanol, fenol, acido sérbico, timerosal ou combinacdes dos
mesmos.

[0065] De acordo com a presente descricdo, a composicao é
combinada com o veiculo em qualquer modo conveniente e pratico,
isto é, por solucao, suspensao, emulsificacdo, mistura, encapsulacao,
absorcao e similares. Tais procedimentos sao rotinas para aqueles

versados na técnica.
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[0066] Em uma modalidade especifica da presente descricdo, a
composicao € combinada ou mistura completamente com um veiculo
semissoélido ou sdélido. A mistura pode ser realizada em qualquer modo
conveniente como trituracdo. Agentes estabilizadores também podem
ser adicionados no processo de mistura para proteger a composicao
contra perda de atividade terapéutica, isto é, desnaturacdo no
estomago. Os exemplos de estabilizadores para uso na composicao
incluem tampdes, aminoacidos como glicina e lisina, carboidratos
como dextrose, manose, galactose, frutose, lactose, sacarose,
maltose, sorbitol, manitol etc.

[0067] Em modalidades adicionais, a presente invencao pode se
referir ao uso de uma composicdo de veiculo de lipideo farmacéutico
que inclui proteinas mutantes Yap e/ou polinucleotideos codificando as
mesmas um ou mais lipideos e um solvente aquoso. Como usado
aqui, o termo "lipideo" sera definido para incluir qualquer de uma
ampla gama de substancias que é caracteristicamente insollivel em
agua e extraivel com um solvente organico. Essa classe ampla de
compostos é em conhecida por aqueles versados na técnica e como o
termo "lipideo” é usado aqui, ndo é limitado a nenhuma estrutura
especifica. Os exemplos incluem compostos que contém
hidrocarbonetos alifaticos de cadeia longa e seus derivados. Um
lipideo pode ser de ocorréncia natural ou sintético (isto €, projetado ou
produzido por homem). Entretanto, um lipideo é normalmente uma
substancia biol6gica. Lipideos biolégicos sdo bem conhecidos na
técnica e incluem, por exemplo, gorduras neutras, fosfolipideos,
fosfoglicerideos, esteroides, terpenos, lisolipideos, glicosfingolipideos,
gliolipideos, sulfatideos, lipideos com éter e acidos graxos ligados por
éster e lipideos polimerizaveis, e combinagdes dos mesmos.
Evidentemente, compostos diferentes daqueles especificamente

descritos aqui que sao entendidos por uma pessoa versada na técnica
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como lipideos sdo também abrangidos pelas composicdes e métodos
da presente invengao.

[0068] Uma pessoa com conhecimentos comuns na técnica estaria
familiarizado com a gama de técnicas que podem ser empregadas
para dispersar uma composicdo em um veiculo de lipideo. Por
exemplo, as proteinas mutantes Yap e/ou polinucleotideos codificando
as mesmas podem ser dispersas em uma solugdo contendo um
lipideo, dissolvido com um lipideo, emulsificado com um lipideo,
misturado com um lipideo, combinado com um lipideo, ligado de modo
covalente com um liquido, contido como uma suspensao em um
lipideo, contido ou complexado com uma micela ou lisossoma, ou de
outro modo associado a um lipideo ou estrutura de lipideo por
qualquer meio conhecido por aqueles versados na técnica. A
dispersao pode ou ndo resultar na formacao de lipossomas.

[0069] A quantidade de dosagem efetiva de uma composicao da
presente invencdo administrada a um paciente animal pode ser
determinada por fatores fisicos e fisiolégicos como peso do corpo,
gravidade de condicao, tipo de doenca sendo tratada, intervencgdes
terapéuticas anteriores ou simultaneas, idiopatia do paciente e a via de
administracao. Dependendo da dosagem e via de administracdo, o
namero de administracbes de uma dosagem preferida e/ou uma
quantidade efetiva podem variar de acordo com a resposta do sujeito.
O médico responsavel pela administracdo, em qualquer evento,
determinara a concentracdo de ingrediente(s) ativo(s) em uma
composicao com dose(s) apropriada(s) para o sujeito individual.

[0070] Em certas modalidades, composices farmacéuticas podem
compreender, por exemplo, pelo menos aproximadamente 0,1% de um
composto ativo. Em outras modalidades, um composto ativo pode
compreender entre aproximadamente 2% e aproximadamente 75% do

peso da unidade, ou entre aproximadamente 25% e aproximadamente
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60%, por exemplo, e qualquer faixa derivavel na mesma.
Naturalmente, a quantidade de composto(s) ativo(s) em cada
composicao terapeuticamente Util pode ser preparada de tal modo que
uma dosagem adequada sera obtida em qualquer dose unitaria dada
do composto. Fatores como solubilidade, biodisponibilidade, meia-vida
bioldgica, via de administracdo, vida de armazenagem de produto,
bem como outras consideracdes farmacoldgicas serdo consideradas
por uma pessoa versada na técnica de preparar tais formulagbes
farmacéuticas, e como tal, uma variedade de dosagens e regimes de
tratamento podem ser desejaveis.

[0071] Em outros exemplos nao limitadores, uma dose pode
compreender de cerca de 1 micrograma/kg/peso corporal, cerca de 5
microgramas/kg/peso corporal, cerca de 10 microgramas/kg/peso
corporal, cerca de 50 microgramas/kg/peso corporal, cerca de 100
microgramas/kg/peso corporal, cerca de 200 microgramas/kg/peso
corporal, cerca de 350 microgramas/kg/peso corporal, cerca de 500
microgramas/kg/peso corporal, cerca de 1 miligrama/kg/peso corporal,
cerca de 5 miligramas/kg/peso corporal, cerca de 10
miligramas/kg/peso corporal, cerca de 50 miligramas/kg/peso corporal,
cerca de 100 miligramas/kg/peso corporal, cerca de 200
miligramas/kg/peso corporal, cerca de 350 miligramas/kg/peso
corporal, cerca de 500 miligramas/kg/peso corporal, cerca de 1.000
mg/kg/peso corporal ou mais por administracdo, e qualquer faixa
derivavel na mesma. Em exemplos nao limitadores de uma faixa
derivavel a partir dos numeros listados aqui, uma faixa de cerca de 5
mg/kg/peso corporal a cerca de 100 mg/kg/peso corporal, cerca de 5
microgramas/kg/peso corporal a cerca de 500 miligramas/kg/peso
corporal, etc., pode ser administrada, com base nos niumeros descritos
acima.

A. Composicoes e Formulacdes Alimentares

Peticdo 870190101840, de 10/10/2019, pag. 65/109



30/62

[0072] Em modalidades da presente invencdao, as proteinas
mutantes Yap e/ou polinucleotideos codificando as mesmas sao
formuladas para serem administradas através de uma via alimentar.
Vias alimentacdes incluem todas as vias de administracdo possiveis
nas quais a composicao esta em contato direto com o trato alimentar.
Especificamente, as composicées farmacéuticas reveladas aqui
podem ser administradas por via oral, bucal, retal ou sublingual. Como
tal, essas composicdes podem ser formuladas com um diluente inerte
ou com um veiculo comestivel assimilavel, podem ser encerradas em
capsula de gelatina de invélucro duro ou macio, ou podem ser
comprimidas em tabletes, ou podem ser incorporadas diretamente com
o alimento da dieta.

[0073] Em certas modalidades, os compostos ativos podem ser
incorporados com excipientes e usados na forma de tabletes
ingeriveis, tabletes bucais, trociscos, capsulas, elixires, suspensoes,
xaropes, pastilhas e similares.'>'3 (Patentes US 5.641.515; 5.580.579
e 5.792.451, cada especificamente incorporada aqui por referéncia na
integra). Os tabletes, trociscos, pilulas, capsulas e similares também
podem conter o seguinte: um aglutinante, como, por exemplo, goma
tragacanto, acacia, amido de milho, gelatina ou combinacdes dos
mesmos; um excipiente, como, por exemplo, fosfato de dicalcio,
manitol, lactose, amido, estearato de magnésio, sacarina sédica,
celulose, carbonato de magnésio ou combinacbes dos mesmos; um
agente desintegrante, como, por exemplo, amido de milho, amido de
batata, acido alginico ou combinacées dos mesmos; um lubrificante,
como, por exemplo, estearato de magnésio; um agente edulcorante;
como, por exemplo, sacarose, lactose, sacarina ou combinagdes dos
mesmos; um agente aromatizante, como, por exemplo, hortela
pimenta, éleo de wintergreen, aromatizante de cereja, aromatizante de

laranja, etc. Quando a forma de unidade de dosagem é uma capsula,
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pode conter, além dos materiais do tipo acima, um veiculo liquido.
Varios outros materiais podem estar presentes como revestimentos ou
de outro modo modificar a forma fisica da unidade de dosagem. Por
exemplo, tabletes, pilulas ou capsulas podem ser revestidas com
goma laca, agucar ou ambos. Quando a forma de dosagem € uma
capsula, pode conter, além de materiais do tipo acima, veiculos como
um veiculo liquido. Capsulas de gelatina, tabletes ou pilulas podem ser
revestidas de modo entérico. Revestimentos entéricos evitam
desnaturacao da composicao no estomago ou parte superior do
intestino onde o pH é 4&cido. Vide, por exemplo, a Patente US
5.629.001. Apds atingir o intestino delgado, o pH basico no mesmo
dissolve o revestimento e permite que a composicao seja liberada e
absorvida pelas células especializadas, por exemplo, enterocitos
epiteliais e células M de patch de Peyer. Um xarope ou elixir pode
conter 0 composto ativo de sacarose como agente edulcorante metila
e propilparabenos como conservantes, um corante e aromatizante,
como aromatizante de cereja ou laranja. Evidentemente, qualquer
material usado na preparacdo de qualquer forma de unidade de
dosagem deve ser farmaceuticamente puro e substancialmente nao
toxico nas quantidades empregadas. Além disso, os compostos ativos
podem ser incorporados em formulacbes e preparados de liberacao
controlada.

[0074] Para administragcao oral as composi¢cdes da presente
invengao podem ser alternativamente incorporadas com um ou mais
excipientes na forma de um colutério, dentifricio, tablete bucal,
pulverizacao oral, ou formulagdo administrada por via oral sublingual.
Por exemplo, um colutério pode ser preparado incorporando o
ingrediente ativo na quantidade exigida em um solvente apropriado,
como uma solugcdo de borato de sédio (solucao de Dobell).

Alternativamente, o ingrediente ativo pode ser incorporado em uma
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solugdo oral como uma contendo borato de sodio, glicerina e
bicarbonato de potassio, ou disperso em um dentifricio, ou adicionado
em uma quantidade terapeuticamente eficaz a uma composicao que
pode incluir agua, aglutinantes, abrasivos, agentes aromatizantes,
agentes espumantes, e umectantes. Alternativamente, as
composicdes podem ser moldadas em uma forma de tablete ou
solucdo que podem ser colocadas embaixo da lingua ou de outro
modo dissolvidas na boca.

[0075] FormulagGes adicionais que sao adequadas para outros
modos de administracdo alimentar incluem supositorios. Supositérios
sdao formas de dosagem sélida de varios pesos e formatos,
normalmente medicados, para insercdo no reto. ApoOs insercao,
supositoérios amolecem, derretem ou dissolvem nos fluidos de
cavidade. Em geral, para supositérios, veiculos tradicionais podem
incluir, por exemplo, polialquileno glicois, triglicerideos ou
combinagbes dos mesmos. Em certas modalidades, supositérios
podem ser formados de misturas contendo, por exemplo, o ingrediente
ativo na faixa de aproximadamente 0,5% a aproximadamente 10% e
preferivelmente aproximadamente 1% a aproximadamente 2%.

B. Formulacoes e Composicoes Parenterais

[0076] Em modalidades adicionais, proteinas mutantes Yap e/ou
polinucleotideos codificando as mesmas podem ser administradas
através de uma via parenteral. Como usado aqui, o termo "parenteral”
inclui vias que desviam do trato alimentar. Especificamente, as
composi¢des farmacéuticas reveladas aqui podem ser administradas,
por exemplo, porém ndo limitadas a via intravenosa, intradérmica,
intramuscular, intra-arterial, intratecal, subcutdnea ou intraperitoneal
nas Patentes US 6.7537.514, 6.613.308, 5.466.468, 5.543.158,
5.641.515 e 5.399.363 (cada uma especificamente incorporada aqui

por referéncia em sua totalidade).
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[0077] Solugbes dos compostos ativos como base livre ou sais
farmacologicamente aceitaveis podem ser preparados em agua
adequadamente misturada com um tensoativo, como hidroxipropil
celulose. Dispersbes também podem ser preparadas em glicerol,
polietileno glicéis liquidos, e misturas dos mesmos e em 6leos. Em
condicbes comuns de armazenagem € uso, esses preparados contém
um conservante para evitar o crescimento de micro-organismos. As
formas farmacéuticas adequadas para uso injetavel incluem solucdes
aquosas estéreis ou dispersbes e pds estéreis para o preparo
extemporaneo de solugdes injetaveis estéreis ou dispersdes (Patente
US 5.466.468, especificamente incorporado aqui por referéncia na
integra). Em todos os casos a forma deve ser estéril e deve ser fluida
até o ponto em que capacidade de injecdo facil existe. Deve ser
estavel nas condicbes de fabricacdo e armazenagem e deve ser
conservada contra a agao contaminante de micro-organismos, como
bactérias e fungos. O veiculo pode ser um solvente ou meio de
dispersao contendo, por exemplo, agua, etanol, poliol (isto &, glicerol,
propileno glicol, e polietileno glicol liquido, e similares), misturas
adequadas dos mesmos, e/ou 6leos vegetais. Fluidez adequada pode
ser mantida, por exemplo, pelo uso de um revestimento, como lecitina,
pela manutengdo do tamanho exigido de particula no caso de
dispersao e pelo uso de tensoativos. A prevencao da acao de micro-
organismos pode ser ocasionada por varios agentes antibacterianos e
antifungicos, por exemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido
sorbico, timerosal e similares. Em muitos casos, sera preferivel incluir
agentes isotbnicos, por exemplo, acucares ou cloreto de sdédio.
Absorcao prolongada das composicdes injetaveis pode ser ocasionada
pelo uso nas composi¢coes de agentes que retardam absorgao, por
exemplo, monoestearato de aluminio e gelatina.

[0078] Para administragcao parenteral em uma solugao aquosa, por
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exemplo, a solucao deve ser adequadamente tamponada se
necessario e o diluente liquido primeiramente tornado isoténico com
solucdo salina ou glicose suficiente. Essas solugbes aquosas
especificas sdo especialmente adequadas para administracdo
intravenosa, intramuscular, subcutanea e intraperitoneal. Em relagao
a, meios aquosos estéreis que podem ser empregados serao
conhecidos por aqueles versados na técnica a luz da presente
descricao. Por exemplo, uma dosagem pode ser dissolvida em solugao
de NaCl isotbnica e fluido hipodermoclise adicionado ou injetado no
sitio de infusdo proposto (vide, por exemplo, "Remington's
Pharmaceutical Sciences" 15a edicdo, paginas 1035-1038 e 1570-
1580). Alguma variacdo na dosagem necessariamente ocorrera
dependendo da condicdo do individuo sendo tratado. A pessoa
responsavel pela administracdo, em qualquer evento, determinara a
dose apropriada para o sujeito individual. Além disso, para
administracao humana, as preparagdes devem atender aos padrbes
de esterilidade, pirogenicidade, seguranca geral e de pureza, conforme
requerido pelo FDA Office of Biologics standards.

[0079] Solugdes injetaveis estéreis sdo preparadas por incorporar
0s compostos ativos na quantidade exigida no solvente apropriado
com varios dos outros ingredientes enumerados acima, como exigido,
seguido por esterilizacao filtrada. Em geral, dispersées sao preparadas
por incorporar 0s Vvarios ingredientes ativos esterilizados em um
veiculo estéril que contém o meio de dispersdo basico e os outros
ingredientes exigidos a partir daqueles enumerados acima. No caso de
pds estéreis para a preparacdao de solugdes injetaveis estéreis, os
métodos preferidos de preparacéo sdo técnicas de secagem a vacuo e
liofilizacdo que fornecem um pdé do ingrediente ativo mais qualquer
ingrediente desejado adicional de uma solucdo filtrada estéril

anteriormente do mesmo. Uma composicdao em p6 € combinada com
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um veiculo liquido como, por exemplo, 4gua ou uma solucdo salina,
com ou sem um agente de estabilizagao.

C. Formulacoes e Composicoes Farmacéuticas Diversas

[0080] Em outras modalidades preferidas da invencao, o composto
ativo proteinas mutantes Yap e/ou polinucleotideos codificando as
mesmas pode ser formulado para administracdo através de varias vias
diversas, por exemplo, administracdo tépica (isto €, transdérmica),
administragao por mucosa (intranasal, vaginal etc.) e/ou inalacao.
[0081] Composicdes farmacéuticas para administracdo topica
podem incluir o composto ativo formulado para uma aplicacéao
medicada como um unguento, pasta, creme ou pé. Unguentos incluem
todas as composicbes baseadas em agua solivel e emulséao,
adsorcao, oleaginosas, para aplicacao topica, enquanto cremes e
logdes sao aquelas composicoes que incluem uma base de emulsao
somente. Medicacbes administradas por via tépica podem conter um
intensificador de penetracdo para facilitar adsorcao dos ingredientes
ativos através da pele. Intensificadores de penetracdo adequados
incluem glicerina, alcoois, sulfoxidos de alquil metila, pirrolidonas e
luarocapramo. Bases possiveis para composi¢cdes para aplicacao
topica incluem polietileno glicol, lanolina, creme frio e petrolato bem
como qualquer outra base de unguento de absorcao, emulsao ou
soluvel em 4&gua, adequada. Preparacdes topicas podem incluir
também emulsionantes, agentes de gelificacdo e conservantes
antimicrobianos como necessario para conservar o ingrediente ativo e
fornecer uma mistura homogénea. Administracdo transdérmica da
presente invencao também pode compreender o uso de um "adesivo".
Por exemplo, o adesivo pode fornecer uma ou mais substancias ativas
em uma taxa predeterminada e em um modo continuo durante um
periodo de tempo fixo.

[0082] Em certas modalidades, as composicbes farmacéuticas
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podem ser fornecidas por colirios, pulverizacbes intranasais, inalacao
e/ou outros veiculos de fornecimento de aerossol. Métodos para
fornecer composigbes diretamente nos pulmdes através de
pulverizagbes de aerossol nasal foram descritos, por exemplo, nas
Patentes US 5.756.353 e 5.804.212 (cada uma especificamente aqui
incorporada por referéncia em sua totalidade). Da mesma forma, a
distribuicao de drogas usando resinas de microparticula intranasais' e
compostos de glicerol-lisofosfatidil  (Patente US 5.725.871,
especificamente aqui incorporada por referéncia em sua totalidade)
sdo também bem conhecidos nas técnicas farmacéuticas. Do mesmo
modo, o fornecimento de droga transmucosal na forma de uma matriz
de suporte de poli-tetrafluoroetileno é descrito na Patente US
5.780.045 (especificamente incorporada aqui por referéncia em sua
totalidade).

[0083] O termo aerossol refere-se a um sistema coloidal de sélido
finamente dividido de particulas liquidas dispersas em um propelente
gasoso liquefeito ou pressurizado. O aerossol tipico da presente
invencdo para inalagao consistira em uma suspensao de ingredientes
ativos em propelente liquido ou uma mistura de propelente liquido e
um  solvente adequado. Propelentes adequados incluem
hidrocarbonetos e éteres de hidrocarbonetos. Recipientes adequados
variarao de acordo com o0s requisitos de pressdo do propelente. A
administragao do aerossol variara de acordo com a idade do individuo,
peso e severidade e resposta dos sintomas.

IV. Kits da Descricao

[0084] Qualquer das composicbes descritas aqui pode ser
compreendida em um kit. Em um exemplo n&o limitador, um
polipeptidio Yap mutante e/ou polinucleotideo (ou oligonucleotideos
para geragcao do mesmo) pode ser compreendido em um Kkit.

[0085] Os componentes dos kits podem ser embalados em meios
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aquosos ou em forma liofilizada. Os meios de recipiente dos Kkits
incluirao em geral pelo menos um frasco, tubo de teste, frasco,
garrafa, seringa ou outro meio de recipiente, no qual um componente
pode ser colocado; e preferivelmente, formado em aliquotas
adequadamente. Onde ha mais de um componente no kit, o kit
também conterd em geral um segundo, terceiro ou outro recipiente
adicional no qual o0s componentes adicionais podem ser
separadamente colocados. Entretanto, varias combinacbes de
componentes podem ser compreendidas em um frasco. Os kits da
presente descricdo também incluirdo tipicamente um meio para conter
uma ou mais composicbes em confinamento estreito para venda
comercial. Tais recipientes podem incluir recipientes de plastico
moldados a sopro ou injecdo nos quais os frascos desejados sao
retidos.

[0086] A composicao pode ser formulada em uma composicao que
pode ser colocada em seringa. Em cujo caso, o meio de recipiente
pode ele préprio ser uma seringa, pipeta e/ou outro aparelho similar,
do qual a formulagdo pode ser aplicada em uma area infectada do
corpo, injeta em um animal, e/ou mesmo aplicada a e/ou misturada
com os outros componentes do kit. Entretanto, os componentes do kit
podem ser fornecidos como pd(s) seco(s) quando reagentes e/ou
componentes sao fornecidos como p6é seco, o pd pode ser
reconstituido pela adicdo de um solvente adequado. E previsto que o
solvente também pode ser fornecido em outro meio de recipiente.
[0087] Os kits da presente descricdo também incluirdo tipicamente
um meio para conter os frascos em confinamento estreito para venda
comercial, como, por exemplo, recipientes de plastico moldados por
injecao e/ou sopro nos quais os frascos desejados sao retidos.

[0088] Em modalidades especificas, o kit compreende reagentes

e/ou ferramentas para determinar que um individuo tem uma condicao
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mediada relacionada cardiaca. Em algumas modalidades, o kit
compreende uma ou mais terapias adicionais para uma condi¢cao
mediada relacionada cardiaca, como um ou mais de inibidor ACE,
inibidor aldosterona, bloqueador de receptor de angiotensina |l (ARBs);
betabloqueador, potassio, magnésio, vasodilatador, medicacao
anticoagulante, aspirina € uma combinagao dos mesmos.

EXEMPLOS

[0089] Os seguintes exemplos sao incluidos para demonstrar
modalidades preferidas da invengcdo. Deve ser reconhecido por
aqueles versados na arte que as técnicas reveladas nos exemplos que
se seguem representam técnicas descobertas pelo inventor para
funcionar bem na pratica da invengcdo e desse modo podem ser
consideradas como constituindo modos preferidos para sua pratica.
Entretanto, aqueles versados na técnica devem, a luz da presente
descricdo, reconhecer que muitas alteracdes podem ser feitas nas
modalidades especificas que sdo reveladas e ainda obter um resultado
igual ou similar sem se afastar do espirito e escopo da invencéo.
EXEMPLO 1

YAP ATIVO DOMINANTE INDUZ ACESSIBILIDADE DE CROMATINA
E RENOVACAO DE CARDIOMIOCITO

[0090] Para caracterizar que a mutacdo YapS127A falha em
responder por toda a inibicao Yap dependente de Lats e modelar um
coragao que nao tem atividade Hippo, uma linhagem de camundongo
transgénico foi gerado que condicionalmente superexpresso Yap5SA
que tem todos os cincos sitios de fosforilacdo Lats 2 mudados para
A8,

[0091] O transgene Yap5SA induzivel acionado por CAG continha
um eGFP STOP-flanqueado LoxP, seguido pelo Yap5SA etiquetado
Flag e IRES LacZ (figura 1A). A expressdo de eGFP dirigida para

transgene em coragdes pds-natal e embridnico antes da recombinacao
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(figuras 1B, 1C). Os inventores cruzaram camundongos Yap5SA para
o acionador Cre especifico de cardiomiocito induzivel por tamoxifeno,
oMyHC-Cre-ERT2  (figura 1D)'® para gerar camundongos
superexpressando (OE) Yap5SA. A recombinacao foi induzida em
CMs adultos por 4 dias de inje¢cdes consecutivas de tamoxifeno (40
ug/g). Western blots em extratos de coragdao adulto mostraram um
aumento de 5 vezes em niveis de Yap nos coragbes OE Yap5SA
(figura 1D). Estudos de imunofluorescéncia revelaram um
enriquecimento nuclear Yap de 2,5 vezes em relacao a citosol de CMs
OE Yap5SA. CMs de controle expressaram Yap tanto em citosol como
em nucleo (figura 1E).

[0092] Camundongos OE Yap5SA morreram 72 horas apds a
injegdo de tamoxifeno final (figura 2A). A histologia revelou espessura
de parede ventricular esquerda aumentada com as camaras LV quase
ocluidas com musculo (figura 2B). Ecocardiografia de antes e um dia
ap6s tamoxifeno mostrou as paredes ventriculares espessadas,
tamanho diminuido de camara, e fracdo aumentada de ejecdo de
coracbes OE Yap5SA in vivo (figuras 2C-2J e multiplos videos). Esse
fendtipo contrasta com dilatagdo ventricular cardiotbnico em
camundongos a-MHC-merCremer de controle apés tamoxifeno'®.
[0093] Para monitorar em relagao a arritmias, dispositivos de
telemetria foram implantados em controle de ninhada e camundongos
Yap5SAOE. Nao houve deteccdo de arritmias em camundongos OE
Yap5SA porém ao invés protecdo de arritmias induzidas por
tamoxifeno (inversdo de onda T) observadas em todos o0s
camundongos aMyHC-Cre-ERT2 estudados (figura 5A, 5B; n=3). Além
disso, Yap5SA expressando cardiomiocitos (B-galactosidase positivo)
foram conectados para controlar CMs de controle por juncdes de folga,
como indicado por imunofluorescéncia Connexind3 (figura 5C)

sugerindo que CMs expressando Yap5SA acoplam eletricamente com
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CMs do tipo selvagem. Cardiomiocitos foram isolados 24 horas apds a
injecao final de tamoxifeno e estudaram contratilidade de CM no nivel
de célula individual. CMs OE Yap5SA eram menores, porém tinham
comprimento de sarcémero de descanso similar e contratilidade em
resposta a estimulacdo de campo como comparado com CMs de
controle administrados com tamoxifeno (figura 3A, 5D).

[0094] Para determinar numero CM por estereologia, coracbes de
diastole fixo foram seccionadas 2 dias apds injecao de tamoxifeno a
partir do apice até a aorta em incrementos de 7 um e os inventores
mediram diretamente area ventricular esquerda em profundidades de
tecido diferentes. O volume ventricular esquerdo de referéncia foi
calculado por tragar areas ventriculares esquerdas como uma funcao
de localizagdo no coracao e integrar a area sob a curva. Como pode
ser dificil identificar de modo inequivoco CMs, os inventores usaram o
marcador de material pericentriolar 1 (PCM-1) para identificar nacleos
CM no ventriculo esquero'. Coracdes OE Yap5SA tinham éarea de
parede ventricular esquerda aumentada, volume miocardio aumentado
e volume de camara diminuido em comparacdo com coracbes de
controle (figura 3B-3D). Coragbes OE Yap5SA também aumentaram a
razdo de peso de ventriculo esquerdo aumentado para peso corporal
(figura 3E).

[0095] Para estimar numero CM ventricular esquerdo total, os
inventores calcularam densidade de nucleo CM positivo PCM-1
calculada em controle (72.100 +/- 2.300 CM nucleos/mm”3) e
coracbes OE Yap5SA (70600 +/- 1.300 CM nilcleos/mmA3)'17,
Densidades de nudcleo CM foram compativeis com dados de
estereologia de camundongo recente a partir de Alkass e outros (vide
a figura 1B'). Para obter nimero CM, os inventores multiplicaram a
densidade de CMpor volume total de coracdo e corrigiram para

nucleagdo CM (vide abaixo)"'”. Ventriculos esquerdos OE Yap5SA
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tinham um aumento grande em numero CM em comparagdao com
controle (controle: 1.880.000 +/-78.000 vs, Yap5SA: 2.680.000 +/-
54.000; ANOVA com analise post-hoc Bonferoni p<0,0001; figura 3F).
Os dados de numero CM de controle s&do também compativeis com
dados de camundongos anteriormente publicados'®.

[0096] Teor de DNA foi quantificado de nucleos CM positivo PCM-
1 isolados por citometria de fluxo e CMs OE Yap5SA tinham um
aumento pequeno em nucleos 4N porém nenhum aumento em
nucleos com teor de DNA maior que 4N como visto em modelos em
catastrofe mitético' (figura 6) como células diploides em G2/M tém o
mesmo teor de DNA 4N como células tetraploides, os dados sugerem
que o aumento em nucleos 4N Yap5SA é devido a progressao de ciclo
de célula normal ao invés de hiper-ploidizacdo®®. O nimero de nlcleos
CM foi medido em CMs isolados e houve um aumento em CMs
mononucleares em coracbes OE Yap5SA porém nenhuma alteracao
em CMs binucleados (figura 3G). Foi também observado que coracdes
de Yap5SA tinham uma proporcao reduzida de CMs com 4 nucleos
sugerindo menos divisdes nucleares nao produtivas (figura 3G).

[0097] Os inventores forneceram EdU ad-libitum em agua potavel
por dois dias apds inducao de Yap5SA e colorido para EdU em CMs
isolados para estudar entrada de fase S em CMs adultos nao
lecionados (figura 3H). Similarmente a observacbes anteriores,
incorporacdo de EdU em CMs de controle ndo lesionados ndo foi
detectavel (figura 3H)2. Em contraste, aproximadamente 16% de CMs
OE Yap5SA eram positivos para EdU (figura 3H). Além disso, CMs de
Yap5SA expressaram marcadores mitdticos com aproximadamente
11% de Yap5SA CMs positivos para Aurkb e 6% positivos para PHH3
(figuras 3I-3J). Para calcular tempo de duplicacdo de CM (ip)
recombinacao nao frequente foi induzida com uma dose baixa Unica

de tamoxifeno e CMs positivos em LacZ foram contados em pontos de
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tempo diferentes. Ap6s converter em forma logaritmica, os inventores
verificaram um tp de 1.37 dias para CMs OE Yap5SA (figura 3K). De
modo importante, Yap5SA nao induziu apoptose CM ou fibrose
intersticial (figuras 7, 8). Juntos, os dados indicam que Yap5SA induz
proliferacdo de CM adulto com o nascimento de novos CMs.

[0098] Para obter insight nos genes alvos de Yap5SA no contexto
de renovacdao de CM adulto, RNA-seq nuclear especifico de CM foi
realizado 48 horas ap6s injecdo de tamoxifeno?!, 22, Um total de 1.352
genes foi significativamente regulado para cima e 748 foram regulados
para baixo em CMs Yap5SA (valor-p ajustado < 0,01) (figuras 4A, 9). A
analise de ontologia de gene nao polarizada revelou que alteracbes de
expressao de gene foram compativeis com um fenétipo de CM
proliferativo (figura 10A). Transcritos regulados para cima incluiram os
genes de centrébmero, Cenpe e Cenpf, e as ciclinas Ccnd1 e Ccna2.
Outros genes incluiram Dock2, um fator de permuta de nucleotideo de
guanina da familia Rho, que promove remodelagem citoesqueleto e
proliferacdo de células?. Genes regulados para baixo incluiram genes
codificando miosinas e canais de ion que caracterizam o fendtipo de
CM diferenciado (figura 10B). De modo interessante, genes de via
Hippo estavam entre o0s transcritos mais significativamente
aumentados em CMs Yap5SA (figura 11). Os genes de via Hippo de
nucleo Lats 2 e Kibra (Wwc1) foram regulados para cima como foram
genes que codificam inibidores de Yap Crb2, Amot e Vgll2-4 (figuras
10B, 11).

[0099] Para investigar a paisagem de cromatina CM OE Yap5SA,
um ensaio foi realizado em relacdo a cromatina acessivel por
transposase (ATAC)-seq em nlcleos CM isolados PCM-124, No total,
16.189 picos mostraram acessibilidade aumentada em CMs Yap5SA,
enquanto 13.353 picos ATAC foram diminuidos em comparagao com

CMs de controle (figuras 4A, 9). A descoberta de motivo de novo
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revelou que os trés motivos enriquecidos superiores em picos de
ATAC recentemente abertos em CMs OE Yap5SA todos pertenciam
ao fator de transcricdo TEAD (figura 4B), um meio de interacdo Yap
bem conhecido?®. Qutros motivos enriquecidos foram elementos AP-1
compativeis com dados ChlP-seq Yap anteriores e Atf3 que tem um
papel na prevencdo de remodelagem cardiaca patoldgica®®?8. O
algoritmo Nucleo-ATAC foi aplicado para ilustrar o estado aberto de
cromatina em relagao a motivos de ligacdo e DNA TEAD e encontrou
deplecdo de nucleossoma em motivos TEAD, compativel com
ocupacdo aumentada de fator de trasncricao?® (figura 4B).

[00100] Picos ATAC intergénicos foram tracados em relacdo aos
sitios de inicio de transcricdo mais proximos (TSS) e houve uma
distribuicdo bimodal contendo regides promotoras (<1 kb de TSS) e
locais distais (>10 kb) em ambos controle e CMs OE Yap5SA (figura
12A). Picos ATAC recentemente acessiveis, regulados para cima em
CMs OE Yap5SA (valor-p ajustado < 1e-5) foram localizados
principalmente distalmente em intensificadores putativos?*. De modo
semelhante, picos ATAC que mapeiam para genes ativamente
transcritos foram também enriquecidos em regides distais (figura 4C,
12B). O trabalho anterior revelou que sitios de ligacao Yap-Tead foram
enriquecidos para H3K27Ac, um marcador de cromatina ativa®. A
comparacdao de dados ATAC-seq com dados ChlIP-seq H3K27Ac
existentes a partir de coragcao adulto e em desenvolvimento revelou
que picos ATAC-seq de CMs OE Yap5SA (valor-p ajustado < 0,035)
foram enriquecidos para marcas de cromatina H3K27Ac embribnica.
Em contraste, picos ATAC-seq de CMs de controle (valor-p ajustado <
0,035) mostraram enriquecimento para marcas de cromatina H3K27Ac
de adulto® (figura 4D). Esses dados sugerem que Yap5SA promoveu
acessibilidade de cromatina em intensificadores de desenvolvimento.

[00101] ChIP-seq foi realizado usando um anticorpo contra o
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epitopo Flag Yap5SA para destruir cromatina ligada por Yap5SA.
Compativel com dados ATAC-seq, Yap5SA ChlP-seq revelou que
Yap5SA preferencialmente ligou regides intensificadoras distais em
uma razdo de aproximadamente 6.3 para 1 (figura 4C)%63'. Yap
também ligou promotores acessiveis para regular positivamente
transcricdo de genes normalmente silenciosos®'.

[00102] Genes regulados para cima de modo transcricional foram
comparados com CMs Yap5SA com dados Yap5SA ChIP-seq e havia
173 genes que eram genes alvo Yap5SA direto. Dos locais alvo
Yap5SA direto, 76 locais tinham também acessibilidade de cromatina
aumentada como determinado por ATAC-seq, enquanto os outros
locais alvo Yap5SA ja tinham uma assinatura de cromatina aberta
(figuras 4E, 13A). Tracar a profundidade média de fragmento para
RNA-seq e ATAC-seq em torno de uma janela de 1kb centrada na
TSS de cada gene revelou um padrdao de alta acessibilidade de
promotor e transcricdo aumentada naqueles locais (figura 13C).
[00103] Entre os 76 genes diretamente regulados por Yap5SA
estavam componentes de via Hippo, indicando que Yap ativa
diretamente um loop de feedback negativo para evitar proliferacdo de
CM (figura 4G, 11A-11B). os genes de via Hippo incluiram Lats2,
Vgll2, VglI3 e Wwcld*2 (figura 4F; 13A). Western blots revelaram que
Yap com peso molecular mais baixo, endégeno tinha aumentado
fosforilagdo de serina 112 indicando atividade Hippo regulada para
cima (figura 11). Outros genes diretamente regulados por Yap5SA
incluiram mitose e genes de citocinese como Pkci3. Uma categoria
principal de alvos Yap5SA acessiveis eram genes codificando
componentes de separacao endossomal. Essa categoria incluiu Snx2,
Snx7 que codificam componentes de retromer. Dab2, codificando uma
proteina adaptadora endocitica, funciona como um inibidor de Wnt
enquanto Wis é essencial para trafego endossomal de ligantes Wnt3*
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3% (figuras 13A1-13A3, 13B).

[00104] Genes que promovem montagem de juncdo de adherens,
como Nectinl, Plekha7, Miss1 e Cinnd1, foram também alvos Yap5SA
acessiveis apoiando adicionalmente a descoberta de que novos CMs
integram funcionalmente no coragao®. Mdltiplos genes que regulam o
citoesqueleto de actina foram também encontrados nos alvos Yap5SA
acessiveis. Ephexin e Pak3 codificam proteinas que sao importantes
para aumentar a atividade de Rho. Outros genes como Cobl,
codificando um nucleador de actina de codificacao, e Cnn3, importante
na formacao de fibras de tensdo durante cicatrizacao de ferimento.
(Figuras 13A1-13A3, Figura 13B).

[00105] A Figura 14C resume genes diferencialmente regulados por
Yap5SA que estdo diretamente envolvidos no ciclo de célula, bem
como resume a literatura anterior que descreveu ou tentou iniciar o
ciclo de célula em cardiomidcitos adultos. O principal indica (simbolo)
genes que sao diferencialmente regulados para cima ou para baixo em
cardiomiocitos Yap5SA como determinado por RNA-seq; genes que
sao alvos diretos de Yap5SA determinados por imunoprecipitacdo de
cromatina |Yap5SA, seguido por sequencialmente (isto é, ChlP-seq
(+); e genes que sao represados de modo epigenético em
cardiomiocitos de controle, porém nao represados na presenca de
Yap5SA, como determinado por ensaio para cromatina acessivel por
transposase (isto é, ATAC-seq (para cima)).

[00106] As descobertas revelam que capacidade proliferativa de
CMs diferenciados € eficazmente obstruida por elementos reguladores
distais descomissionados. Por superexpressa Yap5SA, foi
determinado que Yap pode ativar um programa genético que promove
progresso através de mitose. De modo importante, genes alvo Yap5SA
incluem genes de ciclo de célula, mas também genes codificando

proteinas de separacdo endossomal que sdo importantes para divisao
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de célula produtiva.

[00107] Filmes produzidos pelos inventores mostram
ecocardiografia de modo-B de eixo curto de um coracdo OE Yap5SA
antes da administragdo de tamoxifeno e do mesmo coragao, porém um
dia ap6s administracdo de tamoxifeno e 4 dias apo6s. Os filmes
também demonstram ecocardiografia de modo-B de eixo curto de um
coracao OE Yap5SA 2 dias ap6s a dose final de tamoxifeno, e 24
horas antes daquele animal morrer. A camara ventricular foi diminuida.
Ecocardiogafia de modo-B eixo longo de um coracdo OE Yap5SA
antes de tamoxifeno e do mesmo coracdo, porém dois dias apos
tamoxifeno, e entdo 5 dias apds. O espessamento do miocardio era
evidente.

MATERIAIS SUPLEMENTARES

Materiais e métodos

Animais experimentais

[00108] Estudos de camundongo foram realizados de acordo com o
comité de uso e cuidados com animais institucionais do Baylor College
of Medicine. Os inventores utilizaram YAP2 5SA pCMV-flag a partir de
Kunliang Guan (plasmideo Addgene no. 27371), que foi clonado na
construcao de expressdo CAG-loxP-eGFP-Stop-loxP-IRES-BGal como
exemplo. Essa construcdo codifica para uma variante Yap humana
que tem oito residuos de serina mudados para alanina nos cinco
motivos de fosforilacdo dependentes de lats candnico (S61A, S109A,
S127A, S128A, S131A, S163A, S164A, S381A). Os camundongos
Yap5SA OE (Tg(Jojo-Flag: Yap5SA)5JFM) foram gerados por injecao
pronuclear de DNA linearizado codificando o transgene (figura 1A) em
olcitos fertilizados de camundongos FVB/N, que foram entdo
implantados em camundongos ICR pseudoprenhes. Cruzamentos
unicos foram realizados com camundongos aMyHC-Cre-ERT2

homozigotos, que foram mantidos no segundo plano C57B1/6. Todos
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0s animais de controle eram de ninhada ou irm&os com idade
correspondente. Gendétipo foi determinado tanto visualmente por
expressdao de eGFP na pele da cauda como por genotipagem PCR
(F:AAGCCTTGACTTGAGGTTAG (SEQ ID NO: 5),
R:CGTCATCGTCTTTGTAGTCC; SEQ ID NO: 6). Todos experimentos
com adultos foram realizados em camundongos macho e fémea, 7-10
semanas de idade. Inducdo de tamoxifeno de Cre foi realizada
similarmente a publicagcdes anteriores de Heallen, e outros, injecbes
intraperitoneais (40 mg/kg), diariamente para quatro dias?).
Ecocardiografia de Ultrassom

[00109] Ecocardiografia de modo-B e M foi realizado de acordo com
protocolos estabelecidos no Baylor College of Medicine Mouse
Phenotyping Core usando um scanhead de 30 MHx (RMV7007B) em
um sistema VisualSonics 770.

Medicoes morfoldgicas e fisioldégicas de célula Unica

[00110] O dia apds a quarta injecao de tamoxifeno, cardiomiocitos
foram isolados por perfusdo retrograda de colagenase A (Roche),
como descrito em outra parte®’. Uma porcdo das células foi fixada
(10% de formalina, 10 minutos) para quantificacdo de tamanho de
célula, que foi realizado por tomar imagens estaticas de células
revestidas (microscépio Nikon Eclipse 80i, equipado com uma camera
Nikon DSFi1) e delinear as mesmas em imaged (NIH, Bethesda, MD,
EUA) para quantificar a area de perfil CM 2D. A pessoa que quantifica
as imagens foi ocultada em relacdo a gendtipo. Imageamento
fisiologico ao vivo foi realizado usando um Sistema de gravacao de
contratilidade e calcio de midcito lonOptix (lonOptix, Westwood, MA).
Cardiomidcitos foram revestidos em solucdo de Tyrodes contendo 1,8
mM Ca?" (HEPES tamponado, pH 7,4) selecionado para ausente ou
minimo de GFP (pds-recombinacao), e foram estimulados em campo
usando um MyoPacer (lonOptix, Westwood, MA) em 20 V/cm;
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encurtamento de sarcémero foi quantificado por transformada Fourier
da periodicidade de sarcomero usando o software lonWizard lonoptix
durante os 20 segundos finais de um protocolo de ritmo de 1Hz de
dois minutos.

Mapeamento Optico

[00111] Camundongos foram anestesiados com isoflurano no plano
cirdrgico de anestesia e heparina foi injetada por via intraperitoneal
(100 unidades) antes de deslocamento cervical. O coracado foi entao
removido e lavado em Solucdo de Tyrode fria oxigenada (95% O2, 5%
COg). A aorta foi entdo canulada com uma canula de calibre 21. Apds
canulacdo, o coracao foi perfundido de modo retrogrado com solucao
de Tyrode, mantendo a pressao aortica entre 80 e 120 mmHg. Um
eletrodo (Harvard Apparatus, MA, EUA) foi colocado na superficie do
atrio direito para estimulacdes de ritmo (10 Hz, 12Hz e 14 Hz), geradas
por PowerLab 26T (AD Instruments, Sidnei, Australia). Para eliminar
artefatos contrateis, coragbes foram carregados com blebistatina
(Sigma-Aldrich, B0560-5 mg, 50 ul de 2,5 mg/ml em DMSO). Os
inventores entdo perfundiram os coracbes com o corante sensivel a
tensdo, di-4-ANEPS (Invitrogen, D-1199, 20ul de 2,5 mg/ml em
DMSO). Uma luz de LED foi usada para excitacdo (comprimento de
onda: 530 nm). Emissao de fluorescéncia, significando Vm, foi filtrado
em passagem longa (>590 nm, 590FGO05-50, Andover Corporation
Optical Filter) e medida com uma camera CMOS MiCAMO (SciMedia,
CA, EUA). ECG de superficie (ADInstruments) foi monitorado durante
experimento usando LabChart. Velocidades de conducdo e mapas de
ativacdo foram calculados com software Rhythm?38,

Histologia, Imunofluorescéncia, Secbes congeladas e imageamento de
EdU

[00112] Embrides recentemente dissecados e coracdes pds-natal

foram dissecados e imageados em relacdo a fluorescéncia enddgena
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em uma Zeiss SteREO Discovery, V12, equipada com um Zeiss
AxioCam Hrc. Para fixacdo, coracdes foram perfundidos de modo
retrogrado com 20 mM KC1-PBS cardioplégico, antes de perfusao de
formalina tamponada neutra a 10%, seguido por incorporacdo em
parafina. Secgbes transversais de 7 microns foram cortadas e
montadas sobre laminas de poli lisina carregadas (Denville UltraClear
Plus, branco fosco). Uma porcdo foi colorida com coloracdo de
tricroma de Masson, e uma porcao foi colorida com vermelho Picro-
sirius. Imunoistoquimica foi realizada por primeiramente desparafinizar
e reidratar as secbes, seguido por recuperacdo de antigeno. As
secbes foram bloqueadas (10% de soro de burro em PBS, 0,1%
Tween-20) e entao coloridas (separadamente, em sucessao) durante a
noite antes de imageamento (primario: anti-CX43, coelho sigma 1:200;
anti-p-gal, galinha Abcam 1:200) (secundario: anticorpos Alexa de Life
Technologies conjugados de modo fluorescente padrdo). Nucleos
foram coloridos com DAPI. A coloracdo TUNEL foi realizada usando o
sistema TUNEL Fluorométrico DeadEnd (Promega) em tecido
incorporado em parafina. A pessoa quantificando as imagens foi
ocultada em relacdo a gendtipo. Todo imageamento foi realizado em
um microscopio confocal Zeiss LSM 780 no nucleo de Optical Imaging
and Vital Microscopy em Baylor College of Medicine.

[00113] Para cortar secbes congeladas, coracdes foram extraidos,
perfundidos com sacarose a 30%, 20 mM KCI-PBS, e ent&do colocados
em composto O.C.T. Tissue-Tek® antes de congelar sobre gelo seco.
Secdes de 16 micron foram entao cortadas e montadas em laminas de
vidro. Para coloracdo de imunofluorescéncia, recuperacao de antigeno
foi realizada por aquecer as secbes a 42° e entdo colocar em acetona
a -20° por 20 minutos antes de bloquear com soro de burro e entao
incubadas durante a noite com anticorpo primario (PHH3, coelho Cell

Signalin 1:400; AuroraB, coelho Abcam 1:200; c¢TnT camundongo
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Thermo 1:200) a 4°, seguido por anticorpo secundario (anti coelho
Alexa Life Technologies; anti-camundongo Vector Labs biotinilado
1:200, seguido por Life Technologies Estreptavidina-Alexa) por 30
minutos em temperatura ambiente. Nucleos foram coloridos com DAPI.
A pessoa que quantifica as imagens foi ocultada em relacdo a
gendtipo. Todo imageamento foi realizado em microscépio confocal
Zeiss LSM 780 no nucleo de Optical Imaging and Vital Microscopy em
Baylor College of Medicine.

[00114] Imunocitoquimica foi realizada usando protocolos-padrao.
Em resumo, CMs isolados Langendorff foram fixos por 10 minutos em
temperatura ambiente em formalina a 10%. Apds permeabilizar com
0,5% triton-100 por 20 minutos e bloquear com 2% FBS e 2% BSA,
anticorpos foram incubados (separadamente, em sucessao) durante a
noite antes de imageamento (anti-Yap, coelho Novus 1:200, cTnT,
camundongo Thermo 1:200) (secundario: anticorpos Life Technologies
Alexa conjugados de modo fluorescente padréo). Coloragéo de EdU foi
realizada usando tecnologia Click-it através de kit de imageamento
Click-it Alexa Flaor 647 da Life Technologies (C10340). Presenca
genuina de EdU em cardiomidcitos individuais foi determinada por
pilhas-z confocais. Numero de nucleos foi quantificado nesses
cardiomidcitos isolados por coloracdo com DAPI e contagem do
namero de nucleos por célula por pilhas-Z confocais. A pessoa que
quantifica as imagens foi ocultada em relacdo a gendétipo. Todo
imageamento foi realizado em um microscépio confocal Zeiss LSM
780.

Western blotting

[00115] Western blotting foi realizado por homogeneizacao de
glébulo de coragbes em um tampao triton, EDTA, HEPES. Os lisados
foram entdo carregados com um tampao de amostra SDS baseado-tris

de reducdo (80 ug/cavidade), e transferidos para membranas de
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PVDA, e imageados usando o sistema de imageamento Li-Cor
Odyssey. Anticorpos primarios: coelho Novus anti-Yap: (1:1000);
camundongo Sigma anti-M2flag (1:1.000); anti-GAPDH de
camundongo  Millipore (1:5.000); homdlogo anti-P-Yap(S127-
camundongo S112) Cell Signaling Technologies. (1:1.000). Anticorpos
secundarios fluorescentes Li-cor: IgG anticoelho de cabra, IgG
anticamundongo de cabra (1:5.000). Quantificagcdo foi executada
usando a caracteristica de analise de Gel em Fiji (ImageJ).

Eletrofisiologia in vivo

[00116] Como anteriormente descrito®®, eletrocardiogramas foram
registrados continuamente por 5 dias cobrindo o protocolo de inducao
OE Yap5SA. Transmissores de telemetria (Data Sciences
International) foram implantados na cavidade abdominal de
camundongos de ambulatério. Os eletrodos s.c. foram colocados em
uma configuragao de fio Il, e registrados usando software Dataquest
versao 4.1. Medicbes de onda-T foram realizadas por computar a area
sob a curva.

Quantificacdo de tamanho LV e numero total de midcitos

[00117] Para determinar o numero total de cardiomidcitos nos
ventriculos esquerdos, 0s inventores primeiramente excisaram O0s
coracbes e fixaram os mesmos em diastole por perfusdo retrograda
com KC1, seguido por formalina a 10%, e entdo fixacdo em gotas em
formalina a 10%. Os coracbes foram incorporados em parafina, e
cortados do apice até a aorta em se¢des de 7 microns. Os inventores
entdo computaram o volume do ventriculo esquerdo em cada coracao
por tracar a area de miocéardio LV em uma lamina de microscopio
como uma funcado de profundidade de tecido e entdo integraram a area
sob aqguela curva. A partir daguele volume, a razao de peso LV para
peso corporal foi computada por converter o volume em massa usando

a densidade do musculo de 1,053 g/mL*. As secdes de 7 micron em
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varias profundidades de tecido foram entdo coloridas com anti-PCM1,
DAPI, e WGA para rotulo: nucleos CM, todos os nucleos e as bordas
da célula. Microscopia confocal foi usada para imagear através da
espessura inteira de cada secao e entao os inventores contaram o
namero de nucleos PCM1(+) no quadro de imageamento. Nucleos
parciais nas bordas inferiores e esquerda do quadro ndo foram
contados, enquanto nudcleos parciais nas bordas superior e direita
foram contados. Pilhas-Z foram tomadas aleatoriamente por todas as
secbes a partir de profundidades de tecido diferentes (40 pilhas-
Z/coracao). Nucleos foram contados somente se eram ambos PCM1 e
DAPI positivos, com PCM1 circundando o DAPI (figura 3F). Para
encontrar 0 numero total de CMs, o nimero de nucleos contados por
volume foi computado para uma densidade de nucleacédo, que foi
entdo extrapolada para o volume inteiro do miocardio e entédo corrigido
para a nucleacdo média dos midcitos a partir de cada genétipo
(controle: 2.04 nucleos/CM; Yap5SA: 1,92 nucleos/CM, figura 3G)
como descrito em outra parte*'. A pessoa que quantifica as imagens
foi ocultada em relagédo a gendtipo.

Analise de teor de DNA por citometria de fluxo

[00118] Cardiomiécitos foram isolados por perfuragdo de
Langendorff e entdo fixados em formalina a 10%. Nucleos foram
isolados como anteriormente descrito*2. Células foram suspensas e
dounce homogeneizadas 30 vezes em tampao HB (pH 7,4 15 mM Tris-
HCI, 0,34 M sacarose, 15 mM NaCl, 60 mM KCI, 0,2 mM EDTA, 0,2
mM EGTA com inibidores de proteinase). Os nlcleos foram entao
liberados por passagem através de uma agulha de 18-G 15 vezes em
tampao PBTB (0,1% Triton X-100, 5% BSA em PBS). Para rotular
nucleos especificos de CM, os nucleos foram incubados com anticorpo
PCM1 (1:1.000, Sigma; secundario: anti-coelho 546 Alexa Life

Technologies) e DNA foi rotulado com DAPI. Os nucleos foram entao
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passados através de um separador de células (BD Biosciences
FACSARIA Il SORP) e teor de DNA de nucleos de cardiomiocitos
PCM1(+) foi quantificado como intensidade de fluorescéncia DAPI e
analisado usando software FlowdJo (Tree Star) para estagio de ciclo de
célula.

Analise de tempo de duplicacao de repérter LacZ

[00119] Coracbdes foram dissecados, perfundidos com glicerol a
20% em 20 mM KC1, incorporados em composto O.C.T. e congelados
sobre gelo seco. Foram entdo seccionados em sec¢des de 16 [m, fixos
por 15 minutos em 0,02% de glutaraldeido em PBS. A reacdo com x-
gal foi permitida prosseguir a 372 por 48 horas.

[00120] O numero de células resultando da divisdo de células pode
ser descrito por N(t) = No22'® onde N(t) & o nlimero de células em um
dado tempo, No € 0 numero de inicio de células, t é a quantidade de
tempo que leva para ir de No para N(t) e to é o tempo de duplicagao.
Uma injecdo de tamoxifeno de dose baixa unica (10 ug/g) foi realizada,
seguido por sacrificios dependentes de tempo dos camundongos OE
Yap5SA. Os inventores entdo seccionaram 0s coragbes em e
quantificaram o numero de células LacZ(+) por secdo. Esse total foi
entdo dividido pela area da secao. Os inventores entdo tracaram o loge
desses valores e adaptaram os dados em uma funcao linear descrita
por logz(N(t)) = logz(No) + 2t / to (R? = 0,96). Por inserir dados para No e
N(t), reorganizar e resolver em relacao a tq, 0 tempo de duplicagao (ip)
foi determinado. Imageamento foi realizado em um microscopio Nikon
Eclipse 80i, equipado com uma camera DSFi1 Nikon). A pessoa que
quantifica as imagens era ocultada em relacdo ao ponto de tempo.

Isolamentos nucleares PCM1 para ATAC-seq e RNA-seq:

[00121] Isolamento nuclear foi realizado de acordo com Mo e
outros, com as seguintes modificagcdes*®. Em resumo, tecido cardiaco

novo foi colhido em gelo e imediatamente homogeneizado com um
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Biogen series PRO200 (PRO Scientific) antes de dounce
homogeneizagédo. Nucleos foram isolados através de centrifugacao de
gradiente de densidade com meio de gradiente de densidade optiprep
(Sigma). Todos os nucleos isolados de interface a 30-40% foram pré-
limpos com Protein-G Dynabeads (Life Technologies). A seguir,
ndacleos foram imunoprecipitados com um anticorpo anti-PCM1
(Sigma, HPA023370) e Protein-G Dynabeads para enriquecer em
relacdo a nlcleos de cardiomiécitos?'.

ATAC-seq

[00122] Aproximadamente 50.000 nucleos PCM1+ limitados por
glébulo foram usados como entrada para ATAC-seq. Bibliotecas
ATAC-seq foram gerados de acordo com (Buenrostro et al., 2013)%4,
Sequenciamento de 2x75 bp de extremidade emparelhada foi
realizado em um instrumento lllumina Nextseq (DNA link). Leituras
foram mapeadas para o genoma de camundongo (mm10) usando
Bowtie2 com ajustes de extremidade emparelhada default*4. A seguir,
todas as leituras nao nucleares, e leituras inadequadamente
emparelhadas foram descartadas. Leituras duplicadas foram
removidas a seguir com MarkDuplicates picard. A chamada de pico foi
realizada com MACS2 (callpeak — sem modelo — largo). Regides de
lista preta foram levantadas de mm9 para genoma de camundongo
mm10 e removidas juntamente com picos de qualidade de
sequenciamento baixa (exige >q30). Leituras foram contadas para
cada condicdo do arquivo de pico abrangente (réplicas de controle e
Yap5SA se fundiram) usando bedtools (médulo de multicov)®.
Normalizacdo quantil de conjuntos de dados ATAC-seq foi realizada
com CQN*® e deslocamentos foram alimentados para DESeq2 para
guantificar acessibilidade diferencial*’. Chamada de nucleossoma foi
realizada com NucleoATAC?®. A andlise de enriquecimento de motivo

foi conduzida com Homer (findMotifsGenome.pl).
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BNA-seq

[00123] RNA de nucleos PCM1+ limitados por glébulo foi coletado
usando o Micro kit RNEasy Plus (Qiasen). Bibliotecas RNA-seq
nucleares foram construidas com o Kit RNA-seq stranded com Ribo
erase (Kapa Biosystems) com adaptadores no formato de Y
customizados. Sequenciamento de 2x75 bp de extremidade
emparelhada foi realizado para bibliotecas RNA-seq em um
instrumento  lllumina Nextseq (DNA Link). Leituras foram
primeiramente mapeadas para 0 genoma de camundongo (mm10)
usando STAR*. Analise de expressdo diferencial foi entdo realizado
com DESeq2%. Ontologia de gene foi realizada usando Metascape.
Analise de via de novo foi realizada usando g:perfilador4®-0,

H3K27Ac ChlP-seq

[00124] Dados disponiveis ao publico: GSM1264370,
GSM1264372, GSM1264372, e GSM1264372 foram mapeados para o

genoma do camundongo (mm10 de construcao) utilizando parametros

padrao de bowtie2. Apds 0 mapeamento, as réplicas de coracao EI1.5
H3K27Ac GSM1264370, e GSM1264372 foram fundidas antes da
analise. Os rastreamentos de gene foram mostrados usando o
navegador de genoma UCSC.

Yap ChIP-seq

[00125] Ventriculos foram dissecados em DPBS frio para remover

sangue entdo picados em PBS suplementado com TritonX-100 a
0,1%. Foram entdo rapidamente homogeneizados com BioGen Pro200
e um gerador de 5 mm. A reticulagdo foi obtida em formaldeido a 1%
em temperatura ambiente por 10 minutos em um rotador e resfriada
bruscamente com 150 mM de glicina em temperatura ambiente por 10
minutos. As células foram peletizadas e enxaguadas duas vezes com
0,1% de Triton-PBS. Foram entéo lisadas por incubacdo em gelo por

20 minutos em tampao de lise de célula de 5 mL (5 nM Tris pH 8,0,
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140 mM NaCl, 1 mM EDTA, glicerol a 10%, NP-40 a 0,5%, TritonX-100
a 0,25%, 0,5% De Igepal CA-630, 50 mM de HEPES, Inibidores de
protecase De Roche isentos de EDTA completo) e entao
homogeneizados dounce. Lisados foram peletizados, suspensos
novamente em tampao de lise de célula e sonicados. A seguir, 0s
inventores peletizaram células e nucleos a 2 kG por 10 minutos a 4C,
seguido por nova suspensao em 600 uL de tampao de lise nuclear (10
mM Tris, 1 mM EDTA, 0,5 mM EGTA, 0,3% SDS, inibidores de
protease de Roche isentos de EDTA completo) e sonicados. 15 ug de
cromatina cisalhada foram usados para ChIP com anticorpo de Flag
(Sigma, F1804) ou IgG (Milipore 12-371) e globulos magnéticos de
Proteina-G (Peirce) a 4C durante a noite em rotador. Glébulos foram
lavados por 5 min. a 4C em rotador, lavadas, desreticuladas e DNA foi
purificado. Bibliotecas de sequenciamento foram preparadas usando o
Kit de Preparacdo de biblioteca Kappa (lon Torrent, KK8301).
Bibliotecas YAP5SA-FLAG ChlP-seq sequenciadas no Préton de lon
Torrent foram mapeadas para a montagem de genoma de
camundongo mm10 usando alinhador de Torrent suite Tampa (0.2.3)
(Life Technologies). Trés réplicas biolégicas foram realizadas e
somente as leituras exclusivamente mapeadas foram mantidas. Picos
foram chamados e anotados com HOMER (FindPeaks e
annotatePeaks.pl) a partir do conjunto de dados YAP5SA ChlP-seq
combinado. Rastreamentos de gene foram mostrados usando o
navegador de genoma UCSC.

EXEMPLO 2

ESTABILIDADE DE YAPK265R

[00126] Os inventores geraram duas linhagens de células P19 (N?°
11 e N? 13) com mutacdo de homozigoto Yap K265R (mutacdo de
lisina para arginina nos 265 aminoacidos de Yap). Para verificar a

meia-vida do mutante YapK265R, células P19 WT e células P19 foram

Peticdo 870190101840, de 10/10/2019, pag. 92/109



57/62

semeadas com mutacao Yap K265R (N? 13) em placa de 6 cavidades.
No dia seguinte, quando as células atingem ~60% - 70% de
confluéncia, as células foram tratadas com 20 ug/ml de ciclo-heximida
(CHX) por 2, 4 ou 6 horas (células tratadas com DMSO como 0 hora).
Apos tratamento, células foram lavadas com PBS gelado duas vezes e
entao colhidas com 100 ul de tampao de lise NP40 a 0,5% (50 mM
Tris-HCL, 150 mM NaCl, 0,5% de NP40 e inibidor de protease e
inibidor de fosforilagdo). Lisados de célula foram analisados por
western blotting para testar a expressao de Yap, Yap com fosforilagao
S127 (p-Yap), e B-catenina. Expressdo de GAPDH foi usada como o
controle interno (figura 15A). CHX pode inibir sintese de proteina,
porque sem suplemento de proteina nascente apés tratamento, os
niveis de proteina de Yap, p-Yap e B-catenina diminuiram por tempo.
Em comparagdo com WT Yap, YapK265R diminuiu mais rapido isso
significa que Yap com a mutacdo K265R € menos estavel (figura 15A).
p-Yap e B-catenina sdo também menos estaveis em células P19
mutantes YapK265R (figura 15A). Sem tratamento de CHX, o nivel
basal de Yap e p-Yap € levemente mais baixo em células P19
mutantes YapK265R em comparacao com células P19 WT (figura 1B).
De modo interessante, expressdo de B-catenina foi aumentada em
células P19 com mutacao YapK265R (figuras 1A e 1B).

[00127] Esses estudos foram repetidos duas vezes com resultados
compativeis (figura 16 e figura 17) e o resultado estatistico € mostrado
na figura 17B. Para testar a taxa de rendimento de proteina de Yap, as
células foram tratadas com 20 um/ml de Mg132, que é um inibidor de
proteassoma; niveis de proteina aumentaram com o tempo devido a
inabilidade de degradar. Mais acumulo de proteina Yap em células
P19 mutantes YapK265R indica YapK265R tem uma taxa de
rendimento mais alta em comparacdo com WT Yap; em outras

palavras, YapK265R €& menos estavel do que WT Yap (figuras 18A e
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18B). entretanto, a taxa de rendimento de B-catenina ficou inalterada
em células mutantes YapK265R (figuras 18A e 18C).

[00128] Yap é um cofator de transcricdo que funciona juntamente
com parceiros de ligacao de DNA em nuclear para regular a expressao
de gene. Para testar a localizagdo nuclear de mutante YapK265R,
células P19 foram lisadas, e as fragcbes de citossol e nuclear foram
colhidas para andlise de western blotting. A quantidade de proteina
Yap € menor na fragcdo nuclear, porém inalterada na fracao de citossol
de células mutantes YapK265R, que sugere menos localizacdo
nuclear de YapK265R (figura 19). Esse experimento foi realizado duas
vezes e com trés réplicas totais (figuras 19A e 19B). o resultado
estatistico € mostrado nas figuras 19C e 19D.

[00129] Exemplos de anticorpos: Yap (1:1000, Novas Biologicals,
NB 110-58358); B-catenina (1:1.000, Santa Cruz, sc-7963); p-Yap
(S127) (1:1.000, Sinalizacao celular, #4911); p-Yap (S381) (1:1.000,
Sinalizagao Celular, #13619); GAPDH (1:3000, Abcam, ab9485);
HDAC2 (1:5000, Thermo Scientific, PA1-861).

REFERENCIAS

[00130] Todas as patentes, pedidos de patente e publicagdes
citadas aqui sdo pelas presentes incorporadas por referéncia na
integra.
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[00131] Embora a presente invencio e suas vaniagens tenham sido
descritas em detalhe, deve ser aniendido que véarias alteragdes,
substituicbes e alteracbes podem ser feitas agui sem se afastar do
espirifo & escope da invengdo como definido pelas reivindicacbes
apensas. Além disso, ¢ escopo do presente pedido nao pretende ser
limitado as modalidades especificas do processo, maguina, fabricacao,
composicao de matéria, meio, métedos e etapas descritas no relatério
descritivo. Como uma pessga versada na iécnica prontamente
reconhecera a partir da descricdo da presente invencdo, processos,
maquinas, fabricacdo, composicbes de matéria, meios, mélodos ou
etapas, atualmente existentes ou a serem  desenvolvidos
posteriormente que executam substancialmenie a mesma funcdo ou
obtém substancialmente o mesmo resullado como as modalidades
correspondentes descritas aqui podem ser utilizadas de acordo com a
presente invencao. Por conseguinte, as reivindicacbes apensas
pretendem  incluir em seu escopo tais processcs, magquinas,

fabricacdo, composicbes de matéria, meios, métodos ou etapas.
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REIVINDICACOES

1. Método para regenerar células em um individuo,
caracterizado pelo fato de que compreende a etapa de fornecer ao
individuo uma quantidade terapeuticamente eficaz de uma variante
mutada de Yap.

2. Método, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo fato de que as células que sdo regeneradas sao
cardiomidcitos, células retinianas, ou células ciliadas do ouvido.

3. Método, de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2,
caracterizado pelo fato de que a variante mutada compreende uma ou
mais substituicbes de aminoacidos em uma serina.

4. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, 2, ou 3,
caracterizado pelo fato de que existem 2, 3, 4, 5, 6, 7, ou mais
substituicbes de aminoacidos em uma serina.

5. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, 2, ou 3,
caracterizado pelo fato de que existem 1, 2, 3, 4, ou 5 substituicbes de
aminoacidos em serinas que sao fosforiladas por cinases Lats.

6. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 5, caracterizado pelo fato de que uma ou mais
substituicées de aminoacidos sao para uma alanina.

7. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 6, caracterizado pelo fato de que a variante mutada
de Yap compreende uma mutagao K265R.

8. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 7, caracterizado pelo fato de que o individuo tem
uma condicdo cardiaca, uma condicdo retiniana, ou uma condicao
otolégica.

9. Método, de acordo com a reivindicacdo 8,
caracterizado pelo fato de que a condicdo cardiaca no individuo faz o

individuo estar em necessidade de renovacao de cardiomidcito.
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10. Método, de acordo com a reivindicacdo 8 ou 9,
caracterizado pelo fato de que o coracdo do individuo tem apoptose,
necrose e/ou autofagia de cardiomidcito.

11. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 8 a 10, caracterizado pelo fato de que a condicao
cardiaca € uma condicdo cardiaca selecionada do grupo consistindo
em doenca cardiaca, cardiomiopatia, problemas de valvula cardiaca,
pericardite, arritmia, parada cardiaca, defeito cardiaco congénito,
insuficiéncia cardiaca, doenga cardiaca, cardiotoxicidade, insuficiéncia
cardiaca congestiva, doenca cardiaca isquémica, enfarto agudo do
miocardio, fibrilacdo atrial, doenca arterial coronaria, doenca cardiaca
isquémica, doenca cardiaca valvular, doenca cardiaca hipertensa e
arritmias.

12. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 11, caracterizado pelo fato de que o individuo tem
distrofia muscular de Duchenne.

13. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 12, caracterizado pelo fato de que a composicao é
fornecida ao individuo mais de uma vez.

14. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 13, caracterizado pelo fato de que a composicao é
fornecida para o individuo sistemicamente.

15. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 14, caracterizado pelo fato de que a composicao é
fornecida ao individuo localmente.

16. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 15, caracterizado pelo fato de que a variante
mutada de Yap é exposta a células in vitro para produzir células
derivada in vitro.

17. Método, de acordo com a reivindicacdo 16,
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caracterizado pelo fato de que uma quantidade eficaz das células
derivadas in vitro é fornecida ao individuo.

18. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 5 a 15, caracterizado pelo fato de que ao individuo é
fornecida uma terapia adicional para uma condigao.

19. Método para tratar uma condicdo médica em um
individuo, caracterizado pelo fato de que compreende a etapa de
fornecer ao individuo uma quantidade terapeuticamente eficaz de uma
variante mutada de Yap.

20. Método, de acordo com a reivindicacdo 19,
caracterizado pelo fato de que a variante mutada de Yap compreende
uma ou mais substituicdes de aminoacidos em uma serina.

21. Método, de acordo com a reivindicacdo 19 ou 20,
caracterizado pelo fato de que ha 2, 3, 4, 5, 6, 7 ou mais substituicdes
de aminoacidos em uma serina.

22. Método, de acordo com a reivindicagcao 19, 20, ou 21,
caracterizado pelo fato de que existem 1, 2, 3, 4 ou 5 substituicbes de
aminoacidos em serinas que sao fosforiladas por cinases Lats.

23. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 19 a 22, caracterizado pelo fato de que existem 5
substituicbes de aminoacidos em uma serina.

24. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 19 a 23, caracterizado pelo fato de que uma ou mais
substituicées de aminoacidos sao para uma alanina.

25. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 19 a 24, caracterizado pelo fato de que a variante
mutada de Yap compreende uma mutagao K265R.

26. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicagcbes 19 a 25, caracterizado pelo fato de que a condicao

médica é uma condicao cardiaca.
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27. Método, de acordo com a reivindicacdo 26,
caracterizado pelo fato de que a condicdo cardiaca no individuo faz o
individuo estar em necessidade de renovacao de cardiomidcitos.

28. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 19 a 27, caracterizado pelo fato de que o coracdo do
individuo tem apoptose, necrose e/ou autofagia de cardiomidcito.

29. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicagcbes 19 a 28, caracterizado pelo fato de que a condicao
médica é uma condicao cardiaca selecionada do grupo consistindo em
doenca cardiaca, cardiomiopatia, problemas de valvula cardiaca,
pericardite, arritmia, parada cardiaca, defeito cardiaco congénito,
insuficiéncia cardiaca, doenga cardiaca, cardiotoxicidade, insuficiéncia
cardiaca congestiva, doenca cardiaca isquémica, infarto agudo do
miocardio, fibrilacdo atrial, doenca arterial coronaria, doenca cardiaca
isquémica, doenca cardiaca valvular, doenca cardiaca hipertensiva e
arritmias.

30. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 19 a 29, caracterizado pelo fato de que o individuo tem
distrofia muscular de Duchenne.

31. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 19 a 30, caracterizado pelo fato de que a composicéo é
fornecida ao individuo mais de uma vez.

32. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 19 a 31, caracterizado pelo fato de que a composicao é
fornecida ao individuo sistemicamente.

33. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 19 a 32, caracterizado pelo fato de que a composicao é
fornecida ao individuo localmente.

34. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindicagbes 19 a 33, caracterizado pelo fato de que a variante
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mutada de Yap é exposta a células in vitro para produzir células
derivadas in vitro.

35. Método, de acordo com a reivindicacdo 34,
caracterizado pelo fato de que uma quantidade eficaz das células
derivadas in vitro é fornecida ao individuo.

36. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 19 a 35, caracterizado pelo fato de que ao individuo é

fornecida uma terapia adicional para a condicao médica.
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11

RESUMO
Patente de Invencdo: "YAP ATIVO DOMINANTE, HIPOEFETOR,
INDUZ ACESSIBILIDADE DE CROMATINA E RENOVACAO DE
CARDIOMIOCITO".

A presente refere-se a métodos para gerar células ou
tecidos de células existentes com uma ou mais variantes mutadas de
Yap. Em modalidades especificas, a divulgacdo se refere ao
tratamento de cardiomiocitos existentes com uma ou mais variantes
mutadas de Yap que faz com que eles se dividam e gerem novos
cardiomiécitos. Em casos especificos, a variante mutada de Yap tem
substituicoes de serina para alaninaem 1, 2, 3, 4, 5, 6 ou mais serinas

de Yap.
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Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
biolbgicas.

Cédigo de Controle

Campo 1

CEC7E®9B3532F&84€EDQO0

Campo 2

P 47 204 27E 395 43 BF

Qutras Informacdes:

- Nome do Arquivo: LISTAGEM DE SEQUENCIA (JUNTADA) P242402.TXT
- Data de Geracao do Cédigo: 10/10/2019
- Hora de Geracéo do Cadigo: 15:11:34
- Cdédigo de Controle:
- Campo 1. CEC7ESB3532F84EO
- Campo 2: D4720427E39543BF
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