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"ACIDOS NUCLEICOS P-ETOXI PARA INIBICAO DE STAT3"

[001]O presente pedido reivindica o beneficio prioritario do pedido provisério
numero 62/487.292 dos Estados Unidos, depositado em 19 de abril de 2017, cujo
conteudo inteiro é incorporado no presente documento a titulo de referéncia.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

1. CAMPO DA INVENCAOQ

[002]A presente invencao refere-se geralmente ao campo da medicina. Mais
particularmente, refere-se a formulagdes lipossdmicas de oligonucleotideos P-etdxi
que hibridizam com um produto de gene polinucleotideo STAT3 e métodos de
producao e utilizacdo de tais formulagdes em medicina, ainda mais particularmente
no tratamento de cénceres sélidos e hematolégicos que tém alta expressao ou
atividade aumentada do gene STATS3.

2. DESCRICAO DA TECNICA RELACIONADA

[003]Muitos genes estdo implicados na proliferacdo e sobrevivéncia
sustentadas de células cancerigenas em tumores refratdrios pré-malignos e
avancados. Sabe-se que 0s membros das vias de sinalizacao do Transdutor de Sinal
e Ativador de Transcrigao (STAT, "Signal Transducer and Activator of Transcription")
desempenham um papel essencial nessa capacidade. STAT3 é um fator de
transcricao que é superativado em cerca de 70% de todos os tumores sélidos e
cancer de sangue. Quando STATS3 ativado é translocado do citosol para o nucleo
para direcionar a expressdo de um grande nimero de genes, incluindo Survivin, Bcl-
Xt, Mcl-1, ¢c-Myc, Ciclina D1, p21, Ciclina E, Matrix metaloproteinase-9 e -2 e VEGF
para regular uma ampla gama de processos celulares, como sobrevivéncia,
crescimento, migragao, invasao, metastase e angiogénese celular (Wu et al., 2011;

Hardee et al., 2013). Além disso, o STAT3 regula véarias vias de sinalizagédo
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importantes envolvidas na progressao do cancer, incluindo as cascatas IL-3, IL-6 e
NF-kB, além de ativar as vias de feedback que reforcam sua prépria ativagéo
(Hardee et al., 2013).

[004]Enquanto o STAT3 € geralmente expresso em baixos niveis no citosol
de células saudaveis, é frequentemente superexpressado e ativado (fosforilado e
localizado no nucleo) no céncer, incluindo o linfoma difuso de células B grandes
(DLBCL). No DLBCL, é mais frequentemente ativado no subtipo ABC da doenga e
menos frequentemente no subtipo GC DLBCL (Wu et al., 2011; Hardee et al., 2013;
Scuto et al., 2011). E importante ressaltar que a superexpressdo de STATS3,
hiperfosforilagdo e localizacdo nuclear se correlacionam com um pior prognostico
geral nesses tumores em comparagdao com tumores que expressam niveis mais
baixos de STAT3. Além disso, os tumores com STATS3 superativado também exibem
sinalizacdao NF-kB aumentada no subtipo DLBCL ABC, sugerindo que a sinalizagao
STAT3 desempenha um papel na progressao da DLBCL.

[005]Devido a natureza da proteina STAT3, é dificil projetar pequenas
moléculas para direcionar diretamente sua atividade de sinalizagao, tornando-a um
alvo ideal para abordagens antissenso e outras abordagens de knockdown genético.
Dado o papel central que o STAT3 desempenha em tantas formas de cancer e
outras doencas, houve varias tentativas, no entanto, de projetar peptideos,
oligonucleotideo de isca e compostos baseados em pequenas moléculas para
bloquear a ativacdo de STAT3, dimerizacdo, ligacdo ao DNA ou acelerar a
inativagdo da enzima (Miklossy ef al, 2013). Como uma abordagem alternativa,
varios grupos estédo trabalhando para desenvolver inibidores da Janus Quinase
(JAK) para bloquear a fosforilagdo e ativagdo do STAT3 na LCL e outras doencgas

com sucesso variado (Amin ef al., 2003; Fagard et al., 2013).
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[006]As abordagens que visam 0 STAT3 envolvem especificamente 0 uso de
oligonucleotideos para bloquear a tradugdao do mRNA do STAT3 em proteinas ou
para induzir a degradacdao do RNA por meio de mecanismos RNaseH por meio de
oligonucleotideos antissenso (ASO) e tecnologia baseada em siRNA. Estas
estratégias oferecem uma maneira de reduzir a toxicidade e sdo menos adaptaveis
as mutacoes de resisténcia. Varias tentativas dessa abordagem para o STAT3 nao
foram bem-sucedidas. Assim, ha uma necessidade de composi¢cbes antissenso
aprimoradas visando STATS3 para uso no tratamento de doencas.

SUMARIO DA INVENCAQ

[007]Sao fornecidas no presente documento composicdoes e métodos que
induzem inibicdo do crescimento e/ou apoptose em uma ampla gama de células
cancerigenas controladas pelo STAT3. A expressao da proteina STAT3 é impedida
por um oligonucleotideo ndo toxico resistente a nuclease que tem como alvo
polinucleotideos que codificam STAT3 em combinagcdo com um lipossomo neutro,
eliminando assim o reservatoério de proteina STATS3 disponivel.

[008]Em uma  modalidade, s&o  proporcionadas  composicoes
compreendendo uma populagédo de oligonucleotideos que hibridizam com um gene
de produto polinucleotideo STAT3. Em alguns aspectos, os oligonucleotideos da
populacdo sdo compostos de moléculas de nucleosideo ligadas entre si através de
ligacbes na cadeia principal de fosfato, em que pelo menos uma das ligacdes na
cadeia principal de fosfato em cada oligonucleotideo é uma ligagdo na cadeia
principal de P-etdéxi e em que ndo mais que 80% das ligacdes de cadeia principal de
fosfato em cada oligonucleotideo sado ligacdes de cadeia principal de P-etdéxi. Em
alguns aspectos, pelo menos uma das ligacdes de cadeia principal de fosfato em

cada oligonucleotideo sao ligacbes da cadeia principal de fosfodiéster. Em alguns
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aspectos, os oligonucleotideos da populagdo compreendem uma sequéncia de
acordo com qualquer uma das SEQ ID NOs:1 a 4. Em alguns aspectos, os
oligonucleotideos da populacdo compreendem uma sequéncia de acordo com a
SEQ ID NO: 1. Em alguns aspectos, os oligonucleotideos da populacdo
compreendem uma sequéncia de acordo com a SEQ ID NO: 2. Em alguns aspectos,
os oligonucleotideos da populagcdo compreendem uma sequéncia de acordo com a
SEQ ID NO: 3. Em alguns aspectos, os oligonucleotideos da populacao
compreendem uma sequéncia de acordo com a SEQ ID NO: 4. Em varios aspectos,
os oligonucleotideos da populacdo inibem a expressdo de STAT3. Em alguns
aspectos, a composicao é liofilizada.

[009]Em alguns aspectos, 10% a 80% das ligagdes de cadeia principal de
fosfato sdo ligacdes de cadeia principal de P-etoxi; 20% a 80% das ligagdes de
cadeia principal de fosfato sdo ligacdes de cadeia principal de P-etdxi; 30% a 80%
das ligagdes de cadeia principal de fosfato sao ligacées de cadeia principal de P-
etdxi; 40% a 80% das ligacdes de cadeia principal de fosfato sao ligacdes de cadeia
principal de P-etoxi; 50% a 80% das ligagdes de cadeia principal de fosfato sédo
ligagcbes de cadeia principal de P-etoxi; ou 60% a 70% das ligacdes de cadeia
principal de fosfato sdo ligagdes de cadeia principal de P-etdxi, ou qualquer faixa
derivavel destas. Em alguns aspectos, 20% a 90% das ligacoes de cadeia principal
de fosfato sao ligagdes de cadeia principal de fosfodiéster; 20% a 80% das ligagdes
de cadeia principal de fosfato séo ligacoes de cadeia principal de fosfodiéster; 20% a
70% das ligacdes de cadeia principal de fosfato s&o ligacdes de cadeia principal de
fosfodiéster; 20% a 60% das ligacdes de cadeia principal de fosfato sdo ligacdes de
cadeia principal de fosfodiéster; 20% a 50% das ligacbes de cadeia principal de

fosfato sao ligacbes de cadeia principal de fosfodiéster; ou 30% a 40% das ligagdes
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de cadeia principal de fosfato sdo ligacdes de cadeia principal de fosfodiéster, ou
qualquer faixa derivavel destas. Em varios aspectos, pelo menos 5%, 10%, 15%,
20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 60%, 65%, 70%, 75%,
80%, 85%, 90% ou 95%, ou qualquer valor dentre estas, das ligacbes de cadeia
principal de fosfato séo ligagbes de cadeia principal de P-etdxi. Em varios aspectos,
no maximo 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90% ou 95%, ou qualquer valor dentre estas, das ligacdes de
cadeia principal de fosfato sédo ligacbes de cadeia principal de fosfodiéster. Em
certos aspectos, as ligacdes de cadeia principal de fosfodiéster estao distribuidas
pelos oligonucleotideos. Sendo assim, os oligonucleotideos ndo sdo moléculas
quiméricas. Em alguns aspectos, os oligonucleotideos ndo compreendem uma
ligagéo de cadeia principal de fosforotioato.

[010]Em alguns aspectos, os oligonucleotideos da populacdo tém um
tamanho variando de 7 a 30 nucleotideos. Em certos aspectos, os oligonucleotideos
da populacdo tém um tamanho variando de 12 a 25 nucleotideos. Em varios
aspectos, os oligonucleotideos da populagcédo tém um tamanho de pelo menos 5, 6,
7,8,9,10,11,12,13,14, 15,16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 ou
30 nucleotideos. A faixa de tamanho pode ser um tamanho médio dos
oligonucleotideos na populagao.

[011]Em alguns aspectos, os oligonucleotideos da populacdo tém um
tamanho médio de 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 26, 27, 28, 29 ou 30 nucleotideos, em que nao mais que 5, 6, 7, 8, 8, 9, 10, 11,
11,12, 13, 14, 15, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 20, 21, 22, 23 ou 24, respectivamente, das
ligacbes de cadeia principal de fosfato em cada oligonucleotideo sao ligacbes de

cadeia principal de P-etéxi. Em alguns aspectos, os oligonucleotideos da populacao
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tém um tamanho médio de 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 ou 30 nucleotideos e pelo menos 2, 2, 2, 2, 3, 3, 3, 3, 4, 4,
4,4, 4,5, 5, 5,5, 5,5, 6, 6,6, 6 ou6, respectivamente, das ligacdes de cadeia
principal de fosfato em cada oligonucleotideo sdo ligagdes da cadeia principal de
fosfodiéster. A titulo de exemplo, os oligonucleotideos da populagdo podem ter um
tamanho médio de 18 nucleotideos, em que ndo mais do que 14 das ligacdes de
cadeia principal de fosfato em cada oligonucleotideo sao ligacdes de cadeia principal
de P-etdxi; os oligonucleotideos da populagdao podem ter um tamanho médio de 20
nucleotideos, em que nao mais do que 16 das ligagdes de cadeia principal de fosfato
em cada oligonucleotideo sdo ligacbes de cadeia principal de P-etoxi; os
oligonucleotideos da populacdo podem ter um tamanho médio de 25 nucleotideos,
em que ndo mais do que 20 das ligagdes de cadeia principal de fosfato em cada
oligonucleotideo sao ligagdes da cadeia principal de P-etdxi; ou os oligonucleotideos
da populacao podem ter um tamanho médio de 30 nucleotideos, em que nao mais
do que 24 das ligacOes de cadeia principal de fosfato em cada oligonucleotideo sédo
ligacbes de cadeia principal de P-etéxi.

[012]Em alguns aspectos, a populacdo de oligonucleotideos compreende
uma Unica espécie de oligonucleotideos. Em outros aspectos, a populacdo de
oligonucleotideos compreende pelo menos duas espécies de oligonucleotideos.
Uma Unica espécie de oligonucleotideo pode ter a mesma sequéncia nucleotidica,
mas pode ter ou ndo ligacbes P-etdxi em posicoes diferentes dentro da molécula.
Sendo assim, a populacdo pode ser homogénea quanto a sequéncia de
nucleotideos e heterogénea quanto a distribuicdo das ligacdes de cadeia principal de
fosfodiéster entre os oligonucleotideos da populagcao. Além disso, a populacao pode

ser heterogénea quanto ao numero de ligacbes de cadeia principal de P-etdxi e
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ligacdes de cadeia principal de fosfodiéster entre os oligonucleotideos da populagéo.
Como um exemplo nao limitativo, uma primeira porcao dos oligonucleotideos da
populacdo pode ter 70% de ligacbes P-etdxi e 30% de ligacoes fosfodiéster,
enquanto uma segunda porgao dos oligonucleotideos da populacdo pode ter 60% de
ligacbes P-etdxi e 40% ligagdes fosfodiéster. Em alguns aspectos, a populagao de
oligonucleotideos compreende oligonucleotideos antissenso, RNAs interferentes
curtos (siRNAs), microRNAs (miRNAs) ou piwiRNAs (piRNAs).

[013]Em varios aspectos, a composi¢do compreende ainda fosfolipideos. Em
alguns aspectos, os fosfolipideos e oligonucleotideos estao presentes em uma razao
molar de cerca de 5:1 a cerca de 100:1. Em alguns aspectos, os oligonucleotideos e
fosfolipideos formam um complexo oligonucleotidico-lipidico, como, por exemplo, um
complexo lipossdmico. Em alguns aspectos, pelo menos 75%, 76%, 77%, 78%,
79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% dos lipossomas tém menos de 5 microns
de diametro. Em alguns aspectos, pelo menos 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%,
81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98% ou 99% dos lipossomas tém menos de 4 microns de diametro.
Em alguns aspectos, a populacdo de oligonucleotideos é incorporada na populagéao
de lipossomos.

[014]Em alguns aspectos, os fosfolipideos ndo séo carregados ou tém carga
neutra no pH fisiolégico. Em alguns aspectos, os fosfolipideos sao fosfolipideos
neutros. Em certos aspectos, os fosfolipideos neutros séo fosfatidilcolinas. Em certos
aspectos, os fosfolipideos neutros sao dioleoilfosfatidilcolina. Em alguns aspectos,
os fosfolipideos séo essencialmente livres de colesterol.

[015]Em uma modalidade, as composi¢bes farmacéuticas sdo fornecidas
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compreendendo uma composicdo de oligonucleotideos e fosfolipideos das
presentes modalidades e um carreador farmaceuticamente aceitavel. Em alguns
aspectos, a composi¢cdao compreende ainda um agente quimioterapéutico.

[016]Em uma modalidade, sao fornecidos métodos para a entrega de uma
quantidade terapeuticamente eficaz de um oligonucleotideo a uma célula que
compreendem o contato da célula com uma composicao farmacéutica das presentes
modalidades. Em alguns aspectos, o0 método é um método de tratamento de
hiperplasia, cancer, uma doenga autoimune ou uma doenga infecciosa.

[017]Em uma modalidade, sao fornecidos métodos para o tratamento de um
sujeito com cancer, uma doenca autoimune ou uma doenga infecciosa
compreendendo a administragcdo ao sujeito de uma quantidade terapeuticamente
eficaz de uma composicdo farmacéutica das presentes modalidades. Em alguns
aspectos, o sujeito € humano. Em alguns aspectos, o cancer € um cancer de bexiga,
sangue, linfoma, péncreas, osso, medula 6ssea, cérebro, mama, célon, esbfago,
estbmago, cabeca e pescoco, rim, figado, pulmao, préstata, pele, testiculo, lingua,
ovario ou Utero. Em varios aspectos, o cancer € um adenocarcinoma de pulmao,
uma leucemia, um linfoma, como, por exemplo, um linfoma difuso de células B
grandes ou um adenocarcinoma ductal pancreéatico. Em alguns aspectos, a doenca
autoimune é lapus eritematoso sistémico, espondiloartropatia, doenga de Sjogren,
doenca de Crohn, diabetes mellitus, esclerose mdltipla ou artrite reumatoide. Em
alguns aspectos, a doenca infecciosa € uma infecgdo bacteriana, infecgdo fungica,
infeccdo viral ou infecgdo parasitaria. Em alguns aspectos, a composicdo é
administrada por via subcutanea, intravenosa ou intraperitoneal. Em alguns
aspectos, o método compreende ainda a administracdo de pelo menos uma

segunda terapia anticancer ao sujeito. Em alguns aspectos, a segunda terapia
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anticAncer € uma terapia cirlrgica, quimioterapia, radioterapia, crioterapia, terapia
hormonal, imunoterapia ou terapia com citocinas. Em alguns aspectos, a
imunoterapia é uma terapia de bloqueio de ponto de verificagdo. Em alguns
aspectos, a administracao da composi¢ao reduz a expressao da proteina STAT3 no
paciente.

[018]Um oligonucleotideo inclui uma molécula de &acido nucleico antissenso
que hibridiza especificamente com uma molécula de acido nucleico que codifica uma
proteina-alvo ou regula a expressdao da proteina-alvo. "Hibridacao especifica"
significa que a molécula de acido nucleico antissenso hibridiza com a molécula de
acido nucleico-alvo e regula sua expressao. De preferéncia, "hibridizagéo especifica"
também significa que nenhum outro gene ou transcrito é afetado. Um
oligonucleotideo pode ser um acido nucleico de cadeia simples e pode compreender
7,8,9,10, 11, 12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29,
30 ou mais nucleobases. Em aspectos particulares, o oligonucleotideo pode
compreender 15 a 30, 19 a 25, 20 a 23 ou 21 nucleobases contiguas. Em certas
modalidades, o oligonucleotideo inibe a tradugdo de um gene que promove 0
crescimento de uma célula de mamifero cancerigena ou pré-cancerosa ou
hiperplasica (por exemplo, uma célula humana). Um oligonucleotideo pode induzir
apoptose na célula e/ou inibir a tradugdo de um oncogene ou outro gene alvo. Em
certas modalidades, o componente oligonucleotideo compreende uma Unica espécie
de oligonucleotideo. Em outras modalidades, o componente oligonucleotideo
compreende 2, 3, 4 ou mais espécies de oligonucleotideo que tém como alvo 1, 2, 3,
4 ou mais genes. A composicdo pode ainda compreender um agente
quimioterapéutico ou outro agente anticancer, que pode ou nao ser incorporado em

um componente lipidico ou lipossomo da invencdo. Em outras modalidades, o
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componente oligonucleotidico é incorporado no lipossoma ou no componente
lipidico.

[019]"Prender", "encapsular" e "incorporar" referem-se a o lipideo ou
lipossomo formar um impedimento para liberar a difusdo na solucdo por uma
associagdo com ou em torno de um agente de interesse, por exemplo, um lipossomo
pode encapsular um agente dentro de uma camada lipidica ou dentro de um
compartimento aquoso dentro ou entre camadas lipidicas. Em certas modalidades, a
composicdo é compreendida em um carreador farmaceuticamente aceitavel. O
carreador farmaceuticamente aceitavel pode ser formulado para administracdo a um
sujeito ou paciente humano.

[020]Em certas modalidades, o componente lipidico tem uma carga
essencialmente neutra porque compreende um fosfolipideo neutro ou uma carga
neutra liquida. Em certos aspectos, um fosfolipideo neutro pode ser uma
fosfatidilcolina, como DOPC, fosfatidilcolina do ovo ("EPC"), dilauroilfosfatidilcolina
("DLPC"), dimiristoilfosfatidilcolina ("DMPC"), dipalmitoilfosfatidilcolina ("DPPC"),
distearoilfosfatidilcolina ("DSPC"), dilinoleoilfosfatidilcolina, 1,2-diaracidoil-sn-glicero-
3-fosfocololina ("DAPC"), 1,2-dieicosenoil-sn-glicero-3-fosfocololina ("DEPC"), 1-
miristoil-2-palmitoilfosfatidilcolina  ("MPPC"),  1-palmitoil-2-miristoilfosfatidilcolina
("PMPC"), 1-palmitoil-2-estearoilfosfatidilcolina ("PSPC"), 1-estearoil-2-
palmitoilfosfatidilcolina ("SPPC"), 1-palmitoil -2-oleoilfosfatidilcolina ("POPC"), 1-
oleoil-2-palmitoilfosfatidilcolina ("OPPC") ou lisofosfatidilcolina. Em outros aspectos,
o fosfolipideo neutro pode ser uma fosfatidiletanolamina, @ como
dioleoilfosfatidiletanolamina  ("DOPE"), distearoilfosfatidiletanolamina ("DSPE"),
dimiristoil fosfatidiletanolamina ("DMPE"), dipalmitoil fosfatidiletanolamina ("DPPE"),

palmitoiloleoil fosfatidiletanolamina ("POPE") ou lisofosfatidiletanolamina. Em certas
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modalidades, o componente fosfolipideo pode compreender 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 ou
mais tipos ou tipos de fosfolipideo neutro. Em outras modalidades, um componente
fosfolipidico pode compreender 2, 3, 4, 5, 6 ou mais tipos ou estilos de fosfolipideos
neutros.

[021]Em certas modalidades, um componente lipidico pode ter uma carga
essencialmente neutra porque compreende um lipideo carregado positivamente e
um lipideo carregado negativamente. O componente lipidico pode ainda
compreender lipideos ou fosfolipideos carregados de maneira neutra. O lipideo
carregado positivamente pode ser um fosfolipideo carregado positivamente. O
lipideo carregado negativamente pode ser um fosfolipideo carregado negativamente.
O fosfolipideo carregado negativamente pode ser uma fosfatidilserina, como
dimiristoil fosfatidilserina ("DMPS"), dipalmitoil fosfatidilserina ("DPPS") ou
fosfatidilserina cerebral ("BPS"). O fosfolipideo carregado negativamente pode ser
um fostatidilglicerol, como dilauroilfosfatidilglicerol ("DLPG"),
dimiristoilfosfatidilglicerol ("DMPG"), dipalmitoilfosfatidilglicerol ("DPPG"),
distearoilfosfatidilglicerol ("DSPG") ou dioleoilfosfatidilglicerol ("DOPG"). Em certas
modalidades, a composi¢cdo compreende ainda colesterol ou polietilenoglicol (PEG).
Em outras modalidades, a composicao é essencialmente livre de colesterol. Em
certas modalidades, um fosfolipideo é um fosfolipideo de ocorréncia natural. Em
outras modalidades, um fosfolipideo € um fosfolipideo sintético.

[022]Os lipossomas podem ser feitos de um ou mais fosfolipideos, desde
que o material lipidico seja substancialmente ndo carregado. E importante que a
composigao esteja substancialmente livre de fosfolipideos anidnicos e catidnicos e
colesterol. Os fosfolipideos adequados incluem fosfatidilcolinas e outros que séo

bem conhecidos por aqueles versados na area.
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[023]0utro aspecto da presente invencao envolve métodos para a entrega
de oligonucleotideo a uma célula que compreende o contato da célula com uma
composicéo lipidica neutra da invengdo. Os métodos fornecerdo uma composigao
inventiva em uma quantidade eficaz. Uma quantidade eficaz € uma quantidade de
componente terapéutico que atenua, retarda, reduz ou elimina uma célula, afeccao
ou estado de doenca em um sujeito. A célula pode estar compreendida em um
sujeito ou paciente, como um humano. O método pode ainda compreender um
método de tratamento de cancer ou outra afecg¢ao hiperplasica. O cancer pode ter se
originado na bexiga, sangue, 0sso, medula éssea, cérebro, mama, célon, esbfago,
gastrointestina, gengiva, cabeca, rim, figado, linfonodo, pulmao, nasofaringe,
pescogo, préstata, pele, estbmago, testiculo, lingua, ovario ou uUtero. Em certas
modalidades, o método compreende ainda um método de tratamento de uma
doenca nao cancerigena ou afeccao hiperplasica. A célula pode ser uma célula pré-
cancerosa ou cancerosa. Em certas modalidades, as composi¢coes € métodos inibem
o crescimento da célula, induzem apoptose na célula e/ou inibem a tradugcdo de um
oncogene. O oligonucleotideo pode inibir a traducdo de um gene que é
superexpresso na célula cancerosa.

[024]Em certas modalidades, os métodos da invengdo compreendem ainda
administrar uma terapia adicional ao sujeito. A terapia adicional pode compreender a
administracdo de uma quimioterapia (por exemplo, paclitaxel ou docetaxel), uma
cirurgia, uma radioterapia e/ou uma terapia genética. Em certos aspectos, a
quimioterapia é docetaxel, paclitaxel, cisplatina (CDDP), carboplatina, procarbazina,
mecloretamina, ciclofosfamida, camptotecina, ifosfamida, melfalano, clorambucil,
bussulfano, nitrosureia, dactinomicina, daunorubicina, doxorubicina, bleomicina,

plicomicina, mitomicina, etoposideo (VP16), tamoxifeno, raloxifeno, agentes de
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ligagdo ao receptor de estrogénio, taxol, gemcitabien, navelbina, inibidores de
farnesil-proteina-tansferase, transplatina, 5-fluorouracila, vincristina, vinblastina,
metotrexato ou combinagdes dos mesmos. Em certas modalidades, a quimioterapia
€ um taxano como docetaxal ou paclitaxel. A quimioterapia pode ser entregue antes,
durante, depois ou combinacdes das mesmas em razdo a uma composicao lipidica
neutra da invencado. Uma quimioterapia pode ser entregue dentro de 0, 1, 5, 10, 12,
20, 24, 30, 48 ou 72 horas ou mais da composicao lipidica neutra. A composicao
lipidica neutra, a segunda terapia anticAncer ou a composicéo lipidica neutra e a
terapia anticAncer podem ser administradas intratumoralmente, intravenosamente,
intraperitonealmente, subcutaneamente, oralmente ou por varias combinacdes das
mesmas.

[025]Esta contemplado que qualquer modalidade discutida neste relatério
descritivo possa ser implementada com razao a qualquer método ou composicao da
invencgao e vice-versa. Além disso, as composi¢gdes da invencdo podem ser usadas
para alcancar os métodos da invencgao.

[026]Como usado no presente documento, "essencialmente livre", em
termos de um componente especificado, € usado no presente documento para
significar que nenhum componente especificado foi propositadamente formulado em
uma composicao e/ou esta presente apenas como contaminante ou em pequenas
quantidades. A quantidade total do componente especificado resultante de qualquer
contaminagdo nao intencional de uma composicdao é, portanto, bem abaixo de
0,05%, preferencialmente abaixo de 0,01%. O mais preferido € uma composicao na
qual nenhuma quantidade do componente especificado pode ser detectada com
métodos analiticos padréo.

[027]Conforme usado neste documento no relatério descritivo, "um" ou
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"uma" pode significar um ou mais. Conforme usado neste documento nas
reivindicagdes, quando usado em conjunto com a palavra "compreendendo”, as
palavras "um" ou "uma" podem significar um ou mais de um.

[028]0 uso do termo "ou" nas reivindicagdes € usado para significar "e/ou", a
menos que explicitamente indicado referindo-se apenas a alternativas ou as
alternativas sejam mutuamente exclusivas, embora a divulgacdo apoie uma
definicdo que se refira apenas a alternativas e "e/ou". Conforme usado no presente
documento, "outro" pode significar pelo menos um segundo ou mais.

[029]Em todo este pedido, o termo "cerca de" € usado para indicar que um
valor inclui a variacdo inerente de erro para o dispositivo, o método sendo
empregado para determinar o valor ou a variagdo existente entre os sujeitos ao
estudo.

[030]Outros objetos, caracteristicas e vantagens da presente inveng¢ao serao
evidentes a partir da descricdo detalhada a seguir. Deve ser entendido, no entanto,
que a descricao detalhada e os exemplos especificos, embora indiquem
modalidades preferidas da invencdo, sdo dados apenas como ilustracdo, uma vez
que varias mudancas e modificacdes dentro do espirito e escopo da invencao se
tornardao aparentes aos versados na técnica a partir desta descrigao detalhada.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

[031]Os desenhos a seguir fazem parte do presente relatério descritivo e sdo
incluidos para demonstrar adicionalmente certos aspectos da presente invengéo. A
invencdo pode ser mais bem compreendida a titulo de referéncia a um ou mais
desses desenhos em combinagdo com a descricdo detalhada de modalidades
especificas apresentadas no presente documento.

[032]Figura 1 - Inibicdo da expressdo de STAT3 pelo STAT3 antissenso
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lipossdmico. A capacidade do STAT3 antissenso lipossémico de inibir a expressao
de STAT3 foi testada em duas linhas celulares de adenocarcinoma de pulmao,
H1975 e HCC 827. O STAT3 antissenso lipossémico correspondente a SEQ ID NO:
4 (180 pg/ml) ou uma quantidade equivalente de lipossomas vazios foram incubados
com cada linha celular por quatro dias.

[033]Figuras 2A a 2C - Inibicdo da viabilidade celular de cancer de pulmao
de células ndo pequenas pelo STAT3 antissenso lipossdmico. A capacidade do
STAT3 antissenso lipossdmico de inibir a viabilidade de células de cancer de pulméo
de células ndo pequenas foi testada em trés linhas celulares de adenocarcinoma de
pulmao: H1975 (Figura 2A), HCC 827 (Figura 2B) e H358 (Figura 2C). O STAT3
antissenso lipossémico correspondente a uma das SEQ ID NOs: 1 a 4 foi incubado
com cada linha celular por quatro dias.

[034]Figuras 3A e 3B - Inibicdo da viabilidade celular de leucemia e linfoma
pelo STAT3 antissenso lipossdmico. A capacidade do STAT3 antissenso lipossémico
de inibir o crescimento de células de leucemia foi testada em trés linhas celulares de
leucemia humana (K-562, MV4-11 e Kasumi-1) (Figura 3A) e cinco linhas celulares
de linfoma humano (DOHH-2, SU-DHL-4, SU-DHL-6, SU-DHL-10 e RL) (Figura 3B).
O STAT3 antissenso lipossémico correspondente a SEQ ID NO: 4 foi incubado com
cada linha celular por quatro dias.

DESCRICAO DE MODALIDADES ILUSTRATIVAS

[035]A presente invencao fornece composicdes e métodos para a entrega de
um oligonucleotideo anti-STAT3 (por exemplo, um inibidor da expressdo génica) a
uma célula através de uma composicdo lipidica, em certos aspectos uma
composicao lipidica com uma carga liquida de cerca de zero, isto €, uma

composicdo lipidica neutra. Em certas modalidades, a composigédo lipidica € um
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lipossomo nao carregado. Esses métodos podem ser efetivamente usados para
tratar um céncer ou uma doencga autoimune.

l. LIPIDEOS E LIPOSSOMAS

[036]"Lipossomas"” é usado no presente documento para significar vesiculas
contendo lipideos com uma bicamada lipidica, bem como outras particulas
transportadoras de lipideos que podem aprisionar ou incorporar oligonucleotideos
antissenso. Sendo assim, lipossoma € um termo genérico que abrange uma
variedade de carreadores lipidicos unilamelares, multilamelares e multivesiculares
formados pela geracdo de bicamadas ou agregados lipidicos fechados. Além disso,
os lipossomas podem ter uma estrutura lamelar indefinida. Os lipossomas podem ser
determinados como tendo estruturas vesiculares com uma membrana de bicamada
fosfolipidica € um meio aquoso interno. Os lipossomas multilamelares tém multiplas
camadas lipidicas separadas por meio aquoso. Os mesmos se formam
espontaneamente quando os fosfolipideos sdo suspensos em excesso de solugdo
aquosa. Os componentes lipidicos sofrem autorrearranjo antes da formacdo de
estruturas fechadas e retém agua e solutos dissolvidos entre as bicamadas lipidicas
(Ghosh e Bachhawat, 1991). No entanto, a presente invengcdo também abrange
composi¢cdes que possuem estruturas diferentes em solucdo que a estrutura
vesicular normal. Por exemplo, os lipideos podem assumir uma estrutura micelar ou
simplesmente existir como agregados nao uniformes de moléculas lipidicas.

[037]0s lipossomas sdao uma forma de nanoparticulas que sao
transportadoras para a entrega de uma variedade de farmacos em um tecido doente.
O tamanho ideal do lipossoma depende do tecido-alvo. No tecido tumoral, a
vasculatura é descontinua e os tamanhos dos poros variam de 100 a 780 nm (Siwak

et al., 2002). Em comparacéo, o tamanho dos poros no endotélio vascular normal é
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<2 nm na maioria dos tecidos e 6 nm nas vénulas pds-capilares. Pensa-se que 0s
lipossomas com carga negativa sdo removidos mais rapidamente da circulagdo do
que os lipossomas neutros ou com carga positiva; no entanto, estudos recentes
indicaram que o tipo de lipideo com carga negativa afeta a taxa de captacdo de
lipossomos pelo sistema reticulo-endotelial (RES). Por exemplo, lipossomas
contendo lipideos carregados negativamente que ndo sao blindados
estereoquimicamente (fosfatidilserina, acido fosfatidico e fosfatidilglicerol) sao
eliminados mais rapidamente do que lipossomos neutros. Curiosamente, 0s
lipossomas catibnicos (1,2-dioleoil-3-trimetilaménio-propano [DOTAP]) e os
complexos DNA-lipossomo-catidnico-DNA sdo mais avidamente ligados e
internalizados pelas células endoteliais dos vasos sanguineos angiogénicos por
endocitose do que os lipossomas neutros anidnicos, neutros ou estericamente
estabilizados (Thurston et al., 1998; Krasnici et al., 2003). Os lipossomas catiénicos
podem ndo ser carreadores de entrega ideais para células tumorais porque as
interagOes superficiais com as células tumorais criam um efeito de barreira do local
de ligacdo derivado eletrostaticamente, inibindo ainda mais a associagdo dos
sistemas de entrega com os esferoides do tumor (Kostarelos et al, 2004). No
entanto, os lipossomas neutros parecem ter melhor penetragdo intratumoral. A
toxicidade com preparacbes lipossOmicas especificas também tem sido uma
preocupacao. Os lipossomas catibénicos provocam toxicidade dependente da dose e
inflamacao pulmonar, promovendo a liberacdo de intermediarios reativos de
oxigénio, e esse efeito € mais pronunciado com lipossomos catiénicos multivalentes
do que com lipossomos catidénicos monovalentes, como DOTAP (Dokka et al., 2000).
Lipossomas neutros e negativos ndao parecem exibir toxicidade pulmonar (Guitierrez-

Puente et al, 1999). Os lipossomas catidnicos, embora absorvendo de maneira
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eficiente os &cidos nucleicos, tiveram sucesso limitado na regulacdo negativa de
genes in vivo, talvez devido a sua natureza intracelular estavel e a resultante falha
na liberacao do conteldo de acidos nucleicos. Os lipideos com carga neutra ou as
composic¢des lipidicas com uma carga neutralizada, por exemplo, 1,2-dioleoil-sn-
glicero-3-fosfocololina (DOPC), sdo utilizados no presente documento devido as
propriedades neutras e ao sucesso no fornecimento de oligonucleotideos antissenso
in vivo.

[038]A presente invencao fornece métodos e composicdes para associar um
oligonucleotideo, como um oligonucleotideo antissenso, com um lipideo e/ou
lipossomo. O oligonucleotideo pode ser incorporado no interior aquoso de um
lipossomo, intercalado na bicamada lipidica de um lipossomo, anexado a um
lipossomo através de uma molécula de ligacdo que estd associada ao lipossomo e
ao oligonucleotideo, aprisionado em um lipossomo, complexado com um lipossomo,
disperso em uma solugdo contendo um lipideo, misturado com um lipideo,
combinado com um lipideo, contido como uma suspensao em um lipideo, contido ou
complexado com uma micela ou associado a outro lipideo. As composi¢des
associadas a lipossomas ou lipossomas/oligonucleotideos fornecidas no presente
documento ndo estdo limitadas a nenhuma estrutura especifica em solugédo. Por
exemplo, as mesmas podem estar presentes em uma estrutura de duas camadas,
como micelas, ou com uma estrutura "colapsada”. Os mesmos também podem
simplesmente ser intercalados em uma solugéo, possivelmente formando agregados
que nao sao uniformes em tamanho ou forma.

A. LIPIDEOS

[039]0s lipideos sdo substancias gordurosas que podem ocorrer

naturalmente ou sintéticas. Por exemplo, lipideos incluem as goticulas de gordura
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que ocorrem naturalmente no citoplasma, bem como a classe de compostos que séao
bem conhecidos dos especialistas na técnica que contém hidrocarbonetos alifaticos
de cadeia longa e seus derivados, como 4&cidos graxos, alcoois, aminas,
aminoalcoois e aldeidos. Um exemplo € o lipideo 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-
fosfocololina (DOPC).

[040]As composicbes lipidicas da presente invengcdo podem compreender
fosfolipideos. Em certas modalidades, um Unico tipo ou estilo de fosfolipideo pode
ser utilizado na criacao de composicdes lipidicas, como lipossomos. Em outras
modalidades, mais de um tipo ou estilo de fosfolipideo pode ser usado.

[041]Os fosfolipideos incluem glicerofosfolipideos e certos esfingolipideos.
Os fosfolipideos incluem, mas ndo estdo limitados a, dioleoilfosfatidilcolina
("DOPC"), fosfatidilcolina do ovo ("EPC"), dilaurililfosfatidilcolina ("DLPC"),
dimiristoilfosfatidilcolina ("DMPC"), dipalmitoilfosfatidilcolina ("DPPC"),
distearoilfosfatidilcolina ("DSPC"), dilinoleoilfosfatidilcolina, 1,2-diaracidoil-sn-glicero-
3-fosfocololina ("DAPC"), 1,2-dieicosenoil-sn-glicero-3-fosfocololina ("DEPC"), 1-
miristoil-2-palmitoilfosfatidilcolina  ("MPPC"),  1-palmitoil-2-miristoilfosfatidilcolina
("PMPC"), 1-palmitoil-2-estearoilfosfatidilcolina ("PSPC"), 1-estearoil-2-
palmitoilfosfatidilcolina ("SPPC"), palmitoiloilofosfatidilcolina ("POPC"), 1-oleoil-2-
palmitoilfosfatidilcolina ("OPPC"), dilaurililfosfatidilglicerol ("DLPG"),
dimiristoilfosfatidilglicerol ("DMPG"), dipalmitoilfosfatidilglicerol ("DPPG"),
distearoilfosfatidilglicerol ~ ("DSPG"), dioleoilfosfatidilglicerol ("DOPG"), 4&cido
dimiristoil fosfatidico ("DMPA"), acido dipalmitoil fosfatidico ("DPPA"), acido distearoil
fosfatidico  ("DSPA"), acido dioleoil fosfatidico ("DOPA"),  dimiristoil
fosfatidiletanolamina ("DMPE"), dipalmitoilfosfatidiletanolamina ("DPPE"),

distearoilfosfatidiletanolamina  ("DSPE"), dioleoilfosfatidiletanolamina ("DOPE"),

Peticdo 870190132529, de 12/12/2019, pag. 25/105



20/83

palmitoiloilofosfatidiletilamina  ("POPE"), dimiristoil fosfatidilserina ("DMPS"),
dipalmitoil fosfatidilserina ("DPPS"), fosfatidilserina cerebral ("BPS"), distearoil
esfingomielina ("DSSP"), esfingomielina cerebral ("BSP"), dipalmitoil esfingomielina
("DPSP"), lisofosfatidilcolina e lisofosfatidiletanolamina.

[042]0s  fosfolipideos incluem, por exemplo, fosfatidilcolinas,
fosfatidilglicer6is e fosfatidiletanolaminas; porque as fosfatidiletanolaminas e
fosfatidilcolinas ndo sdo carregadas sob condicdes fisiolégicas (isto é, a cerca de pH
7), esses compostos podem ser particularmente Uteis para gerar lipossomos neutros.
Em certas modalidades, a DOPC fosfolipidica é usada para produzir lipossomos ou
composigdes lipidicas sem carga. Em certas modalidades, um lipideo que néo é
fosfolipideo (por exemplo, colesterol) também pode ser usado.

[043]O0s fosfolipideos podem ser de fontes naturais ou sintéticas. No entanto,
fosfolipideos de fontes naturais, como fosfatidilcolina de ovo ou soja, acido
fosfatidico cerebral, fosfatidilinositol cerebral ou vegetal, cardiolipina cardiaca e
fostatidiletanolamina vegetal ou bacteriana, nao sdo usados em certas modalidades
como o fosfatideo primario (ou seja, constituindo 50% ou mais da composicao total
de fosfatideo) porque isso pode resultar em instabilidade e vazamento dos
lipossomas resultantes.

B. LIPOSSOMAS NEUTROS

[044] "Lipossomas ou composi¢ao lipidica neutros" ou "lipossomas ou
composicdo lipidica ndo carregados”, como usado no presente documento, sdo
definidos como lipossomos ou composicoes lipidicas com um ou mais lipideos que
produzem uma carga liquida essencialmente neutra (substancialmente sem carga).
Em certas modalidades, lipossomos ou composicoes lipidicas neutros podem incluir

principalmente lipideos e/ou fosfolipideos que sdo os mesmos préprios neutros. Em
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certas modalidades, lipideos anfipaticos podem ser incorporados ou usados para
gerar lipossomos ou composi¢oes lipidicas neutros. Por exemplo, um lipossoma
neutro pode ser gerado pela combinacdo de lipideos carregados positiva e
negativamente, de modo que essas cargas se cancelem substancialmente umas as
outras, produzindo assim uma carga liquida essencialmente neutra. Por
"essencialmente neutro" ou "essencialmente sem carga", significa-se que poucos, se
houver, lipideos em uma determinada populagéo (por exemplo, uma populagéao de
lipossomas) incluem uma carga que nao é cancelada por uma carga oposta de outro
componente (por exemplo, menos de 10% dos componentes incluem uma carga nao
cancelada, mais preferencialmente menos que 5% e mais preferencialmente menos
que 1%). Em certas modalidades da presente invencdo, uma composi¢cao pode ser
preparada em que o componente lipidico da composicdo é essencialmente neutro,
mas nao esta na forma de lipossomas.

[045]O tamanho dos lipossomas varia dependendo do método de sintese.
Um lipossoma suspenso em uma solugdo aquosa geralmente tem a forma de uma
vesicula esférica e pode ter uma ou mais camadas concéntricas de moléculas de
bicamada lipidica. Cada camada consiste em uma matriz paralela de moléculas
representadas pela formula XY, em que X € uma fragédo hidrofilica e Y é uma fragéao
hidrofébica. Na suspensdo aquosa, as camadas concéntricas sdo dispostas de
modo que as porgdes hidrofilicas tendam a permanecer em contato com uma fase
aquosa e as regides hidrofobicas tendam a se autoassociar. Por exemplo, quando
fases aquosas estdo presentes no lipossomo, as moléculas lipidicas podem formar
uma bicamada, conhecida como lamela, do arranjo XY-YX. Agregados de lipideos
podem se formar quando as partes hidrofilicas e hidrofébicas de mais de uma

molécula lipidica se associam umas as outras. O tamanho e a forma desses
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agregados dependerdo de muitas variaveis diferentes, como a natureza do solvente
e a presencga de outros compostos na solugao.

[046]0s lipossomas dentro do ambito da presente invencdo podem ser
preparados de acordo com técnicas de laborat6rio conhecidas, como, por exemplo, o
método de Bangham et al. (1965), cujo conteddo é incorporado no presente
documento a titulo de referéncia; o método de Gregoriadis (1979), cujo contetudo é
incorporado no presente documento a titulo de referéncia; o método de Deamer e
Uster (1983), cujo conteddo é incorporado a titulo de referéncia; e o método de
evaporacdo em fase reversa, como descrito por Szoka e Papahadjopoulos (1978).
Os meétodos acima mencionados diferem em suas respectivas habilidades para
aprisionar material aquoso e em suas respectivas proporgbes aquosas de espacgo
para lipideos.

[047]Em certas modalidades, um lipossomo neutro pode ser usado para
fornecer um oligonucleotideo, tal como um oligonucleotideo antissenso. O lipossoma
neutro pode conter uma Unica espécie de oligonucleotideo direcionado para a
supressao da traducdo de um Unico gene, ou o lipossomo neutro pode conter varias
espécies de oligonucleotideos que séo direcionados para a supressao da traducao
de multiplos genes. Além disso, o lipossoma neutro também pode conter um
quimioterapéutico além do oligonucleotideo; assim, em certas modalidades, um
quimioterapico e um oligonucleotideo podem ser entregues a uma célula (por
exemplo, uma célula cancerigena em um sujeito humano) na mesma composi¢ao ou
em composicoes separadas.

[048]0s lipideos secos ou lipossomos liofilizados podem ser desidratados e

reconstituidos em uma concentragdo apropriada com um solvente adequado (por

exemplo, DPBS ou tampéao Hepes). A mistura pode entdo ser agitada vigorosamente
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em um misturador de vértice. Os lipossomas podem ser ressuspensos em uma
concentracao total adequada de fosfolipideos (por exemplo, cerca de 10 a 200 mM).
O oligonucleotideo ndo encapsulado pode ser removido por centrifugagéo a 29.000
g € os sedimentos lipossdmicos lavados. Alternativamente, os oligonucleotideos néo
encapsulados podem ser removidos por didlise contra um excesso de solvente. A
quantidade de oligonucleotideo encapsulado pode ser determinada de acordo com
métodos padrao.

1. INIBICAO DA EXPRESSAQO GENICA

[049]Um oligonucleotideo inibitério pode inibir a transcri¢do ou tradugédo de
um gene em uma célula. Um oligonucleotideo pode ter de 5 a 50 ou mais
nucleotideos de comprimento e, em certas modalidades, de 7 a 30 nucleotideos de
comprimento. Em certas modalidades, o oligonucleotideo pode ter 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 ou 30 nucleotideos
de comprimento. O oligonucleotideo pode compreender um &cido nucleico e/ou um
analogo de acido nucleico. Tipicamente, um oligonucleotideo inibidor inibira a
traducdo de um Unico gene dentro de uma célula; no entanto, em certas
modalidades, um oligonucleotideo inibitério pode inibir a tradugcdo de mais de um
gene dentro de uma célula.

[050]Dentro de um oligonucleotideo, os componentes do oligonucleotideo
nao precisam ser do mesmo tipo ou homogéneos (por exemplo, um oligonucleotideo
pode compreender um nucleotideo e um acido nucleico ou analogo de nucleotideo).
Em certas modalidades da presente invengéo, o oligonucleotideo pode compreender
apenas um unico 4cido nucleico ou analogo de acido nucleico. O oligonucleotideo
inibitdério pode compreender 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,

25, 30 ou mais nucleobases contiguas, incluindo todas as faixas entre elas, que
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hibridizam com um &acido nucleico complementar para formar uma estrutura de fita
dupla.
IIl. ACIDOS NUCLEICOS

[051]A presente invencao fornece métodos e composigdes para a entrega de
um oligonucleotideo via lipossomos neutros. Como um oligonucleotideo é composto
de um acido nucleico, métodos relacionados a &acidos nucleicos (por exemplo,
producdo de um acido nucleico, modificacdo de um acido nucleico, efc.) também
podem ser utilizados em razdo a um oligonucleotideo.

[052]0 termo "acido nucleico" é bem conhecido na técnica. Um "acido
nucleico", como utilizado no presente documento, geralmente refere-se a uma
molécula (isto é, uma fita) de DNA, RNA ou um derivado ou analogo do mesmo,
compreendendo uma nucleobase. Estas definicdes referem-se a um acido nucleico
de fita simples ou dupla. Os acidos nucleicos de cadeia dupla podem ser formados
por ligacdo totalmente complementar; no entanto, em algumas modalidades, um
acido nucleico de fita dupla pode ser formado por ligagdo complementar parcial ou
substancial. Como utilizado no presente documento, um &cido nucleico de fita
simples pode ser indicado pelo prefixo "ss" € um acido nucleico de fita dupla pelo
prefixo "ds".

A. NUCLEOBASES

[053]Como usado no presente documento, uma "nucleobase" refere-se a
uma base heterociclica, como, por exemplo, uma nucleobase de ocorréncia natural
(ou seja, A, T, G, C ou U) encontrada em pelo menos um &cido nucleico de
ocorréncia natural (ou seja, DNA e RNA) e derivados ou andlogos de ocorréncia
natural ou ndo natural e analogos de tal nucleobase. Uma nucleobase geralmente

pode formar uma ou mais ligagdes de hidrogénio (isto &, "recozer" ou "hibridizar")
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com pelo menos uma nucleobase de ocorréncia natural de uma maneira que possa
substituir o emparelhamento de nucleobase de ocorréncia natural (por exemplo, a
ligacdo de hidrogénio entre A e T, G e C, e A e U). Uma nucleobase pode ser
compreendida em um nucleosideo ou nucleotideo, usando qualquer método de
sintese quimica ou natural descrito no presente documento ou conhecido por um
especialista na técnica.

[054]Nucleobases de "purina" e/ou "pirimidina" abrangem nucleobases de
purina e/ou pirimidina de ocorréncia natural e também derivado(s) e analogo(s),
incluindo, mas néo limitado a, uma purina ou pirimidina substituida por uma ou mais
dentre uma porcao alquila, carboxialquila, amino, hidroxila, halogénio (isto é, fluor,
cloro, bromo ou iodo), tiol ou alquiltiol. As por¢des alquila (por exemplo, alquila,
caboxialquila, etc.) preferidas compreendem de cerca de 1, cerca de 2, cerca de 3,
cerca de 4, cerca de 5, a cerca de 6 atomos de carbono. Outros exemplos nao
limitativos de uma purina ou pirimidina incluem deazapurina, 2,6-diaminopurina, 5-
fluorouracila, xantina, hipoxantina, 8-bromoguanina, 8-cloroguanina, bromotilina, 8-
aminoguanina, uma 8-hidroxiguanina, uma 8-metilguanina, uma 8-tioguanina, uma
azaguanina, uma 2-aminopurina, uma 5-etilcitosina, uma 5-metilcitosina, uma 5-
bromouracila, uma 5-etiluracila, uma 5-iodouracila, uma 5-clorouracila, 5-
propiluracila, tiouracila, 2-metiladenina, metiltioadenina, N,N-diemetiladenina,
azaadeninas, 8-bromoadenina, 8-hidroxiadenina, 6-hidroxiaminopurina, 6-tiopurina,
uma 4-(6-amino-hexil/citosina) e similares. Derivados ou anélogos de purina e
pirimidina incluem, mas n&o estdo limitados a (abreviagdo/descricao da base
modificada): ac4c/4-acetilcitidina, Mamb5s2u/5-metoxiaminometil-2-tiouridina,
Chmb5u/5-(carboxi-hidroxilmetil) uridina, Man g/Beta, D-manosilqueosina, Cm/2'-O-

metilcitidina, Mcm5s2u/5-metoxicarbonilmetil-2-tiouridina, Cmnmb5s2u/5-
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carboximetilamino-metil-2-tioridina, Mcm5u/5-metoxicarbonilmetiluidina, Cmnm5u/5-
carboximetilaminometiluridina, Mo5u/5-metoxiuridina, D/Dihidrouridina, Ms2i6a, 2-
methilthio-N6-isopenteniladenosina, Fm/2'-O-metilpseudouridina, Ms2t6a/N-((9-beta-
D-ribofuranosil-2-metiltiopurina-6-il) ~ carbamoila)treonina, @ Gal  ¢/Beta, D-
galactosilqueosina, Mt6a/N-((9-beta-D-ribofuranosilpurina-6-il)N-metil-
carbamoil)treonina, = Gm/2'-O-metilguanosina, = Mv/acido  Uridina-5-oxiacético
metiléster, l/inosina, o5u/acido uridina-5-oxiacético (v), 16a/N6-isopenteniladenosina,
Osiw/Wibutoxosina, m1a/1-metiladenosina, P/Pseudouridina, m1f/1-
metilpseudouridina, Q/Quenosina, m1ig/1-metilguanosina, s2c/2-tiocididina, m1l/1-
metilinosina, s2t/5-metil-2-tiouridina, m22g/2,2-dimetilguanosina, s2u/2-tiouridina,
m2a/2-metiladenosina, s4u/4-tiouridina, m2g/2-metilguanosina, T/5-metiluridina,
m3c/3-metilcitidina, t6a/N-((9-beta-D-ribofuranosilpurina-6-il)carbamoil)treonina,
m5c/5-metilcitidina, Tm/2'-O-metil-5-metiluridina, m6a/N6-metiladenosina, Um/2'-O-
metiluridina, m7g/7-metilguanosina, Yw/Wibutosina, Mam5u/5-metilaminometiluridina
ou X/3-(3-amino-3-carboxipropil)uridina, (acp3)u.

B. NUCLEOSIDEOS

[055]Como usado no presente documento, um "nucleosideo" refere-se a
uma unidade quimica individual compreendendo uma nucleobase covalentemente
ligada a uma porgdo quimica ligante de nucleobase. Um exemplo néo limitativo de
uma "porg¢ao quimica ligante de nucleobase" é um agucar que compreende atomos
de 5 carbonos (ou seja, um "agucar de 5 carbonos"), incluindo, mas néao se limitando
a, desoxirribose, ribose, arabinose ou derivado ou um andlogo de um agucar de 5
carbonos. Exemplos nao limitativos de um derivado ou analogo de um acgucar de 5
carbonos incluem um 2'-fluoro-2'-desoxirribose ou um acgucar carbociclico em que

um carbono € substituido por um atomo de oxigénio, no anel de agucar. Como
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usado no presente documento, uma "por¢cao quimica" geralmente se refere a um
componente quimico ou molecular menor de uma estrutura quimica ou molecular
maior.

[056]Diferentes tipos de ligacao(s) covalente(s) de uma nucleobase a uma
porcao quimica de ligante de nucleobase sdo conhecidos na técnica. A titulo de
exemplo nao limitativo, um nucleosideo compreendendo uma nucleobase de purina
(ou seja, A ou G) ou 7-deazapurina compreende tipicamente uma ligacdo covalente
da posicao 9 da purina ou 7-deazapurina na posi¢cao 1' de um acgucar de 5 carbonos.
Em outro exemplo ndo limitativo, um nucleosideo compreendendo uma nucleobase
de pirimidina (ou seja, C, T ou U) normalmente compreende uma ligagao covalente
da posicao 1 da pirimidina a uma posicao 1' de agucar de 5 carbonos (Kornberg e
Baker, 1992).

C. NUCLEOTIDEOS

[057]Como usado no presente documento, um "nucleotideo” refere-se a um
nucleosideo que compreende ainda uma "ligacdo de cadeia principal". Uma ligagéao
de cadeia principal geralmente liga covalentemente um nucleotideo a outra molécula
compreendendo um nucleotideo ou a outro nucleotideo para formar um 4&cido
nucleico. A "ligagdo de cadeia principal" em nucleotideos de ocorréncia natural
geralmente compreende uma fracédo fosfato (por exemplo, uma ligacdo de cadeia
principal de fosfodiéster), que é covalentemente ligada a um acucar de 5 carbonos.
A ligacdo da porgdo quimica de cadeia principal ocorre tipicamente na posicao 3' ou
5' do agucar de 5 carbonos. No entanto, outros tipos de ligagdes sdo conhecidos na
técnica, particularmente quando um nucleotideo compreende derivados ou analogos
de uma fracédo de agucar ou fosfato de 5 carbonos que ocorre naturalmente.

D. ANALOGOS DE ACIDOS NUCLEICOS
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[058]Um acido nucleico pode compreender, ou ser composto inteiramente
de, um derivado ou analogo de uma nucleobase, uma porcdo de ligante de
nucleobase e/ou ligagdo de cadeia principal que pode estar presente em um acido
nucleico de ocorréncia natural. Como usado no presente documento, um "derivado”
refere-se a uma forma quimicamente modificada ou alterada de uma molécula que
ocorre naturalmente, enquanto os termos "imitagao" ou "analogo" se referem a uma
molécula que pode ou ndo se assemelhar estruturalmente a uma molécula ou
porcdo quimica que ocorre naturalmente, mas possui fungbes semelhantes.
Analogos ou derivados de nucleobase, nucleosideo e nucleotideo sdo bem
conhecidos na técnica.

[059]Exemplos ndo limitativos de nucleosideos, nucleotideos ou é&cidos
nucleicos compreendendo acglucar de 5 carbonos e/ou derivados ou andlogos de
ligagcdo de cadeia principal, incluem aqueles na Patente US 5.681.947 que descreve
oligonucleotideos compreendendo derivados de purina que formam hélices triplas
com e/ou impedem a expressdo de dsDNA; Pat. 5.652.099 e 5.763.167 que
descrevem acidos nucleicos incorporando analogos fluorescentes de nucleosideos
encontrados no DNA ou RNA, particularmente para uso como sondas de acidos
nucleicos fluorescentes; Pat. 5.614.617, que descreve analogos de
oligonucleotideos com substituicbes em anéis de pirimidina que possuem uma
estabilidade de nuclease aprimorada; Pat. 5.670.663, 5.872.232 e 5.859.221 que
descrevem analogos de oligonucleotideos com acgucares de 5 carbonos modificados
(isto é, porgdes 2'-desoxifuranosil modificadas) utilizados na deteccdo de acidos
nucleicos; Pat. 5.446.137, que descreve oligonucleotideos compreendendo pelo
menos uma fracdo de acucar de 5 carbonos substituida na posicdo 4' por um

substituinte diferente de hidrogénio que pode ser utilizado em ensaios de
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hibridizacdo; Pat. 5.886.165, que descreve oligonucleotideos com ambos o0s
desoxirribonucleotideos com ligagdes de cadeia principal 3'-5' e ribonucleotideos
com ligacOes de cadeia principal 2'-5'; Pat. 5.714.606, que descreve uma ligacao de
cadeia principal modificada, em que um oxigénio na posicao 3' da ligacdo de cadeia
principal € substituido por um carbono para aumentar a resisténcia a nuclease de
acidos nucleicos; Pat. 5.672.697, que descreve oligonucleotideos contendo uma ou
mais ligacbes de cadeia principal de 5 metileno fosfonato que aumentam a
resisténcia a nuclease; Pat. 5.466.786 e€ 5.792.847, que descrevem a ligacao de
uma fracao substituinte que pode compreender um farmaco ou marcador ao carbono
2' de um oligonucleotideo para fornecer estabilidade aprimorada da nuclease e
capacidade de distribuir farmacos ou unidades de detecgdo; Pat. 5.223.618, que
descreve analogos de oligonucleotideos com uma ligacdo de cadeia principal de 2
ou 3 carbonos anexando a posicao 4' e a posi¢ao 3' da por¢do quimica de agucar de
5 carbonos adjacente para captagao celular aprimorada, resisténcia a nucleases e
hibridizacgdo com RNA alvo; Pat. 5.470.967, que descreve oligonucleotideos
compreendendo pelo menos uma ligagdo de sulfamato ou cadeia principal de
sulfamida que é util como sondas de hibridizacdo de 4acido nucleico; Pat. 5.378.825,
5.777.092, 5.623.070, 5.610.289 e 5.602.240, que descrevem oligonucleotideos com
uma porgcdo quimica de ligacdo de cadeia principal de trés ou quatro atomos
substituindo a ligacdao de cadeia principal de fosfodiéster usada para melhorar a
resisténcia as nucleases, captacdo celular e regular a expressdo de RNA; Pat.
5.858.988, que descreve o agente transportador hidrofébico ligado a posigao 2'-O
dos oligonucleotideos para aumentar sua permeabilidade e estabilidade da
membrana; Pat. 5.214.136 que descreve oligonucleotideos conjugados com

antraquinona no terminal 5' que possuem hibridizagdo aprimorada com DNA ou

Peticdo 870190132529, de 12/12/2019, pag. 35/105



30/83

RNA; estabilidade aprimorada para nucleases; Pat. 5.700.922, que descreve
qguimeras PNA-DNA-PNA em que o DNA compreende nucleotideos 2'-desoxi-eritro-
pentofaranosil para aumentar a resisténcia a nuclease, afinidade de ligagéo e
capacidade de ativar a RNase H; Pat. 5.708.154 que descreve o RNA ligado a um
DNA para formar um hibrido DNA-RNA; Pat. 5.908.845, que descreve acidos
nucleicos de poliéter em que uma ou mais nucleobases estédo ligadas a atomos de
carbono quirais em uma cadeia principal de poliéter; Pat. 5.786.461, 5.891.625,
5.786.461, 5.773.571, 5.766.855, 5.736.336, 5.719.262, 5.714.331, 5.539.082 e WO
92/20702 que descrevem acidos nucleicos peptidicos (PNA ou analogo de acido
nucleico baseado em peptideo; ou PENAM) que geralmente compreendem um ou
mais nucleotideos ou nucleosideos que compreendem uma por¢ao nucleobase, uma
porcao ligante de nucleobase que ndo é um acgucar de 5 carbonos (por exemplo,
atomos de nitrogénio aza, amido e/ou amarras de ureido) e/ou uma ligacdo de
cadeia principal que ndao é uma ligacao de cadeia principal de fosfato (por exemplo,
ligagdo de cadeia principal de aminoetilglicina, poliamida, polietila, polioamida,
polissulfinamida ou polissulfonamida); e Pat. 5.855.911, que descreve a ligacao de
cadeia principal de P-etdxi hidrofébico resistente a nuclease.

[060]0utras modificacdes e utilizagdes de analogos de &cidos nucleicos sdo
conhecidas na técnica, e prevé-se que essas técnicas e tipos de analogos de acidos
nucleicos possam ser utilizados com a presente invengao.

E. PREPARACAO DE ACIDOS NUCLEICOS

[061]Um acido nucleico pode ser produzido por qualquer técnica conhecida
dos versados na técnica, como sintese quimica, producdo enzimatica ou producéo
biol6gica. Exemplos nao limitativos de um acido nucleico sintético (por exemplo, um

oligonucleotideo sintético) incluem um acido nucleico produzido por sintese quimica
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in vitro usando quimica de fosfotriéster, fosfito ou fosforamidita e técnicas de fase
solida, como descrito no documento nimero EP 266.032, incorporado no presente
documento a titulo de referéncia ou por intermediarios desoxinucleosideos H-
fosfonato, como descrito por Froehler et al. (1986) e US Pat. 5.705.629, cada uma
incorporada no presente documento a titulo de referéncia. Nos métodos da presente
invengdo, uma ou mais espécies de oligonucleotideo podem ser usadas. Varios
mecanismos de sintese de oligonucleotideos foram divulgados, por exemplo, na US
Pat. 4.659.774, 4.816.571, 5.141.813, 5.264.566, 4.959.463, 5.428.148, 5.554.744,
5.574.146, 5.602.244, cada uma das quais é incorporada no presente documento a
titulo de referéncia.

F. PURIFICACAO DE ACIDOS NUCLEICOS

[062]Um acido nucleico pode ser purificado em géis de poliacrilamida,
gradientes de centrifugacdo de cloreto de césio ou por qualquer outro meio
conhecido dos versados na técnica (ver, por exemplo, Sambrook et al. (2001),
incorporado no presente documento a titulo de referéncia).

[063]Em certas modalidades, a presente invencdo refere-se a um acido
nucleico que é um acido nucleico isolado. Conforme usado no presente documento,
o termo "4cido nucleico isolado" refere-se a uma molécula de acido nucleico (por
exemplo, uma molécula de RNA ou DNA) que foi isolada livre ou, de outra forma,
livre da maioria dos acidos nucleicos gendmicos e transcritos de uma ou mais
células. Em certas modalidades, "4cido nucleico isolado" refere-se a um &cido
nucleico que foi isolado livre ou isento da maioria de componentes celulares ou
componentes de reacao in vitro, como, por exemplo, macromoléculas, como lipideos
ou proteinas, pequenas moléculas biolégicas e similares.

G. HIBRIDIZACAO
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[064]Como usado no presente documento, "hibridizagdo", "hibridiza" ou
"capaz de hibridizar" é entendido como a formag¢ao de uma molécula de fita dupla ou
tripla ou de uma molécula com natureza parcial dupla ou tripla de fita. O termo
"recozimento”, conforme usado no presente documento, é sinbnimo de "hibridizar".

[065]Como usado no presente documento, "condicdo (ou condigdes)
estrita(s)" ou "alta estringéncia" sdo aquelas condicdes que permitem a hibridizacao
entre ou dentro de uma ou mais fitas de acido nucleico que contém sequéncia(s)
complementar(es), mas impedem a hibridizagdo de sequéncias aleatérias.
CondicOes estritas toleram pouca ou nenhuma incompatibilidade entre um &acido
nucleico e uma fita alvo. Tais condicbes sdo bem conhecidas dos versados na
técnica e sdo preferidas para aplicacdes que requerem alta seletividade.

[066]Condicdes estritas podem compreender condicdes de baixo sal e/ou
alta temperatura, tais como fornecidas por cerca de 0,02 M a cerca de 0,15 M de
NaCl a temperaturas de cerca de 50 °C a cerca de 70 °C. Entende-se que a
temperatura e a forga ibnica de uma estringéncia desejada sdao determinadas em
parte pelo comprimento do(s) acido(s) nucleico(s) especifico(s), pelo comprimento e
pelo conteudo de nucleobases da(s) sequéncia(s)-alvo, pela composicao de carga
do(s) acido(s) nucleico(s) e a presenga ou concentracdo de formamida, cloreto de
tetrametilamonio ou outro(s) solvente(s) em uma mistura de hibridizacéo.

[067]Entende-se também que esses intervalos, composicoes e condicdes
para hibridizacdo sdo mencionados apenas a titulo de exemplo nao limitativo, € que
a estringéncia desejada para uma reacdo de hibridizagdo especifica é
frequentemente determinada empiricamente por comparagdo com um ou mais
controles positivos ou negativos. Dependendo da aplicacdo prevista, é preferido

empregar condigdes variadas de hibridizacdo para alcancar graus variados de
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seletividade de um acido nucleico em razdo a uma sequéncia-alvo. Em um exemplo
néo limitativo, a identificagdo ou isolamento de um acido nucleico-alvo relacionado
que nao hibridiza com um acido nucleico sob condi¢des estritas pode ser alcangado
por hibridizacdo a baixa temperatura e/ou alta forca ibnica. Tais condicbes sé@o
denominadas "baixa estringéncia" ou "condigbes de baixa estringéncia", e exemplos
néo limitativos de baixo estringéncia incluem hibridizagéo realizada em cerca de 0,15
M a cerca de 0,9 M de NaCl a uma faixa de temperatura de cerca de 20 °C a cerca
de 50 °C. Obviamente, é da competéncia de um especialista na matéria modificar
ainda mais as condi¢cdes de estringéncia alta ou baixa para se adequar a uma
aplicacao especifica.

IV. METODO DE FABRICACAO DE FARMACO LIPOSSOMICO P-ETOXI
ANTISSENSO

[068]0s oligonucleotideos (oligos) antissenso complementares a regides
especificas de um mRNA alvo foram utilizados para inibir a expressdo de genes
enddgenos. Quando os oligonucleotideos antissenso se ligam a um mRNA-alvo, um
hibrido DNA-RNA ¢é formado. Essa formacéao hibrida inibe a tradugdo do mRNA e,
portanto, a expressdo da proteina codificada. Se a proteina é essencial para a
sobrevivéncia da célula, a inibicdo de sua expressdo pode levar a morte celular.
Portanto, os oligonucleotideos antissenso podem ser ferramentas Gteis em terapias
anticancer e antivirais.

[069]0s principais obstaculos no uso de oligonucleotideos antissenso para
inibir a expressdo génica sao instabilidade celular, baixa captacdo celular e baixa
entrega intercelular. Os fosfodiésteres naturais ndo sdo resistentes a hidrélise da
nuclease; portanto, sdo necessdarias altas concentracbes de oligonucleotideos

antissenso antes que qualquer efeito inibitdério seja observado. Andlogos de
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fosfodiéster modificados, como P-etdxi, foram feitos para superar esse problema de
hidrélise de nuclease, mas os mesmos nao forneceram uma solugdo satisfatoria
para o problema.

[070]A captacdo celular de oligonucleotideos antissenso € baixa. Para
resolver esse problema, técnicas fisicas, como precipitacdo com fosfato de calcio,
mediacdo com DEAE-dextrano ou eletroporacdo, foram usadas para aumentar a
captacao celular de oligonucleotideos. Essas técnicas sdo dificeis de reproduzir e
sdo inaplicaveis in vivo. Lipideos catibnicos, como Lipofectina, também foram
utilizados para liberar oligonucleotideos. Uma interagao eletrostatica é formada entre
os lipideos catibnicos e os oligonucleotideos carregados negativamente, o que
resulta em um complexo que € entdo absorvido pelas células-alvo. Uma vez que
estes lipideos catibnicos nao protegem os oligonucleotideos da digestdo com
nucleases e sao prejudiciais para a membrana celular, apenas sao Uteis no
fornecimento de fosforotioatos resistentes a nuclease, mas ndo de fosfodiésters de
clivagem por nuclease.

[071]Outro andlogo de fosfodiéster modificado que foi preparado é o P-etoxi.
A cadeia principal antissenso P-etdxi ndo tem um efeito adverso sobre a ativagao do
sangramento e do complemento, que sdo algumas das toxicidades relatadas para
outros analogos antissenso. As modificagdes de oligonucleotideos P-etdxi sdo feitas
na cadeia principal de fosfato, de modo que a modificacdo n&o interfira com a
ligacdo desses oligonucleotideos a um mRNA alvo. Os oligonucleotideos P-etdxi sdo
produzidos adicionando um grupo etila ao atomo de oxigénio sem ponte da cadeia
principal de fosfato, tornando assim esses oligonucleotideos compostos néo
carregados. Apesar de sua resisténcia as nucleases, a captacao celular e a entrega

intracelular de oligonucleotideos P-etdxi sdo ruins porque, apds a internalizacao,
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esses oligonucleotideos permanecem sequestrados dentro dos vacuolos
endossémicos/lisossdmicos, impedindo seu acesso ao mRNA-alvo.

A. PRODUTO DE FARMACO ANTISSENSO P-ETOXI

[072]0 farmaco lipossdbmico P-etdéxi antissenso é composto por dois
produtos cGMP, ambos com um Certificado de Analise exigido pela FDA com
critérios de liberacao aprovados pela FDA. As matérias-primas, solventes e produto
de farmaco final sdo descritos no presente documento. Quando fabricado, o produto
de farmaco é um cristal ou p6 liofilizado de cor &mbar ou branca que compreende os
seguintes materiais: oligonucleotideo (por exemplo, substadncia de farmaco
antissenso de P-etdxi), lipideos neutros (por exemplo, DOPC) e tensoativo (por
exemplo, polissorbato 20). Na preparacdo para administragdo a um paciente,
solugdo salina normal é adicionada ao frasco, momento em que os lipossomas sao
formados com o antissenso P-etoxi incorporado no interior.

B. SUBSTANCIA DE FARMACO ANTISSENSO P-ETOXI

[073]Propriedades fisicas especificas (por exemplo, solubilidade e
hidrofobicidade, que afetam a solubilidade do farmaco em soro fisioldgico,
incorporagao de oligo nos lipossomas e tamanho das particulas de lipossomas) do
produto acabado podem ser definidas usando uma mistura de matéria-prima pré-
determinada P-et6xi e fosfodiéster amidita durante a producdo da substancia de
farmaco antissenso P-et6xi. Embora a perda do grupo da cadeia principal de P-etoxi
ocorra aleatoriamente durante a fabricacdo de oligonucleotideos, resultando em
ligacbes fosfodiéster nessas ligacbes, essa perda pode nao gerar a proporgao
preferida de ligacdo de cadeia principal de P-etdxi : fosfodiéster dentro do
oligonucleotideo. Nesse caso, a mistura de matéria-prima P-etoxi e fosfodiéster

amidita complementa o valor esperado das dele¢des na cadeia principal do P-etoxi,
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gerando assim um oligonucleotideo com a razdo desejada. Aumentar o numero de
moléculas P-etoxi na cadeia principal do oligonucleotideo faz com que a molécula
seja mais hidrofébica (0 que resulta em particulas maiores de lipossomas; Tabela 1),
menos polares e menos sollveis (Tabela 2). Os métodos de teste da substancia de
farmaco de P-etdxi hidrofébica com carga neutra incluem espectrometria de massa
para determinar a distribuicdo dos comprimentos de oligonucleotideos e ensaios
para determinar a solubilidade da substancia de farmaco que, para propésitos
praticos de solubilidade, € uma inspecao visual do produto de farmaco reconstituido
em salina. A medida que o oligonucleotideo se torna menos sollvel devido a um
numero maior de ligacdes de cadeia principal de P-etdxi, a solugdo reconstituida se
torna mais branca até que as particulas se formem a medida que a hidrofobicidade
se torna muito alta.

[074]A formulacdo deve usar um tamanho de particula, em que o valor de
90% € menor que 5.000 nm e é soluvel, o que € uma fungdo da composicao de
nucleotideos. A titulo de exemplo, se um oligonucleotideo tiver 18 a 20 nucleotideos
de comprimento, pelo menos cinco das ligagdes de cadeia principal de fosfato
devem ser ligacdes de cadeia principal de fosfodiéster. Isso é apoiado pelas
Experiéncias 7 a 10 abaixo na Tabela 1, que fornece dados de 18 oligonucleotideos
mer. Em que se um oligonucleotideo tiver 25 nucleotideos de comprimento, pelo
menos seis das ligacbes de cadeia principal de fosfato devem ser ligagdes de cadeia
principal do fosfodiéster.

TABELA 1. VARIABILIDADE DO TAMANHO DE PARTICULAS DE

LIPOSSOMAS COM COMPOSICAO DE CADEIA PRINCIPAL ANTISSENSO
Delecao de Etila da
Cadeia principal Pos-
Fabricacao

Caracteristicas de Tamanho de Particula:
Fungéo de Distribuicdo Cumulativa
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Exoerimento Cagﬁ{; Sf’é':ggpa' Pico’ | Delegdo de | Valor de 90%| Valor de 50%| Valor de 300
P Projetada principal | Composito® (nm) ** (nm) nm (%)
1 Substivigao de 3| 5,67 2.130 911 15,30
2 Substivigao de 3| 5,67 2.420 1.004 15,50
3 Substiuicaode3 | g 6,12 3.682 943 15,50
4 S“bsa”r;‘fcﬁf‘gsde 8 7 6,66 3.805 978 14,60
5 P-otoxi a 100% 5 5,66 3.924 976 16,00
6 Substuicaode2 | 5,32 4.387 1.888 11,60
70 P-otoxi a 100% 4 4,22 5.057 1131 17,70
8 P-otoxi a 100% 4 452 5.659 1.359 10,00
90 P-otoxi a 100% 4 4,38 7,571 1.909 2,60
100 P-otoxi a 100% 4 4,38 7.994 1653 14,40

** O critério de liberagédo do farmaco é que 90% das particulas de lipossomo
sejam menores ou iguais a 5.000 nm.

a. Este lote foi descartado devido a baixa solubilidade; especificamente,
particulas antissenso na solucao reconstituida.

b. Esse lote apresentou menor volume de DMSO e tBA com 2 mg de
antissenso em um frasco de 20 ml, o que adicionou um componente adicional ao
aumento do lipossoma.

c. Este lote ndo foi langado porque falhou na especificacdo de liberagido do
tamanho de particula.

d. O pico principal representa 0 niumero mais comum de delecdes p-etdxi
nos oligonucleotideos da populagéo.

e. A delecao de compdsito representa o numero médio de delegdes p-etdxi

na populacao de oligonucleotideos.

TABELA 2. SOLUBILIDADE DE PARTICULAS DE LIPOSSOMAS COM
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COMPOSICAQO DE CADEIA PRINCIPAL ANTISSENSO

Delgggo de I,Et”a do.Cad~ela Solubilidade de Farmaco
Principal P6s-Fabricagéo
Experi Cadeia Principal Pico principal Delecéo de Observacao Avaliagcédo da
mento | Antissenso Projetada princip compdsito visual ** Solubilidade
1 Substituicao de 3 6 5,67 solugéo de leite boa
amiditos desnatado
o Substituicao de 3 6 5,67 solugéo de leite boa
amiditos desnatado
Substituigao de 3 i i solugéo de leite
3 amiditos 6 6.12 desnatado boa
4 Substituicao de 3 7 6.66 solugéo de leite boa
amiditos desnatado
- o i i solucdo de leite
5 P-etdxi a 100% 5 5,66 desnatado boa
6 Substituicao de 2 5 5,32 solugéo de leite boa
amiditos desnatado
7 P-etéxi a 100% -4 -4,52 solucdo branca aprovada
8b P-etéxi a 100% -4 -4,38 solucdo branca aprovada
9e P-etéxi a 100% -4 -4,38 solucdo branca aprovada
A o i i particulas de
102 P-etdxi a 100% 4 4,22 soluco branca reprovada

** Se a amostra do farmaco tiver particulas, o lote sera rejeitado

a. Este lote foi descartado devido a baixa solubilidade; especificamente,

particulas antissenso na solucao reconstituida.

b. Esse lote apresentou menor volume de DMSO e tBA com 2 mg de

antissenso em um frasco de 20 ml, o que adicionou um componente adicional ao

aumento do lipossoma.

c. Este lote ndo foi langado porque falhou na especificacdo de liberagido do

tamanho de particula.

C. FORMULACAO. FILTRACAO E LIOFILIZACAO DO FARMACO

LIPOSSOMICO P-ETOXI ANTISSENSO

Peticdo 870190132529, de 12/12/2019, pag. 44/105




39/83

[075]Um grama (1 g) de oligos pE é dissolvido em DMSO na proporcédo de
10 mg de oligonucleotideo por 1 ml de DMSO. Em seguida, a DOPC ¢é adicionada ao
alcool terc-butilico na proporgédo de 1 g de DOPC por 1.719 ml de alcool terc-butilico.
O oligo e a DOPC sao combinados e misturados na proporcdo de 1 g de
oligonucleotideo por 2,67 g de DOPC. Em seguida, 20 ml de uma solugdo de
polissorbato 20 a 0,835% (v/v) sdo adicionados a mistura, resultando em uma
concentracao final de 0,039 mg/ml. A solucdo é passada através de um filtro estéril
antes da distribuicdo em frascos de vidro para liofilizacao.

[076]O efeito do tensoativo no tamanho das particulas de lipossomas foi
determinado por titulagdo da quantidade de tensoativo (Tabela 3). Na auséncia de
polissorbato 20, apenas 2,8% das particulas tinham um diametro de 300 nm ou
menos. Na presenca de 1x polissorbato 20, 12,5% das particulas tinham um
didmetro de 300 nm ou menos. Com a adi¢do de 3x a 10x de polissorbato 20, cerca
de 20% das particulas tinham um didmetro de 300 nm ou menos. Assim, um
aumento no tensoativo de 1x para 3x resulta em uma diminuigcdo no tamanho das
particulas.

TABELA 3. VARIABILIDADE DO TAMANHO DE PARTICULAS DE
LIPOSSOMAS COM TENSOATIVO

Caracteristicas de Tamanho de Particula:
Funcéo de Distribuicdo Cumulativa
Experimento | Quantidade de tensoativo | Valor de 50% |Valor de 90% ** Valorncrlne 300

1 Ox 5.301 nm 10.719 nm 2,8%
2 1x 1.053 nm 4.054 nm 12,5%
3 3x 785 nm 2.926 nm 19,1%
4 5x 721 nm 2.691 nm 21,9%
5 10x 734 nm 2.937 nm 21,4%
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** O critério de liberagédo do farmaco é que 90% das particulas de lipossomo
sejam menores ou iguais a 5.000 nm.

D. PREPARACAO DE FARMACO LIPOSSOMICO P-ETOXI ANTISSENSO
PARA ADMINISTRACAO

[077]A preparacdo liofilizada foi hidratada com solucdo salina normal
(0,9%/NaCl 10 mM) a uma concentracao final de oligo de 10 a 5.000 pM. Os oligos
lipossomas-P-etdxi foram misturados por agitacdo manual.

E. METODOS DE TESTE DE FARMACO LIPOSSOMICO P-ETOXI
ANTISSENSO

[078]Inspecdo visual de produto de farmaco fabricado: Apés a fabricagéo,
um frasco de amostra contendo farmaco é selecionado e inspecionado visualmente.
A auséncia de liquido é obrigatéria e, em seguida, os cristais de ambar no fundo do
frasco sdo aceitaveis, e a aceitacdo de um pé ou aparéncia branca floculada
aumenta o melhor resultado. A aparéncia branca indica um melhor processo de
secagem, com uma alta razao superficie/massa, o que é muito propicio a
reconstituicao para uso.

[079]Inspecdo visual do fArmaco reconstituido pronto para o paciente IV: E
adicionada solucao salina normal a um frasco para injetaveis que contém o farmaco
antissenso lipossdmico P-et6xi fabricado e agitada para reconstituir a solugdo com o
cristal ou pd do farmaco completamente dissolvido. Trés observagdes principais sao
feitas:1) que o cristal ou o pd esta completamente dissolvido, 2) ndo existem
aglomerados brancos de material ndo dissolvido e 3) a aparéncia é uma aparéncia
branca leitosa ou de leite desnatado. Quanto mais azul a aparéncia do liquido
reconstituido, melhor, pois isso sinaliza um tamanho menor de particula lipossémica

que reflete a luz no espectro azul.
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[080]Espectrometria de Massa: A espectrometria de massa (especificacéao
de massa) é usada para exibir o perfil das varias massas em uma amostra. Quando
o material antissenso P-etdxi é produzido, uma especificacdo de massa € executada
na amostra. O resultado mostra picos de material presente em uma grade que tem
massa crescente no eixo "x" para a direita e abundancia relativa de massa no eixo
"y" aumentando para cima. O perfil de uma amostra € analisado para determinar a
quantidade relativa de cadeias principais de P-etoxi na amostra P-etoxi,
reconhecendo que o perfil de picos representa (comecando o mais distante a
direita), material de comprimento total com todas as cadeias principais compostas
pela ligacdo P-etoxi, o préximo pico em movimento deixou um comprimento total
com uma cadeia principal com uma delecdo de P-etdxi (e, portanto, a etila sendo
eliminado e o resultado sendo uma ligagdo de cadeia principal normal com
fosfodiéster) e continuando. O padrdo de especificacdo de massa deslocado para a
direita representa uma amostra de P-etdéxi com mais cadeias principais de P-etoxi e,
portanto, tendo as propriedades de ser mais hidrofébica e menos soluvel; e da
mesma forma, deslocou-se para a esquerda, tendo os efeitos opostos. A inspecgao
do grafico de especificacbes de massa de uma amostra também pode ser usada
para determinar se a filtragem durante a fabricagcdo produz efeitos adversos na
composicao de oligonucleotideos presentes no farmaco filtrado.

[081]Teste de UV: O teste de luz ultravioleta é usado para determinar a
massa de oligonucleotideo presente em uma amostra. Os oligonucleotideos
absorvem a luz na faixa de 260 nandmetros. Como resultado, o teste UV do farmaco
reconstituido acabado passou a ser utilizado como um método para determinar a
guantidade de substancia de farmaco oligonucleotidica em um frasco para injetaveis

de farmaco. Em termos de desenvolvimento e inovagdes de fabricacao, o teste de
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UV foi usado para determinar se houve problemas durante a filtragdo na fabricagao
ou baixa solubilidade da substancia de farmaco antissenso P-etdxi, resultando em
menos oligonucleotideo na solugéo e, portanto, uma menor leitura de UV. O método
serda validado e provavelmente se tornara parte do teste de liberacdo do produto
final.

[082] Tamanho de particula de lipossoma: Um frasco de farmaco acabado €
reconstituido e testado quanto ao tamanho de particula de lipossomo. O resultado é
geralmente uma distribuicdo aproximadamente normal, com um ponto central,
caudas e valores médios ou uma distribuicdo aproximadamente normal da maioria
das particulas e picos secundarios menores das particulas menores de lipossomas
resultantes de efeitos de formacédo de particulas de segunda ordem. E importante
que as particulas lipossbmicas ndao sejam muito grandes, pois podem criar efeitos
adversos nos pacientes (por exemplo, criar problemas de fluxo sanguineo em vasos
sanguineos menores nos pulmdes). Como resultado, os critérios de liberacdo do
farmaco incluem que os testes de tamanho de particula mostram que 90% dos
lipossomas tém tamanho de 5 microns ou menos. Além disso, lipossomos menores
sdo preferidos porque terdao melhor absorcdo pelas células e, em segundo lugar,
lipossomos menores podem penetrar nos poros vasculares, permitindo que os
lipossomas penetrem nos tumores, aumentando a eficacia do tratamento de um
farmaco liposs6mico P-etdxi antissenso.

V. METODOS DE TRATAMENTO

[083]Certos aspectos da presente invengdo fornecem um complexo
oligonucleotideo-lipidico (por exemplo, um oligonucleotideo incorporado a um
lipossomo nao carregado) para o tratamento de doencas, como cancer, doenca

autoimune ou doenca infecciosa. Particularmente, o oligonucleotideo pode ter uma
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sequéncia que permita o pareamento de bases com uma sequéncia de nucleotideos
humanos e, assim, pode inibir a expressdao de uma proteina codificada pela
sequéncia de nucleotideos humanos.

[084]"Tratamento" e "tratar" se referem a administracdo ou aplicagcdo de um
agente terapéutico a um sujeito ou a execucgdo de um procedimento ou modalidade
em um sujeito com a finalidade de obter um beneficio terapéutico de uma doenga ou
afeccdo relacionada a saude. Por exemplo, um tratamento pode incluir a
administracdo de uma quantidade farmaceuticamente eficaz de um complexo
oligonucleotideo-lipidico.

[085]"Sujeito" e "paciente" se referem a humanos ou ndo humanos, como
primatas, mamiferos e vertebrados. Em modalidades particulares, o sujeito € um
humano.

[086]0 termo "beneficio terapéutico” ou "terapeuticamente eficaz", conforme
usado ao longo deste pedido, refere-se a qualquer coisa que promova ou melhore o
bem-estar do sujeito em relagdo ao tratamento médico dessa afecgdo. Isso inclui,
mas nao se limita a, uma redugao na frequéncia ou gravidade dos sinais ou sintomas
de uma doenca. Por exemplo, o tratamento do cancer pode envolver, por exemplo,
uma reducao no tamanho de um tumor, uma redugdo na invasdo de um tumor,
reducdo na taxa de crescimento do céncer ou prevencdo de metastases. O
tratamento do cancer também pode se referir ao prolongamento da sobrevivéncia de
um individuo com cancer. O tratamento de uma doenca autoimune pode envolver,
por exemplo, reduzir a expressdo de um autoantigeno contra o qual existe uma
resposta imune indesejada, induzir a tolerancia de um autoantigeno contra o qual
existe uma resposta imune indesejada ou inibir a resposta imune contra o

autoantigeno. O tratamento de uma doenga infecciosa pode envolver, por exemplo,
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eliminar o agente infeccioso, reduzir o nivel do agente infeccioso ou manter o nivel
do agente infeccioso em um determinado nivel.

[087]0s tumores para os quais o0s presentes métodos de tratamento séo
Uteis incluem qualquer tipo de célula maligna, como as encontradas em um tumor
sélido, um tumor hematolédgico, cancer metastatico ou cancer ndo metastatico. Os
tumores sélidos exemplificativos podem incluir, mas ndo estédo limitados a, um tumor
de um érgao selecionado do grupo que consiste em pancreas, célon, ceco, esbfago,
gastrointestino, gengiva, figado, pele, estbmago, testiculo, lingua, utero, estdbmago,
cérebro, cabeca, pescoco, ovario, rim, laringe, sarcoma, 0sso, pulmao, bexiga,
melanoma, préstata e mama. Tumores hematoldgicos exemplificativos incluem
tumores da medula 6ssea, doencas malignas das células T ou B, leucemias,
linfomas, tais como, por exemplo, linfoma difuso de grandes células B, blastomas,
mielomas e afins. Outros exemplos de canceres que podem ser tratados usando os
métodos fornecidos no presente documento incluem, entre outros, carcinoma,
linfoma, blastoma, sarcoma, leucemia, cancer de células escamosas, cancer de
pulmao (incluindo cancer de pulmdo de células pequenas, cancer de pulmao de
células ndao pequenas, adenocarcinoma do pulmao e carcinoma escamoso do
pulm&o), cancer do peritdnio, cancer hepatocelular, cancer de estdmago ou gastrico
(incluindo céncer gastrointestinal e cancer de estroma gastrointestinal), cAncer de
pancreas (incluindo adenocarcinoma ductal pancreatico), glioblastoma, cancer de
colo de utero, cancer de ovério, cancer de figado, cancer de bexiga, cancer de
mama, cancer de coblon, céncer colorretal, carcinoma endometrial ou uterino,
carcinoma de glandula salivar, cancer renal ou de rim, cancer de prostata, cancer
vulvar, cancer de tireoide, varios tipos de cancer de cabeca e pescog¢o, melanoma,

melanoma de espalhamento superficial, melanoma maligno do lentigo, melanomas
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acrolentiginosos, melanomas nodulares e linfoma de células B (incluindo linfoma de
baixo grau/folicular ndo-Hodgkin (NHL); NHL linfocitico pequeno (SL); NHL de grau
intermediario/folicular; NHL difuso de grau intermediario; NHL imunoblastico de alto
grau; NHL linfoblastico de alto grau; NHL de células pequenas nao clivadas de alto
grau; doenca volumosa NHL; linfoma difuso de células B grandes; linfoma de células
do manto; linfoma relacionado a AIDS; e macroglobulinemia de Waldenstrom),
leucemia linfocitica crénica (LLC), leucemia linfoblastica aguda (LLA), leucemia de
células cabeludas, mieloma multiplo, leucemia mieloide aguda (LMA) e leucemia
mieloblastica cronica.

[088]O cancer pode ser especificamente do seguinte tipo histoldégico, embora
nao se limite a os mesmos: neoplasia maligna; carcinoma; carcinoma indiferenciado;
carcinoma de células gigantes e fusiformes; carcinoma de pequenas células;
carcinoma papilar; carcinoma de células escamosas; carcinoma linfoepitelial;
carcinoma basocelular; carcinoma de pilomatriz; carcinoma de células de transicao;
carcinoma de células de transicdo papilar; adenocarcinoma; gastrinoma maligno;
colangiocarcinoma; carcinoma hepatocelular; carcinoma hepatocelular combinado e
colangiocarcinoma; adenocarcinoma trabecular; carcinoma adenoide cistico;
adenocarcinoma no po6lipo adenomatoso; adenocarcinoma, polipose coli familiar;
carcinoma soélido; tumor carcinoide maligno; adenocarcinoma ramoiolo-alveolar;
adenocarcinoma  papilar; carcinoma  cromofébico;  carcinoma  aciddfilo;
adenocarcinoma oxifilico; carcinoma basofilo; adenocarcinoma de células claras;
carcinoma de células granulares; adenocarcinoma folicular; adenocarcinoma papilar
e folicular; carcinoma esclerosante ndo encapsulante; carcinoma adrenal cortical;
carcinoma endometoide; carcinoma de apéndice da pele; adenocarcinoma apdcrino;

adenocarcinoma sebaceo; adenocarcinoma Ceruminoso; carcinoma
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mucoepidermoide; cistadenocarcinoma; cistadenocarcinoma papilar;
cistadenocarcinoma seroso papilar; cistadenocarcinoma mucinoso; adenocarcinoma
mucinoso; carcinoma de células em anel de sinete; carcinoma do duto infiltrado;
carcinoma medular; carcinoma lobular; carcinoma inflamatério; doenca de paget
mamaria; carcinoma de células acinares; carcinoma adenoescamoso;
adenocarcinoma com metaplasia escamosa; timoma maligno; tumor estromal
ovariano maligno; tecoma maligno; tumor de células granulosa, maligno;
androblastoma maligno; carcinoma de células de Sertoli; tumor de células leydig
maligno; tumor de células lipidicas maligno; paraganglioma maligno; paraganglioma
extramamario, maligno; feocromocitoma; glomangiossarcoma; melanoma maligno;
melanoma amelanoético; melanoma de espalhamento superficial; melanoma maligno
no nevo pigmentado gigante; melanoma de células epitelioides; nevo azul maligno;
sarcoma,; fibrossarcoma; histiocitoma fibroso maligno; mixossarcoma; lipossarcoma;
leiomiossarcoma; rabdomiossarcoma,; rabdomiossarcoma embrionario;
rabdomiossarcoma alveolar; sarcoma estromal; tumor misto, maligno; tumor
mulleriano misto; nefroblastoma; hepatoblastoma; carcinossarcoma; mesénquima
maligno; tumor de Brenner, maligno; tumor filédico maligno; sarcoma sinovial;
mesotelioma maligno; disgerminoma; carcinoma embrionario; teratoma maligno;
struma ovarii, maligno; coriocarcinoma; mesonefroma maligno; hemangiossarcoma;
hemangioendotelioma maligno; sarcoma de kaposi; hemangiopericitoma maligno;
linfangiossarcoma; osteossarcoma; osteossarcoma justacortical; condrossarcoma;
condroblastoma maligno; condrossarcoma mesenquimal; tumor de células gigantes
do o0sso; sarcoma de ewing; tumor odontogénico maligno; odontosarcoma
ameloblastico; ameloblastoma maligno; fibrossarcoma ameloblastico; pinealoma

maligno; cordoma; glioma maligno; ependimoma; astrocitoma; astrocitoma
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protoplasmatico; astrocitoma fibrilar; astroblastoma; glioblastoma; oligodendroglioma;
oligodendroblastoma; neuroectodérmico primitivo; sarcoma cerebelar;
ganglioneuroblastoma; neuroblastoma; retinoblastoma; tumor neurogénico olfativo;
meningioma maligno; neurofibrossarcoma; neurilemmoma maligno; tumor de células
granulares, maligno; linfoma maligno; doenca de Hodgkin; hodgkin; paragranuloma;
linfoma maligno pequeno linfocitico; linfoma maligno de células grandes difuso;
linfoma maligno folicular; micose fungoide; outros linfomas n&ao-hodgkin
especificados; histiocitose maligna; mieloma multiplo; sarcoma de mastdcitos;
doenca imunoproliferativa do intestino delgado; leucemia; leucemia linfoide;
leucemia de células plasmaticas; eritroleucemia; leucemia celular de linfossarcoma;
Leucemia mieloide; leucemia basofilica; leucemia eosinofilica; leucemia monocitica;
leucemia de mastécitos; leucemia megacarioblastica; sarcoma mieloide; e leucemia
de células cabeludas.

[089]As doencas autoimunes para as quais 0s métodos de tratamento atuais
sdo uteis incluem, sem limitacdo, lUpus eritematoso sistémico, espondiloartropatia,
espondilite anquilosante, artrite psoriatica, artrite reativa, artrite enteropatica,
diabetes mellitus, doenca celiaca, doencga tireoidiana autoimune, doenca hepatica
autoimune, doenca hepética autoimune, rejeicao de transplante, doenca do enxerto
vs. hospedeiro, doenca do hospedeiro vs. enxerto, colite ulcerosa, doencga de Crohn,
doenca do intestino irritavel, doenca inflamatéria do intestino, artrite reumatoide,
artrite reumatoide juvenil, febre familiar do MediterrAneo, esclerose lateral
amiotréfica, sindrome de Sjégren, artrite precoce, artrite viral, esclerose mdultipla ou
psoriase. O diagnéstico e tratamento dessas doencgas estdo bem documentados na
literatura.

[090]As doencas infecciosas para as quais os presentes métodos de
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tratamento sdo Uteis incluem, sem limitacao, infecgdes bacterianas, infecgdes virais,
infeccOes fungicas e infeccdes parasitarias. Exemplos de infecgdes virais incluem
virus da hepatite B, virus da hepatite C, virus da imunodeficiéncia humana 1, virus
da imunodeficiéncia humana 2, virus do papiloma humano, virus do herpes simplex
1, virus do herpes simplex 2, herpes zoster, varicela zoster, coxsackievirus A16,
citomegalovirus, virus ebola, infeccbes por enterovirus, virus Epstein-Barr, virus
hanta, virus hendra, meningite viral, virus sincicial respiratorio, rotavirus, virus do
Nilo Ocidental, adenovirus e infeccdes por virus influenza. Exemplos de infecgoes
bacterianas incluem Chlamydia trachomatis, Listeria monocytogenes, Helicobacter
pylori, Escherichia coli, Borelia burgdorferi, Legionella pneumophilia, Mycobacteria
sps (por exemplo, M. tuberculosis, M. avium, M. intraceliuiar e M. kansaii, M.
gordonae), Staphylococcus aureus, Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis,
Streptococcus pyogenes (Streptococcus do grupo A), o Streptococcus agalactiae
(Streptococcus do grupo B), Streptococcus (grupo viridans), Streptococcus faecalis,
Streptococcus bovis, Streptococcus (sps anaerdbias.), Streptococcus pneumoniae,
patogénico Campylobacter sp., Enterococcus sp., de Haemophilus influenzae,
Bacillus anthracis, Corynebacterium diphtheriae, Corynebacterium sp., Erysipelothrix
rhusiopathiae, perfringers Clostridium, Clostridium tetani, Enterobacter aerogenes,
Klebsiella pneumoniae, Pasteurella multocida, Bacteroides sp., Fusobacterium
nucleatum, Streptobacillus moniliformis, Treponema Pallidium, Treponema pertenue,
infecgbes por Leptospira, Rickettsia, Actinomyces israelli, Shigella sps (por exemplo,
S. flexneri, S. sonnei, S. dysenteriae) e Salmonella spp. Infecgbes fungicas
exemplificativas incluem Candida albicans, Candida glabrata, Aspergillus fumigatus,
Aspergillus  terreus, Cryptococcus neoformans, Histoplasma capsulatum,

Coccidioides immitis, infeccbes por Blastomyces dermatlitidis e Chlamydia
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irachomatis.

[091]0 complexo oligonucleotideo-lipideo pode ser usado no presente
documento como um agente antitumoral, antiviral, antibacteriano, antifingico,
antiparasitario ou antiautoimune em uma variedade de modalidades. Em uma
modalidade particular, a invencao contempla métodos de utilizagdo de um complexo
oligonucleotideo-lipideo que compreendem o contato de uma populacao de células
doentes com uma quantidade terapeuticamente eficaz de um complexo
oligonucleotideo-lipideo por um periodo de tempo suficiente para inibir ou reverter a
doenca.

[092]Em uma modalidade, o contato in vivo € realizado pela administracao,
por injecdo intravenosa, intraperitoneal, subcutanea ou intratumoral, uma quantidade
terapeuticamente eficaz de uma composicdo fisiologicamente toleravel
compreendendo um complexo oligonucleotideo-lipidico desta invencdo a um
paciente. O complexo oligonucleotideo-lipideo pode ser administrado
parentericamente por inje¢ao ou por infusdo gradual ao longo do tempo.

[093]As composicOes terapéuticas compreendendo o complexo
oligonucleotideo-lipideo s&o convencionalmente administradas por via intravenosa
ou subcutanea, como por injecdo de uma dose unitaria, por exemplo. O termo "dose
unitaria”, quando utilizado em referéncia a uma composicao terapéutica, refere-se a
unidades fisicamente distintas adequadas como dosagem unitaria para o sujeito,
cada unidade contendo uma quantidade predeterminada de material ativo calculada
para produzir o efeito terapéutico desejado em associagdo com o diluente
necessario, ou seja, transportador ou carreador.

[094]As composicbes sdo administradas de uma maneira compativel com a

formulacdo de dosagem e em uma quantidade terapeuticamente eficaz. A
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quantidade a ser administrada depende do individuo a ser tratado, da capacidade do
sistema do individuo em utilizar o ingrediente ativo e do grau de efeito terapéutico
desejado. Quantidades precisas de ingrediente ativo necessarias para administracao
dependem do julgamento do profissional e sdo peculiares a cada individuo. No
entanto, sdo divulgadas no presente documento faixas de dosagem adequadas para
aplicacao sistémica e dependem da via de administracdo. Os regimes adequados
para administracao inicial e de reforgco também sédo contemplados e sao tipificados
por uma administracao inicial seguida por doses repetidas em intervalos de uma ou
mais horas por uma injecdo subsequente ou outra administracdo. Exemplos de
administragdes multiplas sao descritos no presente documento e sdo particularmente
preferidos para manter continuamente altos niveis séricos e de tecido de
polipeptideo. Alternativamente, a infusdo intravenosa continua suficiente para
manter as concentracdes no sangue nas faixas especificadas para terapias in vivo é
contemplada.

[095]Esta contemplado que um oligonucleotideo da invengcao possa ser
administrado sistemicamente ou localmente para tratar doencas, como inibir o
crescimento de células tumorais ou matar células cancerigenas em pacientes com
cancer com cancer localmente avangado ou metastatico. Os mesmos podem ser
administrados por via intravenosa, intratecal, subcutanea e/ou intraperitoneal. Os
mesmos podem ser administrados isoladamente ou em combinagdo com farmacos
antiproliferativos. Em uma modalidade, os mesmos sao administrados para reduzir a
carga de cancer no paciente antes da cirurgia ou outros procedimentos. Como
alternativa, os mesmos podem ser administrados apds a cirurgia para garantir que
qualquer cancer remanescente (por exemplo, cancer que a cirurgia ndo conseguiu

eliminar) ndo sobreviva.
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[096]Uma quantidade terapeuticamente eficaz de um oligonucleotideo é uma
quantidade predeterminada calculada para alcancar o efeito desejado, isto é, para
inibir a expressao de uma proteina-alvo. Assim, as faixas de dosagem para a
administracdo de oligonucleotideos da invencao sdo aquelas grandes o suficiente
para produzir o efeito desejado. A dosagem nao deve ser tdo grande que cause
efeitos colaterais adversos, como sindromes de hiperviscosidade, edema pulmonar,
insuficiéncia cardiaca congestiva, efeitos neuroldégicos e similares. Geralmente, a
dosagem variara com a idade, afeccao, sexo e extensdao da doenga no paciente e
pode ser determinada por um especialista na técnica. A dosagem pode ser ajustada
pelo médico em caso de qualquer complicacao.

[097]Uma composicdo da presente invencdo é preferencialmente
administrada a um paciente parentericamente, por exemplo por injecao intravenosa,
intra-arterial, intramuscular, intralinfatica, intraperitoneal, subcutanea, intrapleural ou
intratecal, ou pode ser usada ex vivo. As dosagens preferidas estdo entre 5 a 25
mg/kg. A administracdo ¢é preferencialmente repetida em um cronograma
programado até o cancer desaparecer ou regredir, € pode estar em conjunto com
outras formas de terapia.

VI. PREPARACOES FARMACEUTICAS

[098]Uma composicao farmacéutica compreendendo os lipossomas incluira
normalmente um carreador ou diluente estéril, aceitavel sob o ponto de vista
farmacéutico, como dextrose ou solugéo salina.

[099]Quando a aplicagao clinica do componente lipidico ndo carregado (por
exemplo, na forma de um lipossomo) contendo um oligonucleotideo é realizada,
geralmente sera benéfico preparar o complexo lipidico como uma composicéo

farmacéutica apropriada para a aplicacao pretendida. Isso normalmente implica na
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preparacdo de uma composicdo farmacéutica que é essencialmente livre de
pirogénios, bem como quaisquer outras impurezas que possam ser prejudiciais a
seres humanos ou animais. Pode-se também empregar tampdes apropriados para
tornar o complexo estavel e permitir a captacao pelas células alvo.

[0100]As frases "farmacéutico ou farmacologicamente aceitavel" se referem
a entidades e composi¢cdes moleculares que ndo produzem uma reacdo adversa,
alérgica ou outra reacao indesejada quando administradas a um animal, como um
humano, conforme apropriado. A preparagdo de uma composi¢ao farmacéutica que
contém pelo menos um componente lipidico ndo carregado compreendendo um
oligonucleotideo ou ingrediente ativo adicional serd conhecida pelos especialistas na
técnica a luz da presente divulgacdo, como exemplificado por Remington: The
Science and Practice of Pharmacy, 21st, 2005, incorporado no presente documento
a titulo de referéncia. Além disso, para administracdo animal (por exemplo, humana),
sera entendido que as preparagdes devem atender aos padrdoes de esterilidade,
pirogenicidade, seguranca geral e pureza, conforme exigido pelo Escritério de
Padrdes Biologicos da FDA.

[0101]Como usado no presente documento, "transportador
farmaceuticamente aceitavel” inclui todo e qualquer solvente, meio de disperséo,
revestimentos, tensoativos, antioxidantes, conservantes (por exemplo, agentes
antibacterianos, agentes antifingicos), agentes isotbnicos, agentes retardadores de
absorcdo, sais, conservantes, farmacos, estabilizadores de farmacos, geles,
aglutinantes, excipientes, agentes de desintegracdo, lubrificantes, agentes
edulcorantes, agentes aromatizantes, corantes, tais como materiais € combinagdes
dos mesmos, como seria do conhecimento dos versados na técnica. Um carreador

farmaceuticamente aceitavel é preferencialmente formulado para administracdo a

Peticdo 870190132529, de 12/12/2019, pag. 58/105



53/83

um ser humano, embora em certas modalidades possa ser desejavel usar um
carreador farmaceuticamente aceitavel que seja formulado para administragdo a um
animal ndo humano, mas que ndo seria aceitavel (por exemplo, devido a
regulamentos governamentais) para administracdo a um ser humano. Exceto na
medida em que qualquer carreador convencional é incompativel com o ingrediente
ativo, seu uso nas composicoes terapéuticas ou farmacéuticas é contemplado.

[0102]A quantidade de dosagem real de uma composicdo da presente
invencdo administrada a um paciente ou sujeito pode ser determinada por fatores
fisicos e fisiologicos, tais como peso corporal, gravidade da afeccéo, tipo de doenca
a ser tratada, intervencdes terapéuticas anteriores ou simultdneas, idiopatia da
paciente e via de administracdo. O médico responsavel pela administragéo
determinara, em qualquer caso, a concentragdo do(s) ingrediente(s) ativo(s) em uma
composicao e a(s) dose(s) apropriada(s) para o individuo.

[0103]Em certas modalidades, as composi¢cdes farmacéuticas podem
compreender, por exemplo, pelo menos cerca de 0,1% de um composto ativo. Em
outras modalidades, o composto ativo pode compreender entre cerca de 2% a cerca
de 75% do peso da unidade, ou entre cerca de 25% a cerca de 60%, por exemplo, e
qualquer faixa nele derivavel. Em outros exemplos nado limitativos, uma dose
também 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
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corporal, cerca de 200 miligramas/kg/peso corporal, cerca de 350
miligramas/kg/peso corporal, cerca de 500 miligramas/kg/peso corporal, a cerca de
1.000 mg/kg/peso corporal ou mais por administracdo, e qualquer faixa nele
derivada. Em exemplos néo limitativos de uma faixa derivavel dos nimeros listados
no presente documento, uma faixa de cerca de 5 pg/kg/peso corporal a cerca de
1.000 mg/kg/peso corporal, cerca de 5 microgramas/kg/peso corporal a cerca de 500
miligramas/kg/peso corporal, etc., pode ser administrado.

[0104]Um oligonucleotideo das presentes modalidades pode ser
administrado em uma dose de 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60,
70, 80, 90, 100 ou mais ug de acido nucleico por dose. Cada dose pode estar em um
volume de 1, 10, 50, 100, 200, 500, 1.000 ou mais pl ou ml.

[0105]As solucdes de composicdes terapéuticas podem ser preparadas em
agua adequadamente misturada com um tensoativo, como a hidroxipropilcelulose.
As dispersdes também podem ser preparadas em glicerol, polietileno glicéis liquidos,
suas misturas e em 6leos. Sob condicbes normais de armazenamento e uso, essas
preparagdes contém um conservante para impedir o crescimento de micro-
organismos.

[0106]As composicOes terapéuticas da presente invengdo sao
vantajosamente administradas na forma de composicdes injetaveis, como solugdes
liquidas ou suspensodes; também podem ser preparadas formas sélidas adequadas
para solucao ou suspensao em liquido antes da injecdo. Estas preparacdes também
podem ser emulsionadas. Uma composicao tipica para esse fim compreende um
carreador farmaceuticamente aceitavel. Por exemplo, a composi¢cao pode conter 10
mg, 25 mg, 50 mg ou até cerca de 100 mg de albumina sérica humana por mililitro

de solucdo salina tamponada com fosfato. Outros carreadores farmaceuticamente
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aceitaveis incluem solugbes aquosas, excipientes nao téxicos, incluindo sais,
conservantes, tampdes e similares.

[0107]Exemplos de solventes ndo aquosos sdo propileno glicol, polietileno
glicol, dleo vegetal e ésteres organicos injetaveis, como etiloleato. Os carreadores
aquosos incluem agua, solugdes alcodlicas/aquosas, solugdes salinas, carreadores
parenterais como cloreto de sédio, dextrose de Ringer, etc. Os carreadores
intravenosos incluem reabastecedores de fluidos e nutrientes. Conservantes incluem
agentes antimicrobianos, antioxidantes, agentes quelantes e gases inertes. OpH e a
concentracdo exata dos varios componentes da composicdo farmacéutica sao
ajustados de acordo com parametros bem conhecidos.

[0108]As composicOes terapéuticas da presente invencdo podem incluir
preparacoes farmacéuticas classicas. A administracdo de composicoes terapéuticas
de acordo com a presente invengdo sera por qualquer via comum, desde que o
tecido-alvo esteja disponivel por essa via. Isso inclui oral, nasal, bucal, retal, vaginal
ou topica. A administracdo tépica pode ser particularmente vantajosa para o
tratamento de cancer de pele, para prevenir alopecia induzida por quimioterapia ou
outro disturbio hiperproliferativo dérmico. Alternativamente, a administragcdo pode ser
por injecdo ortotdpica, intradérmica, subcuténea, intramuscular, intraperitoneal ou
intravenosa. Tais composi¢gdes seriam normalmente administradas como
composicbes farmaceuticamente aceitaveis que incluem transportadores
fisiologicamente aceitaveis, tampdes ou outros excipientes. Para o tratamento das
condigbes dos pulmdes, a administracdo de aerossois pode ser usada. O volume do
aerossol esté entre cerca de 0,01 mle 0,5 ml.

[0109]Uma quantidade eficaz da composicao terapéutica é determinada com

base no objetivo pretendido. O termo "dose unitaria" ou "dosagem" refere-se a
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unidades fisicamente distintas adequadas para uso em um sujeito, cada unidade
contendo uma quantidade predeterminada da composicdo terapéutica calculada
para produzir as respostas desejadas discutidas acima em associacdo com sua
administracdo, ou seja, a via e o regime de tratamento adequados. A quantidade a
ser administrada, de acordo com o numero de tratamentos e a dose unitéria,
depende da protecao ou efeito desejado.

[0110]Quantidades precisas da composicdo terapéutica também dependem
do julgamento do praticante e sdo peculiares a cada individuo. Os fatores que
afetam a dose incluem o estado fisico e clinico do paciente, a via de administracao,
o objetivo pretendido do tratamento (por exemplo, alivio dos sintomas versus cura) e
a poténcia, estabilidade e toxicidade da substancia terapéutica especifica.

VIl. TRATAMENTOS COMBINADOS

[0111]Em certas modalidades, as composicoes e métodos da presente
invencdo envolvem um oligonucleotideo inibitério, ou oligonucleotideo capaz de
expressar um inibidor da expressdo génica, em combinacdo com uma segunda ou
terapia adicional. Os métodos e composicdes, incluindo terapias combinadas,
aumentam o efeito terapéutico ou protetor e/ou aumentam o efeito terapéutico de
outra terapia anticancer ou anti-hiperproliferativa. Os métodos e composi¢des
terapéuticas e profilaticas podem ser fornecidos em uma quantidade combinada
eficaz para alcancgar o efeito desejado, como a morte de uma célula cancerigena
e/ou a inibicdo da hiperproliferagéo celular. Esse processo pode envolver o contato
das células com um inibidor da expressao génica e com uma segunda terapia. Um
tecido, tumor ou célula pode ser contatado com uma ou mais composi¢coes ou
formulagbes farmacoldgicas, incluindo um ou mais dos agentes (isto é, inibidor da

expressao génica ou um agente anticAncer), ou entrando em contato com o tecido,
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tumor e/ou célula com duas ou mais composi¢gdes ou formulagdes distintas, em que
uma composicao fornece 1) um oligonucleotideo inibitério; 2) um agente anticancer,
ou 3) um oligonucleotideo inibidor e um agente anticAncer. Além disso, esta
contemplado que tal terapia combinada possa ser usada em conjunto com
quimioterapia, radioterapia, terapia cirirgica ou imunoterapia.

[0112]Um oligonucleotideo inibitério pode ser administrado antes, durante,
apdés ou em varias combinagbes em razdo a um tratamento anticancer. As
administragbes podem estar em intervalos que variam de concomitantemente a
minutos a dias ou semanas. Nas modalidades em que o oligonucleotideo inibitério é
fornecido a um paciente separadamente de um agente anticancer, geralmente seria
garantido que um periodo de tempo significativo ndo expirasse entre o tempo de
cada entrega, de modo que os dois compostos ainda pudessem exercer um efeito
vantajoso combinado no paciente. Em tais casos, é contemplado que se possa
fornecer a um paciente a terapia inibidora de oligonucleotideo e a terapia anticancer
dentro de cerca de 12 a 24 ou 72 h uma da outra e, mais preferencialmente, dentro
de cerca de 6 a 12 h uma da outra. Em algumas situagdes, pode ser desejavel
estender o periodo de tempo do tratamento de maneira significativa em que varios
dias (2, 3, 4, 5, 6 ou 7) a varias semanas (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ou 8) passam entre as
respectivas administragoes.

[0113]Em certas modalidades, um periodo de tratamento durara 1, 2, 3, 4, 5,
6,7,8,9,10,11,12,13, 14,15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29,
30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51,
52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73,
74, 75,76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90 dias ou mais. Esta

contemplado que um agente possa ser administrado nos dias 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9,
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10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31,
32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53,
54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75,
76, 77,78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89 e/ou 90, qualquer combinacao
dos mesmos e outra agente é dado no dia 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36,
37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58,
59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80,
81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89 e/ou 90, ou qualquer combinacdo dos mesmos.
Dentro de um Unico dia (periodo de 24 horas), o paciente pode receber uma ou
varias administracdes do(s) agente(s). Além disso, apés um curso de tratamento, é
contemplado que existe um periodo de tempo em que nenhum tratamento
anticaAncer é administrado. Esse periodo pode durar 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 dias e/ou 1, 2,
3,4,5semanase/ou i, 2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12 meses ou mais, dependendo
da afecgao do paciente, como prognéstico, forga, saude, etc.

[0114]Varias combinacdes podem ser empregadas. Para o exemplo abaixo,
uma terapia inibidora de oligonucleotideo é "A" e uma terapia anticAncer ou uma
terapia autoimune é "B":

A/B/A B/A/B B/B/A A/A/B A/B/B B/A/A A/B/B/B

B/A/B/B B/B/B/A B/B/A/B A/A/B/B A/B/A/B A/B/B/A

B/B/A/A B/A/B/A B/A/A/B A/A/A/B B/A/A/A A/B/A/A

A/A/B/A

[0115]A administracdo de qualquer composto ou terapia da presente
invengdo a um paciente seguirda protocolos gerais para a administracdao de tais

compostos, levando em consideracdo a toxicidade, se houver, dos agentes.
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Portanto, em algumas modalidades, ha uma etapa de monitoramento da toxicidade
que é atribuivel a terapia combinada. Espera-se que os ciclos de tratamento sejam
repetidos conforme necesséario. Também esta contemplado que vérias terapias
padrdo, bem como a intervengao cirirgica, possam ser aplicadas em combinagéo
com a terapia descrita.

[0116]Em aspectos especificos, é contemplado que uma terapia padrdo
incluird quimioterapia, radioterapia, imunoterapia, terapia cirlrgica ou terapia
genética e pode ser empregada em combinagdo com o inibidor da terapia de
expressao génica, terapia anticdncer ou ambos os inibidores da terapia de
expressao génica e a terapia anticancer, como descrito no presente documento.

A. QUIMIOTERAPIA

[0117]Uma grande variedade de agentes quimioterapéuticos pode ser
utilizada de acordo com as presentes modalidades. O termo "quimioterapia" refere-
se ao uso de farmacos para tratar o cancer. Um "agente quimioterapéutico" é usado
para conotar um composto ou composicdo que € administrada no tratamento de
cancer. Esses agentes ou farmacos sao categorizados por seu modo de atividade
dentro de uma célula, por exemplo, se € em que estagio os mesmos afetam o ciclo
celular. Alternativamente, um agente pode ser caracterizado com base na sua
capacidade de reticular diretamente o DNA, intercalar no DNA ou induzir aberragdes
cromossdmicas e mitdticas, afetando a sintese de acidos nucleicos.

[0118]Exemplos de agentes quimioterapéuticos incluem agentes alquilantes,
como tiotepa e ciclosfosfamida; alquilsulfonatos, tais como bussulfano,
improssulfano e pipossulfano; aziridinas, como benzodopa, carboquona, meturedopa
e uredopa; etileniminas e metilamelaminas, incluindo altretamina, trietilenemelamina,

trietilenofosforamida, trietiiletenofosfostoramida e trimetilolomelamina; acetogeninas
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(especialmente bulatacina e bulatacinona); uma camptotecina (incluindo o
topotecano andlogo sintético); briostatina; calistatina; CC-1065 (incluindo seus
andlogos sintéticos adozelesina, carzelesina e Dbizelesina); criptoficinas
(particularmente criptoficina 1 e criptoficina 8); dolastatina; duocarmicina (incluindo
os andlogos sintéticos, KW-2189 e CB1-TM1); eleuterobina; pancratistatina; uma
sarcodictiina; espongistatina; mostardas de nitrogénio, tais como clorambucila,
clornafazina, colofosfamida, estramustina, ifosfamida, mecloretamina, cloridrato de
Oxido de mecloretamina, melfalano, novembiquina, fenesterina, prednimustina,
trofosfamida e mostarda uracila; nitrosureias, tais como carmustina, clorozotocina,
fotemustina, lomustina, nimustina e ranimnustina; antibiéticos, como os antibi6ticos
enedinicos (por exemplo, caliqueamicina, especialmente caliqueamicina gammall e
caliqueamicina omegall); dinemicina, incluindo dinemicina A; bisfosfonatos, tais
como clodronato; uma esperamicina; bem como cromoéforo neocarzinostatina e
croméforos antiobidticos relacionados com cromoproteina, aclacinomisinas,
actinomicina, autarginina, azaserina, bleomicinas, cactinomicina, carabicina,
carminomicina, carzinofilina, = cromomicina, dactinomicina,  daunorubicina,
detorubicina, 6-diazo-5-ovo-L-norleucina, doxorrubicina (incluindo  morfolino-
doxorrubicina, cianomorfolino-doxorrubicina, 2-pirrolino-doxorrubicina e
desoxidoxorrubicina), epirrubicina, esorubicina, idarubicina, marcelomicina,
mitomicina, olomicina, paliatina, olomicina, paliatina rodorubicina, estreptonigrina,
estreptozocina, tubercidina, ubenimex, zinostatina e zorubicina; antimetabdlitos, tais
como metotrexato e 5-fluorouracila (5-FU); analogos de &cido félico, tais como
denopterina, pteropterina e trimetrexato; andlogos de purina, tais como fludarabina,
6-mercaptopurina, tiamiprina e tioguanina; andlogos de pirimidina, tais como

ancitabina, azacitidina, 6-azauridina, carmofur, citarabina, didesoxiuridina,
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doxifluridina, enocitabina e floxuridina; androgénios, tais como calusterona,
propionato de dromostanolona, epitiostanol, mepitiostano e testolactona;
antissuprarrenais, como mitotano e trilostano; reabastecedor de &cido félico, como
acido frolinico; aceglatona; glicosideo aldofosfamida; acido aminolevulinico;
eniluracila; amsacrina; bestrabucila; bisantreno; edatraxato; defofamina;
demecolcina; diaziquona; elformitina; acetato de eliptinio; um epotilona; etoglucido;
nitrato de galio; hidroxiureia; lentinano; lonidainina; maitansinoides, tais como
maitansina e ansamitocinas; mitoguazona; mitoxantrona; mopidanmol; nitraerina;
pentostatina; fenamet; pirarubicina; losoxantrona; acido podofilinico; 2-etil-hidrazida;
procarbazina; Complexo de PSKpolissacarideo; razoxano; rizoxina; sizofiran;
espirogermanio; acido tenuazbnico; triaziquona; 2,2'.2"-triclorotrietilamina;
tricotecenos (especialmente toxina T-2, verracurina A, roridina A e anguidina);
uretano; vindesina; dacarbazina; manustustina; mitobronitol; mitolactol; pipobroman;
gacitosina; arabinosideo ("Ara-C"); ciclofosfamida; taxoides, por exemplo, paclitaxel
e docetaxel gemcitabina; 6-tioguanina; mercaptopurina; complexos de coordenacao
de platina, como cisplatina, oxaliplatina e carboplatina; vinblastina; platina;
etoposideo (VP-16); ifosfamida; mitoxantrona; vincristina; vinorelbina; novantrona;
teniposideo; edatrexato; daunomicina; aminopterina; xeloda; ibandronato;
irinotecano  (por exemplo, CPT-11); inibidor de topoisomerase RFS 2000;
difluorometililornitina (DMFO); retinoides, como acido retinoico; capecitabina;
inibidores de carboplatina, procarbazina, plicomicina, gemcitabien, navelbina,
farnesilproteinase tansferase de proteina, transplatina e sais, acidos ou derivados
farmaceuticamente aceitaveis de qualquer um dos acima.

B. RADIOTERAPIA

[0119]Outros fatores que causam danos ao DNA e tém sido amplamente
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utilizados incluem o que € comumente conhecido como raios-y, raios-X e/ou entrega
direcionada de radioisétopos as células tumorais. Também sao contempladas outras
formas de fatores prejudiciais ao DNA, como micro-ondas, irradiagdo por feixe de
protons (Patentes US Numeros 5.760.395 e 4.870.287) e irradiacdo por UV. E mais
provavel que todos esses fatores afetem uma ampla gama de danos no DNA, nos
precursores do DNA, na replicacao e reparo do DNA e na montagem e manutengao
dos cromossomos. Os intervalos de dosagem para raios-X variam de doses diarias
de 50 a 200 roentgens por periodos prolongados de tempo (3 a 4 semanas), a doses
Unicas de 2.000 a 6.000 roentgens. As faixas de dosagem para radiois6topos variam
amplamente e dependem da meia-vida do is6topo, da forga e do tipo de radiacao
emitida e da captacgéo pelas células neoplasicas.

[0120]0s termos "contatado" e "exposto", quando aplicados a uma célula,
sdo usados no presente documento para descrever o processo pelo qual uma
construgdo terapéutica e um agente quimioterapéutico ou radioterapéutico séo
entregues a uma célula-alvo ou sdo colocados em justaposicdo direta com a célula-
alvo. Para conseguir a morte celular, por exemplo, os dois agentes s&o entregues a
uma célula em uma quantidade combinada eficaz para matar a célula ou impedir sua
divisao.

C. IMUNOTERAPIA

[0121]No contexto do tratamento do cancer, a imunoterapéutica geralmente
depende do uso de células e moléculas efetoras imunoldgicas para atingir e destruir
as células cancerigenas. O trastuzumabe (Herceptin™) é um exemplo. O efetor
imunolégico pode ser, por exemplo, um anticorpo especifico para algum marcador
na superficie de uma célula tumoral. O anticorpo sozinho pode servir como efetor da

terapia ou pode recrutar outras células para realmente afetar a morte celular. O
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anticorpo também pode ser conjugado a um farmaco ou toxina (quimioterapéutica,
radionuclideo, cadeia ricina A, toxina da célera, toxina pertussis, etc.) e serve
apenas como agente de direcionamento. Alternativamente, o efetor pode ser um
linfécito carregando uma molécula de superficie que interage, direta ou
indiretamente, com um alvo de célula tumoral. Varias células efetoras incluem
células T citotoxicas e células NK. A combinacdo de modalidades terapéuticas, isto
é, atividade citotéxica direta e inibicdo ou reducdo de ErbB2, proporcionaria
beneficio terapéutico no tratamento de canceres superexpressores de ErbB2.
[0122]0Outra imunoterapia também pode ser usada como parte de uma
terapia combinada com terapia de silenciamento genético discutida acima. Em um
aspecto da imunoterapia, a célula tumoral deve apresentar algum marcador passivel
de direcionamento, ou seja, que ndo esta presente na maioria das outras células.
Existem muitos marcadores tumorais e qualquer um deles pode ser adequado para
direcionar no contexto da presente invengdo. Marcadores tumorais comuns incluem
antigeno carcinoembrionario, antigeno especifico da préstata, antigeno associado a
tumor urinario, antigeno fetal, tirosinase (p97), gp68, TAG-72, HMFG, antigeno Sialyl
Lewis, MucA, MucB, PLAP, receptor de estrogénio, receptor de laminina, erb B e
p155. Um aspecto alternativo da imunoterapia é combinar efeitos anticancer com
efeitos estimuladores imunes. Também existem moléculas estimuladoras imunes,
incluindo: citocinas como IL-2, IL-4, IL-12, GM-CSF, gama-IFN, quimiocinas como
MIP-1, MCP-1, IL-8 e fatores de crescimento como FLT3 ligando. A combinacao de
moléculas estimuladoras imunes, como proteinas, ou o0 uso da entrega de genes em
combinagdo com um supressor de tumor, demonstrou aumentar os efeitos
antitumorais. Além disso, os anticorpos contra qualquer um desses compostos

podem ser utilizados para atingir os agentes anticancer discutidos no presente
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documento.

[0123]Exemplos de imunoterapias atualmente sob investigagdo ou em uso
sdo adjuvantes imunoldgicos, por exemplo, Mycobacterium bovis, Plasmodium
falciparum, dinitroclorobenzeno e compostos aroméaticos (Patentes dos EUA
ndmeros 5.801.005 e 5.739.169; Hui e Hashimoto, 1998; Christodoulides et al.,
1998), terapia com citocinas, por exemplo, interferéns a, B € y; Terapia genética de
IL-1, GM-CSF e TNF (Bukowski et al., 1998; Davidson et al., 1998; Hellstrand et al.,
1998) terapia genética, por exemplo, TNF, IL-1, IL-2, p53 (Qin et al., 1998; Austin-
Ward e Villaseca, 1998; Patentes US 5.830.880 e 5.846.945) e anticorpos
monoclonais, por exemplo, antigangliosideo GM2, anti-HER-2, anti-p185 (Pietras et
al., 1998; Hanibuchi et al., 1998; Patente US 5.824.311). Esta contemplado que uma
ou mais terapias anticancer possam ser empregadas com as terapias de
silenciamento de genes descritas no presente documento.

[0124]Na imunoterapia ativa, um peptideo, polipeptideo ou proteina
antigénicos, ou uma composicao de células tumorais autélogas ou alogénicas ou
"vacina", é administrada, geralmente com um adjuvante bacteriano distinto
(Ravindranath e Morton, 1991; Morton et al., 1992; Mitchell et al. 1990; Mitchell et al.,
1993).

[0125]Na imunoterapia adotiva, os linfocitos circulantes do paciente, ou
linfécitos infiltrados em tumores, sdo isolados in vitro, ativados por linfocinas como
IL-2 ou transduzidos com genes para necrose tumoral e readministrados (Rosenberg
et al., 1988; 1989).

[0126]Em algumas modalidades, a imunoterapia pode ser um inibidor do
ponto de verificacdo imune. Os pontos de verificagdo imunes aumentam um sinal

(por exemplo, moléculas coestimuladoras) ou diminuem um sinal. Os pontos de
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verificacdo imunes inibitérios que podem ser direcionados pelo bloqueio do ponto de
verificacdo imune incluem o receptor A2A da adenosina (A2AR), B7-H3 (também
conhecido como CD276), atenuador de linfocitos B € T (BTLA), proteina 4 citotoxica
associada a linfocitos T (CTLA-4, também conhecida como CD152), indoleamina
2,3-dioxigenase (IDO), imunoglobulina de células assassinas (KIR), gene-3 de
ativacdo de linfécitos (LAG3), morte programada 1 (PD-1), dominio de
imunoglobulina de células T e mucina dominio 3 (TIM-3) e supressor de Ig do
dominio V da ativagéao de células T (VISTA). Em particular, os inibidores do ponto de
verificacdo imune tém como alvo o eixo PD-1 e/ou CTLA-4.

[0127]Os inibidores do ponto de verificagcdo imune podem ser farmacos
como pequenas moléculas, formas recombinantes de ligante ou receptores ou, em
particular, sdo anticorpos, como anticorpos humanos (por exemplo, Publicacao de
Patente Internacional WO2015016718; Pardoll, Nat Rev Cancer, 12 (4): 252 a 264,
2012; ambos incorporados no presente documento a titulo de referéncia). Podem ser
utilizados inibidores conhecidos das proteinas do ponto de verificagdo imune ou
seus andlogos, em particular podem ser utilizadas formas de anticorpos
quimerizadas, humanizadas ou humanas. Como o especialista na técnica sabera,
nomes alternativos e/ou equivalentes podem estar em uso para certos anticorpos
mencionados na presente divulgacéo. Tais nomes alternativos e/ou equivalentes sao
intercambiaveis no contexto da presente divulgacdo. Por exemplo, sabe-se que o
lambrolizumabe também é conhecido sob 0s nomes alternativos e equivalentes MK-
3475 e pembrolizumabe.

[0128]Em algumas modalidades, o antagonista de ligacdo ao PD-1 é uma
molécula que inibe a ligacdo do PD-1 aos seus parceiros de ligacao ao ligando. Em

um aspecto especifico, os parceiros de ligacdo ao ligando PD-1 sdao PDL1 e/ou
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PDL2. Em outra modalidade, um antagonista de ligacdo ao PDL1 é uma molécula
que inibe a ligacdo do PDL1 aos seus parceiros de ligagdo. Em um aspecto
especifico, os parceiros de ligagdo ao PDL1 sdo PD-1 e/ou B7-1. Em outra
modalidade, o antagonista de ligacdo ao PDL2 é uma molécula que inibe a ligagéao
do PDL2 aos seus parceiros de ligacdo. Em um aspecto especifico, um parceiro de
ligacdo ao PDL2 é o PD-1. O antagonista pode ser um anticorpo, um seu fragmento
de ligacdo ao antigeno, uma imunoadesina, uma proteina de fusdo ou um
oligopeptideo. Anticorpos exemplificativos sdo descritos nas Patentes US Numeros
8.735.553, 8.354.509 e 8.008.449, todos incorporado no presente documentos a
titulo de referéncia. Outros antagonistas do eixo PD-1 para uso nos métodos
fornecidos no presente documento sdo conhecidos na técnica, como descrito nas
Publicagdes de Patente US Numeros 20140294898, 2014022021 e 20110008369,
todas incorporada no presente documentos a titulo de referéncia.

[0129]Em algumas modalidades, o antagonista de ligagdo ao PD-1 é um
anticorpo anti-PD-1 (por exemplo, um anticorpo humano, um anticorpo humanizado
ou um anticorpo quimérico). Em algumas modalidades, o anticorpo anti-PD-1 é
selecionado do grupo que consiste em nivolumabe, pembrolizumabe e CT-011. Em
algumas modalidades, o antagonista de ligagdo a PD-1 é uma imunoadesina (por
exemplo, uma imunoadesina compreendendo uma por¢cao de PDL1 ou PDL2
extracelular ou de ligagdo a PD-1 fundida a uma regiao constante (por exemplo, uma
regiao Fc de uma sequéncia de imunoglobulina). Em algumas modalidades, o
antagonista de ligacdo ao PD-1 é AMP-224. O nivolumabe, também conhecido como
MDX-1106-04, MDX-1106, ONO-4538, BMS-936558 ¢ OPDIVO®, ¢ um anticorpo
anti-PD-1 descrito no documento numero W0O2006/121168. O pembrolizumabe,

também conhecido como MK-3475, Merck 3475, lambrolizumabe, KEYTRUDA® e
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SCH-900475, € um anticorpo anti-PD-1 descrito no documento numero
WQ02009/114335. CT-011, também conhecido como hBAT ou hBAT-1, é um
anticorpo anti-PD-1 descrito no documento numero W02009/101611. O AMP-224,
também conhecido como B7-DClg, € um receptor soluvel em fusdo PDL2-Fc descrito
nos documentos W0O2010/027827 e W0O2011/066342.

[0130]0utro ponto de verificacdo imune que pode ser direcionado nos
métodos fornecidos no presente documento € a proteina 4 associada a linfécitos T
citotoxicos (CTLA-4), também conhecida como CD152. A sequéncia completa de
cDNA do CTLA-4 humano possui 0 numero de acesso ao Genbank L15006. O
CTLA-4 é encontrado na superficie das células T e atua como um interruptor
"desligado” quando ligado ao CD80 ou CD86 na superficie das células
apresentadoras de antigenos. CTLA4 €& um membro da superfamilia da
imunoglobulina que é expressa na superficie das células T auxiliares e transmite um
sinal inibit6rio para as células T. O CTLA4 é semelhante a proteina coestimuladora
de células T, CD28, e ambas as moléculas se ligam a CD80 e CD86, também
chamadas B7-1 e B7-2, respectivamente, nas células apresentadoras de antigenos.
O CTLA4 transmite um sinal inibitorio para as células T, enquanto o CD28 transmite
um sinal estimulador. O CTLA4 intracelular também € encontrado nas células T
reguladoras e pode ser importante para sua fungdo. A ativacao de células T através
do receptor de células T e CD28 leva ao aumento da expressdo de CTLA-4, um
receptor inibitério para moléculas B7.

[0131]Em algumas modalidades, o inibidor do ponto de verificagdo imune é
um anticorpo anti-CTLA-4 (por exemplo, um anticorpo humano, um anticorpo
humanizado ou um anticorpo quimérico), um seu fragmento de ligacdao ao antigeno,

uma imunoadesina, uma proteina de fusdo ou um oligopeptideo.
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[0132]Anticorpos anti-CTLA-4 humano (ou dominios VH e/ou VL deles
derivados) adequados para uso nos presentes métodos podem ser gerados usando
métodos bem conhecidos na técnica. Alternativamente, podem ser utilizados
anticorpos anti-CTLA-4 reconhecidos na técnica. Por exemplo, os anticorpos anti-
CTLA-4 divulgados em: Patente US numero 8.119.129, WO 01/14424, WO
98/42752; WO 00/37504 (CP675.206, também conhecido como tremelimumabe;
anteriormente ticilimumabe), Patente US numero 6.207.156; Hurwitz et al. (1998)
Proc Natl Acad Sci USA 95 (17): 10.067 a 10.071; Camacho et al. (2004) J Clin
Oncology 22 (145): Resumo numero 2505 (anticorpo CP-675206); e Mokyr et al.
(1998) Cancer Res 58: 5.301 a 5.304 podem ser utilizados nos métodos divulgados
no presente documento. Os ensinamentos de cada uma das publicacbes acima
mencionadas sao incorporados no presente documentos a titulo de referéncia.
Anticorpos que competem com qualquer um desses anticorpos reconhecidos na
técnica para ligagdo ao CTLA-4 também podem ser usados. Por exemplo, um
anticorpo CTLA-4 humanizado € descrito no Pedido de Patente Internacional nimero
WO02001014424, WO2000037504 e Patente US numero 8.017.114; todos
incorporado no presente documentos a titulo de referéncia.

[0133]Um exemplo de anticorpo anti-CTLA-4 é o ipilimumab (também
conhecido como 10D1, MDX-010, MDX-101 e Yervoy®) ou fragmentos de ligacdo ao
antigeno e suas variantes (ver, por exemplo, WO 01/14424). Em outras
modalidades, o anticorpo compreende as CDRs ou VRs das cadeias pesada € leve
do ipilimumab. Por conseguinte, em uma modalidade, o anticorpo compreende 0s
dominios CDR1, CDR2 e CDR3 da regidao VH do ipilimumab e os dominios CDR1,
CDR2 e CDRS3 da regido VL do ipilimumab. Em outra modalidade, o anticorpo

compete pela ligagdo com e/ou se liga ao mesmo epitopo no CTLA-4 que os
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anticorpos acima mencionados. Em outra modalidade, o anticorpo tem pelo menos
cerca de 90% de identidade de sequéncia de aminodcidos da regido variavel com 0s
anticorpos acima mencionados (por exemplo, pelo menos cerca de 90%, 95% ou
99% de identidade de regiao variavel com ipilimumab).

[0134]Outras moléculas para modular CTLA-4 incluem ligantes e receptores
de CTLA-4, tal como descrito nas patentes US Numeros 5844905, 5885796 e
pedidos de patentes internacionais Numeros W0O1995001994 e W01998042752;
todos incorporado no presente documentos a titulo de referéncia, e imunoadesinas
como as descritas na Patente US 8329867, incorporada no presente documentos a
titulo de referéncia.

[0135]Em algumas modalidades, a terapia imunologica pode ser
imunoterapia adotiva, que envolve a transferéncia de células T especificas do
antigeno autélogo geradas ex vivo. As células T usadas para imunoterapia adotiva
podem ser geradas pela expansao de células T especificas ao antigeno ou pelo
redirecionamento das células T por engenharia genética (Park, Rosenberg et al.
2011). Foi demonstrado que o isolamento e a transferéncia de células T especificas
de tumores tém sucesso no tratamento de melanoma. Novas especificidades nas
células T foram geradas com sucesso através da transferéncia genética de
receptores transgénicos de células T ou receptores quiméricos de antigeno (CARs)
(Jena, Dotti et al. 2010). Os CARs sao receptores sintéticos que consistem em uma
porcao de direcionamento que esta associada a um ou mais dominios de sinalizagéao
em uma Unica molécula de fusdo. Em geral, a porcao de ligacdo de um CAR
consiste em um dominio de ligacdo ao antigeno de um anticorpo de cadeia Unica
(scFv), compreendendo os fragmentos leves e variaveis de um anticorpo monoclonal

unido por um ligante flexivel. As porcdes de ligacdao baseadas nos dominios do
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receptor ou ligando também foram usadas com sucesso. Os dominios de sinalizagédo
para os CARs de primeira geracdo sdo derivados da regido citoplasmatica das
cadeias gama CD3zeta ou do receptor Fc. Os CARs permitiram com sucesso que as
células T fossem redirecionadas contra antigenos expressos na superficie das
células tumorais de varias neoplasias, incluindo linfomas e tumores sélidos (Jena,
Dotti et al. 2010).

[0136]Em uma modalidade, o presente pedido fornece uma terapia de
combinacdo para o tratamento de céncer, em que a terapia de combinacdo
compreende terapia de células T adotiva e um inibidor de ponto de verificagdo. Em
um aspecto, a terapia de células T adotiva compreende células T autblogas e/ou
alogénicas. Em outro aspecto, as células T autblogas e/ou alogénicas séao
direcionadas contra antigenos tumorais.

D. CIRURGIA

[0137]Aproximadamente 60% das pessoas com cancer serdo submetidas a
cirurgia de algum tipo, que inclui cirurgia preventiva, diagnéstica ou estadiamento,
curativa e paliativa. A cirurgia curativa € um tratamento de cancer que pode ser
usado em conjunto com outras terapias, como o tratamento da presente invencgao,
quimioterapia, radioterapia, terapia hormonal, terapia genética, imunoterapia e/ou
terapias alternativas.

[0138]A cirurgia curativa inclui ressec¢ao na qual todo ou parte do tecido
canceroso € fisicamente removido, excisado e/ou destruido. A ressecc¢do tumoral
refere-se a remocao fisica de pelo menos parte de um tumor. Além da resseccéo do
tumor, o tratamento cirdrgico inclui cirurgia a laser, criocirurgia, eletrocirurgia e
cirurgia controlada microscopicamente (cirurgia de Mohs). E ainda contemplado que

a presente invencao possa ser usada em conjunto com a remogdo de canceres
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superficiais, pré-canceres ou quantidades incidentais de tecido normal.

[0139]Por excisdo de parte ou de todas as células, tecidos ou tumores
cancerigenos, uma cavidade pode ser formada no corpo. O tratamento pode ser
realizado por perfusao, injecdo direta ou aplicacédo local da area com uma terapia
anticancer adicional. Esse tratamento pode ser repetido, por exemplo, a cada 1, 2, 3,
4,5 60u7das,ouacadal, 2, 3,4e5semanasouacadai,?2 3,4,5,6,7,8,9,
10, 11 ou 12 meses. Esses tratamentos também podem ter doses variadas.

E. OUTROS AGENTES

[0140]Esta contemplado que outros agentes possam ser utilizados em
combinagdao com certos aspectos das presentes modalidades para melhorar a
eficacia terapéutica do tratamento. Esses agentes adicionais incluem agentes que
afetam a regulacdo positiva dos receptores da superficie celular e jungdes GAP,
agentes citostaticos e de diferenciacao, inibidores da adesao celular, agentes que
aumentam a sensibilidade das células hiperproliferativas a indutores apoptéticos ou
outros agentes biolégicos. O aumento da sinalizagao intercelular elevando o nimero
de jungcdes GAP aumentaria os efeitos anti-hiperproliferativos na populacéo celular
hiperproliferativa vizinha. Em outras modalidades, agentes citostaticos ou de
diferenciacdo podem ser utilizados em combinagcdo com certos aspectos das
presentes modalidades para melhorar a eficacia anti-hiperproliferativa dos
tratamentos. Inibidores da adeséao celular sdo contemplados para melhorar a eficacia
das presentes modalidades. Exemplos de inibidores de adeséo celular séo inibidores
de adesdo quinase focal (FAKs) e Lovastatina. E ainda contemplado que outros
agentes que aumentam a sensibilidade de uma célula hiperproliferativa a apoptose,
como o0 anticorpo ¢225, possam ser utilizados em combinagdo com certos aspectos

das presentes modalidades para melhorar a eficacia do tratamento.
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VIII. KITS E DIAGNOSTICOS

[0141]Em varios aspectos da invencado, € previsto um kit contendo agentes
terapéuticos e/ou outros agentes terapéuticos € de administracdo. Em algumas
modalidades, a presente invencao contempla um kit para preparar e/ou administrar
uma terapia da invencdo. O kit pode compreender reagentes capazes de serem
utilizados na administracdo de um ou mais agentes ativos ou eficazes da invencgao.
Os reagentes do kit podem incluir pelo menos um inibidor da expressao génica (por
exemplo, um oligonucleotideo STAT3), um ou mais componentes lipidicos, um ou
mais componentes anticAncer de uma terapia combinada, bem como reagentes para
preparar, formular e/ou administrar os componentes da invengdo ou executar uma
ou mais etapas dos métodos inventivos.

[0142]Em algumas modalidades, o kit também pode compreender um meio
de recipiente adequado, que € um recipiente que nao reage com 0s componentes do
kit, como um tubo eppendorf, uma placa de ensaio, uma seringa, uma garrafa ou um
tubo. O recipiente pode ser feito de materiais esterilizaveis, como plastico ou vidro.

[0143]0O kit pode incluir ainda uma folha de instrugdes que descreve as
etapas processuais dos métodos e seguira substancialmente o0s mesmos
procedimentos descritos no presente documento ou sdo conhecidos dos versados
na técnica.

IX. EXEMPLOS

[0144]0s exemplos a seguir sdo incluidos para demonstrar modalidades
preferidas da invencao. Deve ser apreciado por aqueles versados na técnica que as
técnicas divulgadas nos exemplos a seguir representam técnicas as quais o inventor
constatou funcionarem bem na pratica da invengdo e, portanto, podem ser

consideradas como modos preferidos para sua pratica. No entanto, aqueles
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versados na técnica devem, a luz da presente divulgacdo, observar que muitas
mudangas podem ser feitas nas modalidades especificas que sdo divulgadas e
ainda obter-se um resultado semelhante ou similar sem se afastar do espirito e
escopo da invengéo.

EXEMPLO 1 - OLIGONUCLEQTIDEQOS P-ETOXI DIRECIONADOS A STAT3

[0145]0s oligonucleotideos direcionados a STAT3 foram projetados para uso
em um farmaco STAT3 antissenso lipossémico para inibir a expressao de STAT3. A
sequéncia de cDNA contigua de STAT3 é fornecida na SEQ ID NO: 5 e a sequéncia
proteica de STAT3 ¢é fornecida na SEQ ID NO: 6. A sequéncia de cada um dos
oligonucleotideos ¢é fornecida na Tabela 4.

TABELA 4. SEQUENCIAS ANTISSENSO STAT3

SEQ ID NO: Sequéncia
5'- CAAAGT GGC ATGTGATTC -3
5'-GCT ATA CTG CTG GTC AAT -3
5-CTT CGT AGATTG TGC TGA -3'
5'- CTG ATA ATT CAA CTC AGG -8

AW [IN|—

[0146]0 farmaco STAT3 antissenso lipossémico foi fabricado de acordo com
os métodos descritos no presente documento. Os testes de espectrometria de
massa mostraram que cerca de 80% da substancia do farmaco oligonucleotidico
tinha entre trés e sete ligacbes de cadeia principal de fosfodiéster. O teste de
particulas mostrou que 90% dos lipossomas tinham diametro de particulas de 2.319
nm ou menos, 50% dos lipossomas tinham diametro de particulas de 368 nm ou
menos e cerca de 18% dos lipossomas tinham diametro de particulas de 300 nm ou
menos.

EXEMPLO 2 - INIBICAO DA EXPRESSAO DE STAT3 COM
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OLIGONUCLEOTIDEOS P-ETOXI

[0147]A capacidade do STAT3 antissenso lipossdmico de inibir a expressao
de STAT3 foi testada em duas linhas celulares de adenocarcinoma de pulmao,
H1975 e HCC 827. O STAT3 antissenso lipossémico correspondente a SEQ ID NO:
4 (180 pug/ml) ou uma quantidade equivalente de lipossomas vazios foi incubado com
cada linha celular por quatro dias. Como os dados na Figura 1 mostram, a incubacao
com lipossomas STATS3 antissenso lipossémico, mas ndao com lipossomas vazios,
reduziu o nivel de expressdo de STAT3 em razao a B-actina.

EXEMPLO 3 - INIBICAQO DA VIABILIDADE DE CELULA CANCERIGENA
PELO STAT3 ANTISSENSO LIPOSSOMICO

[0148]A capacidade do STAT3 antissenso lipossdmico de inibir a viabilidade
de células de cancer de pulmao de células ndo pequenas foi testada em trés linhas
celulares de adenocarcinoma de pulmao: H1975, HCC 827 e H358. O STATS3
antissenso lipossdmico correspondente a uma das SEQ ID NO: 1 a 4 (180 pg/ml) foi
incubado com cada linha celular por quatro dias. Como os dados nas Figuras Na
mostra 2A a 2C, a incubacdo com STAT3 antissenso lipossébmico reduziu a
viabilidade celular de cada linha celular, sendo o STAT3 antissenso lipossémico
correspondente a SEQ ID NO: 4 o0 mais potente.

[0149]A capacidade do STAT3 antissenso lipossdbmico de inibir o
crescimento de células de leucemia foi testada em trés linhas celulares de leucemia
humana: K-562, MV4-11 e Kasumi-1. O STAT3 antissenso lipossémico
correspondente a SEQ ID NO: 4 foi incubado com cada linha celular por quatro dias.
Como os dados na Figura 3A mostram, a incubacdo com STAT3 antissenso
lipossémico reduziu a viabilidade celular de cada linha celular.

[0150]A capacidade do STAT3 antissenso lipossdbmico de inibir o
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crescimento de células de linfoma foi testada em cinco linhas celulares de linfoma
humano: DOHH-2, SU-DHL-4, SU-DHL-6, SU-DHL-10 e RL. O STAT3 antissenso
lipossémico correspondente a SEQ ID NO: 4 foi incubado com cada linha celular por
quatro dias. Como os dados na Figura 3B mostram, a incubagcdo com STAT3
antissenso lipossémico reduziu a viabilidade celular de cada linha celular.

[0151]Todos os métodos divulgados e reivindicados neste documento
podem ser feitos e executados sem experimentacdo indevida a luz da presente
divulgacdo. Embora as composicoes e métodos desta invencdo tenham sido
descritos em termos de modalidades preferidas, sera evidente para os versados na
técnica que variagdes podem ser aplicadas aos métodos e as etapas ou a sequéncia
de etapas do método descrito no presente documento sem se afastar do conceito,
espirito e escopo da invengdo. Mais especificamente, sera aparente que certos
agentes que estdo relacionados quimicamente e fisiologicamente podem ser
substituidos pelos agentes descritos no presente documento, enquanto 0s mesmos
resultados ou resultados semelhantes sdo alcancados. Todos esses substitutos e
modificacdes semelhantes aparentes aos especialistas na técnica sao considerados
dentro do espirito, escopo e conceito da invengdo, conforme definido pelas
reivindicagdes anexas.

REFERENCIAS

[0152]As referéncias a seguir, na medida em que fornecem detalhes
processuais ou outros exemplos exemplificativos suplementares aos estabelecidos
no presente documento, estdo especificamente incorporadas no presente
documento a titulo de referéncia.
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REIVINDICACOES

1. Composicdo CARACTERIZADA pelo fato de que compreende uma
populacdo de oligonucleotideos, em que os oligonucleotideos hibridizam com um
produto de gene polinucleotideo STAT3, em que os oligonucleotideos da populagéo
sdo compostos de moléculas de nucleosideos ligadas em conjunto através de
ligacdes principais de fosfato, em que pelo menos uma das ligagdes principais de
fosfato em cada o oligonucleotideo é uma ligacao principal P-etéxi, € em que néo
mais que 80% das ligacdes principais de fosfato em cada oligonucleotideo séo
ligagdes principais P-etdxi.

2. Composigéo, de acordo com a reivindicacdo 1, CARACTERIZADA pelo
fato de que oligonucleotideos da populagcdo compreendem uma sequéncia de
acordo com qualquer uma das SEQ ID NOs: 1 a 4.

3. Composigéo, de acordo com a reivindicacdo 2, CARACTERIZADA pelo
fato de que oligonucleotideos da populagcdo compreendem uma sequéncia de
acordo com a SEQ ID NO: 1.

4. Composigao, de acordo com a reivindicagdo 2, CARACTERIZADA pelo
fato de que oligonucleotideos da populagcdo compreendem uma sequéncia de
acordo com a SEQ ID NO: 2.

5. Composigéo, de acordo com a reivindicacdo 2, CARACTERIZADA pelo
fato de que oligonucleotideos da populacdo compreendem uma sequéncia de
acordo com a SEQ ID NO: 3.

6. Composigéo, de acordo com a reivindicacdo 2, CARACTERIZADA pelo
fato de que oligonucleotideos da populacdo compreendem uma sequéncia de
acordo com a SEQ ID NO: 4.

7. Composigéo, de acordo com a reivindicacdo 1, CARACTERIZADA pelo
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fato de que 50% a 80% das ligagdes principais de fosfato sao ligagdes principais P-
etdxi.

8. Composigéo, de acordo com a reivindicacdo 7, CARACTERIZADA pelo
fato de que 60% a 75% das ligagdes principais de fosfato sao ligagdes principais P-
etdxi.

9. Composigéo, de acordo com a reivindicacdo 1, CARACTERIZADA pelo
fato de que 20% a 50% das ligacdes principais de fosfato sédo ligagdes principais de
fosfodiéster.

10. Composicao, de acordo com a reivindicagdo 9, CARACTERIZADA pelo
fato de que 25% a 40% das ligacdes principais de fosfato sdo ligagdes principais de
fosfodiéster.

11. Composicéo, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADA pelo
fato de que as ligacdes principais de fosfodiéster sédo distribuidas ao longo de cada
oligonucleotideo.

12. Composicdo, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADA pelo
fato de que as ligacdes principais de fosfodiéster ndo estdo agrupadas dentro de
uma porcao de cada oligonucleotideo.

13. Composicao, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADA pelo
fato de que a populacdo de oligonucleotideos é heterogénea quanto ao numero de
ligagdes principais P-etdxi e ligagdes principais de fosfodiéster presentes nos
oligonucleotideos da populagao.

14. Composicdo, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADA pelo
fato de que os oligonucleotideos da populagdo tém um tamanho que varia de 18 a
30 nucleotideos.

15. Composicdo, de acordo com a reivindicagdo 14, CARACTERIZADA pelo
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fato de que os oligonucleotideos da populagcdo tém um tamanho médio de 18
nucleotideos, em que ndo mais do que 14 das ligacdes principais de fosfato em cada
oligonucleotideo € uma ligagao principal P-etoxi.

16. Composigdo, de acordo com a reivindicagdo 14, CARACTERIZADA pelo
fato de que os oligonucleotideos da populagcdo tém um tamanho médio de 20
nucleotideos, em que ndao mais do que 16 dentre as ligacdes principais de fosfato
em cada oligonucleotideo é uma ligagao principal P-etoxi.

17. Composicao, de acordo com a reivindicacdo 14, CARACTERIZADA pelo
fato de que os oligonucleotideos da populagcdo tém um tamanho médio de 25
nucleotideos, em que ndao mais do que 20 dentre as ligacdes principais de fosfato
em cada oligonucleotideo é uma ligagao principal P-etoxi.

18. Composicdo, de acordo com a reivindicagdo 14, CARACTERIZADA pelo
fato de que os oligonucleotideos da populagcdo tém um tamanho médio de 30
nucleotideos, em que ndo mais do que 24 dentre as ligagdes principais de fosfato
em cada oligonucleotideo é uma ligagao principal P-etoxi.

19. Composicao, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADA pelo
fato de que a populacdao de oligonucleotideos compreende uma Unica espécie de
oligonucleotideos.

20. Composigao, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADA pelo
fato de que a populacdo de oligonucleotideos compreende pelo menos duas
espécies de oligonucleotideos.

21. Composicao, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADA pelo
fato de que a populagédo de oligonucleotideos é heterogénea quanto a distribuicdo
das ligagdes principais de fosfodiéster entre os oligonucleotideos da populagéo.

22. Composigao, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADA pelo
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fato de que os oligonucleotideos da populagcdo inibem a expressdo da proteina
STATS.

23. Composicao, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADA pelo
fato de que compreende ainda fosfolipidios e em que os oligonucleotideos e
fosfolipidios formam um complexo oligonucleotideo-lipidico.

24. Composicao, de acordo com a reivindicagao 23, CARACTERIZADA pelo
fato de que os fosfolipidios ndo sado carregados ou tém carga neutra no pH
fisiolégico.

25. Composigao, de acordo com a reivindicagdo 24, CARACTERIZADA pelo
fato de que os fosfolipidios sao fosfolipidios neutros.

26. Composicao, de acordo com a reivindicagdo 25, CARACTERIZADA pelo
fato de que os fosfolipidios neutros séo fosfatidilcolinas.

27. Composigao, de acordo com a reivindicagdo 25, CARACTERIZADA pelo
fato de que os fosfolipidios neutros sédo dioleoilfosfatidilcolina.

28. Composigao, de acordo com a reivindicagdo 23, CARACTERIZADA pelo
fato de que os fosfolipidios sdao essencialmente livres de colesterol.

29. Composicao, de acordo com a reivindicagdo 23, CARACTERIZADA pelo
fato de que os fosfolipidios e oligonucleotideos estao presentes em uma razao molar
de cerca de 5:1 a cerca de 100:1.

30. Composigao, de acordo com a reivindicagdo 23, CARACTERIZADA pelo
fato de que o complexo oligonucleotideo-lipideo é ainda definido como uma
populacao de lipossomos.

31. Composicao, de acordo com a reivindicagao 30, CARACTERIZADA pelo
fato de que pelo menos 90% dos lipossomas tém menos de 5 microns de diametro.

32. Composicao, de acordo com a reivindicagao 30, CARACTERIZADA pelo
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fato de que a populacdo de oligonucleotideos é incorporada na populacdo de
lipossomos.

33. Composigao, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADA pelo
fato de que a composicao ¢ liofilizada.

34. Método para reduzir o nivel de expressado da proteina STAT3 em uma
célula caracterizado pelo fato de que compreende o contato da célula com uma
composicdo, de acordo com a reivindicagao 1.

35. Composicao farmacéutica caracterizada pelo fato de que compreende
uma composicdo, de acordo com a reivindicacdo 23, e um carreador
farmaceuticamente aceitavel.

36. Composicao, de acordo com a reivindicagao 35, CARACTERIZADA pelo
fato de que compreende ainda um agente quimioterapéutico.

37. Método de tratamento de um sujeito com céncer ou uma doenca
autoimune CARACTERIZADO pelo fato de que compreende administrar ao sujeito
uma quantidade terapeuticamente eficaz de uma composicdo farmacéutica, de
acordo com a reivindicagéo 35.

38. Método, de acordo com a reivindicagdo 37, CARACTERIZADO pelo fato
de que o sujeito € um ser humano.

39. Método, de acordo com a reivindicagdo 37, CARACTERIZADO pelo fato
de que o céncer € um cancer de pulmao de células ndo pequenas, adenocarcinoma
de péncreas, cancer de mama, cancer de prostata, melanoma, cancer de célon,
leucemia, linfoma, glioblastoma, osteossarcoma, cancer de cavidade oral, caAncer de
ovario, cancer uterino, cancer 6sseo, cancer cerebral, cancer de prostata, cancer de
rim, cancer de estdmago, cancer de esbfago, cancer de reto, cancer de bexiga,

cancer de testiculo ou cancer de figado.
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40. Método, de acordo com a reivindicagao 37, CARACTERIZADO pelo fato
de que a doenca autoimune é lUupus eritematoso, espondiloartropatia, doenca de
Sjogren, doenca de Crohn, diabetes mellitus, esclerose mdltipla ou artrite
reumatoide.

41. Método, de acordo com a reivindicagao 37, CARACTERIZADO pelo fato
de que a composicdo é administrada por via subcutanea, intravenosa ou
intraperitoneal.

42. Método, de acordo com a reivindicagao 37, CARACTERIZADO pelo fato
de que compreende ainda a administracdo de pelo menos uma segunda terapia
anticancer ao suijeito.

43. Método, de acordo com a reivindicacao 42, CARACTERIZADO pelo fato
de que a segunda terapia anticAncer é uma terapia cirdrgica, quimioterapia,
radioterapia, crioterapia, terapia hormonal, imunoterapia, terapia antiviral, terapia de
supressao imunolégica, terapia antibacteriana, terapia antiparasitaria, terapia
antifangica ou terapia com citocinas.

44. Método, de acordo com a reivindicacdo 37, CARACTERIZADO pelo fato
de que a administragdo da composicdo reduz a expressao da proteina STAT3 no

paciente.
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RESUMO

"ACIDOS NUCLEICOS P-ETOXI PARA INIBICAO DE STAT3"

Trata-se de sistemas de distribuicdo aprimorados para oligonucleotideos,
sendo que o dito sistema de distribuicAo compreende um lipossomo que
compreende fosfolipidios neutros e um P-etoxi-oligonucleotideo, que tem como alvo
um polinucleotideo codificador de STAT3. Métodos de tratamento de pacientes com

os ditos sistemas de distribuicdo também sao fornecidos.
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Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
biolbgicas.

Cédigo de Controle

Campo 1

A 45 CECFBAAF77 1TERB

Campo 2

6 E 6 56 6 EFB 17 9 1F 4F

Qutras Informacdes:

- Nome do Arquivo: listagemsequencia.txt
- Data de Geracao do Cédigo: 12/12/2019
- Hora de Geracéo do Cdédigo: 16:45:37
- Cdédigo de Controle:

- Campo 1. AA5CECFBAAF771EB

- Campo 2: 6E6566EFB1791F4F

Peticdo 870190132529, de 12/12/2019, pag. 105/105



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

