* B R 11201700886 88B 1 *

(11) BR 112017008868-1 B1

Republica Federativa do Brasil

Ministério do Desenvolvimento, Industria, (22) Data do Deposito: 10/11/2015

Comeércio e Servigos (45) Data de Concesséo: 21/03/2023
Instituto Nacional da Propriedade Industrial

(54) Titulo: AGENTE DE RNAI DE FITA DUPLA, COMPOSIGAO FARMACEUTICA, E SEUS USOS
(51) Int.Cl.: C12N 15/113; A61K 31/713.

(52) CPC: C12N 15/113; A61K 31/713.

(30) Prioridade Unionista: 10/11/2014 US 62/077,672; 10/11/2014 US 62/077,799; 24/03/2015 US
62/137,464.

(73) Titular(es): ALNYLAM PHARMACEUTICALS, INC..

(72) Inventor(es): GREGORY HINKLE; LAURA SEPP-LORENZINO; VASANT JADHAV; MARTIN
MAIER; STUART MILSTEIN; MUTHIAH MANOHARAN; KALLANTHOTTATHIL G. RAJEEV.

(86) Pedido PCT: PCT US2015059916 de 10/11/2015
(87) Publicacdo PCT: WO 2016/077321 de 19/05/2016

(85) Data do Inicio da Fase Nacional: 27/04/2017

(57) Resumo: COMPOSICOES DE IRNA DO VIRUS DA HEPATITE B (HBV) E METODOS DE SEU
USO. A presente invencdao refere-se aos agentes de RNAI, por exemplo, agentes de RNAI de filamento
duplo, que direciona o genoma do virus da hepatite B (HBV), e métodos de uso de tais agentes de
RNAI para inibir a expressdo de um ou mais genes do HBV e métodos de tratamento de individuos
tendo uma infeccdo por HBV e/ou distarbio associado ao HBV, por exemplo, infec¢gédo cronica de
hepatite B.



1/1357

Relatorio Descritivo da Patente de Invencéo para "AGENTE
DE RNAI DE FITA DUPLA, COMPOSIGAO FARMACEUTICA, E SEUS
USoSs".
Pedidos Relacionados
[001] Este pedido reivindica o beneficio da prioridade para o
Pedido Provisorio dos E.U.A. 62/077.799, depositado a 10 de novembro
de 2014, e Pedido Provisorio dos E.U.A. 62/137.464, depositado a 24
de margo de 2015. A totalidade dos conteudos de cada um dos pedidos
de patentes anteriores € aqui incorporada por referéncia.
[002] Este pedido reivindica também prioridade para o Pedido
Provisério dos E.U.A. 62/077.672, depositado a 10 de novembro de
2014, cuja totalidade do conteudos € incorporada aqui por referéncia.
[003] Este pedido esta relacionado com o Pedido de Patente
Internacional PCT/US2015/XXXXX, intitulado "Hepatitis D Viris (HDV)
RNAi Compositions and Methods of Use Thereof," depositado a 10 de
novembro de 2015, cuja totalidade dos conteudos é aqui incorporada
por referéncia.
Listagem de Sequéncias
[004] O presente pedido contém uma Listagem de Sequéncias que
foi submetida eletronicamente em formato ASCIl e é deste modo
incorporada por referéncia na sua totalidade. A dita copia ASCII, criada
em 5 de novembro de 2015, € chamada 121301-02320_SL.txt e tem
385.791 bytes em tamanho.
Antecedentes da Invencao
[005] A nivel mundial, mais de 400 milhdes de pessoas estdo
cronicamente infectadas com HBV e correm, assim, um maior risco de
desenvolver doenca hepatica grave, tal como hepatite cronica, cirrose,
insuficiéncia hepatica e carcinoma hepatocelular (HCC), resultando em
aproximadamente 600.000 mortes por ano.

[006] A evolugao natural da infecgcdo crbnica pelo HBV inclui
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quatro fases consecutivas: (1) fase inicial ‘imunotolerante’, altos niveis
de replicacdo do virus e inflamagdo minima do figado; (2) fase
imunorreativa, inflamagédo hepatica significativa e aminotransferases
elevadas no soro; com alguns pacientes progredindo para (3) fase 'ndo
replicativa’, seroconversao para anti-HBe; nivel baixo ou indetectavel de
viremia (abaixo de 2000 Ul/mL em ensaios baseados em PCR);
resolugdo da inflamacao hepatica; e (4) hepatite B cronica HBeAg-
negativa, devido ao surgimento de mutagdes virais especificas que
impedem a producao de HBeAg, mas n&o impedem a replicagcdo do
virus. Esta forma de hepatite B crénica (CHB) & caracterizada por
flutuagdo dos niveis séricos de HBV DNA e dos niveis séricos de
aminotransferases (ALT e AST), e doenga hepatica progressiva. E
importante notar que a CHB pode apresentar-se como CHB HBeAg-
positiva ou HBeAg-negativa. Estudos longitudinais de pacientes com
CHB indicam que a incidéncia cumulativa de 5 anos de cirrose em
desenvolvimento varia de 8 a 20%. A incidéncia cumulativa de 5 anos
de descompensacado hepatica é aproximadamente 20%. A incidéncia
mundial de HCC aumentou e constitui atualmente o quinto tipo de
cancer mais comum. A incidéncia anual de HCC relacionado com HBV
€ elevada, variando de 2 a 5% quando a cirrose € estabelecida.

[007] O objetivo principal do tratamento de HBV €& suprimir
permanentemente a replicacdo do HBV e melhorar a doenca hepatica.
Objetivos clinicamente importantes a curto prazo sdo alcangar a
seroconversao HBeAg, normalizacao de ALT e AST séricos, resolugao
de inflamacé&o do figado e evitar a descompensacgao hepatica. O objetivo
final do tratamento é conseguir uma resposta duravel para prevenir o
desenvolvimento de cirrose, cancer de figado e prolongar a
sobrevivéncia. A infeccdo por HBV ndo pode ser erradicada
completamente devido a persisténcia de uma forma particular de DNA

viral circular covalentemente fechado (ccc HBV DNA) nos nucleos de
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hepatécitos infectados. No entanto, a eliminacdo induzida por
tratamento de HBsAg sérico € um marcador da cessagao da infec¢ao
cronica pelo HBV e tem sido associada com o melhor resultado a longo
prazo.

[008] Os atuais métodos padrao de tratamento para HBV incluem
imunoterapias com base em interferon ou timosina a1 e a supressao da
producao viral por inibicdo da polimerase do HBV. Inibidores de
polimerase do HBV s&o eficazes na reduc¢éo da producgao viral, mas tém
pouco ou nenhum efeito na reducgao rapida de HBsAg ou podem reduzir
lentamente HBsAg com tratamento a longo prazo em um numero
limitado de pacientes (como € o caso do Tenofovir disoproxil fumarato).
A imunoterapia com base em interferon pode conseguir uma redugao
da producgao viral e a remocao precoce de HBsAg do sangue, mas
apenas em uma pequena porcentagem dos pacientes tratados. O papel
geralmente aceite de HBsAg no sangue é sequestrar os anticorpos anti-
HBsAg e permitir que as particulas virais infecciosas escapem a
detecgao imunoldgica, que é provavelmente uma das razbdes pelas
quais a infeccéo pelo HBV permanece uma doenca cronica. Além disso,
HBsAg, HBeAg e HBCcAg tém propriedades imuno-inibitérias e a
persisténcia destas proteinas virais no sangue de doentes apds a
administragdo de qualquer dos tratamentos atualmente disponiveis para
HBV é susceptivel de ter um impacto significativo na prevencao de
doentes para alcangar controle imunoldgico da sua infecgao pelo HBV.
[009] Embora as trés proteinas HBV primarias (HBsAg, HBeAg e
HBcAQ) tenham propriedades imuno-inibitorias, HBsAg compreende a
esmagadora maioria das proteinas HBV na circulacdo de individuos
infectados com HBV. Além disso, apesar de a remocao (através de
seroconversao) de HBeAg ou reducdes de viremia sérica ndo estarem
correlacionados com o desenvolvimento de controle sustentado da

infeccdo por HBV, a remocdo de HBsAg sérico do sangue (e
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seroconversao) na infecgao pelo HBV € um indicador de progndstico
reconhecido da resposta antiviral no tratamento que levara ao controle
da infecgao pelo HBV sem tratamento (off treatment) (embora isso sé
ocorre em uma pequena fracdo dos pacientes que recebem
imunoterapia). Assim, apesar da reducao das trés principais proteinas
HBV (HBsAg, HBeAg e HBcAg) poder resultar na remocéao ideal do
efeito inibitério, € provavel que a remog¢ao de HBsAg seja suficiente por
si s6 para remover a maior parte da inibigao viral da fungdo imunolégica
em individuos com infecgéo por HBV.

[0010] Portanto, na auséncia de qualquer regime atual de
tratamento que possa restaurar o controle imunolégico do HBV em uma
grande proporgao de pacientes, ha uma necessidade de um tratamento
eficaz contra a infecgcado pelo HBV que possa inibir a replicacao viral,
bem como restaurar o controle imunolégico na maioria dos pacientes.
Conformemente, existe uma necessidade na técnica de terapias e
terapias de combinagédo alternativas para individuos infectados com
HBV e/ou tendo uma doencga associada a HBV.

Sumario da Invengao

[0011] A presente invengao proporciona composi¢coes de RNAI que
efetuam a clivagem mediada pelo complexo silenciador induzido por
RNA (RISC) de transcritos RNA de um gene do virus da hepatite B
(HBV). O gene HBV pode estar dentro de uma célula, por exemplo, uma
célula dentro de um individuo, tal como um ser humano.

[0012] A presente invengdo proporciona também métodos e
terapias para tratamento de um individuo tendo um disturbio que
beneficiaria de inibicdo ou reducéo da expressao de um gene HBV, por
exemplo, uma infeccdo por HBV e/ou uma doencga associada ao HBV,
tal como infeccdo de hepatite B crénica (CHB), cirrose, insuficiéncia
hepatica e carcinoma hepatocelular (HCC), usando composi¢des de

RNAIi que efetuam a clivagem mediada pelo complexo silenciador
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induzido por RNA (RISC) de transcritos de um gene HBV para inibigao
da expressao de um gene HBV.

[0013] Os agentes de RNAIi da invencdo foram concebidos para
regides-alvo no genoma HBV que sao conservadas em todos os 8
sorotipos do HBV. Além disso, os agentes de RNAI da invencao foram
concebidos para inibir todas as etapas do ciclo de vida do HBV, por
exemplo, replicacdo, montagem, secrecdo de virus e secrecado de
antigenos sub-virais, por inibicdo da expressido de mais de um gene
HBV. Em particular, uma vez que a transcricdo do genoma do HBV
resulta em RNAs policistrénicos sobrepostos, um agente de RNAI da
invengao tendo como alvo um unico gene HBV resulta em inibicdo
significativa da expressao da maioria ou de todos os transcritos de HBV.
Por exemplo, uma vez que o genoma do HBV é transcrito em um unico
MRNA, um agente de RNAI da inveng¢ao tendo como alvo o gene S
resultara na inibicdo ndo apenas da expressao do gene S, mas também
da expressao do gene "a jusante" da transcriptase reversa. Além disso,
os agentes de RNAi da invencdo foram concebidos para inibir a
replicacéo viral do HBV visando genes estruturais de HBV e o gene X
de HBV, permitindo assim que o sistema imunitario de um individuo
detecte e responda a presenga de HBsAg para produzir anticorpos anti-
HBV para eliminar uma infecgdo pelo HBV. Sem a intengdo de ser
limitada pela teoria, acredita-se que uma combinacdo ou
subcombinagdo das propriedades precedentes e os locais alvo
especificos e/ou as modificagdes especificas destes agentes de RNAI
conferem aos agentes de RNAi da invengdo melhor eficacia,
estabilidade, seguranca, poténcia e durabilidade.

[0014] Em conformidade, em um aspecto, a presente invencao
fornece agentes de RNAI de fita dupla para inibir a expressao do virus
da hepatite B (HBV) em uma célula. Os agentes de RNAI de fita dupla

incluem um filamento senso e um filamento antissenso formando uma
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regido de fita dupla, em que o dito flamento senso compreende pelo
menos 15 nucleotideos contiguos diferindo por ndo mais do que 3
nucleotideos da sequéncia de nucleotideos de SEQ ID NO:1 e o dito
filamento antissenso compreende pelo menos 15 nucleotideos
contiguos diferindo por ndo mais do que 3 nucleotideos da sequéncia
de nucleotideos de SEQ ID NO:2, em que substancialmente todos os
nucleotideos do dito filamento senso e substancialmente todos os
nucleotideos do dito filamento antissenso sdo nucleotideos modificados,
em que o dito filamento senso esta conjugado com um ligante ligado no
terminal 3° e em que o ligante € um ou mais derivados de GalNAc
ligados através de um ligante ramificado bivalente ou trivalente.

[0015] Em uma modalidade, a uma ou mais das 3 diferengas de
nucleotideos na sequéncia de nucleotideos do filamento antissenso é
uma incompatibilidade de nucleotideos no filamento antissenso.

[0016] Em outra modalidade, a uma ou mais das 3 diferengas de
nucleotideos na sequéncia de nucleotideos do filamento antissenso é
uma incompatibilidade de nucleotideos no filamento senso.

[0017] Em uma modalidade, todos os nucleotideos do dito filamento
senso e todos os nucleotideos do dito filamento antissenso sao
nucleotideos modificados.

[0018] Em uma modalidade, o filamento senso e o filamento

antissenso compreendem uma regido de complementaridade que
compreende pelo menos 15 nucleotideos contiguos diferindo em
ndo mais do que 3 nucleotideos em relacido a qualquer uma das

sequéncias listadas em qualquer uma das Tabelas 3,4, 6,7, 12, 13,
22, 23,25 e 26.

[0019] Em uma modalidade, o pelo menos um dos ditos
nucleotideos modificados é selecionado de um desdxi-nucleotideo, um
nucleotideo de desodxi-timina (dT) 3' terminal, um nucleotideo

modificado por 2'-O-metila, um nucleotideo modificado por 2'-flior, um

Peticdo 870220113019, de 05/12/2022, pag. 11/373



71357

nucleotideo modificado por 2'-desdxi, um nucleotideo bloqueado, um
nucleotideo desbloqueado, um nucleotideo restrito de forma adaptavel,
um nucleotideo de etila constrito, um nucleotideo abasico, um
nucleotideo modificado por 2'-amino, um nucleotideo modificado por 2'-
O-alila, um nucleotideo modificado por 2'-C-alquila, um nucleotideo
modificado por 2'-hidroxila, um nucleotideo modificado por 2'-
metoxietila, um nucleotideo modificado por 2'-O-alquila, um nucleotideo
de morfolino, um fosforamidato, um nucleotideo compreendendo base
nao natural, um nucleotideo modificado por tetra-hidropirano, um
nucleotideo modificado por 1,5-anidroexitol, um nucleotideo modificado
por ciclo-hexenila, um nucleotideo compreendendo um grupo
fosforotioato, um nucleotideo compreendendo um grupo metilfosfonato,
um nucleotideo compreendendo um 5'-fosfato, e um nucleotideo
compreendendo um imitador de 5'-fosfato.

[0020] Em uma modalidade, a pelo menos um filamento
compreende uma projecdo 3" de pelo menos 1 nucleotideo. Em outra
modalidade, a pelo menos um filamento compreende uma projecéao 3°
de pelo menos 2 nucleotideos.

[0021] Em uma modalidade, a regiao de fita dupla tem 15 a 30 pares
de nucleotideos em comprimento. Em outra modalidade, a regido de fita
dupla tem 17 a 23 pares de nucleotideos em comprimento. Ainda em
outra modalidade, a regido de fita dupla tem 17 a 25 pares de
nucleotideos em comprimento. Em uma modalidade, a regido de fita
dupla e tem 23 a 27 pares de nucleotideos em comprimento. Em outra
modalidade, a regido de fita dupla tem 19 a 21 pares de nucleotideos
em comprimento. Ainda em outra modalidade, a regido de fita dupla tem
21 a 23 pares de nucleotideos em comprimento.

[0022] Em uma modalidade, cada filamento tem 15 a 30
nucleotideos. Em outra modalidade, cada filamento tem 19 a 30

nucleotideos.
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[0025] Em uma modalidade, o agente de RNAI € selecionado do
grupo de agentes de RNAI listados em qualquer uma das Tabelas 3, 4
6,7,12, 13, 22, 23, 25 e 26.

[0026] Em um aspecto, a presente invencdo fornece agentes de

RNAI de fita dupla para inibir a expresséo do virus da hepatite B (HBV)
em uma célula. Os agentes de RNAI de fita dupla incluem um filamento
senso e um filamento antissenso formando uma regido de fita dupla,
em que o] dito filamento senso compreende 5'-
UCGUGGUGGACUUCUCUCA -3' (SEQ ID NO:5) e o dito filamento
antissenso compreende 5'- UGAGAGAAGUCCACCACGAUU -3' (SEQ

ID NO:6), em que substancialmente todos os nucleotideos do dito
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filamento senso e substancialmente todos os nucleotideos do dito
filamento antissenso sao nucleotideos modificados, em que o dito
filamento senso esta conjugado com um ligante ligado no terminal 3" e
em que o ligante € um ou mais derivados de GalNAc ligados através de
um ligante ramificado bivalente ou trivalente.

[0027] A presente invencdo fornece também agentes de RNAI,
compreendendo sequéncias de nucleotideos senso e antissenso que
sao pelo menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou
99% idénticas ao longo de todo o seu comprimento as sequéncias de
nucleotideos senso e antissenso precedentes.

[0028] Em outro aspecto, a presente invencao fornece agentes de
RNAI de fita dupla para inibir a expressao do virus da hepatite B (HBV)
em uma célula. Os agentes de RNAI de fita dupla incluem um filamento
senso e um filamento antissenso formando uma regido de fita dupla,
em que o] dito filamento senso compreende 5'-
GUGCACUUCGCUUCACCUCUA -3' (SEQ ID NO:7) e o dito filamento
antissenso compreende 5- UAGAGGUGAAGCGAAGUGCACUU -3'
(SEQ ID NO:8), em que substancialmente todos os nucleotideos do dito
filamento senso e substancialmente todos os nucleotideos do dito
filamento antissenso sao nucleotideos modificados, em que o dito
filamento senso esta conjugado com um ligante ligado no terminal 3" e
em que o ligante € um ou mais derivados de GalNAc ligados através de
um ligante ramificado bivalente ou trivalente. A presente invencao
fornece também agentes de RNAIi, compreendendo sequéncias de
nucleotideos senso e antissenso que sdo pelo menos 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% idénticas ao longo de todo o
seu comprimento as sequéncias de nucleotideos senso e antissenso
precedentes.

[0029] Em outro aspecto, a presente invencao fornece agentes de
RNAI de fita dupla para inibir a expressao do virus da hepatite B (HBV)

Peticdo 870220113019, de 05/12/2022, pag. 14/373



10/357

em uma célula. Os agentes de RNAI de fita dupla incluem um filamento
senso e um filamento antissenso formando uma regido de fita dupla,
em que o] dito filamento senso compreende 5'-
CGUGGUGGACUUCUCUCAAUU -3' (SEQ ID NO:9) e o dito filamento
antissenso compreende 5'- AAUUGAGAGAAGUCCACCAGCAG -3'
(SEQ ID NO:10), em que substancialmente todos os nucleotideos do
dito filamento senso e substancialmente todos os nucleotideos do dito
filamento antissenso sao nucleotideos modificados, em que o dito
filamento senso esta conjugado com um ligante ligado no terminal 3" e
em que o ligante € um ou mais derivados de GalNAc ligados através de
um ligante ramificado bivalente ou trivalente. A presente invencao
fornece também agentes de RNAIi, compreendendo sequéncias de
nucleotideos senso e antissenso que sédo pelo menos 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% idénticas ao longo de todo o
seu comprimento as sequéncias de nucleotideos senso e antissenso
precedentes.

[0030] Em outro aspecto, a presente invencao fornece agentes de
RNAI de fita dupla para inibir a expressao do virus da hepatite B (HBV)
em uma célula. Os agentes de RNAI de fita dupla incluem um filamento
de senso e um filamento antissenso, formando uma regido de fita dupla,
em que o] filamento de senso compreende 5'-
CGUGGUGGUCUUCUCUAAAUU -3' (SEQ ID NO:37) e o filamento
antissenso compreende 5- AAUUGAGAGAAGUCCACCAGCUU -3'
(SEQ ID NO:38),

em que substancialmente todos os nucleotideos do filamento senso e
substancialmente todos os nucleotideos do filamento antissenso sao
nucleotideos modificados, em que o dito filamento senso € conjugado
com um ligante ligado no terminal 3' e em que o ligante € um ou mais
derivados de GalNAc ligados através de um ligante ramificado bivalente

ou trivalente. A presente invencao fornece também agentes de RNAI,
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compreendendo sequéncias de nucleotideos senso e antissenso que
sao pelo menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou
99% idénticas ao longo de todo o seu comprimento as sequéncias de
nucleotideos senso e antissenso precedentes.

[0031] Em outro aspecto, a presente invencao fornece agentes de
RNAI de fita dupla para inibir a expressao do virus da hepatite B (HBV)
em uma célula. Os agentes de RNAI de fita dupla incluem um filamento
senso e um filamento antissenso formando uma regido de fita dupla,
em que o] dito filamento senso compreende 5'-
GGUGGACUUCUCUCAAUUUUA -3' (SEQ ID NO:11) e o dito filamento
antissenso compreende 5'- UAAAAUUGAGAGAAGUCCACCAC -3
(SEQ ID NO:12), em que substancialmente todos os nucleotideos do
dito filamento senso e substancialmente todos os nucleotideos do dito
filamento antissenso sao nucleotideos modificados, em que o dito
filamento senso esta conjugado com um ligante ligado no terminal 3" e
em que o ligante € um ou mais derivados de GalNAc ligados através de
um ligante ramificado bivalente ou trivalente. A presente invencao
fornece também agentes de RNAIi, compreendendo sequéncias de
nucleotideos senso e antissenso que sdo pelo menos 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% idénticas ao longo de todo o
seu comprimento as sequéncias de nucleotideos senso e antissenso
precedentes.

[0032] Em outro aspecto, a presente invencao fornece agentes de
RNAI de fita dupla para inibir a expressao do virus da hepatite B (HBV)
em uma célula. Os agentes de RNAI de fita dupla incluem um filamento
senso e um filamento antissenso formando uma regidao de fita dupla,
em que o] dito filamento senso compreende 5'-
GUGUGCACUUCGCUUCACA -3' (SEQ ID NO:39) e o dito filamento
antissenso compreende 5'- UGUGAAGCGAAGUGCACACUU -3' (SEQ

ID NO:40), em que substancialmente todos os nucleotideos do dito
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filamento senso e substancialmente todos os nucleotideos do dito
filamento antissenso sao nucleotideos modificados, em que o dito
filamento senso esta conjugado com um ligante ligado no terminal 3" e
em que o ligante € um ou mais derivados de GalNAc ligados através de
um ligante ramificado bivalente ou trivalente. A presente invencao
fornece também agentes de RNAIi, compreendendo sequéncias de
nucleotideos senso e antissenso que sao pelo menos 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% idénticas ao longo de todo o
seu comprimento as sequéncias de nucleotideos senso e antissenso
precedentes.

[0033] Em uma modalidade, todos os nucleotideos do dito filamento
senso e todos os nucleotideos do dito filamento antissenso
compreendem uma modificagao.

[0034] Em uma modalidade, o pelo menos um dos ditos
nucleotideos modificados é selecionado de um desoxi-nucleotideo, um
nucleotideo de desodxi-timina (dT) 3' terminal, um nucleotideo
modificado por 2'-O-metila, um nucleotideo modificado por 2'-flior, um
nucleotideo modificado por 2'-desdxi, um nucleotideo bloqueado, um
nucleotideo desbloqueado, um nucleotideo restrito de forma adaptavel,
um nucleotideo de etila constrito, um nucleotideo abasico, um
nucleotideo modificado por 2'-amino, um nucleotideo modificado por 2'-
O-alila, um nucleotideo modificado por 2'-C-alquila, um nucleotideo
modificado por 2'-hidroxila, um nucleotideo modificado por 2'-
metoxietila, um nucleotideo modificado por 2'-O-alquila, um nucleotideo
de morfolino, um fosforamidato, um nucleotideo compreendendo base
nao natural, um nucleotideo modificado por tetra-hidropirano, um
nucleotideo modificado por 1,5-anidroexitol, um nucleotideo modificado
por ciclo-hexenila, um nucleotideo compreendendo um grupo
fosforotioato, um nucleotideo compreendendo um grupo metilfosfonato,

um nucleotideo compreendendo um 5'-fosfato, e um nucleotideo
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compreendendo um imitador de 5'-fosfato.

[0035] Em uma modalidade, o imitador de 5'-fosfato € um 5'-vinil
fosfato (5'-VP).

[0036] Em uma modalidade, o filamento senso compreende 5'-
uscsguGfgUfGfGfacuucucuca — 3' (SEQ ID NO:13) e o filamento
antissenso compreende 5'-usGfsagaGfaAfGfuccaCfcAfcgasusu — 3'
(SEQ ID NO:14),em que A, C, Ge U saoribose, A,C,Gou U; a,g,ce
u sdo 2'-O-metil (2'-OMe), A, U, C ou G; Af, Cf, Gf ou Uf sdo 2'-flior A,
G, C ou U; e s € uma ligacao de fosforotioato.

[0037] Em outra modalidade, o filamento senso compreende 5'-
uscsguGfgUfGfGfacuucucuca — 3' (SEQ ID NO:15) e o filamento
antissenso compreende 5'-PusGfsagaGfaAfGfuccaCfcAfcgasusu — 3'
(SEQ ID NO:16), em que A, C, Ge U saoribose, A,C,Gou U; a,g,ce
u sdo 2'-O-metil (2'-OMe), A, U, C ou G; Af, Cf, Gf ou Uf sdo 2'-flior A,
G, C ou U; e s € uma ligacédo de fosforotioato; e P € um 5'-fosfato ou
imitador de 5'-fosfato.

[0038] Em uma modalidade, o filamento senso compreende 5'-
gsusgcacUfuCfGfCfuucaccucua — 3' (SEQ ID NO:17) e o filamento
antissenso compreende $5'-usAfsgagGfugaagcgAfaGfugcacsusu — 3'
(SEQ ID NO:18), em que A, C, Ge U saoribose, A,C,Gou U; a,g,ce
u sdo 2'-O-metil (2'-OMe), A, U, C ou G; Af, Cf, Gf ou Uf sdo 2'-flior A,
G, C ou U; e s € uma ligacao de fosforotioato.

[0039] Em outra modalidade, o filamento senso compreende 5'-
gsusgcacUfuCfGfCfuucaccucua — 3' (SEQ ID NO:19) e o filamento
antissenso compreende 5'-PusAfsgagGfugaagcgAfaGfugcacsusu — 3'
(SEQ ID NO:20), em que A, C, Ge Usaoribose, A,C,Gou U; a,g,ce
u sdo 2'-O-metil (2'-OMe), A, U, C ou G; Af, Cf, Gf ou Uf sdo 2'-flior A,
G, C ou U; e s € uma ligacédo de fosforotioato; e P € um 5'-fosfato ou
imitador de 5'-fosfato.

[0040] Em uma modalidade, o filamento senso compreende 5'-
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csgsugguGfgAfCfUfucucUfCfaauu — 3' (SEQ ID NO:21) e o filamento
antissenso compreende 5'-asAfsuugAfgAfgAfaguCfcAfccagcsasg — 3'
(SEQ ID NO:22), em que A, C, Ge Usaoribose, A,C,GouU; a,g,ce
u sdo 2'-O-metil (2'-OMe), A, U, C ou G; Af, Cf, Gf ou Uf sdo 2'-flior A,
G, C ou U; e s € uma ligacao de fosforotioato.

[0041] Em outra modalidade, o filamento senso compreende 5'-
csgsugguGfgAfCfUfucucUfCfaauu — 3' (SEQ ID NO:23) e o filamento
antissenso compreende 5'-PasAfsuugAfgAfgAfaguCfcAfccagcsasg — 3'
(SEQ ID NO:24),em que A, C, Ge Usaoribose, A,C,GouU; a,g,ce
u sdo 2'-O-metil (2'-OMe), A, U, C ou G; Af, Cf, Gf ou Uf sdo 2'-flior A,
G, C ou U; e s € uma ligacédo de fosforotioato; e P € um 5'-fosfato ou
imitador de 5'-fosfato.

[0042] Em outra modalidade, o filamento senso compreende 5'-
csgsuggudGgucdTucucuaaauu — 3' (SEQ ID NO:35) e o filamento
antissenso compreende 5'- asdAsuugagagdAagudCcaccagcsusu — 3'
(SEQ ID NO:36), em que A, C, Ge Usaoribose, A,C,GouU; a,g,ce
u sdo 2-O-metil (2'-OMe), A, U, C, ou G; dA, dC, dG e dT séao
desoxirribose A, C, G e T; e s € uma ligacéo de fosforotioato.

[0043] Em uma modalidade, o filamento senso compreende 5'-
gsgsuggaCfuUfCfUfcucaAfUfuuua — 3' (SEQ ID NO:25) e o filamento
antissenso compreende 5'- usAfsaaaUfuGfAfgagaAfgUfccaccsasc — 3'
(SEQ ID NO:26), em que A, C, Ge Usaoribose, A,C,GouU; a,g,ce
u sdo 2'-O-metil (2'-OMe), A, U, C ou G; Af, Cf, Gf ou Uf sdo 2'-flior A,
G, C ou U; e s € uma ligacao de fosforotioato.

[0044] Em outra modalidade, o filamento senso compreende 5'-
gsgsuggaCfuUfCfUfcucaAfUfuuua — 3' (SEQ ID NO:27) e o filamento
antissenso compreende 5'- PusAfsaaaUfuGfAfgagaAfgUfccaccsasc — 3'
(SEQ ID NO:28), em que A, C, Ge Usaoribose, A,C,GouU; a,g,ce
u sdo 2'-O-metil (2'-OMe), A, U, C ou G; Af, Cf, Gf ou Uf sdo 2'-flior A,

G, C ou U; e s € uma ligacédo de fosforotioato; e P € um 5'-fosfato ou
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imitador de 5'-fosfato.

[0045] Em outra modalidade, o filamento senso compreende 5'-
gsusguGfcAfCfUfucgcuucaca -3' (SEQ ID NO:41) e o filamento
antissenso compreende 5'- usGfsugaAfgCfGfaaguGfcAfcacsusu -3'
(SEQ ID NO:42), em que A, C, Ge Usaoribose, A,C,GouU; a,g,ce
u sdo 2'-O-metil (2'-OMe), A, U, C ou G; Af, Cf, Gf ou Uf sdo 2'-flior A,
G, C ou U; e s € uma ligacao de fosforotioato.

[0046] Em uma modalidade, o ligante &

HO O\/\/\H/N\/\/N 0
Ho ,OH

0)
Q H H
HO O\V/A\V/A\”/N\V/A\v/N\H/A\v/o
AcHN o 0 0

o)
HO 0\/\/\”/N/\/\N o)
AcHN H H

(0]
[0047] Em uma modalidade, o agente de RNAI esta conjugado com

o ligante como mostrado no seguinte esquema

.

AN NN ]
0=P-X

\ OH

LS

N

S}

Ho OH
HOAcHN \/\/\g N
Ho (OH O. n
2o N N o N
HOACHN \/\/\rr ~ 7]/\/
o) o) o) o)
Ho OH

o}

HO O N™>"N"0
AcHN \/A\/«ETH H

emque XéOouS.

[0048] Em uma modalidade, o P € um imitador de 5'-fosfato. Em
uma modalidade, o imitador de 5'-fosfato € um 5'-vinil fosfato (5'-VP).
[0049] Em outro aspecto, a presente invengdo providencia

composi¢cdes compreendendo dois ou mais agentes de RNAI de fita
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dupla para inibicdo da expressao do virus da hepatite B (HBV) em uma
célula, em que cada agente de RNAi de fita dupla compreende
independentemente um filamento senso e um filamento antissenso
formando uma regido de fita dupla, em que cada uma dos ditos
filamentos senso compreende independentemente pelo menos 15
nucleotideos contiguos diferindo por ndo mais do que 3 nucleotideos da
sequéncia de nucleotideos de SEQ ID NO:1 e cada um dos ditos
filamentos antissenso compreende independentemente pelo menos 15
nucleotideos contiguos diferindo por ndo mais do que 3 nucleotideos da
sequéncia de nucleotideos de SEQ ID NO:2, em que substancialmente
todos os nucleotideos de cada um dos ditos filamentos senso e
substancialmente todos os nucleotideos de cada um dos ditos
filamentos antissenso sao nucleotideos modificados
independentemente, em que cada uma dos ditos filamentos senso esta
independentemente conjugada com um ligante ligado no terminal 3" e
em que o ligante € um ou mais derivados de GalNAc ligados através de
um ligante ramificado bivalente ou trivalente.

[0050] Em uma modalidade, a uma ou mais das 3 diferengas de
nucleotideos na sequéncia de nucleotideos do filamento antissenso é
uma incompatibilidade de nucleotideos no filamento antissenso. Em
outra modalidade, a uma ou mais das 3 diferencas de nucleotideos na
sequéncia de nucleotideos do filamento antissenso é uma
incompatibilidade de nucleotideos no filamento senso.

[0051] Em uma modalidade, todos os nucleotideos do dito filamento
senso e todos os nucleotideos do dito filamento antissenso sao
nucleotideos modificados.

[0052] Em uma modalidade, o filamento senso e o dito filamento

antissenso compreendem uma_regido de complementaridade que

compreende pelo menos 15 nucleotideos contiguos diferindo em
ndo mais do que 3 nucleotideos em relacdo a qualquer uma das
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sequéncias listadas em qualquer uma das Tabelas 3,4, 6,7, 12, 13,
22, 23,25 e 26.

[0053] Em uma modalidade, o pelo menos um dos ditos
nucleotideos modificados é selecionado de um desoxi-nucleotideo, um
nucleotideo de desodxi-timina (dT) 3' terminal, um nucleotideo
modificado por 2'-O-metila, um nucleotideo modificado por 2'-flior, um
nucleotideo modificado por 2'-deséxi, um nucleotideo bloqueado, um
nucleotideo desbloqueado, um nucleotideo restrito de forma adaptavel,
um nucleotideo de etila constrito, um nucleotideo abasico, um
nucleotideo modificado por 2'-amino, um nucleotideo modificado por 2'-
O-alila, um nucleotideo modificado por 2'-C-alquila, um nucleotideo
modificado por 2'-hidroxila, um nucleotideo modificado por 2'-
metoxietila, um nucleotideo modificado por 2'-O-alquila, um nucleotideo
de morfolino, um fosforamidato, um nucleotideo compreendendo base
nao natural, um nucleotideo modificado por tetra-hidropirano, um
nucleotideo modificado por 1,5-anidroexitol, um nucleotideo modificado
por ciclo-hexenila, um nucleotideo compreendendo um grupo
fosforotioato, um nucleotideo compreendendo um grupo metilfosfonato,
um nucleotideo compreendendo um 5'-fosfato, e um nucleotideo
compreendendo um imitador de 5'-fosfato.

[0054] Em outro aspecto, a presente invencao fornece composigdes
para inibir a expressao do virus da hepatite B (HBV) em uma célula, a
composi¢cdo compreendendo (a) um primeiro agente de RNAI de fita
dupla compreendendo um_primeiro filamento senso e um primeiro
filamento antissenso formando uma regido de fita dupla, em que
substancialmente todos os nucleotideos do dito primeiro filamento
senso e substancialmente todos os nucleotideos do primeiro filamento
antissenso s&o nucleotideos modificados, em que o dito primeiro
filamento senso é conjugado com um ligante ligado ao terminal 3’ e em

que o ligante € um ou mais derivados de GalNAc ligados através de um
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ligante ramificado bivalente ou trivalente; e (b) um segundo agente de
RNA.i de fita dupla compreendendo um segundo filamento senso e um
segundo filamento antissenso formando uma regido de fita dupla, em
que substancialmente todos os nucleotideos do dito segundo filamento
de senso e substancialmente todos os nucleotideos do dito sequndo
filamento antissenso sao nucleotideos modificados, em que o dito
segundo filamento senso é conjugado com um ligante ligado ao
terminal 3', e em que o ligante € um ou mais derivados de GalNAc
ligados através de um ligante ramificado bivalente ou trivalente; em que
os primeiro e segundo filamentos senso compreendem cada uma
independentemente uma sequéncia selecionada do grupo que consiste
em

5'- UCGUGGUGGACUUCUCUCA -3' (SEQ IDNO:5),

5'- GUGCACUUCGCUUCACCUCUA -3' (SEQ IDNO:7),

5'- CGUGGUGGACUUCUCUCAAUU -3' (SEQ IDNO:9),

5'- CGUGGUGGUCUUCUCUAAAUU -3' (SEQ IDNO:37),

5'- GGUGGACUUCUCUCAAUUUUA -3' (SEQ IDNO:11), e

5'- GUGUGCACUUCGCUUCACA -3' (SEQ IDNO:39) (ou uma
sequéncia de nucleotideos que € pelo menos 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% idéntica ao longo de todo seu
comprimento as sequéncia de nucleotideos precedentes), e em que 0s
primeiro e segundo filamentos antissenso compreendem cada uma
independentemente uma sequéncia selecionada do grupo que consiste
em

5'- UGAGAGAAGUCCACCACGAUU -3' (SEQ ID NO:6),

5'- UAGAGGUGAAGCGAAGUGCACUU -3' (SEQ ID NO:8),

5'- AAUUGAGAGAAGUCCACCAGCAG -3' (SEQ ID NO:10),

5'- AAUUGAGAGAAGUCCACCAGCUU -3' (SEQ ID NO:38),

5'- UAAAAUUGAGAGAAGUCCACCAC -3' (SEQ ID NO:12), e

5'- UGUGAAGCGAAGUGCACACUU -3' (SEQ ID NO:40) (ou uma
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sequéncia de nucleotideos que € pelo menos 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% idéntica ao longo de todo o seu
comprimento as sequéncias de nucleotideos precedentes).

[0055] Em uma modalidade, o primeiro e segundo filamento senso
e/ou todos os nucleotideos do primeiro e segundo filamento antissenso
compreendem uma modificagéo.

[0056] Em uma modalidade, o pelo menos um dos ditos
nucleotideos modificados é selecionado de um desoxi-nucleotideo, um
nucleotideo de desodxi-timina (dT) 3' terminal, um nucleotideo
modificado por 2'-O-metila, um nucleotideo modificado por 2'-flior, um
nucleotideo modificado por 2'-desdxi, um nucleotideo bloqueado, um
nucleotideo desbloqueado, um nucleotideo restrito de forma adaptavel,
um nucleotideo de etila constrito, um nucleotideo abasico, um
nucleotideo modificado por 2'-amino, um nucleotideo modificado por 2'-
O-alila, um nucleotideo modificado por 2'-C-alquila, um nucleotideo
modificado por 2'-hidroxila, um nucleotideo modificado por 2'-
metoxietila, um nucleotideo modificado por 2'-O-alquila, um nucleotideo
de morfolino, um fosforamidato, um nucleotideo compreendendo base
nao natural, um nucleotideo modificado por tetra-hidropirano, um
nucleotideo modificado por 1,5-anidroexitol, um nucleotideo modificado
por ciclo-hexenila, um nucleotideo compreendendo um grupo
fosforotioato, um nucleotideo compreendendo um grupo metilfosfonato,
um nucleotideo compreendendo um 5'-fosfato, e um nucleotideo
compreendendo um imitador de 5'-fosfato.

[0057] Em uma modalidade, os primeiro e segundo agentes RNAI
sao selecionados do grupo que consiste em:
5'-uscsguGfgUfGfGfacuucucuca — 3' (SEQ ID NO:13)
5'-usGfsagaGfaAfGfuccaCfcAfcgasusu — 3' (SEQ ID NO:14);
5'-uscsguGfgUfGfGfacuucucuca — 3' (SEQ ID NO:15)
5'-PusGfsagaGfaAfGfuccaCfcAfcgasusu — 3' (SEQ ID NO:16);
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5'-gsusgcacUfuCfGfCfuucaccucua — 3' (SEQ ID NO:17)
5'-usAfsgagGfugaagcgAfaGfugcacsusu — 3' (SEQ ID NO:18);
5'-gsusgcacUfuCfGfCfuucaccucua — 3' (SEQ ID NO:19)
5'-PusAfsgagGfugaagcgAfaGfugcacsusu — 3' (SEQ ID NO:20);
5'-csgsugguGfgAfCfUfucucUfCfaauu — 3' (SEQ ID NO:21)
5'-asAfsuugAfgAfgAfaguCfcAfccagcsasg — 3' (SEQ ID NO:22);

5'- csgsugguGfgAfCfUfucucUfCfaauu — 3' (SEQ ID NO:23)
5'-PasAfsuugAfgAfgAfaguCfcAfccagesasg — 3' (SEQ ID NO:24);
5'-csgsuggudGgucdTucucuaaauu — 3' (SEQ ID NO:35)

5'- asdAsuugagagdAagudCcaccagcsusu — 3' (SEQ ID NO:36);

5'- gsgsuggaCfuUfCfUfcucaAfUfuuua — 3' (SEQ ID NO:25)

5'- usAfsaaaUfuGfAfgagaAfgUfccaccsasc — 3' (SEQ ID NO:26);

5'- gsgsuggaCfuUfCfUfcucaAfUfuuua — 3' (SEQ ID NO:27)

5'- PusAfsaaaUfuGfAfgagaAfgUfccaccsasc — 3' (SEQ ID NO:28); e

5'- gsusguGfcAfCfUfucgcuucaca -3' (SEQ ID NO:41)

5'- usGfsugaAfgCfGfaaguGfcAfcacsusu -3' (SEQ ID NO:42), em que A,
C, Ge U saoribose A, C, Gou U; a, g, c e u sdo 2-O-metila (2'-OMe)
A, U, C ou G; Af, Cf, Gf ou Uf sdo 2"-flior A, G, Cou U; dA, dC, dG e dT
sdo desoxirribose A, C, G e T; s € uma ligacao fosforotioato; e P € um
5'-fosfato ou imitador de 5'-fosfato.

[0058] Em uma modalidade, o primeiro e segundo agentes de RNAI
sao

5'-uscsguGfgUfGfGfacuucucuca — 3' (SEQ ID NO:15)
5'-PusGfsagaGfaAfGfuccaCfcAfcgasusu — 3' (SEQ ID NO:16);
5'-csgsugguGfgAfCfUfucucUfCfaauu — 3' (SEQ ID NO:21)
5'-asAfsuugAfgAfgAfaguCfcAfccagcsasg — 3' (SEQ ID NO:22), em que
A, C,GeUsaoribose A, C, Gou U; a, g, ce usao 2'-O-metila (2'-OMe)
A, U, C ou G; Af, Cf, Gf ou Uf sdo 2'-fluor A, G, C ou U; s € uma ligacao
fosforotioato; e P € um 5'-fosfato ou imitador de 5'-fosfato.

[0059] Em outra modalidade, o primeiro e segundo agentes de RNAI
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sao

5'- gsgsuggaCfuUfCfUfcucaAfUfuuua — 3' (SEQ ID NO:25)

5'- usAfsaaaUfuGfAfgagaAfgUfccaccsasc — 3' (SEQ ID NO:26); e

5'- gsusguGfcAfCfUfucgcuucaca -3' (SEQ ID NO:41)

5'- usGfsugaAfgCfGfaaguGfcAfcacsusu -3' (SEQ ID NO:42),

em que A, C, G e Usaoribose A, C, Gou U; a, g, c e usao 2-O-metila
(2-OMe) A, U, C ou G; Af, Cf, Gf ou Uf sdo 2'-flior A, G, Cou U; s é
uma ligacao fosforotioato; e P € um 5'-fosfato ou imitador de 5'-fosfato.
[0060] Em um aspecto, a presente invencao fornece um agente de
RNAI de fita dupla compreendendo os agentes de RNAI listados em
qualquer uma das Tabelas 3.4, 6,7, 12, 13, 22, 23, 25 e 26.

[0061] A presente invencdo também fornece vetores e células

compreendendo o agente de RNAI de fita dupla da invengéao.

[0062] Em outro aspecto, a presente invencao fornece composi¢des
farmacéuticas compreendendo os agentes de RNAI de fita dupla da
invengao, ou as composi¢cdes da invencao ou os vetores da invencao.
[0063] Em uma modalidade, o agente de RNAIi de fita dupla é
administrado em uma solug&o ndo tamponada. Em uma modalidade, a
solucdo nao tamponada é salino ou agua.

[0064] Em outra modalidade, o agente de RNAIi de fita dupla é
administrado com uma solug¢ao tampao. Em uma modalidade, a solugao
tampao compreende acetato, citrato, prolamina, carbonato, ou fosfato
ou qualquer sua combinacdo. Em outra modalidade, a solugao tampéo
é salino tamponado com fosfato (PBS).

[0065] Em um aspecto, a presente invencéo proporciona metodos
de inibicdo da expressao do gene do virus da hepatite B (HBV) em uma
célula. Os métodos incluem contatar a célula com o agente de RNAI de
fita dupla da invencdo ou a composicao da invengao, ou o vetor da
invengéo, ou a composigao farmacéutica da invengao; e manter a célula

produzida por um periodo de tempo suficiente para se obter degradacéao
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do transcrito de mRNA de um gene HBV, desse modo inibindo a
expressao do gene HBV na célula.

[0066] Em uma modalidade, o gene HBV é selecionado do grupo
constituido de C, X, P, S e uma combinagcdo dos mesmos.

[0067] Em um aspecto, a presente invencéo proporciona metodos
de inibicdo da replicagdo de um virus da hepatite B (HBV) em uma
célula. Os métodos incluem contatar a célula com o agente de RNAI de
fita dupla da invencdo ou a composicao da invengao, ou o vetor da
inveng&o, ou a composigao farmacéutica da invengao; e manter a célula
produzida por um periodo de tempo suficiente para se obter degradacéao
do transcrito de mRNA de um gene HBV, desse modo inibindo a
replicacdo do HBV na célula.

[0068] Em uma modalidade, a célula esta dentro de um individuo.
Em uma modalidade, o individuo € um ser humano.

[0069] Em uma modalidade, o individuo sofre de uma doenca
associada a HBV.

[0070] Em uma modalidade, a expresséo do gene HBV é inibida em
pelo menos cerca de 30%, cerca de 40%, cerca de 50%, cerca de 60%,
cerca de 70%, cerca de 80%, cerca de 90%, cerca de 95%, cerca de
98%, ou cerca de 100%.

[0071] Em uma modalidade, a replicacdo do gene HBV na célula é
inibida em pelo menos cerca de 30%, cerca de 40%, cerca de 50%,
cerca de 60%, cerca de 70%, cerca de 80%, cerca de 90%, cerca de
95%, cerca de 98%, ou cerca de 100%.

[0072] Em um aspecto, a presente invencéo proporciona metodos
de reduzir o nivel de DNA de virus da hepatite B (HBV) em um individuo
infectado com HBV. Os métodos incluem administrar ao individuo uma
quantidade terapeuticamente eficaz do agente de RNAI de fita dupla da
invengao, ou a composi¢cdo da invencao, ou o vetor da invengao ou a

composigado farmacéutica da invengéo, reduzindo assim o nivel de ccc
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DNA de HBV no individuo.

[0073] Em outro aspecto, a presente invengéo proporciona metodos
de reduzir o nivel de um antigeno de virus da hepatite B (HBV) em um
individuo infectado com HBV. Os métodos incluem administrar ao
individuo uma quantidade terapeuticamente eficaz do agente de RNAI
de fita dupla da invengédo, ou a composig¢ao da invencgao, ou o vetor da
invengao ou a composigao farmacéutica da invengao, reduzindo assim
o nivel de antigeno de HBV no individuo.

[0074] Em uma modalidade, o antigeno de HBV é HBsAg. Em outra
modalidade, o antigeno de HBV é HBeAg.

[0075] Em outro aspecto, a presente invengéo proporciona metodos
de reduzir a carga viral de virus da hepatite B (HBV) em um individuo
infectado com HBV. Os métodos incluem administrar ao individuo uma
quantidade terapeuticamente eficaz do agente de RNAI de fita dupla da
invengao, ou a composi¢cdo da invencao, ou o vetor da invengao ou a
composic¢ao farmacéutica da invencao, reduzindo assim a carga viral de
HBV no individuo.

[0076] Em ainda outro aspecto, a presente invencao proporciona
métodos de reduzir o nivel de alanina aminotransferase (ALT) em um
individuo infectado com HBV. Os métodos incluem administrar ao
individuo uma quantidade terapeuticamente eficaz do agente de RNAI
de fita dupla da invencédo, ou a composig¢ao da invencgao, ou o vetor da
invengao ou a composigao farmacéutica da invengao, reduzindo assim
o nivel de ALT no individuo.

[0077] Em outro aspecto, a presente invengéo proporciona metodos
de reduzir o nivel de aspartato aminotransferase (AST) em um individuo
infectado com HBV. Os métodos incluem administrar ao individuo uma
quantidade terapeuticamente eficaz do agente de RNAI de fita dupla da
invengao, ou a composi¢cdo da invencao, ou o vetor da invengao ou a

composi¢ao farmacéutica da invengao, reduzindo assim o nivel de AST

Peticdo 870220113019, de 05/12/2022, pag. 28/373



24/357

no individuo.

[0078] Em outro aspecto, a presente invengéo proporciona metodos
de amentar o nivel de anticorpos de virus anti-hepatite B (HBV) em um
individuo infectado com HBV. Os métodos incluem administrar ao
individuo uma quantidade terapeuticamente eficaz do agente de RNAI
de fita dupla da invencédo, ou a composig¢ao da invencgao, ou o vetor da
invengcdo ou a composi¢cdo farmacéutica da invencdo, aumentando
assim o nivel de anticorpos anti-HBV no individuo.

[0079] Em um aspecto, a presente invencéo proporciona metodos
de tratamento de um individuo tendo uma infecgéo pelo virus da hepatite
B (HBV). Os métodos incluem administrar ao individuo uma quantidade
terapeuticamente eficaz do agente de RNAI de fita dupla da invencao,
Oou a composigao da invengao, ou o vetor da invengao ou a composicao
farmacéutica da invencéo, tratando assim o dito individuo.

[0080] Em outro aspecto, a presente invengéo proporciona metodos
de tratamento de um individuo tendo um disturbio associado ao virus da
hepatite B (HBV). Os métodos incluem administrar ao individuo uma
quantidade terapeuticamente eficaz do agente de RNAI de fita dupla da
invengao, ou a composicdo da invencao, ou o vetor da invengao ou a
composicao farmacéutica da invencgao, tratando assim o dito individuo.
[0081] Em uma modalidade, o disturbio associado a HBV é
selecionado do grupo constituido por infecgao pelo virus da hepatite D,
delta hepatite, hepatite B aguda; hepatite B aguda fulminante; hepatite
B cronica; fibrose hepatica; doencga hepatica de estagio final; carcinoma
hepatocelular.

[0082] Em uma modalidade, o disturbio associado a HBV € hepatite
crbnica e o individuo € HBeAg positivo. Em outra modalidade, o disturbio
associado a HBV é hepatite cronica e o individuo € HBeAg negativo.
[0083] Em um aspecto, a presente invencéo proporciona metodos

de tratamento de um individuo tendo uma infecgéo pelo virus da hepatite
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B (HBV). Os métodos incluem a administragdo ao individuo de uma
quantidade terapeuticamente eficaz de um agente de RNAI de fita dupla,
em que o dito agente de RNAI de fita dupla compreende um filamento
senso e um filamento antissenso, formando uma regido de fita dupla,
em que o] dito filamento senso compreende 5'-
UCGUGGUGGACUUCUCUCA -3' (SEQ ID NO:5) (ou uma sequéncia
de nucleotideos que € pelo menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98% ou 99% idéntica ao longo de todo o seu comprimento a
sequéncia de nucleotideos precedentes) e o dito filamento antissenso
compreende 5'- UGAGAGAAGUCCACCACGAUU -3' (SEQ ID NO:6)
(ou uma sequéncia de nucleotideos que € pelo menos 90% 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% idéntica ao longo de todo o
seu comprimento a sequéncia de nucleotideos precedentes), em que
substancialmente todos os nucleotideos do dito filamento senso e
substancialmente todos os nucleotideos do dito filamento antissenso
sdo nucleotideos modificados, em que o dito filamento senso esta
conjugado com um ligante ligado ao terminal 3’ e em que o ligante é um
ou mais derivados de GalNAc ligados através de um ligante ramificado
bivalente ou trivalente, tratando desse modo o individuo.

[0084] Em outro aspecto, a presente invenc¢éo proporciona metodos
de tratamento de um individuo tendo um disturbio associado ao virus da
hepatite B (HBV). Os métodos incluem a administragao ao individuo de
uma quantidade terapeuticamente eficaz de um agente de RNAI de fita
dupla, em que _o dito agente de RNAI de fita dupla compreende um
filamento senso e um filamento antissenso, formando uma regido de
fita dupla,

em que o] dito filamento senso compreende 5'-
UCGUGGUGGACUUCUCUCA -3' (SEQ ID NO:5) (ou uma sequéncia
de nucleotideos que € pelo menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,

96%, 97%, 98% ou 99% idéntica ao longo de todo o seu comprimento a
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sequéncia de nucleotideos precedentes) e o dito filamento antissenso
compreende 5'- UGAGAGAAGUCCACCACGAUU -3' (SEQ ID NO:6)
(ou uma sequéncia de nucleotideos que € pelo menos 90% 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% idéntica ao longo de todo o
seu comprimento a sequéncia de nucleotideos precedentes), em que
substancialmente todos os nucleotideos do dito filamento senso e
substancialmente todos os nucleotideos do dito filamento antissenso
sdo nucleotideos modificados, em que o dito filamento senso esta
conjugado com um ligante ligado ao terminal 3’ e em que o ligante é um
ou mais derivados de GalNAc ligados através de um ligante ramificado
bivalente ou trivalente, tratando desse modo o individuo.

[0085] Em um aspecto, a presente invencéo proporciona metodos
de tratamento de um individuo tendo uma infecgéo pelo virus da hepatite
B (HBV). Os métodos incluem a administragcdo ao individuo de uma
quantidade terapeuticamente eficaz de um agente de RNAI de fita dupla,
em que _o dito agente de RNAI de fita dupla compreende um filamento
senso e um filamento antissenso, formando uma regido de fita dupla,
em que o] dito filamento senso compreende 5'-
GUGCACUUCGCUUCACCUCUA -3' (SEQ ID NO:7) (ou uma
sequéncia de nucleotideos que € pelo menos 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% idéntica ao longo de todo o seu
comprimento a sequéncia de nucleotideos precedentes) e o dito
filamento antissenso compreende 5'-
UAGAGGUGAAGCGAAGUGCACUU -3' (SEQ ID NO:8) (ou uma
sequéncia de nucleotideos que € pelo menos 90% 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% idéntica ao longo de todo o seu
comprimento a sequéncia de nucleotideos precedentes), em que
substancialmente todos os nucleotideos do dito filamento senso e
substancialmente todos os nucleotideos do dito filamento antissenso

sdo nucleotideos modificados, em que o dito filamento senso esta
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conjugado com um ligante ligado ao terminal 3’ e em que o ligante é um
ou mais derivados de GalNAc ligados através de um ligante ramificado
bivalente ou trivalente, tratando desse modo o individuo.

[0086] Em outro aspecto, a presente invencgéo proporciona metodos
de tratamento de um individuo tendo um disturbio associado ao virus da
hepatite B (HBV). Os métodos incluem a administragao ao individuo de
uma quantidade terapeuticamente eficaz de um agente de RNAI de fita
dupla, em que _o dito agente de RNAI de fita dupla compreende um
filamento senso e um filamento antissenso, formando uma regido de
fita dupla,

em que o] dito filamento senso compreende 5'-
GUGCACUUCGCUUCACCUCUA -3' (SEQ ID NO:7) (ou uma
sequéncia de nucleotideos que € pelo menos 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% idéntica ao longo de todo o seu
comprimento a sequéncia de nucleotideos precedentes) e o dito
filamento antissenso compreende 5'-
UAGAGGUGAAGCGAAGUGCACUU -3' (SEQ ID NO:8) (ou uma
sequéncia de nucleotideos que € pelo menos 90% 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% idéntica ao longo de todo o seu
comprimento a sequéncia de nucleotideos precedentes), em que
substancialmente todos os nucleotideos do dito filamento senso e
substancialmente todos os nucleotideos do dito filamento antissenso
sdo nucleotideos modificados, em que o dito filamento senso esta
conjugado com um ligante ligado ao terminal 3’ e em que o ligante é um
ou mais derivados de GalNAc ligados através de um ligante ramificado
bivalente ou trivalente, tratando desse modo o individuo.

[0087] Em um aspecto, a presente invencéo proporciona metodos
de tratamento de um individuo tendo uma infecgao pelo virus da hepatite
B (HBV). Os métodos incluem a administragcdo ao individuo de uma

quantidade terapeuticamente eficaz de um agente de RNAI de fita dupla,
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em que o dito agente de RNAI de fita dupla compreende um filamento
senso e um filamento antissenso, formando uma regido de fita dupla,
em que o] dito filamento senso compreende 5'-
CGUGGUGGACUUCUCUCAAUU -3' (SEQ ID NO:9) (ou uma
sequéncia de nucleotideos que € pelo menos 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% idéntica ao longo de todo o seu
comprimento a sequéncia de nucleotideos precedentes) e o dito
filamento antissenso compreende 5'-
AAUUGAGAGAAGUCCACCAGCAG -3' (SEQ ID NO:10) (ou uma
sequéncia de nucleotideos que € pelo menos 90% 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% idéntica ao longo de todo o seu
comprimento a sequéncia de nucleotideos precedentes), em que
substancialmente todos os nucleotideos do dito filamento senso e
substancialmente todos os nucleotideos do dito filamento antissenso
sdo nucleotideos modificados, em que o dito filamento senso esta
conjugado com um ligante ligado ao terminal 3’ e em que o ligante é um
ou mais derivados de GalNAc ligados através de um ligante ramificado
bivalente ou trivalente, tratando desse modo o individuo.

[0088] Em outro aspecto, a presente invencgéo proporciona metodos
de tratamento de um individuo tendo um disturbio associado ao virus da
hepatite B (HBV). Os métodos incluem a administragéo ao individuo de
uma quantidade terapeuticamente eficaz de um agente de RNAI de fita
dupla, em que _o dito agente de RNAI de fita dupla compreende um
filamento senso e um filamento antissenso, formando uma regido de
fita dupla,

em que o] dito filamento senso compreende 5'-
CGUGGUGGACUUCUCUCAAUU -3' (SEQ ID NO:9) (ou uma
sequéncia de nucleotideos que € pelo menos 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% idéntica ao longo de todo o seu

comprimento a sequéncia de nucleotideos precedentes) e o dito
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filamento antissenso compreende 5'-
AAUUGAGAGAAGUCCACCAGCAG -3' (SEQ ID NO:10) (ou uma
sequéncia de nucleotideos que € pelo menos 90% 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% idéntica ao longo de todo o seu
comprimento a sequéncia de nucleotideos precedentes), em que
substancialmente todos os nucleotideos do dito filamento senso e
substancialmente todos os nucleotideos do dito filamento antissenso
sdo nucleotideos modificados, em que o dito filamento senso esta
conjugado com um ligante ligado ao terminal 3’ e em que o ligante é um
ou mais derivados de GalNAc ligados através de um ligante ramificado
bivalente ou trivalente, tratando desse modo o individuo.

[0089] Em um aspecto, a presente invencéo proporciona metodos
de tratamento de um individuo tendo uma infecgéo pelo virus da hepatite
B (HBV). Os métodos incluem a administragcdo ao individuo de uma
quantidade terapeuticamente eficaz de um agente de RNAI de fita dupla,
em que _o dito agente de RNAI de fita dupla compreende um filamento
senso e um filamento antissenso, formando uma regido de fita dupla,
em que o] filamento senso compreende 5'-
CGUGGUGGUCUUCUCUAAAUU -3' (SEQ ID NO:37) (ou uma
sequéncia de nucleotideos que € pelo menos 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% idéntica ao longo de todo o seu
comprimento a sequéncia de nucleotideos precedentes) e o filamento
antissenso compreende 5- AAUUGAGAGAAGUCCACCAGCUU -3'
(SEQ ID NO:38) (ou uma sequéncia de nucleotideos que é pelo menos
90% 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% idéntica ao
longo de todo o seu comprimento a sequéncia de nucleotideos
precedentes), em que substancialmente todos os nucleotideos do dito
filamento senso e substancialmente todos os nucleotideos do dito
filamento antissenso sao nucleotideos modificados, em que o dito

filamento senso esta conjugado com um ligante ligado ao terminal 3’ e
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em que o ligante € um ou mais derivados de GalNAc ligados através de
um ligante ramificado bivalente ou trivalente, tratando desse modo o
individuo.

[0090] Em outro aspecto, a presente invengao proporciona metodos
de tratamento de um individuo tendo um disturbio associado ao virus da
hepatite B (HBV). Os métodos incluem administrar ao individuo uma
quantidade terapeuticamente eficaz de um agente de RNAI de fita dupla,
em que o agente de RNAIi de fita dupla compreende um filamento
senso e um filamento antissenso formando uma regido de fita dupla,
em que o] filamento senso compreende 5'-
CGUGGUGGUCUUCUCUAAAUU -3' (SEQ ID NO:37) (ou uma
sequéncia de nucleotideos que € pelo menos 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% idéntica ao longo de todo o seu
comprimento a sequéncia de nucleotideos precedentes) e o filamento
antissenso compreende 5- AAUUGAGAGAAGUCCACCAGCUU -3'
(SEQ ID NO:38) (ou uma sequéncia de nucleotideos que é pelo menos
90% 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% idéntica ao
longo de todo o seu comprimento a sequéncia de nucleotideos
precedentes), em que substancialmente todos os nucleotideos do
filamento senso e substancialmente todos os nucleotideos do filamento
antissenso sao nucleotideos modificados, em que o dito filamento senso
esta conjugado com um ligante ligado ao terminal 3’ e em que o ligante
€ um ou mais derivados de GalNAc ligados através de um ligante
ramificado bivalente ou trivalente, tratando desse modo o individuo.
[0091] Em um aspecto, a presente invencéo proporciona metodos
de tratamento de um individuo tendo uma infecgéo pelo virus da hepatite
B (HBV). Os métodos incluem a administragdo ao individuo de uma
quantidade terapeuticamente eficaz de um agente de RNAI de fita dupla,
em que o dito agente de RNAI de fita dupla compreende um filamento

senso e um filamento antissenso, formando uma regido de fita dupla,
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em que o] dito filamento senso compreende 5'-
GGUGGACUUCUCUCAAUUUUA -3' (SEQ ID NO:11) (ou uma
sequéncia de nucleotideos que € pelo menos 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% idéntica ao longo de todo o seu
comprimento a sequéncia de nucleotideos precedentes) e o dito
filamento antissenso compreende 5'-
UAAAAUUGAGAGAAGUCCACCAC -3' (SEQ ID NO:12) (ou uma
sequéncia de nucleotideos que € pelo menos 90% 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% idéntica ao longo de todo o seu
comprimento a sequéncia de nucleotideos precedentes), em que
substancialmente todos os nucleotideos do dito filamento senso e
substancialmente todos os nucleotideos do dito filamento antissenso
sdo nucleotideos modificados, em que o dito filamento senso esta
conjugado com um ligante ligado ao terminal 3’ e em que o ligante é um
ou mais derivados de GalNAc ligados através de um ligante ramificado
bivalente ou trivalente, tratando desse modo o individuo.

[0092] Em outro aspecto, a presente invengéo proporciona metodos
de tratamento de um individuo tendo um disturbio associado ao virus da
hepatite B (HBV). Os métodos incluem a administragéo ao individuo de
uma quantidade terapeuticamente eficaz de um agente de RNAI de fita

dupla, em que o dito agente de RNAI de fita dupla compreende um

filamento senso e um filamento antissenso, formando uma regido de
fita dupla,

em que o] dito filamento senso compreende 5'-
GGUGGACUUCUCUCAAUUUUA -3' (SEQ ID NO:11) (ou uma
sequéncia de nucleotideos que € pelo menos 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% idéntica ao longo de todo o seu
comprimento a sequéncia de nucleotideos precedentes) e o dito
filamento antissenso compreende 5'-
UAAAAUUGAGAGAAGUCCACCAC -3' (SEQ ID NO:12) (ou uma
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sequéncia de nucleotideos que € pelo menos 90% 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% idéntica ao longo de todo o seu
comprimento a sequéncia de nucleotideos precedentes), em que
substancialmente todos os nucleotideos do dito filamento senso e
substancialmente todos os nucleotideos do dito filamento antissenso
sdo nucleotideos modificados, em que o dito filamento senso esta
conjugado com um ligante ligado ao terminal 3’ e em que o ligante é um
ou mais derivados de GalNAc ligados através de um ligante ramificado
bivalente ou trivalente, tratando desse modo o individuo.

[0093] Em um aspecto, a presente invencéo proporciona metodos
de tratamento de um individuo tendo uma infecgéo pelo virus da hepatite
B (HBV). Os métodos incluem a administragdo ao individuo de uma
quantidade terapeuticamente eficaz de um agente de RNAI de fita dupla,

em que_o dito agente de RNAI de fita dupla compreende um filamento

senso e um filamento antissenso, formando uma regido de fita dupla,

em que o] dito filamento senso compreende 5'-
GUGUGCACUUCGCUUCACA -3' (SEQ ID NO:39) (ou uma sequéncia
de nucleotideos que € pelo menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98% ou 99% idéntica ao longo de todo o seu comprimento a
sequéncia de nucleotideos precedentes) e o dito filamento antissenso
compreende 5'- GUGUGCACUUCGCUUCACA -3' (SEQ ID NO:40) (ou
uma sequéncia de nucleotideos que é pelo menos 90% 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% idéntica ao longo de todo o seu
comprimento a sequéncia de nucleotideos precedentes), em que
substancialmente todos os nucleotideos do dito filamento senso e
substancialmente todos os nucleotideos do dito filamento antissenso
sdo nucleotideos modificados, em que o dito filamento senso esta
conjugado com um ligante ligado ao terminal 3’ e em que o ligante é um
ou mais derivados de GalNAc ligados através de um ligante ramificado

bivalente ou trivalente, tratando desse modo o individuo.
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[0094] Em outro aspecto, a presente invengéo proporciona metodos
de tratamento de um individuo tendo um disturbio associado ao virus da
hepatite B (HBV). Os métodos incluem a administragao ao individuo de
uma quantidade terapeuticamente eficaz de um agente de RNAI de fita
dupla, em que o dito agente de RNAI de fita dupla compreende um
filamento senso e um filamento antissenso, formando uma regido de
fita dupla,

em que o] dito filamento senso compreende 5'-
GUGUGCACUUCGCUUCACA -3' (SEQ ID NO:39) (ou uma sequéncia
de nucleotideos que € pelo menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98% ou 99% idéntica ao longo de todo o seu comprimento a
sequéncia de nucleotideos precedentes) e o dito filamento antissenso
compreende 5'- GUGUGCACUUCGCUUCACA -3' (SEQ ID NO:40) (ou
uma sequéncia de nucleotideos que é pelo menos 90% 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% idéntica ao longo de todo o seu
comprimento a sequéncia de nucleotideos precedentes), em que
substancialmente todos os nucleotideos do dito filamento senso e
substancialmente todos os nucleotideos do dito filamento antissenso
sdo nucleotideos modificados, em que o dito filamento senso esta
conjugado com um ligante ligado ao terminal 3’ e em que o ligante é um
ou mais derivados de GalNAc ligados através de um ligante ramificado
bivalente ou trivalente, tratando desse modo o individuo.

[0095] Em uma modalidade, todos os nucleotideos do dito filamento
senso e todos os nucleotideos do dito filamento antissenso
compreendem uma modificagéo.

[0096] Em uma modalidade, o pelo menos um dos ditos
nucleotideos modificados é selecionado de um desoxi-nucleotideo, um
nucleotideo de desodxi-timina (dT) 3' terminal, um nucleotideo
modificado por 2'-O-metila, um nucleotideo modificado por 2'-flior, um

nucleotideo modificado por 2'-deséxi, um nucleotideo bloqueado, um
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nucleotideo desbloqueado, um nucleotideo restrito de forma adaptavel,
um nucleotideo de etila constrito, um nucleotideo abasico, um
nucleotideo modificado por 2'-amino, um nucleotideo modificado por 2'-
O-alila, um nucleotideo modificado por 2'-C-alquila, um nucleotideo
modificado por 2'-hidroxila, um nucleotideo modificado por 2'-
metoxietila, um nucleotideo modificado por 2'-O-alquila, um nucleotideo
de morfolino, um fosforamidato, um nucleotideo compreendendo base
nao natural, um nucleotideo modificado por tetra-hidropirano, um
nucleotideo modificado por 1,5-anidroexitol, um nucleotideo modificado
por ciclo-hexenila, um nucleotideo compreendendo um grupo
fosforotioato, um nucleotideo compreendendo um grupo metilfosfonato,
um nucleotideo compreendendo um 5'-fosfato, e um nucleotideo
compreendendo um imitador de 5'-fosfato.

[0097] Em uma modalidade, o imitador de 5'-fosfato € um 5'-vinil
fosfato (5'-VP).

[0098] Em uma modalidade, o filamento senso compreende 5'-
uscsguGfgUfGfGfacuucucuca — 3' (SEQ ID NO:13) e o filamento
antissenso compreende 5'-usGfsagaGfaAfGfuccaCfcAfcgasusu — 3'
(SEQ ID NO:14),em que A, C, Ge U saoribose, A,C,Gou U; a,g,ce
u sdo 2'-O-metil (2'-OMe), A, U, C ou G; Af, Cf, Gf ou Uf sdo 2'-flior A,
G, C ou U; e s € uma ligacao de fosforotioato.

[0099] Em outra modalidade, o filamento senso compreende 5'-
uscsguGfgUfGfGfacuucucuca — 3' (SEQ ID NO:15) e o filamento
antissenso compreende 5'-PusGfsagaGfaAfGfuccaCfcAfcgasusu — 3'
(SEQ ID NO:16), em que A, C, Ge U saoribose, A,C,Gou U; a,g,ce
u sdo 2'-O-metil (2'-OMe), A, U, C ou G; Af, Cf, Gf ou Uf sdo 2'-flior A,
G, C ou U; e s € uma ligacédo de fosforotioato; e P € um 5'-fosfato ou
imitador de 5'-fosfato.

[00100] Em uma modalidade, o filamento senso compreende 5'-
gsusgcacUfuCfGfCfuucaccucua — 3' (SEQ ID NO:17) e o filamento
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antissenso compreende 5'-usAfsgagGfugaagcgAfaGfugcacsusu — 3'
(SEQ ID NO:18), em que A, C, Ge U saoribose, A,C,Gou U; a,g,ce
u sdo 2'-O-metil (2'-OMe), A, U, C ou G; Af, Cf, Gf ou Uf sdo 2'-flior A,
G, C ou U; e s € uma ligacao de fosforotioato.

[00101] Em outra modalidade, o filamento senso compreende 5'-
gsusgcacUfuCfGfCfuucaccucua — 3' (SEQ ID NO:19) e o filamento
antissenso compreende 5'-PusAfsgagGfugaagcgAfaGfugcacsusu — 3'
(SEQ ID NO:20), em que A, C, Ge Usaoribose, A,C,GouU; a,g,ce
u sdo 2'-O-metil (2'-OMe), A, U, C ou G; Af, Cf, Gf ou Uf sdo 2'-flior A,
G, C ou U; e s € uma ligacédo de fosforotioato; e P € um 5'-fosfato ou
imitador de 5'-fosfato.

[00102] Em uma modalidade, o filamento senso compreende 5'-
csgsugguGfgAfCfUfucucUfCfaauu — 3' (SEQ ID NO:21) e o filamento
antissenso compreende 5'-asAfsuugAfgAfgAfaguCfcAfccagcsasg — 3'
(SEQ ID NO:22), em que A, C, Ge Usaoribose, A,C,GouU; a,g,ce
u sdo 2'-O-metil (2'-OMe), A, U, C ou G; Af, Cf, Gf ou Uf sdo 2'-flior A,
G, C ou U; e s € uma ligacao de fosforotioato.

[00103] Em outra modalidade, o filamento senso compreende 5'-
csgsugguGfgAfCfUfucucUfCfaauu — 3' (SEQ ID NO:23) e o filamento
antissenso compreende 5'-PasAfsuugAfgAfgAfaguCfcAfccagcsasg — 3'
(SEQ ID NO:24),em que A, C, Ge Usaoribose, A,C,GouU; a,g,ce
u sdo 2'-O-metil (2'-OMe), A, U, C ou G; Af, Cf, Gf ou Uf sdo 2'-flior A,
G, C ou U; e s € uma ligacédo de fosforotioato; e P € um 5'-fosfato ou
imitador de 5'-fosfato.

[00104] Em outra modalidade, o filamento senso compreende 5'-
csgsuggudGgucdTucucuaaauu — 3' (SEQ ID NO:35) e o filamento
antissenso compreende 5'- asdAsuugagagdAagudCcaccagcsusu — 3'
(SEQ ID NO:36), em que A, C, Ge Usaoribose, A,C,GouU; a,g,ce
u sdo 2-O-metil (2'-OMe), A, U, C, ou G; dA, dC, dG e dT séao

desoxirribose A, C, G e T; e s € uma ligacéo de fosforotioato.
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[00105] Em uma modalidade, o filamento senso compreende 5'-
gsgsuggaCfuUfCfUfcucaAfUfuuua — 3' (SEQ ID NO:25) e o filamento
antissenso compreende 5'- usAfsaaaUfuGfAfgagaAfgUfccaccsasc — 3'
(SEQ ID NO:26), em que A, C, Ge U saoribose, A,C,Gou U; a,g,ce
u sdo 2'-O-metil (2'-OMe), A, U, C ou G; Af, Cf, Gf ou Uf sdo 2'-flior A,
G, C ou U; e s € uma ligacao de fosforotioato.

[00106] Em outra modalidade, o filamento senso compreende 5'-
gsgsuggaCfuUfCfUfcucaAfUfuuua — 3' (SEQ ID NO:27) e o filamento
antissenso compreende 5'- PusAfsaaaUfuGfAfgagaAfgUfccaccsasc — 3'
(SEQ ID NO:28), em que A, C, Ge Usaoribose, A,C,GouU; a,g,ce
u sdo 2'-O-metil (2'-OMe), A, U, C ou G; Af, Cf, Gf ou Uf sdo 2'-flior A,
G, C ou U; e s € uma ligacédo de fosforotioato; e P € um 5'-fosfato ou
imitador de 5'-fosfato.

[00107] Em outra modalidade, o filamento senso compreende 5'-
gsusguGfcAfCfUfucgcuucaca -3' (SEQ ID NO:41) e o filamento
antissenso compreende 5'- usGfsugaAfgCfGfaaguGfcAfcacsusu -3'
(SEQ ID NO:42), em que A, C, Ge Usaoribose, A,C,GouU; a,g,ce
u sdo 2'-O-metil (2'-OMe), A, U, C ou G; Af, Cf, Gf ou Uf sdo 2'-flior A,
G, C ou U; e s € uma ligacao de fosforotioato.

[00108] Em uma modalidade, o ligante &
Ho OH

Ho OH
o)
HO O\/\/\H/N/\/\N
AcHN H H

[00109] Em uma modalidade, o agente de RNAI esta conjugado com

o ligante como mostrado no seguinte esquema

Peticdo 870220113019, de 05/12/2022, pag. 41/373



37/357

o)
HO (OH © ©
2o C
HO N™>"N"0
AcHN \/\/\“O/H H

emque XéOouS.

[00110] Em uma modalidade, o disturbio associado a HBV ¢é
selecionado do grupo constituido por infecgao pelo virus da hepatite D,
delta hepatite, hepatite B aguda; hepatite B aguda fulminante; hepatite
B cronica; fibrose hepatica; doencga hepatica de estagio final; carcinoma
hepatocelular.

[00111] Em uma modalidade, o disturbio associado a HBV & hepatite
crbnica e o individuo € HBeAg positivo. Em outra modalidade, o disturbio
associado a HBV é hepatite cronica e o individuo € HBeAg negativo.
[00112] Em um aspecto, a presente invencéo proporciona metodos
de tratamento de um individuo tendo uma infecgéo pelo virus da hepatite
B (HBV). Os métodos incluem a administragcdo ao individuo de uma
quantidade terapeuticamente eficaz de uma composicao para inibir a
expressao do virus da hepatite B (HBV) em uma célula. A composigao
inclui: (a) um primeiro agente de RNAI de fita dupla compreendendo um
primeiro filamento senso e um primeiro filamento antissenso formando
uma regiao de fita dupla,

em que substancialmente todos os nucleotideos do dito primeiro
filamento senso e substancialmente todos os nucleotideos do dito
primeiro filamento antissenso sdo nucleotideos modificados, em que
o dito primeiro filamento senso é conjugado com um ligante ligado

ao terminal 3’ e em que o ligante € um ou mais derivados de GalNAc
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ligados através de um ligante ramificado bivalente ou trivalente; e (b)
um segundo agente de RNAi de fita dupla compreendendo um
segundo filamento senso e um segundo filamento antissenso
formando uma regido de fita dupla, em que substancialmente todos
os nucleotideos do dito segundo filamento de senso e
substancialmente todos os nucleotideos do dito segundo filamento
antissenso sdo nucleotideos modificados, em que o dito segundo
filamento senso € conjugado com um ligante ligado ao terminal 3', e
em que o ligante € um ou mais derivados de GalNAc ligados através
de um ligante ramificado bivalente ou trivalente; em que os primeiro e
segundo filamentos senso compreendem cada uma
independentemente uma sequéncia selecionada do grupo que
consiste em

5'- UCGUGGUGGACUUCUCUCA -3' (SEQ IDNQO:5),

5'- GUGCACUUCGCUUCACCUCUA -3' (SEQ IDNO:7),

5'- CGUGGUGGACUUCUCUCAAUU -3' (SEQ IDNO:9),

5'- CGUGGUGGUCUUCUCUAAAUU -3' (SEQ IDNO:37),

5'- GGUGGACUUCUCUCAAUUUUA -3' (SEQ IDNO:11), e

5'- GUGUGCACUUCGCUUCACA -3' (SEQ IDNO:39) (ou uma
sequéncia de nucleotideos que € pelo menos 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% idéntica ao longo de todo seu
comprimento a qualquer uma das sequéncias de nucleotideos
precedentes), e em que os primeiro e segundo filamentos antissenso
compreendem cada uma independentemente uma sequéncia
selecionada do grupo que consiste em

5'- UGAGAGAAGUCCACCACGAUU -3' (SEQ ID NO:6);

5'- UAGAGGUGAAGCGAAGUGCACUU -3' (SEQ ID NO:8);

5'- AAUUGAGAGAAGUCCACCAGCAG -3' (SEQ ID NO:10);

5'- AAUUGAGAGAAGUCCACCAGCUU -3' (SEQ ID NO:38),

5'- UAAAAUUGAGAGAAGUCCACCAC -3' (SEQ ID NO:12), e
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5'- UGUGAAGCGAAGUGCACACUU -3' (SEQ ID NO:40) (ou uma
sequéncia de nucleotideos que € pelo menos 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% idéntica ao longo de todo o seu
comprimento a qualquer uma das sequéncias de nucleotideos
precedentes), tratando desse modo o individuo.

[00113] Em outro aspecto, a presente invengdo proporciona
meétodos de tratamento de um individuo tendo um disturbio associado
ao virus da hepatite B (HBV). Os métodos incluem a administragdo
ao individuo de uma quantidade terapeuticamente eficaz de uma
composicao para inibir a expressao do virus da hepatite B (HBV) em
uma célula. A composicgao inclui: (a) um primeiro agente de RNAI de
fita dupla compreendendo um_primeiro filamento senso e um
primeiro filamento antissenso formando uma regido de fita dupla, em
que substancialmente todos os nucleotideos do dito primeiro
filamento senso e substancialmente todos os nucleotideos do dito
primeiro flamento antissenso s&o nucleotideos modificados, em que
o dito primeiro filamento senso é conjugado com um ligante ligado
ao terminal 3’ e em que o ligante € um ou mais derivados de GalNAc
ligados através de um ligante ramificado bivalente ou trivalente; e (b)
um segundo agente de RNAi de fita dupla compreendendo um
segundo filamento senso e um segundo filamento antissenso
formando uma regido de fita dupla, em que substancialmente todos
os nucleotideos do dito segundo filamento de senso e
substancialmente todos os nucleotideos do dito segundo filamento
antissenso sdo nucleotideos modificados, em que o dito segundo
flamento senso € conjugado com um ligante ligado ao terminal 3', e
em que o ligante é um ou mais derivados de GalNAc ligados através
de um ligante ramificado bivalente ou trivalente; em que os primeiro e
segundo filamentos senso compreendem cada uma

independentemente uma sequéncia selecionada do grupo que
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consiste em

5'- UCGUGGUGGACUUCUCUCA -3' (SEQ IDNO:5),

5'- GUGCACUUCGCUUCACCUCUA -3' (SEQ IDNO:7),

5'- CGUGGUGGACUUCUCUCAAUU -3' (SEQ IDNO:9),

5'- CGUGGUGGUCUUCUCUAAAUU -3' (SEQ IDNO:37),

5'- GGUGGACUUCUCUCAAUUUUA -3' (SEQ IDNO:11), e

5'- GUGUGCACUUCGCUUCACA -3' (SEQ IDNO:39) (ou uma
sequéncia de nucleotideos que € pelo menos 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% idéntica ao longo de todo seu
comprimento a qualquer uma das sequéncias de nucleotideos
precedentes), e em que os primeiro e segundo filamentos antissenso
compreendem cada uma independentemente uma sequéncia
selecionada do grupo que consiste em

5'- UGAGAGAAGUCCACCACGAUU -3' (SEQ ID NO:6);

5'- UAGAGGUGAAGCGAAGUGCACUU -3' (SEQ ID NO:8);

5'- AAUUGAGAGAAGUCCACCAGCAG -3' (SEQ ID NO:10);

5'- AAUUGAGAGAAGUCCACCAGCUU -3' (SEQ ID NO:38),

5'- UAAAAUUGAGAGAAGUCCACCAC -3' (SEQ ID NO:12), e

5'- UGUGAAGCGAAGUGCACACUU -3' (SEQ ID NO:40) (ou uma
sequéncia de nucleotideos que € pelo menos 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% idéntica ao longo de todo o seu
comprimento a qualquer uma das sequéncias de nucleotideos
precedentes), tratando desse modo o individuo.

[00114] Em uma modalidade, todos os nucleotideos do primeiro e
segundo filamento senso e todos os nucleotideos do primeiro e segundo
filamento antissenso compreendem uma modificacéo.

[00115] Em uma modalidade, o pelo menos um dos ditos
nucleotideos modificados é selecionado de um desoxi-nucleotideo,
um nucleotideo de deséxi-timina (dT) 3' terminal, um nucleotideo

modificado por 2'-O-metila, um nucleotideo modificado por 2'-fluor,
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um nucleotideo modificado por 2'-desdxi, um nucleotideo bloqueado,
um nucleotideo desbloqueado, um nucleotideo restrito de forma
adaptavel, um nucleotideo de etila constrito, um nucleotideo
abasico, um nucleotideo modificado por 2'-amino, um nucleotideo
modificado por 2'-O-alila, um nucleotideo modificado por 2'-C-
alquila, um nucleotideo modificado por 2'-hidroxila, um nucleotideo
modificado por 2'-metoxietila, um nucleotideo modificado por 2'-O-
alquila, um nucleotideo de morfolino, um fosforamidato, um
nucleotideo compreendendo base n&do natural, um nucleotideo
modificado por tetra-hidropirano, um nucleotideo modificado por 1,5-
anidroexitol, um nucleotideo modificado por ciclo-hexenila, um
nucleotideo compreendendo um grupo fosforotioato, um nucleotideo
compreendendo um grupo metilfosfonato, um nucleotideo
compreendendo um 5'-fosfato, e um nucleotideo compreendendo um
imitador de 5'-fosfato.

[00116] Em uma modalidade, os primeiro e segundo agentes RNAI
sao selecionados do grupo que consiste em:
5'-uscsguGfgUfGfGfacuucucuca — 3' (SEQ ID NO:13)
5'-usGfsagaGfaAfGfuccaCfcAfcgasusu — 3' (SEQ ID NO:14);
5'-uscsguGfgUfGfGfacuucucuca — 3' (SEQ ID NO:15)
5'-PusGfsagaGfaAfGfuccaCfcAfcgasusu — 3' (SEQ ID NO:16);
5'-gsusgcacUfuCfGfCfuucaccucua — 3' (SEQ ID NO:17)
5'-usAfsgagGfugaagcgAfaGfugcacsusu — 3' (SEQ ID NO:18);
5'-gsusgcacUfuCfGfCfuucaccucua — 3' (SEQ ID NO:19)
5'-PusAfsgagGfugaagcgAfaGfugcacsusu — 3' (SEQ ID NO:20);
5'-csgsugguGfgAfCfUfucucUfCfaauu — 3' (SEQ ID NO:21)
5'-asAfsuugAfgAfgAfaguCfcAfccagcsasg — 3' (SEQ ID NO:22);

5'- csgsugguGfgAfCfUfucucUfCfaauu — 3' (SEQ ID NO:23)
5'-PasAfsuugAfgAfgAfaguCfcAfccagesasg — 3' (SEQ ID NO:24);
5'-csgsuggudGgucdTucucuaaauu — 3' (SEQ ID NO:35)
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5'- asdAsuugagagdAagudCcaccagcsusu — 3' (SEQ ID NO:36);

5'- gsgsuggaCfuUfCfUfcucaAfUfuuua — 3' (SEQ ID NO:25)

5'- usAfsaaaUfuGfAfgagaAfgUfccaccsasc — 3' (SEQ ID NO:26);

5'- gsgsuggaCfuUfCfUfcucaAfUfuuua — 3' (SEQ ID NO:27)

5'- PusAfsaaaUfuGfAfgagaAfgUfccaccsasc — 3' (SEQ ID NO:28); e

5'- gsusguGfcAfCfUfucgcuucaca -3' (SEQ ID NO:41)

5'- usGfsugaAfgCfGfaaguGfcAfcacsusu -3' (SEQ ID NO:42), em que A,
C, Ge Usaoribose A, C, Gou U; a, g, ¢ e usdo 2-O-metila (2'-OMe)
A, U, C ou G; Af, Cf, Gf ou Uf sdo 2"-flior A, G, Cou U; dA, dC, dG e dT
sao desoxirribose A, C, G e T; s € uma ligacao fosforotioato; e P € um
5'-fosfato ou imitador de 5'-fosfato.

[00117] Em uma modalidade, o primeiro e segundo agentes de RNAI
sao

5'-uscsguGfgUfGfGfacuucucuca — 3' (SEQ ID NO:15)
5'-PusGfsagaGfaAfGfuccaCfcAfcgasusu — 3' (SEQ ID NO:16); e
5'-csgsugguGfgAfCfUfucucUfCfaauu — 3' (SEQ ID NO:21)
5'-asAfsuugAfgAfgAfaguCfcAfccagcsasg — 3' (SEQ ID NO:22), em que
A, C,GeUsaoribose A, C, Gou U; a, g, ce usao 2'-O-metila (2'-OMe)
A, U, C ou G; Af, Cf, Gf ou Uf sdo 2'-fluor A, G, C ou U; s € uma ligacao
fosforotioato; e P é um 5'-fosfato ou imitador de 5'-fosfato.

[00118] Em outra modalidade, o primeiro e segundo agentes de RNAI
sao

5'- gsgsuggaCfuUfCfUfcucaAfUfuuua — 3' (SEQ ID NO:25)

5'- usAfsaaaUfuGfAfgagaAfgUfccaccsasc — 3' (SEQ ID NO:26); e

5'- gsusguGfcAfCfUfucgcuucaca -3' (SEQ ID NO:41)

5'- usGfsugaAfgCfGfaaguGfcAfcacsusu -3' (SEQ ID NO:42), em que A,
C, Ge Usaoribose A, C, Gou U; a, g, ¢ e usdo 2-O-metila (2'-OMe)
A, U, C ou G; Af, Cf, Gf ou Uf sdo 2'-fluor A, G, C ou U; s € uma ligacao
fosforotioato; e P € um 5'-fosfato ou imitador de 5'-fosfato.

[00119] Em uma modalidade, o ligante &
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[00120] Em uma modalidade, o agente de RNAI esta conjugado com

o ligante como mostrado no seguinte esquema

3

N

/

emque XéOouS.

[00121] Em uma modalidade, o individuo € um ser humano.

[00122] Em uma modalidade, o disturbio associado a HBV ¢é
selecionado do grupo constituido por infecgao pelo virus da hepatite D,
delta hepatite, hepatite B aguda; hepatite B aguda fulminante; hepatite
B cronica; fibrose hepatica; doencga hepatica de estagio final; carcinoma
hepatocelular.

[00123] Em uma modalidade, o disturbio associado a HBV € hepatite
crbnica e o individuo € HBeAg positivo. Em outra modalidade, o disturbio
associado a HBV é hepatite cronica e o individuo € HBeAg negativo.
[00124] Em uma modalidade, o agente de RNAIi de fita dupla é
administrado em uma dose ao redor de 0,01 mg/kg a cerca de 10 mg/kg

ou cerca de 0,5 mg/kg a cerca de 50 mg/kg.
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[00125] Em uma modalidade, o agente RNAi de fita dupla é
administrado em uma dose ao redor de 10 mg/kg a cerca de 30 mg/kg.
Em outra modalidade, o agente RNAI de fita dupla é administrado em
uma dose ao redor de 3 mg/kg. Em uma modalidade, o agente RNAI de
fita dupla € administrado em uma dose ao redor de 10 mg/kg.

[00126] Em uma modalidade, o agente RNAi de fita dupla é
administrado em uma dose ao redor de 0,5 mg/kg duas vezes por
semana.

[00127] Em uma modalidade, o agente RNAi de fita dupla é
administrado em uma dose fixa ao redor de 50 mg a 200 mg.

[00128] Em uma modalidade, o agente de RNAIi de fita dupla é
administrado por via subcutdnea. Em outra modalidade, o agente de
RNAI de fita dupla € administrado por via intravenosa.

[00129] Em uma modalidade, o agente de RNAi € administrado em
duas ou mais doses.

[00130] Em uma modalidade, o agente de RNAi é administrado a
intervalos selecionados do grupo que consiste em uma vez a cada cerca
de 12 horas, uma vez a cada cerca de 24 horas, uma vez a cada cerca
de 48 horas, uma vez a cada cerca de 72 horas, e uma vez a cada cerca
de 96 horas.

[00131] Em uma modalidade, o agente de RNAIi é administrado duas
vezes por semana. Em outra modalidade, o agente de RNAi é
administrado a cada duas semanas.

[00132] Em uma modalidade, os métodos da invencgao incluem
adicionalmente administrar ao individuo um agente terapéutico
adicional.

[00133] Em uma modalidade, o agente terapéutico adicional é
selecionado do grupo constituido por um agente antiviral, um inibidor da
transcriptase reversa, um estimulador imune, uma vacina terapéutica,

um inibidor da entrada viral, um oligonucleotideo que inibe a secrecéo
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ou liberacdo de HbsAg, um inibidor de capsideo, um inibidor de cccDNA
e uma combinacgao de qualquer um dos anteriores.

[00134] Em outra modalidade, os métodos da invencdo incluem
adicionalmente administrar ao individuo um inibidor da transcriptase
reversa. Em ainda outra modalidade, os métodos da invengéo incluem
adicionalmente administrar ao individuo um inibidor da transcriptase
reversa e um estimulador imune.

[00135] Em uma modalidade, o inibidor da transcriptase reversa é
escolhido do grupo que consiste em Tenofovir disoproxil fumarato
(TDF), Tenofovir alafenamida, Lamivudina, Adefovir dipivoxila,
Entecavir (ETV), Telbivudine e AGX-1009.

[00136] Em algumas modalidades, os métodos da invencao
compreendem ainda o tratamento do virus da hepatite D (HDV) no
individuo. Métodos de tratamento podem incluir quaisquer métodos de
tratamento conhecidos na arte. Em certas modalidades, o HDV é tratado
no individuo usando um ou mais dos agentes de RNAIi que visam HBV
conforme descrito neste documento.

[00137] Em algumas modalidades, os métodos da invencao incluem
ainda métodos para modular, por exemplo, diminuir, a expressao de PD-
L1. Sdo fornecidas composi¢cdes e métodos para reduzir a expressao
de PD-L1, por exemplo, na publicacdo de PCT n° WO2011/127180, cuja
totalidade do conteudo é incorporada neste documento por referéncia.
[00138] Em uma modalidade, o estimulador imune é selecionado do
grupo constituido por interferon alfa 2a submetido a PEG (PEG-IFN-
a2a), Interferon alfa-2b, uma interleucina-7 humana recombinante e um
agonista do receptor 7 semelhante a Toll (TLR7).

[00139] Em um outro aspecto, a presente invengao fornece um
método de tratamento de um individuo com um disturbio associado ao
virus da hepatite B (HBV), compreendendo a administragao ao individuo

de uma quantidade terapeuticamente eficaz de um agente de RNAI de
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fita dupla,

em que o agente de RNAI de fita dupla compreende um
filamento senso e um filamento antissenso formando uma regiao de fita
dupla,

em que o filamento senso compreende pelo menos 15
nucleotideos contiguos diferindo por ndo mais do que 3 nucleotideos
em relacdo a sequéncia de nucleotideos de SEQ ID NO:29 e o dito
filamento antissenso compreende pelo menos 15 nucleotideos
contiguos diferindo por ndo mais do que 3 nucleotideos em relacédo a
sequéncia de nucleotideos de SEQ ID NO:30,

em que substancialmente todos os nucleotideos do filamento
senso e substancialmente todos os nucleotideos do filamento
antissenso sao nucleotideos modificados,

em que o filamento senso esta conjugado com um ligante
ligado ao terminal 3’, e

em que o ligante € um ou mais derivados de GalNAc ligados
através de um ligante ramificado bivalente ou trivalente, tratando desse
modo o individuo.
[00140] Em outro aspecto, a presente invengao também fornece um
método de tratar um individuo com uma infecgao pelo virus da hepatite
B (HBV), compreendendo a administragdo ao individuo de uma
quantidade terapeuticamente eficaz de uma composicao para inibir a
expressao do virus da hepatite B (VHB) em uma célula, a dita
composi¢cao compreendendo

(@) um primeiro agente de RNAi de fita dupla
compreendendo um primeiro filamento e um primeiro filamento
antissenso formando uma regiao de fita dupla,

em que substancialmente todos os nucleotideos do primeiro
filamento senso e substancialmente todos os nucleotideos do primeiro

flamento antissenso sdo nucleotideos modificados,
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em que o dito primeiro filamento senso esta conjugado com
um ligante ligado ao terminal 3’, e em que o ligante € um ou mais
derivados de GalNAc ligados através de um ligante ramificado bivalente
ou trivalente; e

(b) um segundo agente de RNAi de fita dupla
compreendendo um segundo filamento senso e um segundo filamento
antissenso formando uma regiao de fita dupla,

em que substancialmente todos os nucleotideos do segundo
filamento senso e substancialmente todos os nucleotideos do segundo
filamento antissenso s&o nucleotideos modificados,

em que o dito segundo filamento senso esta conjugado com
um ligante ligado ao terminal 3°, e

em que o ligante € um ou mais derivados de GalNAc ligados
através de um ligante ramificado bivalente ou trivalente;

em que o primeiro filamento senso compreende pelo menos
15 nucleotideos contiguos diferindo por ndo mais do que 3 nucleotideos
em relacdo a sequéncia de nucleotideos de SEQ ID NO:1 e o dito
primeiro filamento antissenso compreende pelo menos 15 nucleotideos
contiguos diferindo por ndo mais do que 3 nucleotideos em relacédo a
sequéncia de nucleotideos de SEQ ID NO:2,

em que o segundo filamento senso compreende pelo menos
15 nucleotideos contiguos diferindo por ndo mais do que 3 nucleotideos
em relacédo a sequéncia de nucleotideos de SEQ ID NO:29 e o segundo
filamento antissenso compreende pelo menos 15 nucleotideos
contiguos diferindo por ndo mais do que 3 nucleotideos em relacédo a
sequéncia de nucleotideos de SEQ ID NO:30, tratando desse modo o
individuo.
[00141] Em algumas modalidades, o primeiro filamento senso
compreende uma sequéncia selecionada do grupo que consiste em
5'- UCGUGGUGGACUUCUCUCA -3' (SEQ IDNO:5),
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5'- GUGCACUUCGCUUCACCUCUA -3' (SEQ IDNO:7),

5'- CGUGGUGGACUUCUCUCAAUU -3' (SEQ IDNO:9),

5'- CGUGGUGGUCUUCUCUAAAUU -3' (SEQ IDNO:37)

5'- GGUGGACUUCUCUCAAUUUUA -3' (SEQ IDNO:11), e

5'- GUGUGCACUUCGCUUCACA -3' (SEQ IDNO:39), (ou uma
sequéncia de nucleotideos que € pelo menos 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% idéntica ao longo de todo seu
comprimento as sequéncia de nucleotideos precedentes), e o0 segundo
filamento antissenso compreende uma sequéncia selecionada do grupo
gue consiste em

5'- UGAGAGAAGUCCACCACGAUU -3' (SEQ ID NO:6);

5'- UAGAGGUGAAGCGAAGUGCACUU -3' (SEQ ID NO:8);

5'- AAUUGAGAGAAGUCCACCAGCAG -3' (SEQ ID NO:10);

5'- AAUUGAGAGAAGUCCACCAGCUU -3' (SEQ ID NO:38);

5'- UAAAAUUGAGAGAAGUCCACCAC -3' (SEQ ID NO:12); e

5'- UGUGAAGCGAAGUGCACACUU -3' (SEQ ID NO:40) (ou uma
sequéncia de nucleotideos que € pelo menos 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% idéntica ao longo de todo o seu
comprimento as sequéncias de nucleotideos precedentes).

[00142] Em alguns aspectos, todos os nucleotideos do filamento
senso e todos os nucleotideos do filamento antissenso compreendem
uma modificagéo.

[00143] Em certas modalidades, o pelo menos um dos ditos
nucleotideos modificados é selecionado de um desoxi-nucleotideo, um
nucleotideo de desodxi-timina (dT) 3' terminal, um nucleotideo
modificado por 2'-O-metila, um nucleotideo modificado por 2'-flior, um
nucleotideo modificado por 2'-deséxi, um nucleotideo bloqueado, um
nucleotideo desbloqueado, um nucleotideo restrito de forma adaptavel,
um nucleotideo de etila constrito, um nucleotideo abasico, um

nucleotideo modificado por 2'-amino, um nucleotideo modificado por 2'-

Peticdo 870220113019, de 05/12/2022, pag. 53/373



49/357

O-alila, um nucleotideo modificado por 2'-C-alquila, um nucleotideo
modificado por 2'-hidroxila, um nucleotideo modificado por 2'-
metoxietila, um nucleotideo modificado por 2'-O-alquila, um nucleotideo
de morfolino, um fosforamidato, um nucleotideo compreendendo base
nao natural, um nucleotideo modificado por tetra-hidropirano, um
nucleotideo modificado por 1,5-anidroexitol, um nucleotideo modificado
por ciclo-hexenila, um nucleotideo compreendendo um grupo
fosforotioato, um nucleotideo compreendendo um grupo metilfosfonato,
um nucleotideo compreendendo um 5'-fosfato, e um nucleotideo
compreendendo um imitador de 5'-fosfato.

[00144] Em algumas modalidades, o ligante &

[00145] Em uma modalidade especifica, o agente de RNAI esta

conjugado com o ligante como mostrado no seguinte esquema

3

AN DA ]
o=l—x

\ OH

ck\““<4j;

N

S]

Ho (©OH
HOAcHN \/\/\g ~ \E
Ho (©OH o
%o N N o_rN
HOAcHN \/\/Y ~ N Y\/
o) o) o o]
Ho OH

AcHN

Q ﬁ
Ho%o N™>>"N"0

emque XéOouS.

[00146] Em certas modalidades, os agentes de RNAI de fita dupla e

Peticdo 870220113019, de 05/12/2022, pag. 54/373



50/357

composi¢cdes aqui fornecidos sado usados para o tratamento de uma
infecgcdo de HDV e/ou um disturbio associado a HDV.

[00147] Em conformidade, a presente invencao proporciona métodos
de inibicdo da replicagdo de um virus da hepatite D (HDV) em uma
célula. Os métodos incluem (a) contatar a célula com um agente de
RNAI de fita dupla, composicao, vetor ou a composi¢ao farmacéutica
aqui providenciados; e (b) manter a célula produzida na etapa (a) por
um periodo de tempo suficiente para se obter degradacao do transcrito
de mRNA de um gene HBV, desse modo inibindo a replicagdo do HDV
na ceélula.

[00148] Em certas modalidades, a célula esta dentro de um
individuo. Em certas modalidades, o individuo € um ser humano.
[00149] A invencédo proporciona ainda métodos de reduzir o nivel de
um antigeno de virus da hepatite D (HDV) em um individuo infectado
com HDV. Os meétodos incluem administrar ao individuo uma
quantidade terapeuticamente eficaz de um agente de RNAI de fita dupla,
composicao, vetor ou a composi¢cao farmacéutica aqui apresentada,
reduzindo assim o nivel de antigeno HDV, por exemplo, S-HDAg ou L-
HDAg, no individuo.

[00150] A invencéao proporciona também métodos de reduzir a carga
viral de virus da hepatite D (HDV) em um individuo infectado com HDV.
Os métodos incluem administrar ao individuo uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um agente de RNAi de fita dupla,
composicao, vetor ou composicdo farmacéutica aqui apresentados,
reduzindo assim a carga viral de HDV no individuo.

[00151] A invencao também fornece métodos de tratar um individuo
com uma infeccdo por virus da hepatite D (HDV), compreendendo a
administracao ao individuo de uma quantidade terapeuticamente eficaz
de um agente de RNAI de fita dupla, composi¢ao, vetor ou composigcao

farmacéutica aqui providenciados, tratando desse modo o individuo.
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[00152] Em certas modalidades, o agente de RNAi de fita dupla
compreende um filamento senso e um filamento antissenso formando uma
regidao de fita dupla. Filamentos senso e filamentos antissenso podem ser
selecionados de entre os seguintes agentes de RNAI, em que o filamento
senso compreende 5'- UCGUGGUGGACUUCUCUCA -3' (SEQ ID NO:5),
e o filamento antissenso compreende 5'- UGAGAGAAGUCCACCACGAUU
-3 (SEQ ID NO#6), o filamento senso compreende 5'-
GUGCACUUCGCUUCACCUCUA -3' (SEQ ID NO:7), e o filamento
antissenso compreende 5'- UAGAGGUGAAGCGAAGUGCACUU -3' (SEQ
ID NO:8); o] filamento senso compreende 5-
CGUGGUGGACUUCUCUCAAUU -3' (SEQ IDNQO:9), e o filamento
antissenso compreende 5'- AAUUGAGAGAAGUCCACCAGCAG -3' (SEQ
ID NO:10); o] filamento senso compreende 5-
CGUGGUGGUCUUCUCUAAAUU -3' (SEQ ID NO:37), e o filamento
antissenso compreende 5-AAUUGAGAGAAGUCCACCAGCUU-3 ' (SEQ
ID NO:38); o] filamento senso compreende 5'-
GGUGGACUUCUCUCAAUUUUA-3 ' SEQ ID NO:11, e o filamento
antissenso compreende 5-UAAAAUUGAGAGAAGUCCACCAC-3'SEQID
NO:12; ou filamento senso compreende 5-GUGUGCACUUCGCUUCACA-
3 ' (SEQ ID NO:39), e o filamento antissenso compreende 5-
UGUGAAGCGAAGUGCACACUU-3 ' (SEQ ID NO:40), em que
substancialmente todos o0s nucleotideos do filamento senso e
substancialmente todos os nucleotideos do filamento antissenso sao
nucleotideos modificados, em que o filamento senso é conjugado com um
ligante ligado ao terminal 3' e em que o ligante € um ou mais derivados de
GalNAc ligados através de um ligante ramificado bivalente ou trivalente,
tratando desse modo o individuo.

[00153] Em certas modalidades, todos os nucleotideos do filamento
senso e todos os nucleotideos do filamento antissenso compreendem

uma modificagdo. Em uma modalidade, o pelo menos um dos ditos
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nucleotideos modificados é selecionado de um desoxi-nucleotideo, um
nucleotideo de desodxi-timina (dT) 3' terminal, um nucleotideo
modificado por 2'-O-metila, um nucleotideo modificado por 2'-flior, um
nucleotideo modificado por 2'-desdxi, um nucleotideo bloqueado, um
nucleotideo desbloqueado, um nucleotideo restrito de forma adaptavel,
um nucleotideo de etila constrito, um nucleotideo abasico, um
nucleotideo modificado por 2'-amino, um nucleotideo modificado por 2'-
O-alila, um nucleotideo modificado por 2'-C-alquila, um nucleotideo
modificado por 2'-hidroxila, um nucleotideo modificado por 2'-
metoxietila, um nucleotideo modificado por 2'-O-alquila, um nucleotideo
de morfolino, um fosforamidato, um nucleotideo compreendendo base
nao natural, um nucleotideo modificado por tetra-hidropirano, um
nucleotideo modificado por 1,5-anidroexitol, um nucleotideo modificado
por ciclo-hexenila, um nucleotideo compreendendo um grupo
fosforotioato, um nucleotideo compreendendo um grupo metilfosfonato,
um nucleotideo compreendendo um 5'-fosfato, e um nucleotideo
compreendendo um imitador de 5'-fosfato. Em certas modalidades, o
imitador de 5'-fosfato € um 5'-vinil fosfato (5'-VP).

[00154] Em certas modalidades, o filamento senso compreende 5'-
uscsguGfgUfGfGfacuucucuca — 3' (SEQ ID NO:13) e o filamento
antissenso compreende 5'-usGfsagaGfaAfGfuccaCfcAfcgasusu — 3'
(SEQ ID NO:14),em que A, C, Ge U saoribose, A,C,Gou U; a,g,ce
u sdo 2'-O-metil (2'-OMe), A, U, C ou G; Af, Cf, Gf ou Uf sdo 2'-flior A,
G, C ou U; e s € uma ligacao de fosforotioato.

[00155] Em certas modalidades, o filamento senso compreende 5'-
uscsguGfgUfGfGfacuucucuca — 3' (SEQ ID NO:15) e o filamento
antissenso compreende 5'-PusGfsagaGfaAfGfuccaCfcAfcgasusu — 3'
(SEQ ID NO:16), em que A, C, Ge U saoribose, A,C,Gou U; a,g,ce
u sdo 2'-O-metil (2'-OMe), A, U, C ou G; Af, Cf, Gf ou Uf sdo 2'-flior A,

G, C ou U; e s € uma ligacédo de fosforotioato; e P € um 5'-fosfato ou
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imitador de 5'-fosfato.

[00156] Em certas modalidades, o filamento senso compreende 5'-
uscsguGfgUfGfGfacuucucuca — 3' (SEQ ID NO:17) e o filamento
antissenso compreende 5'-usGfsagaGfaAfGfuccaCfcAfcgasusu — 3'
(SEQ ID NO:18), em que A, C, Ge U saoribose, A,C,Gou U; a,g,ce
u sdo 2'-O-metil (2'-OMe), A, U, C ou G; Af, Cf, Gf ou Uf sdo 2'-flior A,
G, C ou U; e s € uma ligacao de fosforotioato.

[00157] Em certas modalidades, o filamento senso compreende 5'-
gsusgcacUfuCfGfCfuucaccucua — 3' (SEQ ID NO:19) e o filamento
antissenso compreende 5'-PusAfsgagGfugaagcgAfaGfugcacsusu — 3'
(SEQ ID NO:20), em que A, C, Ge Usaoribose, A,C,GouU; a,g,ce
u sdo 2'-O-metil (2'-OMe), A, U, C ou G; Af, Cf, Gf ou Uf sdo 2'-flior A,
G, C ou U; e s € uma ligacédo de fosforotioato; e P € um 5'-fosfato ou
imitador de 5'-fosfato.

[00158] Em certas modalidades, o filamento senso compreende 5'-
csgsugguGfgAfCfUfucucUfCfaauu — 3' (SEQ ID NO:21) e o filamento
antissenso compreende 5'-AfsuugAfgAfgAfaguCfcAfccagcsasg — 3'
(SEQ ID NO:22), em que A, C, Ge Usaoribose, A,C,GouU; a,g,ce
u sdo 2'-O-metil (2'-OMe), A, U, C ou G; Af, Cf, Gf ou Uf sdo 2'-flior A,
G, C ou U; e s € uma ligacao de fosforotioato.

[00159] Em certas modalidades, o filamento senso compreende 5'-
csgsugguGfgAfCfUfucucUfCfaauu — 3' (SEQ ID NO:23) e o filamento
antissenso compreende 5'-PasAfsuugAfgAfgAfaguCfcAfccagcsasg — 3'
(SEQ ID NO:24),em que A, C, Ge Usaoribose, A,C,GouU; a,g,ce
u sdo 2'-O-metil (2'-OMe), A, U, C ou G; Af, Cf, Gf ou Uf sdo 2'-flior A,
G, C ou U; e s € uma ligacédo de fosforotioato; e P € um 5'-fosfato ou
imitador de 5'-fosfato.

[00160] Em certas modalidades, o filamento senso compreende 5'-
csgsuggudGgucdTucucuaaauu — 3' (SEQ ID NO:35) e o filamento

antissenso compreende 5'- asdAsuugagagdAagudCcaccagcsusu — 3'
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(SEQ ID NO:36), em que A, C, Ge Usaoribose, A,C,GouU; a,g,ce
u sdo 2-O-metil (2'-OMe), A, U, C, ou G; dA, dC, dG e dT séao
desoxirribose A, C, G e T; e s € uma ligacéo de fosforotioato.

[00161] Em certas modalidades, o filamento senso compreende 5'-
gsgsuggaCfuUfCfUfcucaAfUfuuua — 3' (SEQ ID NO:25) e o filamento
antissenso compreende 5'- usAfsaaaUfuGfAfgagaAfgUfccaccsasc — 3'
(SEQ ID NO:26), em que A, C, Ge Usaoribose, A,C,GouU; a,g,ce
u sdo 2'-O-metil (2'-OMe), A, U, C ou G; Af, Cf, Gf ou Uf sdo 2'-flior A,
G, C ou U; e s € uma ligacao de fosforotioato.

[00162] Em certas modalidades, o filamento senso compreende 5'-
gsgsuggaCfuUfCfUfcucaAfUfuuua — 3' (SEQ ID NO:27) e o filamento
antissenso compreende 5'- PusAfsaaaUfuGfAfgagaAfgUfccaccsasc — 3'
(SEQ ID NO:28), em que A, C, Ge Usaoribose, A,C,GouU; a,g,ce
u sdo 2'-O-metil (2'-OMe), A, U, C ou G; Af, Cf, Gf ou Uf sdo 2'-flior A,
G, C ou U; e s € uma ligacédo de fosforotioato; e P € um 5'-fosfato ou
imitador de 5'-fosfato.

[00163] Em certas modalidades, o filamento senso compreende 5'-
gsusguGfcAfCfUfucgcuucaca -3' (SEQ ID NO:41) e o filamento
antissenso compreende 5'- usGfsugaAfgCfGfaaguGfcAfcacsusu -3'
(SEQ ID NO:42),em que A, C, Ge Usaoribose, A,C,GouU; a,g,ce
u sdo 2'-O-metil (2'-OMe), A, U, C ou G; Af, Cf, Gf ou Uf sdo 2'-flior A,
G, C ou U; e s € uma ligacao de fosforotioato.

[00164] Em certas modalidades, o ligante é

Ho O
Q H H
HO O\/\/\H/N\/\/N

AcHN

[00165] Em certas modalidades, o agente de RNAI esta conjugado
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com o ligante como mostrado no seguinte esquema

OH
HO
Ho (OH oL n
2o N N o_rN
HOAcHN \/\/\[O]/ ~ N TO]/\/ I
Ho ©OH
&&O o~
HO NN NSO
AcHN oH H ,emque X é OouS.

[00166] A invencao proporciona metodos de tratamento de um
individuo tendo uma infeccdo pelo virus da hepatite D (HDV). Os
métodos incluem administrar ao individuo uma quantidade
terapeuticamente eficaz de uma composig¢ao para inibir a expressao do
virus da hepatite B (HBV) em uma célula, a composicao
compreendendo (a) um primeiro agente de RNAi de fita dupla
compreendendo um primeiro filamento senso e um primeiro filamento
antissenso formando uma regiéo de fita dupla, em que substancialmente
todos os nucleotideos do primeiro filamento senso e substancialmente
todos o0s nucleotideos do primeiro filamento antissenso séo
nucleotideos modificados, em que o primeiro filamento senso é
conjugado com um ligante ligado ao terminal 3’ e em que o ligante é um
ou mais derivados de GalNAc ligados através de um ligante ramificado
bivalente ou trivalente; e (b) um segundo agente de RNAI de fita dupla
compreendendo um segundo filamento senso e um segundo filamento
antissenso formando uma regiéo de fita dupla, em que substancialmente
todos os nucleotideos do segundo filamento de senso e
substancialmente todos os nucleotideos do segundo filamento
antissenso sao nucleotideos modificados, em que o dito segundo
filamento senso é conjugado com um ligante ligado ao terminal 3', e em
que o ligante € um ou mais derivados de GalNAc ligados através de um

ligante ramificado bivalente ou trivalente; em que os primeiro e segundo
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filamentos senso compreendem cada uma independentemente uma
sequéncia selecionada do grupo que consiste em

5'- UCGUGGUGGACUUCUCUCA -3' (SEQ ID NO:5),

5'- GUGCACUUCGCUUCACCUCUA -3' (SEQ ID NO:7),

5'- CGUGGUGGACUUCUCUCAAUU -3' (SEQ ID NO:9),

5'- CGUGGUGGUCUUCUCUAAAUU -3' (SEQ ID NO:37),

5'- GGUGGACUUCUCUCAAUUUUA -3' (SEQ ID NO:11), e

5'- GUGUGCACUUCGCUUCACA -3' (SEQ IDNO:39), e em que os
primeiro e segundo filamentos antissenso cada um independentemente
compreende uma sequéncia selecionada do grupo que consiste em

5'- UGAGAGAAGUCCACCACGAUU -3' (SEQ ID NO:6);

5'- UAGAGGUGAAGCGAAGUGCACUU -3' (SEQ ID NO:8);

5'- AAUUGAGAGAAGUCCACCAGCAG -3' (SEQ ID NO:10);

5'- AAUUGAGAGAAGUCCACCAGCUU -3' (SEQ ID NO:38),

5'- UAAAAUUGAGAGAAGUCCACCAC -3' (SEQ ID NO:12), e

5'- UGUGAAGCGAAGUGCACACUU -3' (SEQ ID NO:40), tratando
desse modo o individuo.

[00167] Em certas modalidades, todos os nucleotideos do primeiro e
segundo filamento senso e todos os nucleotideos do primeiro e segundo
filamento antissenso compreendem uma modificacdo. Em uma
modalidade, o pelo menos um dos ditos nucleotideos modificados é
selecionado de um desoxi-nucleotideo, um nucleotideo de desoxi-timina
(dT) 3' terminal, um nucleotideo modificado por 2'-O-metila, um
nucleotideo modificado por 2'-fluor, um nucleotideo modificado por 2'-
desoxi, um nucleotideo bloqueado, um nucleotideo desbloqueado, um
nucleotideo restrito de forma adaptavel, um nucleotideo de etila
constrito, um nucleotideo abasico, um nucleotideo modificado por 2'-
amino, um nucleotideo modificado por 2'-O-alila, um nucleotideo
modificado por 2'-C-alquila, um nucleotideo modificado por 2'-hidroxila,

um nucleotideo modificado por 2'-metoxietila, um nucleotideo
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modificado por 2'-O-alquila, um nucleotideo de morfolino, um
fosforamidato, um nucleotideo compreendendo base ndo natural, um
nucleotideo modificado por tetra-hidropirano, um nucleotideo
modificado por 1,5-anidroexitol, um nucleotideo modificado por ciclo-
hexenila, um nucleotideo compreendendo um grupo fosforotioato, um
nucleotideo compreendendo um grupo metilfosfonato, um nucleotideo
compreendendo um $5'-fosfato, e um nucleotideo compreendendo um
imitador de 5'-fosfato.

[00168] Em certas modalidades, os primeiro e segundo agentes de
RNAI s&o selecionados do grupo:

5'-uscsguGfgUfGfGfacuucucuca — 3' (SEQ ID NO:13)
5'-usGfsagaGfaAfGfuccaCfcAfcgasusu — 3' (SEQ ID NO:14);
5'-uscsguGfgUfGfGfacuucucuca — 3' (SEQ ID NO:15)
5'-PusGfsagaGfaAfGfuccaCfcAfcgasusu — 3' (SEQ ID NO:16);
5'-gsusgcacUfuCfGfCfuucaccucua — 3' (SEQ ID NO:17)
5'-usAfsgagGfugaagcgAfaGfugcacsusu — 3' (SEQ ID NO:18);
5'-gsusgcacUfuCfGfCfuucaccucua — 3' (SEQ ID NO:19)
5'-PusAfsgagGfugaagcgAfaGfugcacsusu — 3' (SEQ ID NO:20);
5'-csgsugguGfgAfCfUfucucUfCfaauu — 3' (SEQ ID NO:21)
5'-asAfsuugAfgAfgAfaguCfcAfccagcsasg — 3' (SEQ ID NO:22);

5'- csgsugguGfgAfCfUfucucUfCfaauu — 3' (SEQ ID NO:23)
5'-PasAfsuugAfgAfgAfaguCfcAfccagcsasg — 3' (SEQ ID NO:24);
5'-csgsuggudGgucdTucucuaaauu — 3' (SEQ ID NO:35)

5'- asdAsuugagagdAagudCcaccagcsusu — 3' (SEQ ID NO:36);

5'- gsgsuggaCfuUfCfUfcucaAfUfuuua — 3' (SEQ ID NO:25)

5'- usAfsaaaUfuGfAfgagaAfgUfccaccsasc — 3' (SEQ ID NO:26);

5'- gsgsuggaCfuUfCfUfcucaAfUfuuua — 3' (SEQ ID NO:27)

5'- PusAfsaaaUfuGfAfgagaAfgUfccaccsasc — 3' (SEQ ID NO:28); e

5'- gsusguGfcAfCfUfucgcuucaca -3' (SEQ ID NO:41)

5'- usGfsugaAfgCfGfaaguGfcAfcacsusu -3' (SEQ ID NO:42), em que A,
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C, Ge U saoribose A, C, Gou U; a, g, c e uséo 2-O-metila (2'-OMe)
A, U, C ou G; Af, Cf, Gf ou Uf sdo 2"-flior A, G, Cou U; dA, dC, dG e dT
sdo desoxirribose A, C, G e T; s € uma ligacao fosforotioato; e P € um
5'-fosfato ou imitador 5'fosfato.

[00169] Em certas modalidades, o primeiro e segundo agentes de
RNAI sdo

5'-uscsguGfgUfGfGfacuucucuca — 3' (SEQ ID NO:15)
5'-PusGfsagaGfaAfGfuccaCfcAfcgasusu — 3' (SEQ ID NO:16); e
5'-csgsugguGfgAfCfUfucucUfCfaauu — 3' (SEQ ID NO:21)
5'-asAfsuugAfgAfgAfaguCfcAfccagcsasg — 3' (SEQ ID NO:22), , em que
A, C,GeUsaoribose A, C, Gou U; a, g, ce usao 2'-O-metila (2'-OMe)
A, U, C ou G; Af, Cf, Gf ou Uf sdo 2'-fluor A, G, C ou U; s € uma ligacao
fosforotioato; e P é um 5'-fosfato ou imitador de 5'-fosfato.

[00170] Em certas modalidades, o primeiro e segundo agentes de
RNAI sdo

5'- gsgsuggaCfuUfCfUfcucaAfUfuuua — 3' (SEQ ID NO:25)

5'- usAfsaaaUfuGfAfgagaAfgUfccaccsasc — 3' (SEQ ID NO:26); e

5'- gsusguGfcAfCfUfucgcuucaca -3' (SEQ ID NO:41)

5'- usGfsugaAfgCfGfaaguGfcAfcacsusu -3' (SEQ ID NO:42), , em que
A, C,GeUsaoribose A, C, Gou U; a, g, ce usao 2'-O-metila (2'-OMe)
A, U, C ou G; Af, Cf, Gf ou Uf sdo 2'-fluor A, G, C ou U; s € uma ligacao
fosforotioato; e P € um 5'-fosfato ou imitador de 5'-fosfato.

[00171] Em certas modalidades, o ligante é

Ho OH
Q H H
HO O\/\/\H/N N

AcHN

[00172] Em certas modalidades, o agente de RNAI esta conjugado
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com o ligante como mostrado no seguinte esquema

3
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[00173] Em certas modalidades, o individuo € um ser humano.
[00174] Em certas modalidades, o agente de RNAI de fita dupla é
administrado em uma dose ao redor de 0,01 mg/kg a cerca de 10 mg/kg
ou cerca de 0,5 mg/kg a cerca de 50 mg/kg. Em certas modalidades, o
agente de RNAI de fita dupla é administrado em uma dose ao redor de
10 mg/kg a cerca de 30 mg/kg. Em certas modalidades, o agente de
RNAI de fita dupla € administrado em uma dose ao redor de 3 mg/kg.
Em certas modalidades, o agente de RNAI de fita dupla € administrado
em uma dose ao redor de 10 mg/kg. Em certas modalidades, o agente
de RNAI de fita dupla € administrado em uma dose ao redor de 0,5
mg/kg duas vezes por semana. Em certas modalidades, o agente de
RNAI de fita dupla é administrado em uma dose fixa ao redor de 50 mg
a 200 mg.

[00175] Em certas modalidades, o agente de RNAI de fita dupla é
administrado por via subcutanea.

[00176] Em certas modalidades, o agente de RNAI de fita dupla é
administrado por via intravenosa.

[00177] Em certas modalidades, o agente de RNAi € administrado
em duas ou mais doses. Em certas modalidades, o agente de RNAI &
administrado a intervalos selecionados do grupo que consiste em uma
vez a cada cerca de 12 horas, uma vez a cada cerca de 24 horas, uma

vez a cada cerca de 48 horas, uma vez a cada cerca de 72 horas, e uma
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vez a cada cerca de 96 horas. Em certas modalidades, o agente de
RNAI € administrado duas vezes por semana. Em certas modalidades,
o agente de RNAI é administrado a cada duas semanas. Em certas
modalidades, o agente de RNAi € administrado uma vez por més. Em
certas modalidades, o agente de RNAi € administrado a cada dois
meses. Em certas modalidades, o agente de RNAi é administrado a
cada trés meses.

[00178] Em certas modalidades, o agente de RNAi é administrado ao
individuo com um agente terapéutico adicional. Agentes terapéuticos
adicionais incluem, por exemplo, um agente antiviral, um inibidor da
transcriptase reversa, um estimulador imune, uma vacina terapéutica,
um inibidor da entrada viral, um oligonucleotideo que inibe a secrecéo
ou liberacdo de HbsAg, um inibidor de capsideo, um inibidor de DNA do
HBV circular covalentemente fechado (ccc) e uma combinacdo de
qualguer um dos anteriores.

[00179] Em certas modalidades, o agente adicional € um inibidor de
transcriptase reversa. Em certas modalidades, o agente adicional € um
inibidor de transcriptase reversa e um estimulador imune. Inibidores da
transcriptase reversa exemplares incluem Tenofovir disoproxil fumarato
(TDF), Tenofovir alafenamida, Lamivudina, Adefovir dipivoxila,
Entecavir (ETV), Telbivudine e AGX-1009. estimulador imunees
exemplares incluem interferon alfa 2a submetido a PEG (PEG-IFN-a2a),
Interferon alfa-2b, uma interleucina-7 humana recombinante e um
agonista do receptor 7 semelhante a Toll (TLR7).

[00180] Ainvencgéo providencia ainda métodos de tratar um individuo
com infeccdo pelo virus da hepatite D (HDV), compreendendo
administrar ao individuo uma quantidade terapeuticamente eficaz de
uma composicao para inibir a expressao do virus da hepatite B (HBV)
em uma célula, a composi¢cado compreendendo (a) um primeiro agente

de RNAI de fita dupla compreendendo um primeiro filamento e um
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primeiro filamento antissenso formando uma regido de fita dupla, em
que substancialmente todos os nucleotideos do primeiro filamento
senso e substancialmente todos os nucleotideos do primeiro filamento
antissenso sao nucleotideos modificados, em que o primeiro flamento
senso € conjugado com um ligante ligado ao terminal 3’ e em que o
ligante € um ou mais derivados de GalNAc ligados através de um ligante
ramificado bivalente ou trivalente; e (b) um segundo agente de RNAI de
fita dupla compreendendo um segundo filamento senso e um segundo
filamento antissenso formando uma regido de fita dupla, em que
substancialmente todos os nucleotideos do segundo filamento de senso
e substancialmente todos os nucleotideos do segundo filamento
antissenso sao nucleotideos modificados, em que o dito segundo
filamento senso é conjugado com um ligante ligado ao terminal 3', e em
que o ligante € um ou mais derivados de GalNAc ligados através de um
ligante ramificado bivalente ou trivalente; em que o primeiro filamento
senso compreende pelo menos 15 nucleotideos contiguos diferindo por
ndo mais do que 3 nucleotideos em relacdo a sequéncia de
nucleotideos de SEQ ID NO:1 e o primeiro filamento antissenso
compreende pelo menos 15 nucleotideos contiguos diferindo por nao
mais do que 3 nucleotideos em relagcdo a sequéncia de nucleotideos de
SEQ ID NO:2, em que o segundo filamento senso compreende pelo
menos 15 nucleotideos contiguos diferindo por ndo mais do que 3
nucleotideos em relagao a sequéncia de nucleotideos de SEQ ID NO:29
e o segundo filamento antissenso compreende pelo menos 15
nucleotideos contiguos diferindo por ndo mais do que 3 nucleotideos
em relagdo a sequéncia de nucleotideos de SEQ ID NO:30, tratando
desse modo o individuo.

[00181] Em certas modalidades, o primeiro filamento senso
compreende uma sequéncia selecionada do grupo que consiste em

5'- UCGUGGUGGACUUCUCUCA -3' (SEQ IDNO:5),
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5'- GUGCACUUCGCUUCACCUCUA -3' (SEQ ID NO:7),

5'- CGUGGUGGACUUCUCUCAAUU -3' (SEQ ID NO:9),

5'- CGUGGUGGUCUUCUCUAAAUU -3' (SEQ ID NO:37),

5'- GGUGGACUUCUCUCAAUUUUA -3' (SEQ ID NO:11), e

5'- GUGUGCACUUCGCUUCACA -3' (SEQ IDNO:39), e

0 segundo filamento senso compreende uma sequéncia selecionada do
grupo que consiste em

5'- UGAGAGAAGUCCACCACGAUU -3' (SEQ ID NO:6);

5'- UAGAGGUGAAGCGAAGUGCACUU -3' (SEQ ID NO:8);

5'- AAUUGAGAGAAGUCCACCAGCAG -3' (SEQ ID NO:10);

5'- AAUUGAGAGAAGUCCACCAGCUU -3' (SEQ ID NO:38),

5'- UAAAAUUGAGAGAAGUCCACCAC -3' (SEQ ID NO:12), e

5'- UGUGAAGCGAAGUGCACACUU -3' (SEQ ID NO:40).

[00182] Em certas modalidades, todos os nucleotideos do filamento
senso e todos os nucleotideos do filamento antissenso compreendem
uma modificacdo. Em certas modalidades, o agente adicional é pelo
menos um dos nucleotideos modificados, que € selecionado de um
desoxi-nucleotideo, um nucleotideo de desoxi-timina (dT) 3' terminal,
um nucleotideo modificado por 2'-O-metila, um nucleotideo modificado
por 2'-flior, um nucleotideo modificado por 2'-desoxi, um nucleotideo
bloqueado, um nucleotideo desbloqueado, um nucleotideo restrito de
forma adaptavel, um nucleotideo de etila constrito, um nucleotideo
abasico, um nucleotideo modificado por 2'-amino, um nucleotideo
modificado por 2'-O-alila, um nucleotideo modificado por 2'-C-alquila,
um nucleotideo modificado por 2'-hidroxila, um nucleotideo modificado
por 2'-metoxietila, um nucleotideo modificado por 2'-O-alquila, um
nucleotideo de morfolino, um fosforamidato, um nucleotideo
compreendendo base ndo natural, um nucleotideo modificado por tetra-
hidropirano, um nucleotideo modificado por 1,5-anidroexitol, um

nucleotideo  modificado por ciclo-hexenila, um nucleotideo

Peticdo 870220113019, de 05/12/2022, pag. 67/373



63/357

compreendendo um  grupo fosforotioato, um  nucleotideo
compreendendo um grupo metilfosfonato, um nucleotideo
compreendendo um $5'-fosfato, e um nucleotideo compreendendo um
imitador de 5'-fosfato.

[00183] Em certas modalidades, o ligante é

(0]
HO Py O\/\/I/H N“~o
[00184] Em certas modalidades, o agente de RNAI esta conjugado

com o ligante como mostrado no seguinte esquema

| OH

NS

N

HO O\/\/\]/N\/\,N

o OH O (0] ﬁ O
HO&&/O\/\/YN/\/\N (o) ;
AcHN oft ,emque Xé OousS.

[00185] A presente invencdo € adicionalmente ilustrada pela
seguinte descricao detalhada e desenhos.

Breve Descricao das Figuras

[00186] A Figura 1 mostra esquematicamente a estrutura do genoma
de HBV de fita dupla de aproximadamente 3,2 kb. A replicagdo do
genoma de HBV ocorre através de um intermediario de RNA e produz 4
transcritos virais sobrepostos (um transcrito de cerca de 3,5 kb, um
transcrito de cerca de 2,4 kb, um transcrito de cerca de 2,1 kb e um
transcrito de cerca de 0,7 kb) codificando sete proteinas virais (pre-S1,

pre-S2, S, P, X, pre-C e C) traduzidos em trés grelhas de leitura.
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[00187] A Figura 2 € um grafico mostrando a diminuicdo de registro
dos niveis séricos de HBsAg normalizados para niveis séricos de
HBsAg pré-dosagem apds a administragcdo de uma dose unica de 3
mg/kg dos agentes de RNAI indicados.

[00188] A Figura 3 € um grafico mostrando a diminuicdo de registro
dos niveis séricos de HBsAg normalizados para niveis séricos de
HBsAg pré-dosagem apds a administragdo de uma dose unica de 3
mg/kg dos agentes de RNAI indicados.

[00189] A Figura 4 é um grafico mostrando a porcentagem de HBsAg
pré-dosagem remanescente nos dias 5 e 10 apds a administracao de
uma dose unica de 3 mg/kg dos agentes de RNAI indicados. Figura 4
mostra também a porcentagem de HBsSAG remanescente no dia 10 pds-
dosagem em relagcao a porcentagem de HBsAG remanescente no dia
10 pos-dosagem em um animal ao qual foram administrados 3 mg/kg
de um dsRNA de controle visando transtiretina de camundongo/rato
(mrTTR).

[00190] A Figura 5 € um grafico mostrando a diminui¢cdo no /log dos
niveis séricos HBsAg normalizados para niveis séricos de HBsAg pré-
dosagem apds a administracdo de uma dose unica de 3 mg/kg de AD-
65403.

[00191] A Figura 6A é um grafico mostrando a diminui¢do dos niveis
séricos HBsAg normalizados para niveis séricos de HBsAg preé-
dosagem em uma escala linear padrdo apds a administracdo de uma
dose unica subcutanea de 0,3 mg/kg, 1 mg/kg, 3 mg/kg ou 9 mg/kg de
AD-66810.

[00192] A Figura 6B é um grafico mostrando a diminui¢do dos niveis
séricos de HBsAg normalizados para niveis séricos de HBsAg pré-
dosagem em uma escala logio apos a administragdo de uma dose unica
subcutanea de 0,3 mg/kg, 1 mg/kg, 3 mg/kg ou 9 mg/kg de AD-66810.

[00193] A Figura 7 é um grafico mostrando a diminuicdo dos niveis
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plasmaticos de HBsAg normalizados para niveis plasmaticos de HBsAg
pré-dosagem em uma escala logio apds a administragao de trés doses
semanais subcutaneas de 3 mg/kg de AD-66810.

Descrigado Detalhada da Invengao

[00194] A presente invengao proporciona composi¢cdes de RNAI que
efetuam a clivagem mediada pelo complexo silenciador induzido por
RNA (RISC) de transcritos RNA de um gene do virus da hepatite B
(HBV). O gene pode estar dentro de uma célula, por exemplo, uma
célula dentro de um individuo, tal como um ser humano. O uso destes
RNAI permite a degradacéo dirigida de mRNAs do gene correspondente
(gene HBV) em mamiferos.

[00195] Os agentes de RNAIi da invengdo foram concebidos para
regides-alvo no genoma HBV que sao conservadas em todos os 8
sorotipos do HBV. Além disso, os agentes de RNAI da invencao foram
concebidos para inibir todas as etapas do ciclo de vida do HBV, por
exemplo, replicacdo, montagem, secrecdo de virus e secrecao de
antigenos sub-virais, por inibicdo da expressido de mais de um gene
HBV. Em particular, uma vez que a transcricdo do genoma do HBV
resulta em RNAs policistrénicos sobrepostos, um agente de RNAI da
invengao tendo como alvo um unico gene HBV resulta em inibicdo
significativa da expressao da maioria ou de todos os transcritos de HBV.
Por exemplo, uma vez que o genoma do HBV é transcrito em um unico
MmRNA, um agente de RNAI da invengao tendo como alvo o gene S
resultara na inibicdo ndo apenas da expressao do gene S, mas também
da expressdo do gene "a jusante" da polimerase. Além disso, os
agentes de RNAI da inveng¢ao foram concebidos para inibir a replicagao
viral do HBV visando genes estruturais de HBV e o gene X de HBV,
permitindo assim que o sistema imunitario de um individuo detecte e
responda a presenca de HBsAg para produzir anticorpos anti-HBV para

eliminar uma infecgdo pelo HBV. Sem a intengao de ser limitada pela
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teoria, acredita-se que uma combinagcdo ou subcombinagdo das
propriedades precedentes e os locais alvo especificos e/ou as
modificagdes especificas destes agentes de RNAi conferem aos
agentes de RNAI da invencao melhor eficacia, estabilidade, seguranca,
poténcia e durabilidade.

[00196] Usando ensaios in vitro e in vivo, os presentes inventores
demonstraram que RNAis tendo como alvo um gene HBV podem
potencialmente mediar RNAI, resultando em inibicdo significativa da
expressao de mais do que um gene HBV. Os presentes inventores
também demonstraram que os agentes de RNAi da invengcdo séao
excepcionalmente estaveis no citoplasma e lisossoma. Assim, métodos
e composicodes incluindo estes RNAIs séo uteis para tratar um individuo
com uma infec¢cédo pelo HBV e/ou uma doencga associada a HBV, tal
como hepatite B crénica (CHB).

[00197] Em conformidade, a presente invengao proporciona também
métodos para tratamento de um individuo tendo um disturbio que
beneficiaria de inibicao ou reducédo da expressao de um gene HBV, por
exemplo, uma doenga associada a HBV, tal como infec¢ao pelo virus
da hepatite B crénica (CHB), usando composi¢des de RNAI que efetuam
a clivagem mediada pelo complexo silenciador induzido por RNA (RISC)
de transcritos de RNA de um gene HBV.

[00198] Dosagens muito baixas dos RNAi da invengao, em particular,
podem especifica e eficazmente mediar a interferéncia de RNA (RNAI),
resultando na inibicdo significativa da expressdo do gene
correspondente (gene HBV).

[00199] Os RNAis da invencdo incluem um filamento de RNA (o
filamento antissenso) tendo uma regido que tem cerca de 30
nucleotideos ou menos em comprimento, por exemplo, 15-30, 15-29,
15-28, 15-27, 15-26, 15-25, 15-24, 15-23, 15-22, 15-21, 15-20, 15-19,
15-18, 15-17, 18-30, 18-29, 18-28, 18-27, 18-26, 18-25, 18-24, 18-23,
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18-22, 18-21, 18-20, 19-30, 19-29, 19-28, 19-27, 19-26, 19-25, 19-24,
19-23, 19-22, 19-21, 19-20, 20-30, 20-29, 20-28, 20-27, 20-26, 20-25,
20-24,20-23, 20-22, 20-21, 21-30, 21-29, 21-28, 21-27, 21-26, 21-25,
21-24, 21-23 ou 21-22 nucleotideos em comprimento, cuja regido €&
substancialmente complementar com pelo menos parte de um transcrito
de mRNA de um gene HBV.

[00200] A seguinte descricao detalhada divulga como preparar e usar
composicdes contendo RNAIs para inibir a expressdo de um gene HBV,
bem como composigdes, usos, e métodos para tratamento de individuos
tendo doencas e disturbios que beneficiariam da inibicdo e/ou redugao
da expressao de um gene HBV.

. Definigoes

[00201] De modo a que a presente invencdo possa ser mais
prontamente entendida, certos termos sdo primeiramente definidos.
Adicionalmente deve ser notado que sempre que um valor ou gama de
valores de um parametro for recitado € pretendido que valores e gamas
intermédios dos valores recitados sejam parte desta invencao.

[00202] Os artigos "um" e "uma" sdo usados aqui para se referirem a
um ou a mais do que um (isto é, a pelo menos um) do objeto gramatical
do artigo. A titulo de exemplo, "um elemento" significa um elemento ou
mais do que um elemento, por exemplo, uma pluralidade de elementos.
[00203] O termo "incluindo" € usado aqui para significar, e € usado
indistintamente com, a frase "incluindo mas nao se limitando a".
[00204] O termo "ou" é usado aqui para significar, e € usado
indistintamente com, o termo "e/ou", a ndo ser que o contexto indique
claramente de outro modo.

[00205] Como wusado aqui, "virus da hepatite B," usado
indistintamente com o termo "HBV" se refere ao bem conhecido virus de
DNA ndo citopatico e figado-trépico pertencente a familia

Hepadnaviridae.
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[00206] O genoma de HBV € DNA circular, parcialmente de fita dupla
com grelhas de leitura sobrepostas (ver, por exemplo, a Figura 1).
[00207] Existem quatro genes conhecidos codificados pelo genoma
HBC, chamados C, X, P e S. A proteina nuclear é codificada pelo gene
C (HBcAg). O antigeno da hepatite B (HBeAg) é produzido pelo
processamento proteolitico da proteina pré-nuclear (pre-C). A DNA
polimerase é codificada pelo gene P. O gene S é o gene que codifica o
antigeno de superficie (HBsAg). O gene HBsAg € uma grelha de leitura
aberta longa, mas contém trés cddons de "inicio" na grelha (ATG) que
dividem o gene em trés secdes, pre-S1, pre-S2 e S. Devido aos varios
cddons de inicio, sdo produzidos polipeptideos de trés diferentes
tamanhos designados grande, médio e pequeno (pre-S1 + pre-S2 + S,
pre-S2 + S ou S). A fungao da proteina n&o-estrutural codificada pelo
gene X n&o € totalmente compreendida, mas é associada ao
desenvolvimento de cancer de figado e codifica uma proteina "isca"
(decoy) que permite ao HBsAg no sangue sequestrar os anticorpos anti-
HBsAg, permitindo que particulas virais infecciosas escapem a
deteccdo imunologica.

[00208] As proteinas codificadas pelo genoma HBV incluem:
proteinas de envelope - i) pequenas - antigeno de superficie de hepatite
B (HBsAQ); Il) médias - preS2 mais HBsAg; Ill) grandes - preSI| mais
preS2 mais HBsAg; proteina do nucleocapsideo, antigeno nuclear de
hepatite B (HBcAg). O antigeno e de hepatite B (HBeAg) € uma proteina
nao estrutural produzida durante a replicacdo de HBV que compartilha
90% aminoacidos com o nucleocapsideo HBcAg; e a proteina X € uma
proteina ndo estrutural (HBx) que funciona no citoplasma para ativar
varias vias de sinalizagdo, muitas das quais sdo controladas pela
modulagao de calcio citosolico e no nucleo para regular a transcricéo
através de uma interagao direta com fatores diferentes de transcrigcao e,

em alguns casos, reforcar a sua ligacdo a elementos de transcricido
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especificos.

[00209] HBV € um dos poucos virus DNA que utilizam transcriptase
reversa no processo de replicacdo que envolve varias fases, incluindo
entrada, abertura e dispersao (uncoating) e transporte do genoma do
virus para o nucleo. Inicialmente, a replicagdo do genoma do HBV
envolve a geragcdo de um intermediario de RNA que é entdo
reversamente transcrito para produzir o genoma viral de DNA.

[00210] Apds infeccdo de uma célula com HBV, o DNA circular
relaxado viral gendmico (rcDNA) é transportado para o nucleo da célula
e convertido em DNA circular covalentemente fechado epissomal
(cccDNA), que serve como o modelo de transcricdo para os mRNAs
virais. ApoOs transcrigao e exportagéo nuclear, o RNA pregenémico viral
citoplasmatico (pgRNA) € montado com polimerase do HBV e proteinas
de capsideos para formar o nucleocapsideo, no interior do qual a
transcricido reversa catalizada por polimerase produz DNA filamento
menos, que € posteriormente copiado para DNA filamento mais para
formar o genoma de rcDNA de progénie. Os nucleocapsideos maduros
sdo entdo embalados com proteinas de envelope virais para sairem
como particulas do virion ou transportados para o nucleo para amplificar
o reservatorio de cccDNA através da via de amplificagcdo cccDNA
intracelular. O cccDNA é um componente essencial do ciclo de
replicacdo do HBV e é responsavel pelo estabelecimento da infec¢éo e
persisténcia viral.

[00211] A infeccdo pelo HBV resulta na produgao de duas particulas
diferentes: 1) o virus HBV em si (ou particula de Dane) que inclui um
capsideo viral montado a partir do HBcAg e € coberto pelo HBsAg e é
capaz de reinfectar células e 2) particulas sub-virais (ou SVPs) que sao
particulas tipo lipoproteina de alta densidade compostas de lipidios,
colesterol, ésteres de colesterol e as formas pequenas e médias do

antigeno de superficie da hepatite B HBsAg que sdo n&o-infecciosas.
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Para cada particula viral produzida, sio liberadas para o sangue 1.000
a 10.000 SVPs. Como tal, as SVPs (e a proteina HBsAg que
transportam) representam a esmagadora maioria da proteina viral no
sangue. As células infectadas com HBV também segregam um produto
proteolitico soluvel da proteina pré-nucleo chamada antigeno e do HBV
(HBeAg).

[00212] Foram determinados oito gendtipos de HBV, designados de
A a H, cada um deles possuindo uma distribuicdo geografica distinta. O
virus é nao-citopatico, com a imunidade celular especifica do virus
sendo o principal determinante para o resultado da exposicao a infeccao
aguda de HBV com resolucdo de doencas hepaticas com 6 meses, ou
infecc&o crénica por HBV frequentemente associada a lesdo hepatica
progressiva.

[00213] O termo "HBV" inclui qualquer um dos oito gendtipos de HBV
(A a H). O aminoacido e sequéncia completa de codificagdo da
sequéncia de referéncia do genoma de HBV podem ser encontrados
nos, por exemplo, numeros de acesso no Genbank GI1:21326584 (SEQ
ID NO:1) e GI:3582357 (SEQ ID NO:3).

[00214] Exemplos adicionais de sequéncias de mRNA de HBV estéo
prontamente disponiveis usando bases de dados publicamente
disponiveis, por exemplo, GenBank, UniProt e OMIM.

[00215] O termo "HBV", tal como aqui utilizado, se refere também a
variagdes de sequéncias de DNA de ocorréncia natural do genoma
HBV.

[00216] Como wusado aqui, "virus da hepatite D," usado
indistintamente com o termo "HDV" se refere ao bem conhecido virus
de DNA nado citopatico e figado-trépico pertencente a familia
Hepadnaviridae. Ver, por exemplo, Ciancio e Rizzetto, Nat. Rev. 11:68-
71,2014; Le Gal et al., Emerg. Infect. Dis. 12:1447-1450, 2006; e Abbas
e A fzal, World J. Hep., 5:666-675, 2013, todos eles incorporados por

Peticdo 870220113019, de 05/12/2022, pag. 75/373



71/357

referéncia. Salvo indicacdo em contrario, HDV se refere a todos os
clados e variantes de HDV.

[00217] HDV produz uma proteina, nomeadamente HDAg. Vem em
duas formas; um HDAg grande de 27kDa (também dito neste
documento como IHD, L-HDAg e antigeno HDV grande) e um HDAg
pequeno de 24kDa (também dito neste documento como sHD, S-HDAg
e antigeno HDV pequeno). Os terminais N das duas formas sao
idénticos, diferindo por 19 aminoacidos no terminal C do HDAg grande.
Ambas as isoformas sao produzidas a partir da mesma grelha de leitura
que contém um cédon de parada UAG no cdédon 196, que normalmente
produz apenas o HDAg pequeno. No entanto, a edicdo pela enzima
adenosina deaminase-1 celular altera o codon de parada para UCG,
permitindo que seja produzido o HDAg grande. Apesar de terem 90%
de sequéncias idénticas, estas duas proteinas desempenham papéis
divergentes no decurso de uma infeccdo. HDAg-S € produzida nas fases
iniciais de uma infecg¢ao e entra no nucleo e oferece suporte a replicagao
viral. HDAg-L, por outro lado, é produzida durante as fases posteriores
de uma infeccdo, atua como um inibidor da replicacdo viral e é
necessaria para a montagem das particulas virais.

[00218] Exemplos adicionais de sequéncias de mRNA de HDV estéo
prontamente disponiveis usando bases de dados publicamente
disponiveis, por exemplo, GenBank, UniProt e OMIM.

[00219] O termo "HDV", tal como aqui utilizado, se refere também a
variagdes de sequéncias de DNA de ocorréncia natural do genoma
HDV.

[00220] Como usado aqui, "sequéncia alvo" se refere a uma porgéo
contigua da sequéncia de nucleotideos de uma molécula de mRNA
formada durante a transcricdo de um gene HBV, incluindo mRNA que é
um produto do processamento de RNA de um produto de transcrigao

primaria. Em uma modalidade, a por¢cédo alvo da sequéncia sera pelo
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menos longa o suficiente para servir como um substrato para clivagem
dirigida por RNAi nessa ou perto dessa porcdo da sequéncia de
nucleotideos de uma molécula de mRNA formada durante a transcricéo
de um gene HBV.

[00221] A sequéncia alvo pode ter cerca de 9-36 nucleotideos em
comprimento, por exemplo, cerca de 15-30 nucleotideos em
comprimento. Por exemplo, a sequéncia alvo pode ter cerca de 15-30
nucleotideos, 15-29, 15-28, 15-27, 15-26, 15-25, 15-24, 15-23, 15-22,
15-21, 15-20, 15-19, 15-18, 15-17, 18-30, 18-29, 18-28, 18-27, 18-26,
18-25, 18-24, 18-23, 18-22, 18-21, 18-20, 19-30, 19-29, 19-28, 19-27,
19-26, 19-25, 19-24, 19-23, 19-22, 19-21, 19-20, 20-30, 20-29, 20-28,
20-27, 20-26, 20-25, 20-24,20-23, 20-22, 20-21, 21-30, 21-29, 21-28,
21-27, 21-26, 21-25, 21-24, 21-23 ou 21-22 nucleotideos de
comprimento. Também €& contemplado que intervalos e comprimentos
intermédios dos intervalos e comprimentos listados acima fagam parte
da invencgao.

[00222] Como usado aqui, o termo "filamento compreendendo uma
sequéncia" se refere a um oligonucleotideo compreendendo uma cadeia
de nucleotideos que é descrita pela sequéncia dita usando a
nomenclatura de nucleotideos padrao.

[00223] "G," "C," "A)" "T" e "U" designham cada um geralmente um
nucleotideo que contém guanina, citosina, adenina, timidina e uracila
como uma base, respectivamente. No entanto sera entendido que o
termo "ribonucleotideo" ou "nucleotideo” pode também se referir a um
nucleotideo modificado, como detalhado adicionalmente em baixo, ou
uma fragdo de substituicdo suplente (ver, por exemplo, Tabela 2). O
perito na técnica esta bem ciente de que guanina, citosina, adenina, e
uracila podem ser substituidas por outras fracbes sem alterar
substancialmente as propriedades de emparelhamento de bases de um

oligonucleotideo compreendendo um nucleotideo contendo tal fragao de
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substituicdo. Por exemplo, sem limitagcdo, um nucleotideo
compreendendo inosina como sua base pode sofrer emparelhamento
de bases com nucleotideos contendo adenina, citosina ou uracila.
Assim, nucleotideos contendo uracila, guanina, ou adenina podem ser
substituidos, nas sequéncias de nucleotideos de dsRNA apresentadas
na invengao, por um nucleotideo contendo, por exemplo, inosina. Em
outro exemplo, adenina e citosina em qualquer parte do
oligonucleotideo podem ser substituidas por guanina e uracila,
respectivamente, para formar emparelhamento de bases Wobble G-U
com o mRNA alvo. Sequéncias contendo tais fracbes de substituicao
sdo adequadas para as composicdes e métodos apresentados na
invencao.

[00224] Os termos "RNAI", "agente de RNAI", "agente de RNAI",
"agente de interferéncia de RNA" como usados indistintamente aqui se
referem a um agente que contém RNA como tal termo € definido aqui,
e que medeia a clivagem dirigida de um transcrito de RNA através de
um complexo silenciador induzido por RNA (RISC). O RNAI dirige a
degradacio especifica quanto a sequéncia de mRNA através de um
processo conhecido como interferéncia de RNA (RNAi). O RNAi modula,
por exemplo, inibe, a expressdo de um gene HBV (por exemplo, um ou
mais genes HBV) em uma célula, por exemplo uma célula dentro de um
individuo, tal como um individuo mamifero.

[00225] Em uma modalidade, um agente de RNAI da invengéo inclui
um RNA de filamento unico que interage com uma sequéncia de RNA
alvo, por exemplo, uma sequéncia de mRNA alvo de HBV, para dirigir a
clivagem do RNA alvo. Sem desejar estar limitado pela teoria se acredita
que o RNA de fita dupla longo introduzido nas células € degradado em
sRNAI por uma endonuclease do Tipo Il conhecida como Dicer (Sharp
et al. (2001) Genes Dev. 15:485). Dicer, uma enzima do tipo

ribonuclease lll, processa 0 dsRNA em curtos RNAs de interferéncia

Peticdo 870220113019, de 05/12/2022, pag. 78/373



74/357

com 19-23 pares de bases com projecbes 3' de duas bases
caracteristicas (Bernstein, et al., (2001) Nature 409:363). Os sRNAi sédo
depois incorporados em um complexo de silenciamento induzido por
RNA (RISC) onde uma ou mais helicases desenrolam o duplex de
sRNAI, permitindo que o filamento antissenso complementar oriente o
reconhecimento do alvo (Nykanen, et al., (2001) Cell 107:309). Apos
ligacdo ao mRNA alvo apropriado, uma ou mais endonucleases dentro
do RISC clivam o alvo para induzir silenciamento (Elbashir, et al., (2001)
Genes Dev. 15:188). Assim, em um aspecto, a invencgao refere-se a um
sRNAI de filamento unico (ssRNA) gerado dentro de uma célula e que
promove a formacdo de um complexo RISC para efetivar o
silenciamento do gene alvo, isto €, um gene HBV. Conformemente, o
termo "sRNAI" é também usado aqui para se referir a um RNAi como
descrito acima.

[00226] Em outra modalidade, o agente de RNAI pode ser um sRNAI
de filamento unico que € introduzido em uma célula ou organismo para
inibir um MRNA alvo. O agente de RNAI de filamento unico se liga a
endonuclease do RISC, Argonauta 2, que cliva depois o mRNA alvo. Os
sRNAI de filamento unico tém geralmente 15-30 nucleotideos e estao
quimicamente modificados. A concepcao e teste de sRNAI de filamento
unico séo descritos na Patente dos E.U.A. N° 8,101,348 e em Lima et
al., (2012) Cell 150:883-894 os conteudos inteiros de cada um dos quais
sdo deste modo incorporados aqui por referéncia. Qualquer uma das
sequéncias de nucleotideos antissenso descritas aqui pode ser usada
como um sRNAi de filamento unico como descrito aqui ou como
quimicamente modificado pelos métodos descritos em Lima et al.,
(2012) Cell 150:883-894.

[00227] Em outra modalidade, um "RNAI" para uso nas composic¢des,
usos, e métodos da invencéo € um RNA de fita dupla e € dito aqui como
um "agente de RNAI de fita dupla"”, "molécula de RNA de fita dupla
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(dsRNA)", "agente de dsRNA", ou "dsRNA". O termo "dsRNA" se refere
a um complexo de moléculas de acidos ribonucleicos, tendo uma
estrutura de duplex compreendendo dois filamentos de acidos nucleicos
antiparalelos e substancialmente complementares, ditas como tendo
orientagdes "senso" e "antissenso" no que diz respeito a um RNA alvo,
isto é, um gene HBV. Em algumas modalidades da invencdo, um RNA
de fita dupla (dsRNA) desencadeia a degradagao de um RNA alvo, por
exemplo, um mRNA, através de um mecanismo de silenciamento de
genes pos-transcricional dito aqui como interferéncia de RNA ou RNA..
[00228] Em geral, a maioria dos nucleotideos de cada filamento de
uma molécula de dsRNA sao ribonucleotideos, mas, como descrito em
detalhe aqui, cada uma das ou ambos os filamentos podem também
incluir um ou mais nao ribonucleotideos, por exemplo, um
desoxirribonucleotideo elou um nucleotideo modificado.
Adicionalmente, como usado em esta especificagcdo, um "agente de
RNAI" pode incluir ribonucleotideos com modificagcbes quimicas; um
agente de RNAI pode incluir modificagbes substanciais em multiplos
nucleotideos. Tal como aqui utilizado, o termo "nucleotideo modificado"
se refere a um nucleotideo tendo, de forma independente, uma fracdo
de acucar modificada, uma ligagcao internucleotideos modificada, e/ou
nucleobase modificada. Assim, o termo nucleotideo modificado engloba
substituicdes, adicdes ou remocao de, por exemplo, um grupo funcional
ou atomo, para ligagdes internucleosidicas, fragdes de acucar, ou
nucleobases. As modificagcdes adequadas para utilizacdo nos agentes
da invencgao incluem todos os tipos de modificagdes aqui divulgadas ou
conhecidas na técnica. Quaisquer tais modificagdes, como usadas em
uma molécula do tipo sRNAI, estdo englobadas por "agente de RNA|"
para os propositos desta especificacao e reivindicagdes.

[00229] A regido de duplex pode ter qualquer comprimento que

permita degradacao especifica de um RNA alvo desejado através de
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uma via de RISC, e pode variar de cerca de 9 a 36 pares de bases em
comprimento, por exemplo, cerca de 15-30 pares de bases em
comprimento, por exemplo, cerca de 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 ou
36 pares de bases em comprimento, tal como cerca de 15-30, 15-29,
15-28, 15-27, 15-26, 15-25, 15-24, 15-23, 15-22, 15-21, 15-20, 15-19,
15-18, 15-17, 18-30, 18-29, 18-28, 18-27, 18-26, 18-25, 18-24, 18-23,
18-22, 18-21, 18-20, 19-30, 19-29, 19-28, 19-27, 19-26, 19-25, 19-24,
19-23, 19-22, 19-21, 19-20, 20-30, 20-29, 20-28, 20-27, 20-26, 20-25,
20-24,20-23, 20-22, 20-21, 21-30, 21-29, 21-28, 21-27, 21-26, 21-25,
21-24, 21-23, ou 21-22 pares de bases em comprimento. Também &
contemplado que intervalos e comprimentos intermédios dos intervalos
e comprimentos listados acima fagam parte da invencgéo.

[00230] Os dois filamentos formando a estrutura de duplex podem
ser porcdes diferentes de uma molécula de RNA maior, ou podem ser
moléculas de RNA separadas. Onde os dois filamentos s&o parte de
uma molécula maior, e portanto estdo conectadas por uma cadeia
ininterrupta de nucleotideos entre a extremidade 3 de um filamento e a
extremidade 5 do outro filamento respectiva formando a estrutura de
duplex, a cadeia de RNA conectante é dita como uma "alga em grampo".
Uma alga em grampo pode compreender pelo menos um nucleotideo
desemparelhado. Em algumas modalidades, a alga em grampo pode
compreender pelo menos 2, pelo menos 3, pelo menos 4, pelo menos
5, pelo menos 6, pelo menos 7, pelo menos 8, pelo menos 9, pelo menos
10, pelo menos 20, pelo menos 23 ou mais nucleotideos
desemparelhados.

[00231] Onde os dois filamentos substancialmente complementares
de um dsRNA sido compreendidos por moléculas de RNA separadas,
essas moléculas ndo necessitam de, mas podem estar covalentemente

conectadas. Onde os dois filamentos estdo covalentemente conectados
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por meios sem ser uma cadeia ininterrupta de nucleotideos entre a
extremidade 3" de um filamento e a extremidade 5" do outro filamento
respectivo formando a estrutura de duplex, a estrutura conectante € dita
como um "ligante". Os filamentos de RNA podem ter um numero igual
ou diferente de nucleotideos. O numero maximo de pares de bases é o
numero de nucleotideos no filamento mais curto de dsRNA menos
quaisquer projecdes que estejam presentes no duplex. Para além da
estrutura de duplex, um RNAi pode compreender uma ou mais
protuberancias nucleotidicas.

[00232] Em uma modalidade, um agente de RNAIi da invencédo € um
dsRNA, cada filamento do qual compreende 24-30 nucleotideos, que
interage com uma sequéncia de RNA alvo, por exemplo, uma sequéncia
de mRNA alvo de HBV, para dirigir a clivagem do RNA alvo. Sem
desejar estar limitado pela teoria, o RNA de fita dupla longo introduzido
nas ceélulas € degradado em sRNAIi por uma endonuclease do Tipo lll
conhecida como Dicer (Sharp et al. (2001) Genes Dev. 15:485). Dicer,
uma enzima do tipo ribonuclease lll, processa o dsRNA em curtos RNAs
de interferéncia com 19-23 pares de bases com projecdes 3' de duas
bases caracteristicas (Bernstein, et al., (2001) Nature 409:363). Os
sRNAIi sdo depois incorporados em um complexo de silenciamento
induzido por RNA (RISC) onde uma ou mais helicases desenrolam o
duplex de sRNAI, permitindo que o filamento antissenso complementar
oriente o reconhecimento do alvo (Nykanen, et al., (2001) Cell 107:309).
Apos ligagdo ao mRNA alvo apropriado, uma ou mais endonucleases
dentro do RISC clivam o alvo para induzir silenciamento (Elbashir, et al.,
(2001) Genes Dev. 15:188).

[00233] Como usado aqui, o termo "projecdo de nucleotideos" se
refere a pelo menos um nucleotideo ndo emparelhado que sobressai da
estrutura de duplex de um RNAI, por exemplo, um dsRNA. Por exemplo,

quando uma extremidade 3" de um filamento de um dsRNA se estende
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para além da extremidade 5" do outro flamento, ou vice-versa, existe
uma projegdo de nucleotideos. Um dsRNA pode compreender uma
projecao de pelo menos um nucleotideo; alternativamente, a projecéo
pode compreender pelo menos dois nucleotideos, pelo menos trés
nucleotideos, pelo menos quatro nucleotideos, pelo menos cinco
nucleotideos ou mais. Uma projecao de nucleotideo pode compreender
ou consistir em um analogo de nucleotideo/nucleosideo, incluindo um
desoxinucleotideo/nucleosideo. A(s) protuberancia(s) pode(m) estar no
filamento senso, no filamento antissenso ou qualquer combinacéo dos
mesmos. Além disso, o(s) nucleotideo(s) de uma protuberancia pode(m)
estar presente(s) na extremidade %', extremidade 3' ou ambas as
extremidades de um filamento antissenso ou senso de um dsRNA.
[00234] Em uma modalidade, o filamento antissenso de um dsRNA
tem uma projecao de 1-10 nucleotideos, por exemplo, 1, 2, 3,4, 5,6, 7,
8, 9, ou 10 nucleotideos, na extremidade 3" e/ou na extremidade 5. Em
uma modalidade, o flamento senso de um dsRNA tem uma projecao de
1-10 nucleotideos, por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, ou 10
nucleotideos, na extremidade 3" e/ou na extremidade 5°. Em outra
modalidade, um ou mais dos nucleotideos na projecdo estdo
substituidos por um nucleosideo tiofosfato.

[00235] "Cega" ou "extremidade cega" significa que nao existem
nenhuns nucleotideos ndo emparelhados em essa extremidade do
agente de RNAI de fita dupla, isto é, nenhuma projecéo de nucleotideos.
Um agente de RNAI "de extremidades cegas" € um dsRNA que tem fita
dupla ao longo do seu comprimento inteiro, isto €, nenhuma projecéo de
nucleotideos em qualquer uma das extremidades da molécula. Os
agentes de RNAI da invencgao incluem agentes de RNAi com projecdes
de nucleotideos em uma extremidade (isto €, agentes com uma
projecao e uma extremidade cega) ou com proje¢des de nucleotideos

em ambas as extremidades.
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[00236] O termo "filamento antissenso" ou "flamento guia" se refere
ao filamento de um RNAI, por exemplo, um dsRNA, que inclui uma
regidao que € substancialmente complementar com uma sequéncia alvo,
por exemplo, um mRNA de HBV. Como usado aqui, o termo "regiao de
complementaridade" se refere a regidao do filamento antissenso que é
substancialmente complementar com uma sequéncia, por exemplo uma
sequéncia alvo, por exemplo, uma sequéncia de nucleotideos de HBV,
como definido aqui. Quando a regido de complementaridade nao é
totalmente complementar a sequéncia alvo, os emparelhamentos
defeituosos podem ocorrer nas regides internas ou terminais da
molécula. Geralmente, as incompatibilidades mais toleradas estdo nas
regides terminais, por exemplo, em 5, 4, 3, 2 ou 1 nucleotideos do
terminal 5 e/ou 3" do RNAi. Em uma modalidade, um agente de RNAI
de fita dupla da invencéao inclui uma incompatibilidade de nucleotideo
no filamento antissenso. Em uma modalidade, um agente de RNAI de
fita dupla da invengé&o inclui uma incompatibilidade de nucleotideo no
filamento senso. Em uma modalidade, a incompatibilidade de
nucleotideos fica, por exemplo, dentro de 5, 4, 3, 2, ou 1 nucleotideos
do terminal 3' de RNAIi. Em outra modalidade, a incompatibilidade de
nucleotideo fica, por exemplo, no nucleotideo de terminal 3' de RNA..
[00237] O termo "filamento senso", ou "filamento passageiro", como
usado aqui, se refere ao filamento de um RNAI que inclui uma regido
que é substancialmente complementar com uma regidao do filamento
antissenso tal como esse termo é definido aqui.

[00238] Como usado aqui, o termo "regido de clivagem" se refere a
uma regido que esta localizada imediatamente adjacente ao local de
clivagem. O local de clivagem é o local no alvo no qual ocorre clivagem.
Em algumas modalidades, a regido de clivagem compreende trés bases
em qualquer uma das extremidades do, e imediatamente adjacente ao,

local de clivagem. Em algumas modalidades, a regido de clivagem
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compreende duas bases em qualquer uma das extremidades do, e
imediatamente adjacente ao, local de clivagem. Em algumas
modalidades, o local de clivagem ocorre especificamente no local ligado
pelos nucleotideos 10 e 11 do filamento antissenso, e a regidao de
clivagem compreende os nucleotideos 11, 12 e 13.

[00239] Como usado aqui, e a nao ser que indicado de outro modo,
o termo "complementar", quando usado para descrever uma primeira
sequéncia de nucleotideos em relagdo a uma segunda sequéncia de
nucleotideos, se refere a capacidade de um oligonucleotideo ou
polinucleotideo compreendendo a primeira sequéncia de nucleotideos
de hibridar e formar uma estrutura de duplex sob certas condigdes com
um oligonucleotideo ou polinucleotideo compreendendo a segunda
sequéncia de nucleotideos, como sera entendido pela pessoa perita.
Tais condi¢cbes podem, por exemplo, ser condi¢cdes estringentes, em
que condi¢des estringentes podem incluir: NaCl a 400 mM, PIPES a 40
mM pH 6,4, EDTA a 1 mM, 50°C ou 70°C durante 12-16 horas seguido
de lavagem (ver, por exemplo,"Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
Sambrook, et al. (1989) Cold Spring Harbor Laboratory Press). Podem
ser aplicadas outras condicdes, como condi¢des fisiologicamente
relevantes, como as que podem ser encontradas dentro de um
organismo. A pessoa perita sera capaz de determinar o conjunto de
condicbes mais apropriadas para um teste de complementaridade de
duas sequéncias de acordo com a aplicagdo final dos nucleotideos
hibridados.

[00240] As sequéncias complementares dentro de um RNAI, por
exemplo, dentro de um dsRNA como descrito aqui, incluem
emparelhamento de bases do oligonucleotideo ou polinucleotideo
compreendendo uma primeira sequéncia de nucleotideos com um
oligonucleotideo ou polinucleotideo compreendendo uma segunda

sequéncia de nucleotideos ao longo do comprimento inteiro de uma das

Peticdo 870220113019, de 05/12/2022, pag. 85/373



81/357

ou ambas as sequéncias de nucleotideos. Tais sequéncias podem ser
ditas como "totalmente complementares" no que diz respeito uma a
outra aqui. No entanto, onde uma primeira sequéncia € dita aqui como
"substancialmente complementar" no que diz respeito a uma segunda
sequéncia aqui, as duas sequéncias podem ser totalmente
complementares, ou podem formar um ou mais, mas geralmente nao
mais do que 5, 4, 3 ou 2 pares de bases desemparelhadas por
hibridacdo para um duplex de até 30 pares de bases, enquanto retém a
capacidade de hibridar sob as condigcdes mais relevantes para a sua
aplicacgao final, por exemplo, inibicdo da expressao de genes através de
uma via de RISC. No entanto, onde dois oligonucleotideos s&o
desenhados para formar, apds hibridagdo, uma ou mais projecdes de
filamento unico, tais projecdes ndo devem ser consideradas como
incompatibilidades no que diz respeito a determinagcdo da
complementaridade. Por exemplo, um dsRNA compreendendo um
oligonucleotideo com 21 nucleotideos em comprimento e outro
oligonucleotideo com 23 nucleotideos em comprimento, em que o
oligonucleotideo maior compreende uma sequéncia de 21 nucleotideos
que € totalmente complementar com o oligonucleotideo mais curto,
pode ainda ser dito como "totalmente complementar" para os propositos
descritos aqui.

[00241] Sequéncias "complementares”, como usado aqui, também
podem incluir, ou ser inteiramente formadas de pares de bases nao de
Watson-Crick e/ou pares de bases formados a partir de nucleotideos
nao naturais e modificados, desde que sejam cumpridos os requisitos
acima relativamente a sua capacidade de hibridizac&o. Tais pares de
bases ndo de Watson-Crick incluem mas n&o estdo limitados aos
emparelhamentos de bases Wobble G:U ou de Hoogstein.

[00242] Os termos "complementar", "totalmente complementar" e

"substancialmente complementar" podem ser usados aqui no que diz
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respeito a correspondéncia de bases entre o filamento senso e o
filamento antissenso de um dsRNA, ou entre o filamento antissenso de
um agente de RNAI e uma sequéncia alvo, como sera entendido a partir

do contexto do seu uso.

[00243] Como usado aqui, um__polinucleotideo que ¢é
"substancialmente complementar com pelo menos parte de" um
RNA mensageiro (mMRNA) se refere a um polinucleotideo que é
substancialmente complementar com uma porcao contigua do
mRNA de interesse (por exemplo, um mRNA codificando gene
HBV). Por exemplo, um polinucleotideo é complementar com pelo
menos uma parte de um mRNA_de HBV se a sequéncia for

substancialmente complementar com uma porgéo ininterrupta de
um mRNA codificando umgene HBV.

[00244] Em conformidade, em algumas modalidades, os
polinucleotideos de filamento antissenso divulgados neste documento
sdo totalmente complementares a sequéncia HBV alvo. Em outras
modalidades, os polinucleotideos de filamento antissenso divulgados
neste documento sdo substancialmente complementares a sequéncia
HBV alvo e compreendem uma sequéncia de nucleotideos contiguos
que € pelo menos cerca de 80% complementar ao longo de todo o seu
comprimento a regido equivalente da sequéncia de nucleotideos de
SEQ ID NO:1, ou um fragmento de SEQ ID NO:1, tal como cerca de
85%, cerca de 86%, cerca de 87%, cerca de 88%, cerca de 89%, cerca
de 90%, com 91%, cerca de 92%, cerca de 93%, cerca de 94%, cerca
de 95%, cerca de 96%, cerca de 97%, cerca de 98%, ou cerca de 99%
complementar.

[00245] Em uma modalidade, um agente de RNAI da inveng&o inclui
um filamento senso que €& substancialmente complementar a um
polinucleotideo antissenso que, por seu lado, € complementar a uma

sequéncia HBV alvo, e em que o polinucleotideo de filamento senso
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compreende uma sequéncia de nucleotideos contiguos que é pelo
menos cerca de 80% complementar ao longo de todo o seu
comprimento a regido equivalente da sequéncia de nucleotideos de
qualquer uma das SEQ ID NOs:6, 8, 10, 12, 38 e 40, ou um fragmento
de qualquer umas das SEQ ID NOs:6, 8, 10, 12, 38, e 40, tal como cerca
de 85%, cerca de 86%, cerca de 87%, cerca de 88%, cerca de 89%,
cerca de 90%, com 91%, cerca de 92%, cerca de 93%, cerca de 94%,
cerca de 95%, cerca de 96%, cerca de 97%, cerca de 98%, ou cerca de
99% complementar. Em outra modalidade, um agente de RNAIi da
invengdo inclui um filamento antissenso que € substancialmente
complementar a uma sequéncia HBV alvo e compreende uma
sequéncia de nucleotideos contiguos que é pelo menos cerca de 80%
complementar ao longo de todo o seu comprimento a regido equivalente
da sequéncia de nucleotideos de qualquer uma das SEQ ID Nos: 5, 7,
9, 11, 37 e 39, ou um fragmento de qualquer umas das SEQ ID Nos: 5,
7,9, 11, 37, e 39, tal como cerca de 85%, cerca de 86%, cerca de 87%,
cerca de 88%, cerca de 89%, cerca de 90%, com 91%, cerca de 92%,
cerca de 93%, cerca de 94%, cerca de 95%, cerca de 96%, cerca de
97%., cerca de 98%, ou cerca de 99% complementar.

[00246] Em algumas modalidades, a maior parte dos nucleotideos de
cada filamento sdo ribonucleotideos mas, como descrito em detalhe
aqui, cada uma ou ambos os filamentos também podem incluir um ou
mais nao ribonucleotideos, por exemplo, um desoxirribonucleotideo
e/ou um nucleotideo modificado. Adicionalmente, um "RNAI" pode
incluir ribonucleotideos com modificacbes quimicas. Tais modificagdes
podem incluir todos os tipos de modificacdes divulgadas aqui ou
conhecidas na técnica. Quaisquer tais modificagdes, como usadas em
uma molécula de RNAI, estdo englobadas por "RNAI" para os propédsitos
desta especificacao e reivindicagdes.

[00247] Em um aspecto da invencdo, um agente para uso nos
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métodos e composigdes da invencdo € uma molécula de acido nucleico
antissenso de filamento unico que inibe um MRNA alvo através de um
mecanismo de inibicdo antissenso. A molécula de RNA antissenso de
filamento unico € complementar com uma sequéncia dentro do mRNA
alvo. Os oligonucleotideos antissenso de filamento unico podem inibir a
traducdo de um modo estequiométrico por emparelhamento de bases
com o mRNA e obstrucéo fisica da maquinaria de tradugao, ver Dias, N.
et al., (2002) Mol Cancer Ther 1:347-355. A molécula de RNA
antissenso de filamento unico pode ter cerca de 15 a cerca de 30
nucleotideos em comprimento e ter uma sequéncia que é complementar
com uma sequéncia alvo. Por exemplo, a molécula de RNA antissenso
de filamento unico pode compreender uma sequéncia que tem pelo
menos cerca de 15, 16, 17, 18, 19, 20, ou mais nucleotideos contiguos
de qualquer uma das sequéncias antissenso descritas aqui.

[00248] Como usado aqui, um "individuo" € um animal, tal como um
mamifero, incluindo um primata (tal como um ser humano, um primata
nao humano, por exemplo, um macaco, e um chimpanzé), um nao
primata (tal como uma vaca, um porco, um camelo, um lama, um cavalo,
uma cabra, um coelho, uma ovelha, um hamster, um porquinho-da-
india, um gato, um cado, um rato, um camundongo, um cavalo, e uma
baleia), ou um passaro (por exemplo, um pato ou um ganso). Em uma
modalidade, o individuo € um ser humano, tal como um ser humano
sendo tratado ou avaliado quanto a uma doenca, disturbio ou condigao
que beneficiaria de redugao na expressao e/ou replicacdo do gene HBV;
um ser humano em risco de uma doenca, disturbio ou condicdo que
beneficiaria de reducdo na expressao de/ou replicacdo do gene HBV;
um ser humano tendo uma doencga, disturbio ou condicdo que
beneficiaria de redugdo na expressao e/ou replicacdo do gene HBYV;
e/ou ser humano sendo tratado quanto a uma doenca, disturbio ou

condicdo que beneficiaria de redugao na expressao e/ou replicacado do
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gene HBV, como descrito aqui. Em outra modalidade, o individuo tem
uma infeccao pelo virus da hepatite B (HBV). Em outra modalidade, o
individuo tem uma infeccdo pelo virus da hepatite B (HBV) e uma
infecc&o pelo virus da hepatite D (HDV).

[00249] Como usado aqui, os termos "tratar" ou "tratamento"
referem-se a um resultado desejado ou benéfico, incluindo, mas néo
limitado a, alivio ou melhora de um ou mais sintomas associados a
expressdao de gene HBV indesejada e/ou replicagdo de HBV, por
exemplo, a presengca de ccc DNA de HBV sérico e/ou hepatico, a
presenca de antigeno HBV sérico e/ou hepatico, por exemplo, HBsAg
e/ou HBeAg, ALT elevado, AST elevado, a auséncia ou o baixo nivel de
anticorpos anti-HBV, lesdo hepatica; cirrose; delta hepatite, hepatite B
aguda; hepatite B fulminante; hepatite B crbnica; fibrose hepatica;
doenca hepatica de estagio final; carcinoma hepatocelular; sindrome
tipo doenga do soro; anorexia; nausea; vOmito, febre baixa; mialgia;
cansaco; disturbios da acuidade gustativa e das sensagdes olfativas
(aversao a comida e cigarros); e/ou no quadrante superior direito e dor
epigastrica (intermitente, leve a moderada); encefalopatia hepatica;
sonoléncia; disturbios no padrédo de sono; confusdao mental; coma;
ascite; hemorragia  gastrointestinal, coagulopatia; ictericia;
hepatomegalia (ligeiramente ampliado, figado macio); esplenomegalia;
eritema palmar; nevos araneos; atrofia muscular; aranhas vasculares;
vasculite; hemorragia varicosa; edema periférico; ginecomastia; atrofia
testicular; veias colaterais abdominais (cabeca de medusa); altos niveis
de alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST),
dentro de um intervalo de 1000 - 2000 Ul/mL, embora valores 100 vezes
acima do limite superior do normal (ULN) possam ser também
identificados; niveis de ALT mais elevados do que niveis de AST; niveis
elevados de gama-glutamila transpeptidase (GGT) e fosfatase alcalina

(ALP) (por exemplo, ndo mais do que 3 vezes o ULN); niveis de
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albumina ligeiramente baixos; niveis de ferro sérico elevados;
leucopenia (ou seja, granulocitopenia); linfocitose; taxa de
sedimentacdo de eritrocitos aumentada (ESR); sobrevivéncia de
glébulos vermelhos reduzida; hemdlise; trombocitopenia; um
prolongamento da relagdo normalizada internacional (INR); a presenga
de imunoglobulina M (IgM) de anticorpos nucleares de hepatite B (anti-
HBc), HBsAg, HBeAg sérico e/ou hepatico; anticorpo de superficie da
hepatite B (anti-HBs), anticorpo e de hepatite B (anti-HBe), e/ou DNA de
HBV; elevacao das aminotransferases (< 5 vezes o ULN); niveis de ALT
mais elevados do que os niveis de AST; niveis de bilirrubina
aumentados, tempo de protrombina (PT) prolongado; hiperglobulinemia;
a presenca de anticorpos nao especificos de tecido, tais como
anticorpos anti-musculo liso (ASMAs) ou anticorpos antinucleares
(ANAs) (10-20%); a presenga de anticorpos especificos do tecido, tais
como anticorpos contra a glandula tiroide (10-20%); niveis elevados de
fator reumatoide (RF); hiperbilirrubinemia, PT prolongado, baixa
contagem de plaquetas e glébulos brancos, niveis de AST mais
elevados do que os niveis de ALT; niveis elevados de fosfatase alcalina
(ALP) e GGT; lobular, com alteragdes hepatocelulares degenerativas e
regenerativas e inflamagdo acompanhante; predominantemente
necrose centrolobular detectavel ou indetectavel. "Tratamento" também
pode significar prolongar a sobrevivéncia em comparacdo com a
sobrevivéncia esperada na auséncia de tratamento.

[00250] O termo "inferior" no contexto do nivel de uma expressao de
gene de HBV e/ou replicagdo de HBV em um individuo ou um marcador
ou sintoma de doenga se refere a uma diminuicdo estatisticamente
significativa em tal nivel. A diminuicdo pode ser, por exemplo, pelo
menos 10%, pelo menos 15%, pelo menos 20%, pelo menos 25%, pelo
menos 30%, pelo menos 35%, pelo menos 40%, pelo menos 45%, pelo

menos 50%, pelo menos 55%, pelo menos 60%, pelo menos 65%, pelo
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menos 70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo
menos 90%, pelo menos 95%, ou mais e é preferencialmente até um
nivel aceite como dentro da gama do normal para um individuo sem tal
disturbio. Em certas modalidades, a expresséo do alvo € normalizada,
I. e., reduzida para um nivel aceitado como dentro do intervalo de normal
para um individuo sem tal transtorno, por exemplo, o nivel de um
marcador de doenga, tal como, ALT ou AST, é reduzido para um nivel
aceitado como dentro do intervalo do normal para um individuo sem tal
disturbio.

[00251] Como usado aqui, "prevencao” ou "prevenir", quando usado
em referéncia a uma doenca, disturbio ou sua condig¢ao, que beneficiaria
de uma reducao na expressao de um gene e/ou replicacdo de HBV, se
refere a uma reducéo na probabilidade que um individuo desenvolva um
sintoma associado a uma tal doencga, disturbio ou condicéo, por exemplo
um sintoma de infeccdo por HBV indesejada, tal como a presenca de
ccc DNA de HBV sérico e/ou hepatico, a presenca de antigeno HBV
sérico e/ou hepatico, por exemplo, HBsAg e/ou HBeAg, ALT elevado,
AST elevado, a auséncia ou o baixo nivel de anticorpos anti-HBV, lesao
hepatica; cirrose; delta hepatite, hepatite B aguda; hepatite B fulminante;
hepatite B crbnica; fibrose hepatica; doenca hepatica de estagio final;
carcinoma hepatocelular; sindrome tipo doenca do soro; anorexia;
nausea; vomito, febre baixa; mialgia; cansaco; disturbios da acuidade
gustativa e das sensacdes olfativas (aversao a comida e cigarros); e/ou
no quadrante superior direito e dor epigastrica (intermitente, leve a
moderada); encefalopatia hepatica; sonoléncia; disturbios no padrao de
sono; confusdo mental; coma; ascite; hemorragia gastrointestinal;
coagulopatia; ictericia; hepatomegalia (ligeiramente ampliado, figado
macio); esplenomegalia; eritema palmar; nevos araneos; atrofia
muscular; aranhas vasculares; vasculite; hemorragia varicosa; edema

periférico; ginecomastia; atrofia testicular; veias colaterais abdominais
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(cabeca de medusa); altos niveis de alanina aminotransferase (ALT) e
aspartato aminotransferase (AST), dentro de um intervalo de 1000 -
2000 Ul/mL, embora valores 100 vezes acima do limite superior do
normal (ULN) possam ser também identificados; niveis de ALT mais
elevados do que niveis de AST; niveis elevados de gama-glutamila
transpeptidase (GGT) e fosfatase alcalina (ALP) (por exemplo, ndo mais
do que 3 vezes o ULN); niveis de albumina ligeiramente baixos; niveis
de ferro sérico elevados; leucopenia (ou seja, granulocitopenia);
linfocitose; taxa de sedimentacdo de eritrécitos aumentada (ESR);
sobrevivéncia de globulos vermelhos reduzida; hemodlise;
trombocitopenia; um prolongamento da relagdo normalizada
internacional (INR); a presenc¢a de imunoglobulina M (IgM) de anticorpos
nucleares de hepatite B (anti-HBc), HBsAg, HBeAg sérico e/ou hepatico;
anticorpo de superficie da hepatite B (anti-HBs), anticorpo e de hepatite
B (anti-HBe), e/ou DNA de HBV; elevagao das aminotransferases (< 5
vezes o ULN); niveis de ALT mais elevados do que os niveis de AST;
niveis de bilirrubina aumentados, tempo de protrombina (PT)
prolongado; hiperglobulinemia; a presenca de anticorpos néo
especificos de tecido, tais como anticorpos anti-musculo liso (ASMAS)
ou anticorpos antinucleares (ANAs) (10-20%); a presenca de anticorpos
especificos do tecido, tais como anticorpos contra a glandula tiroide (10-
20%); niveis elevados de fator reumatoide (RF); hiperbilirrubinemia, PT
prolongado, baixa contagem de plaquetas e glébulos brancos, niveis de
AST mais elevados do que os niveis de ALT; niveis elevados de
fosfatase alcalina (ALP) e GGT; lobular, com altera¢des hepatocelulares
degenerativas e regenerativas e inflamagcdo acompanhante;
predominantemente necrose centrolobular detectavel ou indetectavel. A
probabilidade de desenvolver, por exemplo, fibrose hepatica, é
reduzida, por exemplo, quando um individuo tendo um ou mais fatores

de risco para fibrose hepatica, por exemplo infeccdo por hepatite B
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crbnica, falha em desenvolver fibrose hepatica ou desenvolve fibrose
hepatica com menos gravidade em relacdo a uma populacéo tendo os
mesmos fatores de risco e n&o recebendo tratamento como descrito
aqui. A falha em n&o desenvolver uma doenca, disturbio ou condicao,
ou a reducao no desenvolvimento de um sintoma associado a uma tal
doenca, disturbio ou condicdo (por exemplo, em pelo menos cerca de
10% em uma escala clinicamente aceite para essa doenca ou disturbio),
ou a exibicdo de sintomas retardados (por exemplo, por dias, semanas,
meses ou anos) € considerada prevencao efetiva.

[00252] Como usado aqui, o termo "doenca associada ao virus da
hepatite B" ou "doenca associada a HBV" € uma doenca ou disturbio
que é causado por, ou associado a, infeccao e/ou replicagao de HBV. O
termo "doenga associada a HBV" inclui uma doencga, disturbio ou
condicdo que beneficiariam com a reducdo da expressdo e/ou
replicacdo do gene HBV. Exemplos n&o limitativos de doencas
associadas a HBV incluem, por exemplo, infecgao pelo virus da hepatite
D, delta hepatite, hepatite B aguda; hepatite B aguda fulminante;
hepatite B crbnica; fibrose hepatica; doenca hepatica de estagio final;
carcinoma hepatocelular.

[00253] Em uma modalidade, uma doencga associada a HBV é
infecc&o pelo virus da hepatite D. Virus da hepatite D ou virus de delta
hepatite (HDV) € um patdogeno humano. No entanto, o virus é defeituoso
e depende de fungdes auxiliares obrigatorias fornecidas pelo virus da
hepatite B (HBV) para transmissdo; na verdade, o HDV requer uma
infecgdo associada ou pré-existente pelo HBV para se tornar infeccioso
e prosperar, em especial, o envelope viral contendo o antigeno de
superficie da hepatite B. O HDV pode levar a formas agudas e crénicas
graves de doenca hepatica em associacdo com HBV. A infec¢céo por
hepatite D e/ou delta hepatite é altamente endémica em varios paises

africanos, na regido amazdnica e no Oriente Médio, enquanto a sua
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prevaléncia € baixa em paises industrializados, exceto no Mediterraneo.
[00254] A transmissao de HDV pode ocorrer via infeccdo simultanea
com o HBV (co-infecgdo) ou sobreposta na hepatite B crénica ou estado
de portador de hepatite B (superinfeccéo). Tanto a superinfeccdo como
a co-infeccdo com HDV resulta em complicagbes mais graves em
comparacao com a infecgdo com HBV sozinho. Estas complicacdes
incluem uma maior probabilidade de sofrer insuficiéncia hepatica em
infecgcdes agudas e uma rapida progressao para cirrose hepatica, com
uma chance maior de desenvolver cancer de figado em infecgdes
croénicas. Em combinag&do com o virus da hepatite B, a hepatite D tem a
maior taxa de fatalidade de todas as infec¢gdes de hepatite, de 20%.
[00255] Em uma modalidade, uma doenca associada a HBV é
hepatite B aguda. A hepatite B aguda inclui inflamacao do figado que
dura menos de seis meses. Os sintomas tipicos de hepatite B aguda
sao fadiga, anorexia, nausea e vomito. Sao frequentemente observados
valores muito elevados de aminotransferase (> 1000 U/L) e
hiperbilirrubinemia. Casos graves de hepatite B aguda podem progredir
rapidamente para insuficiéncia hepatica aguda, marcada por fraca
funcgéo sintética hepatica. Isto é muitas vezes definido como um tempo
de protrombina (PT) de 16 segundos ou uma relagdo normatizada
internacional (INR) de 1,5 na auséncia de doencga hepatica anterior. A
hepatite B aguda pode evoluir para hepatite B cronica.

[00256] Em uma modalidade, uma doenga associada a HBV é
hepatite crénica. A hepatite B crénica (CHB) inclui inflamagao do figado
que dura mais de seis meses. Individuos com doenga de hepatite B
crénica podem ser imunotolerantes ou ter uma infec¢ao crénica inativa
sem qualquer evidéncia de doenca ativa, sendo também
assintomaticos. Pacientes com hepatite crbnica ativa, especialmente
durante o estado replicativo, podem ter sintomas semelhantes aos da

hepatite aguda. A persisténcia da infecgao pelo HBV em individuos com
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CHB é o resultado de ccc DNA de HBV. Em uma modalidade, um
individuo tendo CHB é HBeAg positivo. Em outra modalidade, um
individuo tendo CHB é HBeAg negativo. Individuos com CHB tém um
nivel de DNA de HBV sérico de menos de cerca de 10° e uma elevagao
persistente de transaminases, por exemplo ALT, AST e gama-glutamil
transferase. Um individuo com CHB pode ter uma pontuacéo de biépsia
hepatica de menos de cerca de 4 (por exemplo, uma pontuacao
necroinflamatdria). Além disso, um individuo com CHB pode ter
[00257] Em uma modalidade, uma doenga associada a HBV é
hepatite B aguda fulminante. Um individuo com hepatite B aguda
fulminante tem os sintomas da hepatite aguda e os sintomas adicionais
de confusdo ou coma (devido a insuficiéncia hepatica para desintoxicar
substancias quimicas) e hematomas ou hemorragias (devido a falta de
fatores de coagulacdo do sangue).

[00258] Individuos com infeccédo pelo HBV, por exemplo, CHB,
podem desenvolver fibrose hepatica. Em conformidade, em uma
modalidade, uma doenca associada a HBV & fibrose hepatica. A fibrose
hepatica, ou cirrose, é definida histologicamente como um processo
hepatico difuso caracterizado por fibrose (excesso de tecido conjuntivo
fibroso) e a conversao da arquitetura hepatica normal em nddulos
estruturalmente anormais.

[00259] Individuos com infeccédo pelo HBV, por exemplo, CHB,
podem desenvolver doenga hepatica de estagio final. Em conformidade,
em uma modalidade, uma doenca associada a HBV é doenca hepatica
de estagio final. Por exemplo, a fibrose hepatica pode progredir até um
ponto em que o corpo pode ja ndo ser capaz de compensar, por
exemplo, uma fungdo hepatica reduzida, como resultado de fibrose
hepatica e resultar em, por exemplo, sintomas mentais e neurologicos e
insuficiéncia hepatica.

[00260] Individuos com infeccdo pelo HBV, por exemplo, CHB,
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podem desenvolver carcinoma hepatocelular (HCC), também conhecido
como hepatoma maligno. Em conformidade, em uma modalidade, uma
doenca associada a HBV ¢ HCC. HCC comumente se desenvolve em
individuos com CHB e pode ser fibrolamelar, pseudoglandular
(adenoide), pleomorfico (células gigantes) ou de células claras.

[00261] Um "disturbio associado a HDV" ou um "disturbio associado
ao virus da hepatite D" é uma doenga ou disturbio associado a
expressao de uma HDV. Exemplos de disturbios associados a HDV
incluem infeccéo pelo virus da hepatite B, hepatite B aguda, hepatite D
aguda; hepatite D aguda fulminante; hepatite D crbnica; fibrose
hepatica; doenca hepatica de estagio final; e carcinoma hepatocelular.

[00262] E pretendido que "quantidade terapeuticamente eficaz",
como usado aqui, inclua a quantidade de um agente de RNAi que,
quando administrada a um paciente para tratamento de um individuo
com infeccao pelo HBV e/ou doenga associada a HBV, ¢é suficiente para
efetivar o tratamento da doenga (por exemplo, por diminuigdo, melhoria
ou manutengdo da doenga existente ou um ou mais sintomas de
doenca). A ‘"quantidade terapeuticamente eficaz" pode variar
dependendo do agente de RNAIi, como o agente € administrado, da
doenca e sua gravidade e do historial, idade, peso, historial familiar,
constituicdo genética, etapa de processos patoldgicos mediados por
expressdo de gene HBV, dos tipos de tratamentos precedentes ou
concomitantes, se alguns, e outras caracteristicas individuais do
paciente a ser tratado.

[00263] E pretendido que "quantidade profilaticamente eficaz", como
usado aqui, inclua a quantidade de um agente de RNAi que, quando
administrada a um individuo que nao experiencia ou exibe ainda
sintomas de uma infeccéo pelo HBV e/ou doenca associada a HBV, mas
gue possa estar predisposto a tal, € suficiente para prevenir ou melhorar

a doenga ou um ou mais sintomas da doenca. Melhoria da doencga inclui
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abrandamento da progressédo da doenca ou reducdo da gravidade da
doenga com desenvolvimento posterior. A "quantidade profilaticamente
eficaz" pode variar dependendo do agente de RNAI, como o agente &
administrado, do grau de risco da doencga, e do historial, idade, peso,
historial familiar, constituicdo genética, dos tipos de tratamentos
precedentes ou concomitantes, se alguns, e outras caracteristicas
individuais do paciente a ser tratado.

[00264] Uma "quantidade terapeuticamente eficaz" ou "quantidade
profilaticamente eficaz" inclui também uma quantidade de um agente de
RNAI que produz algum efeito local ou sistémico desejado a uma razéo
beneficio/risco razoavel aplicavel a qualquer tratamento. Os agentes de
RNAi empregues nos métodos da presente invencido podem ser
administrados em uma quantidade suficiente para produzir uma razao
beneficio/risco razoavel aplicavel a qualquer tratamento.

[00265] O termo "amostra"”, como usado aqui, inclui uma colecéo de
fluidos, células, ou tecidos similares isolados de um individuo, bem
como fluidos, células, ou tecidos presentes dentro de um individuo.
Exemplos de fluidos bioldgicos incluem sangue, soro e fluidos serosos,
plasma, liquido cefalorraquidiano, fluidos oculares, linfa, urina, saliva, e
similares. Amostras de tecidos podem incluir amostras de tecidos,
orgaos ou regides localizadas. Por exemplo podem ser derivadas
amostras de 6rgaos particulares, partes de 6rgaos, ou fluidos ou células
dentro desses 6rgaos. Em certas modalidades, as amostras podem ser
derivadas do figado (por exemplo, de todo o figado ou de determinados
segmentos do figado ou certos tipos de células do figado, tais como, por
exemplo, hepatécitos), da retina ou partes da retina (por exemplo,
epitélio pigmentar da retina), do sistema nervoso central ou de partes
do sistema nervoso central (por exemplo, ventriculos ou plexo coroide),
ou do pancreas ou determinadas células ou partes do pancreas. Em

algumas modalidades, uma "amostra derivada de um individuo" se
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refere a liquido cefalorraquidiano obtido do individuo. Em modalidades
preferenciais, uma "amostra derivada de um individuo" se refere a
sangue ou plasma retirado do individuo. Em modalidades adicionais,
uma "amostra derivada de um individuo" se refere a tecido do figado (ou
seus subcomponentes) ou tecido retinal (ou seus subcomponentes)
derivado do individuo.

Il. RNAis da Invencgao

[00266] A presente invencdo proporciona RNAis que inibem a
expressao de um ou mais genes HBV. Em uma modalidade, o agente
de RNAI inclui moléculas de acido ribonucleico de fita dupla (dsRNA)
para inibir a expressao de um gene HBV em uma célula, tal como uma
célula dentro de um individuo, por exemplo, um mamifero, tal como um
ser humano com uma doenga associada a HBV, por exemplo, hepatite
B cronica. O dsRNA inclui um filamento antissenso tendo uma regiao de
complementaridade que é complementar a pelo menos uma parte de
um mRNA formado na expressdo de um gene HBV. A regido de
complementaridade tem cerca de 30 nucleotideos ou menos em
comprimento (por exemplo, cerca de 30, 29, 28, 27, 26, 25, 24, 23, 22,
21, 20, 19, ou 18 nucleotideos ou menos em comprimento). Apos
contato com uma célula expressando o gene HBV, o RNAI inibe a
expressao do gene HBV em pelo menos cerca de 10 % como avaliado
por, por exemplo, um método a base de PCR ou DNA ramificado
(bDNA), ou por um método a base de proteinas, tal como por analise de
imunofluorescéncia, usando, por exemplo, transferéncia de western ou
técnicas de citometria de fluxo.

[00267] Um dsRNA inclui dois filamentos de RNA que séo
complementares e hibridam para formar uma estrutura de duplex sob
condi¢cdes nas quais o dsRNA sera usado. Um filamento de um dsRNA
(o filamento antissenso) inclui uma regido de complementaridade que

ésubstancialmente complementar, e geralmente totalmente
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complementar, a uma sequéncia alvo. A sequéncia alvo pode ser
derivada da sequéncia de um mRNA formado durante a expressao de

um gene HBV. O outro filamento (o filamento senso) inclui uma regiédo
que € complementar com o filamento antissenso, tal que as dois
filamentos hibridem e formem uma estrutura de duplex quando
combinadas sob condigbes adequadas. Como descrito em outro lugar
aqui e como conhecido na técnica, as sequéncias complementares
de um dsRNA podem também estar contidas como regides
autocomplementares de uma unica molécula de acido nucleico, em

oposicao a estarem em oligonucleotideos separados.
[00268] Geralmente, a estrutura de duplex tem entre 15 e 30 pares

de bases em comprimento, por exemplo, entre, 15-29, 15-28, 15-27, 15-
26, 15-25, 15-24, 15-23, 15-22, 15-21, 15-20, 15-19, 15-18, 15-17, 18-
30, 18-29, 18-28, 18-27, 18-26, 18-25, 18-24, 18-23, 18-22, 18-21, 18-
20, 19-30, 19-29, 19-28, 19-27, 19-26, 19-25, 19-24, 19-23, 19-22, 19-
21, 19-20, 20-30, 20-29, 20-28, 20-27, 20-26, 20-25, 20-24,20-23, 20-
22, 20-21, 21-30, 21-29, 21-28, 21-27, 21-26, 21-25, 21-24, 21-23 ou
21-22 pares de bases em comprimento. Também é contemplado que
intervalos e comprimentos intermédios dos intervalos e comprimentos
listados acima facam parte da invencao.

[00269] Similarmente, a regido de complementaridade com a
sequéncia alvo tem entre 15 e 30 nucleotideos em comprimento, por
exemplo, entre 15-29, 15-28, 15-27, 15-26, 15-25, 15-24, 15-23, 15-22,
15-21, 15-20, 15-19, 15-18, 15-17, 18-30, 18-29, 18-28, 18-27, 18-26,
18-25, 18-24, 18-23, 18-22, 18-21, 18-20, 19-30, 19-29, 19-28, 19-27,
19-26, 19-25, 19-24, 19-23, 19-22, 19-21, 19-20, 20-30, 20-29, 20-28,
20-27, 20-26, 20-25, 20-24,20-23, 20-22, 20-21, 21-30, 21-29, 21-28,
21-27, 21-26, 21-25, 21-24, 21-23, ou 21-22 nucleotideos em
comprimento. Também €& contemplado que intervalos e comprimentos

intermédios dos intervalos e comprimentos listados acima fagam parte
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da invencgao.

[00270] Em algumas modalidades, o dsRNA tem entre cercade 15 e
cerca de 20 nucleotideos de comprimento, ou entre cerca de 25 e cerca
de 30 nucleotideos de comprimento. Em geral, o dsRNA é
suficientemente longo para servir de substrato para a enzima Dicer. Por
exemplo é bem conhecido na técnica que dsRNAs mais longos do que
cerca de 21-23 nucleotideos em comprimento podem servir como
substratos para Dicer. Como sera reconhecido pelo perito na técnica, a
regido de um RNA que ¢é alvo de clivagem sera muitas vezes parte de
uma molécula de RNA maior, muitas vezes uma molécula de mRNA.
Onde relevante, uma "parte" de um mRNA alvo € uma sequéncia
contigua de um mRNA alvo de comprimento suficiente para permitir que
seja um substrato para clivagem dirigida por RNAI (isto &, clivagem
através de uma via de RISC).

[00271] Um com pericia na técnica reconhecera também que a
regidao de duplex € uma porcéo funcional primaria de um dsRNA, por
exemplo, uma regido de duplex de 9 a 36 pares de bases, por exemplo,
cerca de 10-36, 11-36, 12-36, 13-36, 14-36, 15-36, 9-35, 10-35, 11-35,
12-35, 13-35, 14-35, 15-35, 9-34, 10-34, 11-34, 12-34, 13-34, 14-34, 15-
34, 9-33, 10-33, 11-33, 12-33, 13-33, 14-33, 15-33, 9-32, 10-32, 11-32,
12-32, 13-32, 14-32, 15-32, 9-31, 10-31, 11-31, 12-31, 13-32, 14-31, 15-
31, 15-30, 15-29, 15-28, 15-27, 15-26, 15-25, 15-24, 15-23, 15-22, 15-
21, 15-20, 15-19, 15-18, 15-17, 18-30, 18-29, 18-28, 18-27, 18-26, 18-
25, 18-24, 18-23, 18-22, 18-21, 18-20, 19-30, 19-29, 19-28, 19-27, 19-
26, 19-25, 19-24, 19-23, 19-22, 19-21, 19-20, 20-30, 20-29, 20-28, 20-
27, 20-26, 20-25, 20-24,20-23, 20-22, 20-21, 21-30, 21-29, 21-28, 21-
27,21-26, 21-25, 21-24, 21-23 ou 21-22 pares de bases. Assim, em uma
modalidade, tanto quanto é processada em um duplex funcional, por
exemplo, de 15-30 pares de bases, que tem como alvo um RNA

desejado para clivagem, uma molécula de RNA ou complexo de
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moléculas de RNA com uma regido de duplex maior do que 30 pares de
bases € um dsRNA. Assim, um perito na técnica reconhecera que, em
uma modalidade, um mRNAi é um dsRNA. Em outra modalidade, um
dsRNA ndo € um mRNAi ocorrendo naturalmente. Em outra
modalidade, um agente de RNA. util para se dirigir a expressdo de HBV
nao € gerado na célula alvo por clivagem de um dsRNA maior.

[00272] Um dsRNA como descrito aqui também pode incluir uma ou
mais protuberancias nucleotidicas de filamento unico, por exemplo, 1,
2, 3, ou 4 nucleotideos. dsRNAs possuindo pelo menos uma
protuberéncia nucleotidica podem ter propriedades inibidoras
inesperadamente superiores relativamente aos seus correspondentes
de extremidades coesivas. Uma projecdo de nucleotideo pode
compreender ou consistir em um analogo de nucleotideo/nucleosideo,
incluindo um desoxinucleotideo/nucleosideo. A(s) protuberancia(s)
pode(m) estar no filamento senso, no flamento antissenso ou qualquer
combinagdo dos mesmos. Além disso, o(s) nucleotideo(s) de uma
protuberdncia pode(m) estar presente(s) na extremidade 5',
extremidade 3' ou ambas as extremidades de um filamento antissenso
ou senso de um dsRNA.

[00273] Um dsRNA pode ser sintetizado por métodos comuns
conhecidos na area como adicionalmente discutido em baixo, por
exemplo, usando um sintetizador de DNA automatizado, como os
disponibilizados comercialmente, por exemplo, pela Biosearch, Applied
Biosystems, Inc.

[00274] Compostos de RNAI da invengdo podem ser preparados
usando um procedimento em duas etapas. Em primeiro lugar, os
filamentos individuais da molécula de RNA de fita dupla sdo preparadas
separadamente. Em seguida, os filamentos componentes sao
hibridizadas. Os filamentos individuais do composto sRNAi podem ser

preparadas usando sintese organica em fase de solucdo ou fase solida
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ou ambas. A sintese organica oferece a vantagem de os filamentos
oligonucleotidicas compreendendo nucleotideos ndo naturais ou
modificados poderem ser facilmente preparados. Oligonucleotideos de
filamento unico da invencdo podem ser preparados usando sintese
organica em fase de solucio ou fase sélida ou ambas.

[00275] Em um aspecto, um dsRNA da invencgéo inclui pelo menos
duas sequéncias de nucleotideos, uma sequéncia senso e uma
sequéncia antissenso. O filamento senso € selecionado do grupo de

sequéncias proporcionadas em gualquer uma das Tabelas 3, 4, 6, 7,
12, 13, 22, 23, 25 e 26, e a correspondente filamento antissenso do

filamento senso é selecionado do grupo de sequéncias de qualquer
uma das Tabelas 3.4, 6. 7,12, 13, 22, 23, 25 e 26. Neste aspecto, uma

das duas sequéncias é complementar com a outra das duas

sequéncias, com uma das sequéncias sendo substancialmente
complementar com uma sequéncia de um mRNA gerado na expressao
de um gene HBV. Como tal, neste aspecto, um dsRNA incluira dois
oligonucleotideos, onde um oligonucleotideo é descrito como o

filamento senso em qualquer uma das Tabelas 3, 4, 6, 7, 12, 13, 22,
23, 25 e 26, e o segundo oligonucleotideo é descrito como o

correspondente filamento antissenso do filamento senso em qualquer

uma das Tabelas 3, 4, 6, 7, 12, 13, 22, 23, 25 e 26. Em uma

modalidade, as sequéncias substancialmente complementares do
dsRNA estdo contidas em oligonucleotideos separados. Em outra
modalidade, as sequéncias substancialmente complementares do

dsRNA estado contidas em um unico oligonucleotideo.
[00276] Sera entendido que, embora algumas das sequéncias nas

Tabelas 3, 4. 6, 7, 12, 13, 22, 23, 25 e 26sejam descritas como

sequéncias modificadas e/ou conjugadas, o RNA do RNAI da invencao,

por exemplo, um dsRNA da invencgao, pode compreender qualquer uma
das sequéncias apresentadas nas Tabelas 3, 4,6, 7, 12, 13, 22, 23, 25
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e 26 que seja ndo modificada, ndo conjugada, e/ou modificada e/ou
conjugada diferentemente do que descrito ai.

[00277] A pessoa perita esta bem ciente de que dsRNAs tendo uma
estrutura de duplex de entre 20 e 23 pares de bases, por exemplo, 21
pares de bases, tém sido aclamados como particularmente eficazes na
inducdo da interferéncia de RNA (Elbashir et al., EMBO 2001, 20:6877-
6888). No entanto, outros descobriram que estruturas de duplex de RNA
mais curtas ou mais longas podem ser também eficazes (Chu and Rana
(2007) RNA 14:1714-1719; Kim et al. (2005) Nat Biotech 23:222-226).
Nas modalidades descritas acima, em virtude da natureza das
sequéncias de oligonucleotideos proporcionadas em qualquer uma
das Tabelas 3, 4, 6. 7. 12, 13, 22, 23, 25 e 26, os dsRNAs descritos

aqui podem incluir pelo menos um filamento com um comprimento

minimo de 21 nucleotideos. Pode ser razoavelmente esperado que
duplexes mais curtos tendo uma das sequéncias de qualquer uma das

Tabelas 3. 4, 6, 7, 12, 13, 22, 23, 25 e 26 menos apenas alguns

nucleotideos em uma das ou ambas as extremidades possam ser
similarmente eficazes em comparagao com os dsRNAs descritos acima.
Consequentemente, os dsRNAs tendo uma sequéncia com pelo menos
15,16, 17,18, 19, 20, ou mais nucleotideos contiguos derivados de uma

das sequéncias de de qualquer uma das Tabelas 3,4, 6, 7, 12, 13, 22,
23, 25 e 26, e diferindo na sua capacidade de inibir a expressao de um

gene HBV por ndo mais do que cerca de 5, 10, 15, 20, 25, ou 30% de
inibicdo de um dsRNA compreendendo a sequéncia completa, estdo
contemplados para estarem dentro do escopo da presente invencao.

[00278] Adicionalmente, os RNAs proporcionados emqualquer uma
das Tabelas 3, 4,6, 7, 12, 13, 22, 23, 25 e 26 identificam um local(ais)

em um transcrito de HBV que é (sdo) suscetivel(eis) a clivagem mediada

por RISC. Como tal, a presente invencdo apresenta adicionalmente

RNAis que tém como alvo um desses sitios. Como usado aqui, se diz
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gque um RNAI se dirige a um sitio particular de um transcrito de RNA se
o RNAI promover a clivagem do transcrito em qualquer parte dentro
desse sitio particular. Um tal RNAI incluira geralmente pelo menos cerca

de 15 nucleotideos contiguos de uma das sequéncias proporcionadas

em qualquer uma das Tabelas 3, 4, 6, 7, 12, 13, 22, 23, 25 e 26

acoplados a sequéncias de nucleotideos adicionais tomadas da regiao
contigua a sequéncia selecionada em um gene HBV.

[00279] Apesar de uma sequéncia alvo ter geralmente cerca de 15-
30 nucleotideos de comprimento, ha uma grande variagdo na
conveniéncia de sequéncias particulares em essa gama para dirigir a
clivagem de qualquer RNA alvo determinado. Varios pacotes de
software e as linhas de orientagdo apresentados aqui proporcionam
orientagao para a identificacdo de sequéncias alvo 6timas para qualquer
alvo de genes dado, mas pode ser também tomada uma abordagem
empirica na qual uma "janela" ou "mascara" de um dado tamanho (como
um exemplo ndo limitante, 21 nucleotideos) ¢é literal ou figurativamente
(incluindo, por exemplo, in silico) colocada na sequéncia de RNA alvo
para identificar sequéncias na gama de tamanhos que possam servir
como sequéncias alvo. Ao se mover a "janela" da sequéncia
progressivamente um nucleotideo a montante ou a jusante de uma
localizacao inicial da sequéncia alvo, a préxima sequéncia alvo potencial
pode ser identificada, até ser identificado o conjunto completo de
sequéncias possiveis para qualquer tamanho alvo selecionado dado.
Este processo, acoplado a sintese sistematica e teste das sequéncias
identificadas (usando ensaios como descrito aqui ou como conhecido
na técnica) para identificar aquelas sequéncias que tém um
desempenho 6timo, pode identificar aquelas sequéncias de RNA que,
quando sao dirigidas por um agente de RNAi, medeiam a melhor

inibicdo da expressdo do gene alvo. Assim, enquanto as sequéncias

identificadas, por exemplo, em em qualquer uma das Tabelas 3, 4, 6.
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7, 12, 13, 22, 23, 25 e 26 representam sequéncias alvo efetivas, é
contemplado que pode ser alcangada otimizag&o adicional da eficacia
da inibigdo ao progressivamente "caminhar na janela" um nucleotideo a
montante ou a jusante das sequéncias dadas para identificar
sequéncias com caracteristicas de inibicdo iguais ou melhores.

[00280] Adicionalmente €& contemplado que, para qualquer
sequéncia identificada, por exemplo, em em qualquer uma das
Tabelas 3, 4, 6, 7, 12, 13, 22, 23, 25 e 26, poderia ser alcangada

otimizag&o adicional por adigdo ou remocgéao sistematica de nucleotideos
para gerar sequéncias mais longas ou mais curtas e teste dessas
sequéncias geradas ao caminhar em uma janela do tamanho maior ou
menor para cima ou para baixo do RNA alvo a partir desse ponto. Mais
uma vez, acoplar essa abordagem de geracdo de novos alvos
candidatos ao teste de eficacia de RNAis com base naquelas
sequéncias alvo em um ensaio de inibicdo conhecido na area e/ou
descrito aqui pode conduzir a aperfeicoamentos adicionais da eficiéncia
da inibicdo. Ainda adicionalmente, tais sequéncias otimizadas podem
ser ajustadas, por exemplo, pela introdu¢do de nucleotideos
modificados como descrito aqui ou conhecido na area, adicdo ou
alteracbes em protuberancias, ou outras modificagdes conhecidas na
area e/ou discutidas aqui para otimizar adicionalmente a molécula (por
exemplo, aumentando a estabilidade no soro ou semivida em
circulagcdo, aumentando a estabilidade térmica, intensificando a
distribuicdo transmembranar, dirigindo para uma localizac&o ou tipo de
célula particular, aumentando a interagcdo com enzimas da via de
silenciamento, aumentando a liberagcédo a partir de endossomos) como

inibidor da expressao.

[00281] Um RNAi como descrito aqui pode conter uma ou mais
incompatibilidades com a sequéncia alvo. Em uma modalidade, um
RNAi__como descrito aqui contém ndo mais do que 3
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incompatibilidades. Se o filamento antissenso do RNAi

contiverincompatibilidades com uma sequéncia alvo, é preferivel
que a area dos emparelhamentos defeituosos nao esteja localizada
no centro da regidao de complementaridade. Se o filamento
antissenso do RNAi contiver incompatibilidades com a sequéncia
alvo é preferencial que a incompatibilidade esteja restrita aos
ultimos 5 nucleotideos a partir da extremidade 5" ou 3" da regido de
complementaridade. Por exemplo, para um agente de RNAi de 23
nucleotideos, o filamento que é complementar com uma regido de
um gene HBV_nao contém geralmente qualquer incompatibilidade
dentro dos 13 nucleotideos centrais. Os métodos descritos aqui ou
métodos conhecidos na técnica podem ser usados para determinar
se um RNAIi contendo uma incompatibilidade com uma sequéncia
alvo é eficaz na inibicdo da expressdo de um gene HBV. A
consideracdo da eficacia de RNAis com incompatibilidades na
inibicdo da expressdo de um _ gene HBV é importante,
especialmente se se souber que a regido de complementaridade
particular em um_gene HBV__tem variacdo de sequéncias

polimérficas dentro da populacao.
lll. RNAis Modificados da Invengao

[00282] Em uma modalidade, o RNA do RNAIi da invencado, por

exemplo, um dsRNA, ndo é modificado, e ndo compreende, por

exemplo, modificacbes e/ou conjugacdes quimicas conhecidas na
técnica e descritas aqui. Em outra modalidade, o RNA de um RNAI da
invencéo, por exemplo, um dsRNA, & quimicamente modificado para
intensificar a estabilidade ou outras caracteristicas benéficas. Em certas
modalidades da invengao, substancialmente todos os nucleotideos de
um RNAI da invencdo sdo modificados. Em outras modalidades da
invencgdo, substancialmente todos os nucleotideos de um RNAI da

invengdo sao modificados. Os RNAis da invencdo nos quais
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"substancialmente todos os nucleotideos sao modificados" s&o
grandemente mas nao inteiramente modificados e podem incluir ndo
mais do que 5, 4, 3, 2, ou 1 nucleotideos ndo modificados.

[00283] Os acidos nucleicos apresentados na invengao podem ser
sintetizados e/ou modificados por métodos bem estabelecidos na
técnica, tais como aqueles descritos em "Current protocols in nucleic
acid chemistry," Beaucage, S.L. et al. (Edrs.), John Wiley & Sons, Inc.,
New York, NY, USA que € deste modo incorporado aqui por referéncia.
As modificagdes incluem, por exemplo, modificagdes nas extremidades,
por exemplo, modificagdes da extremidade 5° (fosforilacéo, conjugacéo,
ligagdes invertidas) ou modificacbes da extremidade 3" (conjugacao,
nucleotideos de DNA, ligacdes invertidas, efc.); modificacdes de bases,
por exemplo, substituicho com bases estabilizadoras, bases
desestabilizadoras, ou bases que formam pares de bases com um
repertorio expandido de parceiros, remo¢ao de bases (nucleotideos
abasicos), ou bases conjugadas; modificagdes de acucares (por
exemplo, na posicado 2" ou posicado 4°) ou substituicdo do agucar; e/ou
modificagdes da estrutura principal, incluindo modificacdo ou
substituicdo das ligacbes fosfodiéster. Exemplos especificos de
compostos de RNAI uteis nas modalidades descritas aqui incluem mas
nao estdo limitados a RNAs contendo estruturas principais modificadas
ou sem ligagdes internucleosidicas naturais. RNAs tendo estruturas
principais modificadas incluem, entre outros, aqueles que n&o tém um
atomo de fosforo na estrutura principal. Para os propdsitos desta
especificacado, e como por vezes dito na técnica, RNAs modificados que
ndo tém um atomo de fosforo em sua estrutura principal
internucleosidica podem ser também considerados como sendo
oligonucleosideos. Em algumas modalidades, um RNAi modificado tera
um atomo de fésforo na sua estrutura principal internucleosidica.

[00284] Estruturas principais de RNA modificado incluem, por
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exemplo, fosforotioatos, fosforotioatos quirais, fosforoditioatos,
fosfotriésteres, aminoalquilfosfotriésteres, metil e outros alquil
fosfonatos, incluindo 3'-alquileno fosfonatos e fosfonatos quirais,
fosfinatos, fosforamidatos, incluindo 3'-amino fosforamidato e
aminoalquilfosforamidatos, tionofosforamidatos, tionoalquilfosfonatos,
tionoalquilfosfotriésteres, e boranofosfatos com ligagées normais 3'-5',
analogos 2'-5'-ligados destes, e aqueles com polaridade invertida em
gue os pares adjacentes de unidades nucleosidicas estao ligados 3'-5'
para 5'-3' ou 2'-5' para 5'-2'. Varios sais, sais mistos e formas de acido
livre estdo também incluidos.

[00285] Patentes dos E.U.A. representativas que ensinam a
preparagao das ligagdes contendo fosforo acima incluem, mas nao
estdo limitadas as Patentes dos E.U.A. N°. 3.687.808; 4.469.863;
4.476.301; 5.023.243; 5.177.195; 5.188.897; 5.264.423; 5.276.019;
5.278.302; 5.286.717; 5.321.131; 5.399.676; 5.405.939; 5.453.496;
5.455.233; 5.466.677; 5.476.925; 5.519.126; 5.536.821; 5.541.316;
5.550.111; 5.563.253; 5.571.799; 5.587.361; 5.625.050; 6.028.188;
6.124.445; 6.160.109; 6.169.170; 6.172.209; 6.239.265; 6.277.603;
6.326.199; 6.346.614; 6.444.423; 6.531.590; 6.534.639; 6.608.035;
6.683.167; 6.858.715; 6.867.294; 6.878.805; 7.015.315; 7.041.816;
7.273.933; 7.321.029; e Patente dos E.U.A. RE39464, em que a
totalidade do conteudo de cada uma é desse modo incorporada aqui a
titulo de referéncia.

[00286]  Estruturas principais de RNA modificado que ndo incluem um
atomo de fosforo sdo estruturas principais que sao formadas por
ligagbes internucleosidicas de alquila ou cicloalquila de cadeia curta,
heteroatomos mistos e ligagdes internucleosidicas de alquila ou
cicloalquila, ou uma ou mais ligacdes internucleosidicas heteroatomicas
ou heterociclicas de cadeia curta. Estas incluem aquelas tendo liga¢des

morfolino (formadas em parte a partir da por¢do de acucar de um
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nucleosideo); estruturas principais de siloxano; estruturas principais de
sulfureto, sulféxido e sulfona; estruturas principais de formacetila e
tioformacetila; estruturas principais de metileno formacetila e
tioformacetila; estruturas principais contendo alqueno; estruturas
principais de sulfamato; estruturas principais de metilenoimino e
metilenohidrazino; estruturas principais de sulfonato e sulfonamida;
estruturas principais de amida; e outras tendo partes mistas dos
componentes N, O, S e CH..

[00287] Patentes dos E.U.A. representativas que ensinam a
preparagdo dos oligonucleosideos acima incluem mas nao estéo
limitadas as Patentes dos E.U.A. N°s. 5.034.506; 5.166.315; 5.185.444;
5.214.134; 5.216.141; 5.235.033; 5.64.562; 5.264.564; 5.405.938;
5.434.257; 5.466.677; 5.470.967; 5.489.677; 5.541.307; 5.561.225;
5.596.086; 5.602.240; 5.608.046; 5.610.289; 5.618.704; 5.623.070;
5.663.312; 5.633.360; 5.677.437; e 5.677.439, em que a totalidade do
conteudo de cada uma € desse modo incorporada aqui a titulo de
referéncia.

[00288] Em outras modalidades, miméticos de RNA adequados séo
contemplados para utilizagdo em RNAis, em que tanto o agucar como a
ligacédo internucleosidica, isto €, a estrutura principal, das unidades
nucleotidicas sao substituidos por grupos novos. As unidades de base
sdo mantidas para hibridagcdo com um composto alvo de acido nucleico
apropriado. Um tal composto oligomérico, um mimético de RNA que se
mostrou que tem excelentes propriedades de hibridagao, é dito como
acido nucleico de peptideo (PNA). Em compostos de PNA, a estrutura
principal de agucar de um RNA esta substituida por uma estrutura
principal contendo amida, em particular uma estrutura principal de
aminoetilglicina. As nucleobases sao retidas e sdo ligadas diretamente
ou indiretamente a atomos de nitrogénio aza da porcdo amida da

estrutura principal. Patentes dos E.U.A. representativas que ensinam a
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preparacao de compostos de PNA incluem as, mas nao estéo limitadas
as, Patentes dos E.U.A. N°. 5.539.082; 5.714.331; e 5.719.262, os
conteudos inteiros de cada uma das quais sao deste modo incorporados
aqui por referéncia. Compostos de PNA adicionais adequados para uso
nos RNAIs da invengao sao descritos em, por exemplo, Nielsen et al.,
Science, 1991, 254, 1497-1500.

[00289] Algumas modalidades apresentadas na invenc¢do incluem
RNAs com estruturas principais fosforotioato e oligonucleosideos com
estruturas principais heteroatdmicas, e em particular --CH2--NH--CH>-, -
-CH2--N(CH3)--O--CH2--[chamada de estrutura principal de metileno
(metilimino) ou MMI], --CH2--O--N(CH3)--CHz2--, --CH2--N(CH3s)--N(CH3)-
-CH2-- e --N(CH3)--CH2--CH2--[em que a estrutura principal fosfodiéster
nativa é representada por --O--P--O--CH2--] da Patente dos E.U.A. N°
5,489,677 acima dita, e as estruturas principais de amida da Patente
dos E.U.A. N° 5,602,240 acima dita. Em algumas modalidades, os RNAs
apresentados aqui tém estruturas da estrutura principal de morfolino da
Patente dos E.U.A. N° 5,034,506 acima referenciada.

[00290] RNAs modificados também podem conter uma ou mais
fracbes de acucar substituidas. Os RNAis, por exemplo, dsRNAs,
apresentados aqui podem incluir um dos seguintes na posigédo 2': OH,;
F; O-, S-, ou N-alquila; O-, S-, ou N-alquenila; O-, S- ou N-alquinila; ou
O-alquil-O-alquila, em que a alquila, alquenila e alquinila podem ser
alquila C4 a C1o ou alquenila e alquinila C2 a C+o substituidas ou nao
substituidas. Modificacbes adequadas exemplificativas incluem
O[(CH2)nO]mCHs, O(CH2).nOCH3s, O(CH2)nNHz2, O(CH2)nCHs,
O(CH2)nONH2, e O(CH2),ON[(CH2)nCH3)]2, onde n e m sdo de 1 a cerca
de 10. Em outras modalidades, os dsRNAs incluem um dos seguintes
na posigao 2': Alquila inferior C1 a C1o, alquila inferior substituida,
alcarila, aralquila, O-alcarila ou O-aralquila, SH, SCH3, OCN, CI, Br, CN,
CF3, OCF3, SOCHs, SO2CHs, ONO2, NO2, N3, NH2, heterocicloalquila,
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heterocicloalcarila, aminoalquilamino, polialquilamino, silila substituida,
um grupo de clivagem de RNA, um grupo reporter, um intercalador, um
grupo para melhoria das propriedades farmacocinéticas de um RNAI, ou
um grupo para melhoria das propriedades farmacodinamicas de um
RNAI, e outros substituintes tendo propriedades similares. Em algumas
modalidades, a modificacdo inclui um 2'-metoxietdoxi (2'-O--
CH2CH20OCH3, também conhecido como 2'-O-(2-metoxietil) ou 2'-MOE)
(Martin et al., Helv. Chim. Acta, 1995, 78:486-504) isto €, um grupo
alcoxi-alcoxi. Outra modificagdo exemplificativa é 2'-dimetilamino-
oxietoxi, isto €, um grupo O(CH2)2ON(CH3s)2, também conhecido como
2'-DMAQOE, como descrito aqui nos exemplos em baixo, e 2'-
dimetilaminoetoxietoxi (também conhecido na técnica como 2'-O-
dimetilaminoetoxietila ou 2'-DMAEOE), isto é, 2'-O--CH2--O--CH»--
N(CH2)2.

[00291] Outras modificacbes incluem 2'-metdéxi (2'-OCHs), 2'-
aminopropoxi (2'-OCH2CH2CH2NH2) e 2'-fluor (2'-F). Modificagbes
similares podem ser também feitas em outras posicoées do RNA de um
RNAI, em particular na posigao 3' do agucar no nucleotideo 3' terminal
ou em dsRNAs ligados em 2'-5' e na posicdo 5' do nucleotideo %'
terminal. Os RNAis podem ter também mimeéticos de agucar tais como
fracdes de ciclobutila em lugar do acucar de pentofuranosila. Patentes
dos E.U.A. representativas que ensinam a preparacao de tais estruturas
de agucares modificadas incluem as mas ndo estdo limitadas as,
Patentes dos E.U.A. N°s. 4.981.957; 5.118.800; 5.319.080; 5.359.044;
5.393.878; 5.446.137; 5.466.786; 5.514.785; 5.519.134; 5.567.811;
5.576.427; 5.591.722; 5.597.909; 5.610.300; 5.627.053; 5.639.873;
5.646.265; 5.658.873; 5.670.633; e 5.700.920, em que algumas sao
propriedade comum com o presente pedido. Os conteudos inteiros de
cada uma das anteriores sdo deste modo incorporados aqui por

referéncia.
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[00292] Um RNAI pode também incluir modificacdes ou substitui¢cdes
de nucleobases (frequentemente ditas na técnica simplesmente como
"base"). Como usado aqui, nucleobases "nao modificadas" ou "naturais”
incluem as bases de purina adenina (A) e guanina (G), e as bases de
pirimidina timina (T), citosina (C) e uracila (U). Nucleobases modificadas
incluem outras nucleobases sintéticas e naturais tais como desoxi-
timina (dT), 5-metilcitosina (5-me-C), citosina de 5-hidroximetila,
xantina, hipoxantina, 2-aminoadenina, derivados de 6-metila e outros de
alquila de adenina e guanina, derivados de 2-propila e outros de alquila
de adenina e guanina, 2-tiouracila, 2-tiotimina e 2-tiocitosina, 5-
halouracila e citosina, uracila e citosina de 5-propinila, uracila de 6-azo,
citosina e timina, 5-uracila (pseudouracila), 4-tiouracila, adeninas e
guaninas substituidas por 8-halo, 8-amino, 8-tiol, 8-tioalquila, 8-hidroxila
e outras em 8, uracilas e citosinas substituidas por 5-halo,
particularmente 5-bromo, 5-trifluorometila e outras em 5, 7-metilguanina
e 7-metiladenina, 8-azaguanina e 8-azaadenina, 7-desazaguanina e 7-
desazaadenina e 3-desazaguanina e 3-desazaadenina. Nucleobases
adicionais incluem aquelas divulgadas na Patente dos E.U.A. N°
3,687,808, aquela divulgadas em Modified Nucleosides in Biochemistry,
Biotechnology and Medicine, Herdewijn, P. ed. Wiley-VCH, 2008;
aquela divulgadas em The Concise Encyclopedia Of Polymer Science
And Engineering, paginas 858-859, Kroschwitz, J. L, ed. John Wiley &
Sons, 1990, aquela divulgadas por Englisch et al., Angewandte Chemie,
International Edition, 1991, 30, 613, aquela divulgadas por Sanghvi, Y
S., capitulo 15, dsRNA Research and Applications, paginas 289-302,
Crooke, S. T. e Lebleu, B., Ed., CRC Press, 1993. Certas destas
nucleobases sdo particularmente uteis para aumento da afinidade de
ligagcdo dos compostos oligoméricos apresentados na invencio. Estas
incluem pirimidinas substituidas em 5, 6-azapirimidinas e purinas

substituidas em N-2, N-6 e 0-6, incluindo 2-aminopropiladenina, 5-
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propiniluracila e 5-propinilcitosina. Se mostrou que as substituicbes de
5-metilcitosina aumentam a estabilidade de duplexes de acidos
nucleicos em 0,6-1,2 °C (Sanghvi, Y. S., Crooke, S. T. e Lebleu, B., Eds.,
dsRNA Research and Applications, CRC Press, Boca Raton, 1993,
pags. 276-278)e sao substituicbes de bases exemplificativas, ainda
mais particularmente quando combinadas com modificagbes de agucar
de 2°-O-metoxietila.

[00293] Patentes dos E.U.A. representativas que ensinam a
preparacao de algumas das nucleobases modificadas acima notadas,
bem como de outras nucleobases modificadas, incluem mas nao estdo
limitadas as Patentes dos E.U.A. acima notadas N°s. 3.687.808,
4.845.205; 5.130.30; 5.134.066; 5.175.273; 5.367.066; 5.432.272;
5.457.187; 5.459.255; 5.484.908; 5.502.177; 5.525.711; 5.552.540;
5.587.469; 5.594.121, 5.596.091; 5.614.617; 5.681.941; 5.750.692;
6.015.886; 6.147.200; 6.166.197; 6.222.025; 6.235.887; 6.380.368;
6.528.640; 6.639.062; 6.617.438; 7.045.610; 7.427.672; e 7.495.088,
em que a totalidade do conteudo de cada uma é desse modo
incorporada aqui a titulo de referéncia.

[00294] O RNA de um RNAI pode ser também modificado para incluir
uma ou mais fragdes de agucar biciclicas. Um "acucar biciclico" € um
anel furanosil modificado pela ligagao de dois atomos. Um "nucleosideo
biciclico" ("BNA") € um nucleosideo possuindo uma fracdo de agucar
compreendendo uma ponte que liga dois atomos de carbono do anel de
acgucar, formando assim um sistema de anel biciclico. Em certas
modalidades, a ponte liga o carbono 4' e o carbono 2' do anel de agucar.
Assim, em algumas modalidades um agente da invengao pode incluir
um ou mais acidos nucleicos trancados (LNA). Um &acido nucleico
trancado é um nucleotideo tendo uma fracdo de ribose modificada na
qual a fracdo de ribose compreende uma ponte extra conectando os

carbonos 2' e 4'. Em outras palavras, um LNA é um nucleotideo que
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compreende uma fragcado de acucar biciclica compreendendo uma ponte
4'-CH2-0O-2'. Esta estrutura "tranca" efetivamente a ribose na
conformacédo estrutural 3'-endo. Se mostrou que a adicdo de acidos
nucleicos trancados a sSRNAi aumenta a estabilidade de sRNAi no soro,
e reduz os efeitos fora do alvo (Elmen, J. et al., (2005) Nucleic Acids
Research 33(1):439-447; Mook, OR. et al., (2007) Mol Canc Ther
6(3):833-843; Grunweller, A. et al., (2003) Nucleic Acids Research
31(12):3185-3193). Exemplos de nucleosideos biciclicos para utilizagao
nos polinucleotideos da invengao incluem, sem limitac&do, nucleosideos
compreendendo uma ponte entre os atomos 4' e 0 2’ no anel ribosil. Em
certas modalidades, os agentes de polinucleotideos antissenso da
invencg&o incluem um ou mais nucleosideos biciclicos compreendendo
uma ponte 4’ para 2'. Exemplos de tais nucleosideos biciclicos ligados
4' para 2', incluem mas néao estao limitados a 4'-(CH2)—O0-2' (LNA); 4'-
(CH2)—S-2"; 4'-(CH2)2—0-2' (ENA); 4'-CH(CH3)—0-2' (também dito
como "etila limitada" ou "cEt") e 4-CH(CH20CH3)—O-2' (e seus
analogos; ver, por exemplo, Patente dos E.U.A. N° 7,399,845); 4'-
C(CH3)(CH3)—0-2' (e seus analogos, ver por exemplo, Patente dos
E.U.A. N° 8,278,283); 4'-CH2—N(OCH3)-2' (e seus analogos, ver por
exemplo, Patente dos E.U.A. N° 8,278,425); 4'-CH2—O—N(CH3)-2'
(ver, por exemplo, Publicagao de Patente dos E.U.A. N° 2004/0171570);
4'-CH2—N(R)—O0O-2', em que R é H, alquila C1-C12, ou um grupo
protetor (ver, por exemplo, Patente dos E.U.A. N° 7,427,672); 4'-CH2—
C(H)(CH3)-2' (ver, por exemplo, Chattopadhyaya et al., J. Org. Chem.,
2009, 74, 118-134); e 4'-CH2—C(=CH2)-2' (e seus analogos; ver, por
exemplo, a Patente dos E.U.A. N° 8,278,426). Os conteudos inteiros de
cada uma das anteriores sdo deste modo incorporados aqui por
referéncia.

[00295] Patentes dos E.U.A. e Publicacbes de Patente dos

E.U.A.representativas adicionais que ensinam a preparagcao de
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nucleotideos de acidos nucleicos trancados incluem as, mas n&o estao
limitadas as, seguintes: Patentes dos E.U.A. N°s. 6.268.490; 6.525.191;
6.670.461; 6.770.748; 6.794.499; 6.998.484; 7.053.207;
7.034.133;7.084.125; 7.399.845; 7.427.672; 7.569.686; 7.741.457;
8.022.193; 8.030.467; 8.278.425; 8.278.426; 8.278.283; E.U.A.
2008/0039618; e E.U.A. 2009/0012281, os conteudos de cada uma das
quais estao deste modo incorporados aqui por referéncia.

[00296] Qualquer um dos nucleosideos biciclicos anteriores podem
ser preparados tendo uma ou mais configuracdes estereoquimicas de
agucar incluindo, por exemplo, a-L-ribofuranose e B-D-ribofuranose (ver
WO 99/14226).

[00297] O RNA de um RNAI pode ser também modificado para incluir
um ou mais nucleotideos de etila constritos. Tal como aqui utilizado, um
"nucleotideo de etila constrito" ou "cEt" € um acido nucleico trancado
compreendendo uma fracdo de acgucar biciclico compreendendo uma
ponte 4'-CH(CH3)-0-2'. Em uma modalidade, um nucleotideo de etila
constrito esta na conformacéo S aqui dito como "S-cEt".

[00298] Um RNAIi da invencdo também pode incluir um ou mais
"nucleotideos restrito de forma adaptavels" ("CRN"). Os CRN sao
analogos de nucleotideos com um ligante fazendo a ligacdo dos
carbonos C2' e C4' da ribose ou os carbonos C3 e C5' da ribose. Os
CRN trancam o anel de ribose em uma conformacao estavel e
aumentam a afinidade de hibridacdo com o mRNA. O ligante € de
comprimento suficiente para colocar o oxigénio em uma posigcao 6tima
para a estabilidade e afinidade, resultando em menos pregueamento do
anel de ribose.

[00299] Publicagdes representativas que ensinam a preparacao de
certos CRN acima notados incluem as, mas n&o estdo limitadas as,
Patentes dos E.U.A. N° 2013/0190383; e publicaggo PCT WO

2013/036868, os conteudos de cada uma das quais estdo deste modo
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incorporados aqui por referéncia.

[00300] Um ou mais dos nucleotideos de um RNAIi da invencéao
podem também incluir um nucleotideo substituido por hidroximetila. Um
"nucleotideo substituido por hidroximetila" € um nucleotideo aciclico 2'-
3'-seco, também dito como uma modificacdo de "acido nucleico
desbloqueado” ("UNA").

[00301] Publicagdes dos E.U.A. representativas que ensinam a
preparacao de UNA incluem, mas nao estdo limitadas as, Patente dos
E.U.A. N° 8,314,227: e Publicagcdo de Patente dos E.U.A. N°s.
2013/0096289; 2013/0011922; e 2011/0313020, os conteudos de cada
uma das quais estdo deste modo incorporados aqui por referéncia.
[00302] Modificagdes potencialmente estabilizantes as extremidades
de moléculas de RNA podem incluir N-(acetilaminocaproil)-4-
hidroxiprolinol (Hyp-C6-NHAc), N-(caproil)-4-hidroxiprolinol (Hyp-C6),
N-(acetil)-4-hidroxiprolinol  (Hyp-NHAc), timidina-2'-0-desoxitimidina
(éter), N-(aminocaproil)-4-hidroxiprolinol (Hyp-C6-amino), 2-docosanoil-
uridino-3"-fosfato, dT de base invertida (idT) e outras. A divulgacao
desta modificacdo pode ser encontrada na Publicacdo PCT N° WO
2011/005861.

[00303] Outras modificagdes dos nucleotideos de um RNAi da
invencgao incluem um 5' fosfato ou imitador de %' fosfato, por exemplo,
um fosfato de terminal 5’ ou imitador de fosfato no filamento antissenso
de um agente de RNAIi. Mimicos de fosfato adequados sao divulgados
em, por exemplo Publicacdo de Patente dos E.U.A. N° 2012/0157511,
cuja totalidade do conteudo € aqui incorporada por referéncia.

A. RNAis Modificados Compreendendo Motivos da Invengdo

[00304] Em certos aspectos da invencéo, os agentes de RNAI de fita
dupla da invencao incluem agentes com modificagdes quimicas como
divulgado, por exemplo, na WO 2013/075035 depositada em 16 de

novembro de 2012, cuja totalidade do conteudo € aqui incorporada por
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referéncia. Como mostrado aqui e na Publicaggo PCT N° WO
2013/075035 pode ser obtido um resultado superior por introducédo de
um ou mais motivos de trés modificagdes idénticas em trés nucleotideos
consecutivos em um filamento senso e/ou filamento antissenso de um
agente de RNAI, particularmente no ou proximo do local de clivagem.
Em algumas modalidades, o filamento senso e o filamento antissenso
do agente de RNAi podem estar de outro modo completamente
modificadas. A introdugdo destes motivos interrompe o padrdo de
modificagao, se presente, do filamento senso e/ou antissenso. O agente
de RNAI pode estar opcionalmente conjugado com um ligante derivado
de GalNAc, por exemplo no filamento senso. Os agentes de RNAI
resultantes apresentam atividade de silenciamento de gene superior.
[00305] Mais especificamente foi surpreendentemente descoberto
que, quando o filamento senso e filamento antissenso do agente de
RNAI de fita dupla estdo completamente modificados para terem um ou
mais motivos de trés modificagcdes idénticas em trés nucleotideos
consecutivos no ou proximo do local de clivagem de pelo menos um
filamento de um agente de RNAI, a atividade de silenciamento de gene
do agente de RNAI era superiormente intensificada.

[00306] Em conformidade, a invengao fornece agentes de RNAI de
fita dupla capazes de inibirem a expressdao de um gene alvo (isto €, um
gene HBV) in vivo. O agente de RNAi compreende um filamento senso
e um filamento antissenso. Cada filamento do agente de RNAi pode
variar de 12-30 nucleotideos em comprimento. Por exemplo, cado
filamento pode ter entre 14-30 nucleotideos em comprimento, 17-30
nucleotideos em comprimento, 25-30 nucleotideos em comprimento,
27-30 nucleotideos em comprimento, 17-23 nucleotideos em
comprimento, 17-21 nucleotideos em comprimento, 17-19 nucleotideos
em comprimento, 19-25 nucleotideos em comprimento, 19-23

nucleotideos em comprimento, 19-21 nucleotideos em comprimento,
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21-25 nucleotideos em comprimento, ou 21-23 nucleotideos em
comprimento.

[00307] O filamento senso e filamento antissenso formam
tipicamente um RNA de fita dupla em duplex ("dsRNA"), também dito
aqui como um "agente de RNAI". A regiao de duplex de um agente de
RNAIi pode ter 12-30 pares de nucleotideos em comprimento. Por
exemplo, a regido de duplex pode ter entre 14-30 pares de nucleotideos
em comprimento, 17-30 pares de nucleotideos em comprimento, 27-30
pares de nucleotideos em comprimento, 17-23 pares de nucleotideos
em comprimento, 17-21 pares de nucleotideos em comprimento, 17-19
pares de nucleotideos em comprimento, 19-25 pares de nucleotideos
em comprimento, 19-23 pares nucleotideos em comprimento, 19-21
pares de nucleotideos em comprimento, 21-25 pares de nucleotideos
em comprimento, ou 21-23 pares de nucleotideos em comprimento. Em
outro exemplo, a regiao de duplex € selecionada de 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, e 27 nucleotideos em comprimento.

[00308] Em uma modalidade, o agente de RNAi pode conter uma ou
mais regides de projecdo e/ou grupos capping na extremidade 3°,
extremidade 5°, ou ambas as extremidades de um dos ou ambos os
filamentos. A projeg¢ao pode ter 1-6 nucleotideos em comprimento, 2-6
nucleotideos em comprimento, 1-5 nucleotideos em comprimento, 2-5
nucleotideos em comprimento, 1-4 nucleotideos em comprimento, 2-4
nucleotideos em comprimento, 1-3 nucleotideos em comprimento, 2-3
nucleotideos em comprimento, ou 1-2 nucleotideos em comprimento.
As projegbes podem ser o resultado de um filamento sendo mais longo
do que o outro, ou o resultado de dois filamentos do mesmo
comprimento estando escalonados. A projecdo pode formar uma
incompatibilidade com o mRNA alvo ou pode ser complementar com as
sequéncias de gene sendo dirigidas ou pode ser outra sequéncia. Os

primeiro e segundo filamentos podem ser também unidos, por exemplo,
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por bases adicionais para formar uma estrutura em grampo, ou por
outros ligantes nao de base.

[00309] Em uma modalidade, os nucleotideos na regiao de projecéo
do agente de RNAi podem ser cada um independentemente um
nucleotideo modificado ou ndo modificado incluindo, mas nao limitado
a, modificado por agucar em 2°, tal como 2-F, 2°-Ometila, timidina (T),
2°-O-metoxietil-5-metiluridina (Teo), 2'-O-metoxietiladenosina (Aeo), 2'-
O-metoxietil-5-metilcitidina (m5Ceo), e quaisquer suas combinacgdes.
Por exemplo, TT pode ser uma sequéncia de projecao para qualquer
extremidade em qualquer filamento. A projecdo pode formar uma
incompatibilidade com o mRNA alvo ou pode ser complementar com as
sequéncias de gene sendo dirigidas ou pode ser outra sequéncia.
[00310] As projegdes 5 ou 3" no filamento senso, filamento
antissenso ou ambos os filamentos do agente de RNAi podem estar
fosforilados. Em algumas modalidades, a(s) regido(ées) de projecao
contém(ém) dois nucleotideos tendo um fosforotioato entre os dois
nucleotideos, onde os dois nucleotideos podem ser os mesmos ou
diferentes. Em uma modalidade, a projecdo esta presente na
extremidade 3" do filamento senso, flamento antissenso, ou ambos os
filamentos. Em uma modalidade, esta projecédo 3" esta presente no
filamento antissenso. Em uma modalidade, esta projecdo 3  esta
presente no filamento senso.

[00311] O agente de RNAIi pode conter apenas uma unica projecao,
que pode fortalecer a atividade de interferéncia do RNAIi, sem afetar a
sua estabilidade global. Por exemplo, a projecdo de filamento unico
pode estar localizada na extremidade 3’-terminal do filamento senso ou,
alternativamente, na extremidade 3’-terminal do filamento antissenso.
O RNAI pode ter também uma extremidade cega, localizada na
extremidade 5° do filamento antissenso (ou da extremidade 3" do

filamento senso) ou vice-versa. Geralmente, o flamento antissenso do
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RNAi tem uma projecdo de nucleotideos na extremidade 37, e a
extremidade 5° € cega. Embora n&do desejando estar limitado pela teoria,
a extremidade cega assimétrica na extremidade 5  do filamento
antissenso e projecdo na extremidade 3" do filamento antissenso
favorece a carga do filamento guia no processo de RISC.

[00312] Em uma modalidade, o agente de RNAi € um bluntmer de
extremidade dupla de 19 nucleotideos em comprimento, em que o
filamento senso contém pelo menos um motivo de trés modificagbes de
2’-F em trés nucleotideos consecutivos nas posic¢des 7, 8, 9 a partir da
extremidade 5°. O filamento antissenso contém pelo menos um motivo
de trés modificagdes de 2°-O-metila em trés nucleotideos consecutivos
nas posi¢des 11, 12, 13 a partir da extremidade 5.

[00313] Em uma modalidade, o agente de RNAi € um bluntmer de
extremidade dupla de 20 nucleotideos em comprimento, em que o
filamento senso contém pelo menos um motivo de trés modificagbes de
2’-F em trés nucleotideos consecutivos nas posi¢des 8, 9, 10 a partir da
extremidade 5°. O filamento antissenso contém pelo menos um motivo
de trés modificagdes de 2°-O-metila em trés nucleotideos consecutivos
nas posi¢des 11, 12, 13 a partir da extremidade 5.

[00314] Em uma modalidade, o agente de RNAi € um bluntmer de
extremidade dupla de 21 nucleotideos em comprimento, em que o
filamento senso contém pelo menos um motivo de trés modificagbes de
2’-F em trés nucleotideos consecutivos nas posi¢des 9, 10, 11 a partir
da extremidade 5°. O filamento antissenso contém pelo menos um
motivo de trés modificagbes de 2°-O-metila em trés nucleotideos
consecutivos nas posic¢oes 11, 12, 13 a partir da extremidade 5°.
[00315] Em uma modalidade, o agente de RNAi compreende um
filamento senso de 21 nucleotideos e um filamento antissenso de 23
nucleotideos, em que o filamento senso contém pelo menos um motivo

de trés modificagcbes de 2°-F em trés nucleotideos consecutivos nas
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posicdes 9, 10, 11 a partir da extremidade 5°; o filamento antissenso
contém pelo menos um motivo de trés modificagdes de 2°-O-metila em
trés nucleotideos consecutivos nas posicdes 11, 12, 13 a partir da
extremidade 5°, em que uma extremidade do agente de RNAI é cega,
enquanto a outra extremidade compreende uma projecdo de 2
nucleotideos. Preferencialmente, a projecao de 2 nucleotideos esta na
extremidade 3" do filamento antissenso.

[00316] Quando a projecado de 2 nucleotideos esta na extremidade
3" do filamento antissenso podem existir duas ligacbes de
internucleotideos de fosforotioato entre os trés nucleotideos terminais,
em que dois dos trés nucleotideos sao os nucleotideos da projecéao, e 0
terceiro nucleotideo € um nucleotideo emparelhado préximo do
nucleotideo da projecdo. Em uma modalidade, o agente de RNAIi tem
adicionalmente duas ligacdes internucleotidicas de fosforotioato entre
os trés nucleotideos terminais tanto na extremidade 5" do filamento
senso como na extremidade 5° do filamento antissenso. Em uma
modalidade, todos os nucleotideos no filamento senso e filamento
antissenso do agente de RNA|, incluindo os nucleotideos que s&o parte
dos motivos, sdo nucleotideos modificados. Em uma modalidade, cada
residuo esta independentemente modificado por um 2°-O-metila ou 3'-
fluor, por exemplo, em um motivo alternado. Opcionalmente, o agente
de RNAi compreende adicionalmente um ligante (preferencialmente
GalNACs3).

[00317] Em uma modalidade, o agente de RNAi compreende um
filamento senso e uma antissenso, em que o filamento senso tem 25-30
residuos de nucleotideos em comprimento, em que comegando a partir
do nucleotideo 5" terminal (posi¢ao 1) as posi¢cdes 1 a 23 do primeiro
filamento compreendem pelo menos 8 ribonucleotideos; o filamento
antissenso tem 36-66 residuos de nucleotideos em comprimento e,

comegando a partir do nucleotideo 3" terminal, compreende pelo menos
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8 ribonucleotideos nas posi¢gdes emparelhadas com as posi¢cdes 1-23
do filamento senso para formar um duplex; em que pelo menos o
nucleotideo 3" terminal do filamento antissenso n&o esta emparelhado
com o filamento senso, e até 6 nucleotideos 3" terminais consecutivos
nao estdo emparelhados com o filamento senso, formando deste modo
uma projecédo de filamento unico 3" de 1-6 nucleotideos; em que o
terminal 5" do filamento antissenso compreende de 10-30 nucleotideos
consecutivos que nao estdo emparelhados com o filamento senso,
formando deste modo uma projecdo 5 de fita dupla de 10-30
nucleotideos; em que pelo menos os nucleotideos 5° terminal e 3°
terminal do filamento senso estdo emparelhados em termos de bases
com nucleotideos do filamento antissenso quando os filamentos senso
e antissenso s&o alinhadas para complementaridade maxima, formando
deste modo uma regido substancialmente em duplex entre os filamentos
senso e antissenso; e o filamento antissenso € suficientemente
complementar com um RNA alvo ao longo de 19 ribonucleotideos de
comprimento do filamento antissenso para reduzir a expressao de
genes alvo quando o acido nucleico de fita dupla € introduzido em uma
célula de mamifero; e em que o filamento senso contém pelo menos um
motivo de trés modificagbes de 2°-F em trés nucleotideos consecutivos,
onde pelo menos um dos motivos ocorre no ou proximo do local de
clivagem. O filamento antissenso contém pelo menos um motivo de trés
modificagdes de 2°-O-metila em trés nucleotideos consecutivos no ou
proximo do local de clivagem.

[00318] Em uma modalidade, o agente de RNAi compreende
filamentos senso e antissenso, em que o agente de RNAi compreende
um primeiro filamento tendo um comprimento que tem pelo menos 25 e
no maximo 29 nucleotideos e um segundo filamento tendo um
comprimento que tem no maximo 30 nucleotideos com pelo menos um

motivo de trés modificagbes de 2°-O-metila em trés nucleotideos
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consecutivos nas posi¢des 11, 12, 13 a partir da extremidade 5°; em que
a extremidade 3" do primeiro filamento e a extremidade 5" do segundo
filamento formam uma extremidade cega e o segundo filamento tem
mais 1-4 nucleotideos na sua extremidade 3° do que o primeiro
filamento, em que a regido de duplex que tem pelo menos 25
nucleotideos em comprimento, e o segundo filamento é suficientemente
complementar com um mRNA alvo ao longo de pelo menos 19
nucleotideos do comprimento do segundo filamento para reduzir a
expressao do gene alvo quando o agente de RNAI é introduzido em uma
célula de mamifero, e em que a clivagem por dicer do agente de RNAI
resulta preferencialmente em um sRNAi compreendendo a extremidade
3" do segundo filamento, reduzindo deste modo a expressdo do gene
alvo no mamifero. Opcionalmente, o agente de RNAi compreende
adicionalmente um ligante.

[00319] Em uma modalidade, o flamento senso do agente de RNAI
contém pelo menos um motivo de trés modificagdes idénticas em trés
nucleotideos consecutivos, onde um dos motivos ocorre no local de
clivagem no filamento senso.

[00320] Em uma modalidade, o filamento antissenso do agente de
RNAI pode também conter pelo menos um motivo de trés modificagdes
idénticas em trés nucleotideos consecutivos, onde um dos motivos
ocorre no ou préoximo do local de clivagem no filamento antissenso.
[00321] Para um agente de RNAI tendo uma regiao de duplex com
17-23 nucleotideos em comprimento, o local de clivagem do filamento
antissenso esta tipicamente em torno das posigbes 10, 11 e 12 a partir
da extremidade 5°. Assim, os motivos de trés modificacdes idénticas
podem ocorrer nas posi¢des 9, 10, 11; posicdes 10, 11, 12; posicdes 11,
12, 13; posicdes 12, 13, 14; ou posicdes 13, 14, 15 do filamento
antissenso, comecando a contagem a partir do 1° nucleotideo a partir

da extremidade 5° do filamento antissenso, ou comegando a contagem
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a partir do 1° nucleotideo emparelhado dentro da regido de duplex a
partir da extremidade 5° do filamento antissenso. O local de clivagem no
filamento antissenso pode também mudar de acordo com o
comprimento da regido de duplex do RNAI a partir da extremidade 5°.
[00322] O filamento senso do agente de RNAi pode conter pelo
menos um motivo de trés modificagdes idénticas em trés nucleotideos
consecutivos no local de clivagem do filamento; e o filamento antissenso
pode ter pelo menos um motivo de trés modificagcdes idénticas em trés
nucleotideos consecutivos no ou proximo do local de clivagem do
filamento. Quando o filamento senso e o filamento antissenso formam
um duplex de dsRNA, o filamento senso e o filamento antissenso podem
estar tdo alinhados que um motivo dos trés nucleotideos o filamento
senso e um motivo dos trés nucleotideos no filamento antissenso tém
pelo menos uma sobreposicdo de nucleotideo, isto €, pelo menos um
dos trés nucleotideos do motivo no filamento senso forma um par de
bases com pelo menos um dos trés nucleotideos do motivo no filamento
antissenso. Alternativamente, pelo menos dois nucleotideos podem se
sobrepor, ou todos os trés nucleotideos podem se sobrepor.

[00323] Em uma modalidade, o flamento senso do agente de RNAI
pode conter mais do que um motivo de trés modificagdes idénticas em
trés nucleotideos consecutivos. O primeiro motivo pode ocorrer no ou
préximo do local de clivagem do filamento e os outros motivos podem
ser uma modificacdo em asa. O termo "modificacdo em asa" aqui se
refere a um motivo ocorrendo em outra por¢ao do filamento que esta
separada do motivo no ou préximo do local de clivagem do mesmo
filamento. A modificacdo em asa é adjacente ao primeiro motivo ou esta
separada por pelo menos um ou mais nucleotideos. Quando os motivos
estdo imediatamente adjacentes uns aos outros, entdo a quimica dos
motivos é distinta uma da outra e, quando os motivos estido separados

por um ou mais nucleotideos, entdo as quimicas podem ser as mesmas
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ou diferentes. Podem estar presentes duas ou mais modificagdes em
asa. Por exemplo, quando estao presentes duas modificagdes em asa,
cada modificagdo em asa pode ocorrer em uma extremidade em relacao
ao primeiro motivo que esta no ou proximo do local de clivagem ou em
qualquer um dos lados do motivo lider.

[00324] Como o filamento senso, o filamento antissenso do agente
de RNAIi pode conter mais do que um motivo de trés modificacdes
idénticas em trés nucleotideos consecutivos, com pelo menos um dos
motivos ocorrendo no ou proximo do local de clivagem do filamento. O
filamento antissenso pode também conter uma ou mais modificagdes
em asa em um alinhamento similar as modificacbes em asa que possam
estar presentes no filamento senso.

[00325] Em uma modalidade, a modificacdo em asa no filamento
senso ou filamento antissenso do agente de RNAIi n&o inclui tipicamente
o primeiro um ou dois nucleotideos terminais na extremidade 3’,
extremidade 5 ou ambas as extremidades do filamento.

[00326] Em outra modalidade, a modificacdo em asa no filamento
senso ou filamento antissenso do agente de RNAIi n&o inclui tipicamente
o primeiro um ou dois nucleotideos emparelhados dentro da regido de
duplex na extremidade 3°, extremidade 5" ou ambas as extremidades
do filamento.

[00327] Quando o filamento senso e o filamento antissenso do
agente de RNAI contém cada um pelo menos uma modificacdo em asa,
as modificagdes em asa podem estar na mesma extremidade da regiao
de duplex, e tém uma sobreposi¢cao de um, dois ou trés nucleotideos.
[00328] Quando o filamento senso e o filamento antissenso do
agente de RNAIi contém cada um pelo menos duas modificagcdes em
asa, o filamento senso e o filamento antissenso podem estar tao
alinhados que duas modificagdes cada um de um filamento estdo em

uma extremidade da regido de duplex, tendo uma sobreposicdo de um,
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dois ou trés nucleotideos; duas modificacdes cada um de um filamento
estdo na outra extremidade da regido de duplex, tendo uma
sobreposi¢cao de um, dois ou trés nucleotideos; duas modificagcdes um
filamento estdo em cada lado do motivo lider, tendo uma sobreposi¢cao
de um, dois ou trés nucleotideos na regiao de duplex.

[00329] Em uma modalidade, todos os nucleotideos no filamento
senso e filamento antissenso do agente de RNAI, incluindo os
nucleotideos que sao parte dos motivos, podem estar modificados.
Cada nucleotideo pode estar modificado com a mesma ou diferente
modificagdo que pode incluir uma ou mais alteragcdes de um dos ou
ambos os oxigénios de fosfato ndo ligantes e/ou de um ou mais dos
oxigénios de fosfato ligantes; alteragdo de um constituinte do agucar de
ribose, por exemplo, da 2' hidroxila no agucar de ribose; substituigdo
completa da fracdo fosfato com ligantes "defosfo"; modificacdo ou
substituigdo de uma base ocorrendo naturalmente; e substituigdo ou
modificagao da estrutura principal do fosfato de ribose.

[00330] Como os acidos nucleicos sdo polimeros de subunidades,
muitas das modificagdes ocorrem em uma posicao que esta repetida
dentro de um acido nucleico, por exemplo, uma modificacdo de uma
base, ou uma fragao fosfato, ou um O nao ligante de uma fragao fosfato.
Em alguns casos, a modificacdo ocorrera em todas as presentes
posicdes no acido nucleico mas em muitos casos nao. A titulo de
exemplo, uma modificagdo pode apenas ocorrer em uma posicao
terminal 3" ou 5, pode apenas ocorrer em uma regido terminal, por
exemplo, em uma posi¢do em um nucleotideo terminal ou nos ultimos
2, 3, 4, 5, ou 10 nucleotideos de um filamento. Uma modificacdo pode
ocorrer em uma regiao de fita dupla, uma regido de filamento unico, ou
em ambas. Uma modificacdo pode ocorrer apenas na regido de fita
dupla de um RNA ou pode apenas ocorrer em uma regido de filamento

unico de um RNA. Por exemplo, uma modificagdo de fosforotioato em
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uma posicao de O nao ligante pode apenas ocorrer em um dos ou
ambos os terminais, pode apenas ocorrer em uma regido terminal, por
exemplo, em uma posi¢do em um nucleotideo terminal ou nos ultimos
2, 3, 4, 5, ou 10 nucleotideos de um filamento, ou pode ocorrer em
regides de fita dupla e filamento unico, particularmente nos terminais. A
extremidade ou extremidades 5 podem estar fosforiladas.

[00331] Pode ser possivel, por exemplo, intensificar a estabilidade,
incluir bases particulares em proje¢cdes, ou incluir nucleotideos
modificados ou suplentes de nucleotideos, em proje¢des de filamento
unico, por exemplo, em uma projecdo 3" ou 5, ou em ambas. Por
exemplo, pode ser desejavel incluir nucleotideos de purina em
projecdes. Em algumas modalidades, todas as ou algumas das bases
em uma projecdo 3" ou 5" podem estar modificadas, por exemplo, com
uma modificacdo descrita aqui. As modificacbes podem incluir, por
exemplo, o uso de modificagdes na posicao 2" do acucar de ribose com
modificagdes que sdo conhecidas na técnica, por exemplo, o uso de
desoxirribonucleotideos, 2’-desoxi-2°-fluor (2°-F) ou 2°-O-metila
modificada em vez do agucar de ribose da nucleobase, e modificagdes
no grupo fosfato, por exemplo, modificacbes de fosforotioato. As
projecdes ndo necessitam de ser homdlogas com a sequéncia alvo.
[00332] Em uma modalidade, cada residuo do filamento senso e
filamento antissenso esta independentemente modificado com LNA,
CRN, cET, UNA, HNA, CeNA, 2'-metoxietila, 2'-O-metila, 2'-O-alila, 2'-
C-alila, 2'-desoxi, 2'-hidroxila, ou 2'-fluor. Os filamentos podem conter
mais do que uma modificagcdo. Em uma modalidade, cada residuo do
filamento senso e filamento antissenso esta independentemente
modificado com 2"-O-metila ou 2’-fluor.

[00333] Pelo menos duas modificagdes diferentes estdo tipicamente
presentes no filamento senso e filamento antissenso. Essas duas

modificagdes podem ser as modificacdes de 2°-O-metila ou 2’-fluor, ou
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outras.

[00334] Em uma modalidade, o Na e/ou N, compreendem
modificagdes de um padrao alternado. O termo "motivo alternado” como
usado aqui se refere a um motivo tendo uma ou mais modificagdes,
ocorrendo cada modificacdo em nucleotideos alternados de um
filamento. O nucleotideo alternado pode se referir a um por cada todos
os outros nucleotideos ou um por cada trés nucleotideos, ou um padrao
similar. Por exemplo, se A, B e C representarem cada um um tipo de
modificagdo ao nucleotideo, o motivo alternado pode ser
"ABABABABABAB...", "AABBAABBAABB...", "AABAABAABAAB...",
"AAABAAABAAAB...", "AAABBBAAABBB...", ou
"ABCABCABCABC...", efc.

[00335] O tipo de modificagdes contido no motivo alternado pode ser
o mesmo ou diferente. Por exemplo, se A, B, C, D representarem cada
um um tipo de modificagdo no nucleotideo, o padrao alternado, isto é,
modificagdes em todos os outros nucleotideos, pode ser o mesmo, mas
cada um do filamento senso ou filamento antissenso pode ser
selecionado de varias possibilidades de modificagdes dentro do motivo
alternado tal como "ABABAB...", "ACACAC...", "BDBDBD..." ou
"CDCDCD...", etc.

[00336] Em uma modalidade, o agente de RNAIi da invencéao
compreende o padrdo de modificagdo para o motivo alternado no
filamento senso em relagdo ao padrdo de modificagdo para o motivo
alternado no filamento antissenso é trocado. A troca pode ser tal que o
grupo modificado de nucleotideos do filamento senso corresponda a um
grupo de nucleotideos diferentemente modificado do filamento
antissenso e vice-versa. Por exemplo, o filamento senso, quando
emparelhado com o filamento antissenso no duplex de dsRNA, o motivo
alternado no filamento senso pode comecgar com "ABABAB" a partir de

5°-3" do filamento e o motivo alternado no filamento antissenso pode
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comecar com "BABABA" a partir de 5°-3" do filamento dentro da regiao
de duplex. Como outro exemplo, o motivo alternado no filamento senso
pode comecar com "AABBAABB" a partir de 5°-3" do filamento e o
motivo alternado no filamento antissenso pode comecgar com
"BBAABBAA" a partir de 5°-3" do filamento dentro da regido de duplex,
tal que exista uma troca completa ou parcial dos padrées de modificagao
entre o filamento senso e o filamento antissenso.

[00337] Em uma modalidade, o agente de RNAi compreende o
padrdo do motivo alternado de modificagdo de 2°-O-metila e
modificagcdo de 2°-F no filamento senso tem uma troca em relagéo ao
padrdo do motivo alternado de modificagdo de 2°-O-metila e
modificacdo de 2°-F no filamento antissenso inicialmente, isto €, o
nucleotideo modificado com 2°-O-metila no flamento senso emparelha
em termos de base com um nucleotideo modificado com 2°-F no
filamento antissenso e vice versa. A posi¢ao 1 do filamento senso pode
comecgar com a modificacdo de 2°-F, e a posi¢cdo 1 do filamento
antissenso pode comecar com a modificacao de 2°-O-metila.

[00338] A introducdo de um ou mais motivos de trés modificagdes
idénticas em trés nucleotideos consecutivos no filamento senso e/ou
filamento antissenso interrompe o padrdo de modificacdo inicial
presente no filamento senso e/ou filamento antissenso. Esta interrupgao
do padrao de modificagcdo dos filamentos senso e/ou antissenso por
introdugdo de um ou mais motivos de trés modificagdes idénticas em
trés nucleotideos consecutivos nos filamentos senso e/ou antissenso
intensifica surpreendentemente a atividade de silenciamento de gene
do gene alvo.

[00339] Em uma modalidade, quando o motivo de trés modificagdes
idénticas em trés nucleotideos consecutivos € introduzido em qualquer
um dos filamentos, a modificacdo do nucleotideo proximo do motivo é

uma modificacdo diferente do que a modificacdo do motivo. Por
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exemplo, a por¢cao da sequéncia contendo o motivo € "...NaYYYNp...",
onde "Y" representa a modificacdo do motivo de trés modificacdes
idénticas em trés nucleotideos consecutivos, e "Na" e "Np" representam
uma modificagcdo ao nucleotideo proximo do motivo "YYY" que é
diferente da modificagcao de Y, e onde Na e Np, podem ser as mesmas
ou diferentes modificagdes. Alternativamente, Na e/ou Ny podem estar
presentes ou ausentes quando esta presente uma modificacdo em asa.
[00340] O agente de RNAIi pode adicionalmente compreender pelo
menos uma ligagao internucleotideos de fosforotioato ou metilfosfonato.
A modificacdo de ligagado internucleotideos de fosforotioato ou
metilfosfonato pode ocorrer em qualquer nucleotideo do filamento senso
ou filamento antissenso ou ambos os filamentos em qualquer posicao
do filamento. Por exemplo, a modificagao de ligacao internucleotideos
pode ocorrer em todos os nucleotideos do filamento senso e/ou
filamento antissenso; cada modificacdo de ligacdo internucleotideos
pode ocorrer em um padrao alternado no filamento senso e/ou filamento
antissenso; ou o filamento senso ou filamento antissenso pode conter
ambas as modificagcdes de ligacdo internucleotideos em um padrao
alternado. O padrdo alternado da modificagdo de ligacdo
internucleotideos no filamento senso pode ser o mesmo ou diferente do
filamento antissenso, e o padrao alternado da modificacdo de ligagao
internucleotideos no filamento senso pode ter uma troca em relagao ao
padrao alternado da modificacdo de ligacdo internucleotideos no
filamento antissenso. Em uma modalidade, um agente de RNAI de fita
dupla compreende liga¢des internucleotideos fosforotioato 6-8. Em uma
modalidade, o filamento antissenso compreende duas ligacdes
internucleotideos de fosforotioato no terminal 5° e duas ligacdes
internucleotideos de fosforotioato no terminal 3, e o filamento senso
compreende pelo menos duas ligagdes internucleotideos de

fosforotioato no terminal 5" ou no terminal 3".
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[00341] Em uma modalidade, o RNAi compreende uma modificagao
de ligagao internucleotideos de fosforotioato ou metilfosfonato na regiao
de projecdo. Por exemplo, a regido de projecdo pode conter dois
nucleotideos tendo uma ligacéo internucleotideos de fosforotioato ou
metilfosfonato entre os dois nucleotideos. As modificacdes de ligacéo
internucleotideos podem ser também feitas para ligar os nucleotideos
da projecéo aos nucleotideos emparelhados terminais dentro da regiao
de duplex. Por exemplo, pelo menos 2, 3, 4, ou todos os nucleotideos
da projecdo podem estar ligados através de ligacéo internucleotideos
de fosforotioato ou metilfosfonato, e, opcionalmente, podem existir
ligacbes de internucleotideos de fosforotioato ou metilfosfonato
adicionais ligante o nucleotideo da projecdo a um nucleotideo
emparelhado que esteja proximo do nucleotideo da projecdo. Por
exemplo podem existir pelo menos duas ligagdes de internucleotideos
de fosforotioato entre os trés nucleotideos terminais, nas quais dois dos
trés nucleotideos sao nucleotideos da projecdo, e o terceiro é um
nucleotideo emparelhado préximo do nucleotideo da projecédo. Estes
trés nucleotideos terminais podem estar na extremidade 3" do filamento
antissenso, na extremidade 3" do filamento senso, da extremidade 5" do
filamento antissenso, e/ou na extremidade 5" do filamento antissenso.
[00342] Em uma modalidade, a projecédo de 2 nucleotideos esta na
extremidade 3" do filamento antissenso, e existem duas ligacdes de
internucleotideos de fosforotioato entre os trés nucleotideos terminais,
em que dois dos trés nucleotideos sao os nucleotideos da projecéao, e o
terceiro nucleotideo € um nucleotideo emparelhado préximo do
nucleotideo da projecdo. Opcionalmente, o agente de RNAi pode
adicionalmente ter duas ligacdes internucleotidicas de fosforotioato
entre os trés nucleotideos terminais tanto na extremidade 5 do
filamento senso como na extremidade 5° do filamento antissenso.

[00343] Em uma modalidade, o agente de RNAi compreende
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incompatibilidade(s) com o alvo, dentro do duplex, ou suas
combinagdes. A incompatibilidade pode ocorrer na regido de projecao
ou na regido de duplex. O emparelhamento de bases pode ser
classificado com base na sua propensao para promover dissociagcao ou
fusédo (por exemplo, na energia livre de associagao ou dissociagao de
um emparelhamento particular, a abordagem mais simples € examinar
0s pares em uma base de pares individuais, embora possa ser também
usada analise do vizinho préximo ou similar). Em termos de promocéao
da dissociacao: A:U é preferencial em relagcédo a G:C; G:U é preferencial
em relagcdo a G:C; e |:C é preferencial em relagéo a G:C (I=inosina). As
incompatibilidades, por exemplo, emparelhamentos ndo canénicos ou
sem ser candnicos (como descrito em outro lugar aqui) séo preferenciais
em relacdo a emparelhamentos candnicos (A:T, A:U, G:C); e
emparelhamentos que incluem uma base universal s&o preferenciais
em relagdo a emparelhamentos canénicos.

[00344] Em uma modalidade, o agente de RNAi compreende pelo
menos um dos primeiros 1, 2, 3, 4, ou 5 pares de bases dentro das
regides de duplex a partir da extremidade 5" do filamento antissenso
independentemente selecionados do grupo de: A:U, G:U, I|:.C, e pares
nao correspondidos, por exemplo, emparelhamentos ndo candnicos ou
sem ser candnicos ou emparelhamentos que incluem uma base
universal, para promover a dissociacdo do filamento antissenso na
extremidade 5" do duplex.

[00345] Em uma modalidade, o nucleotideo na posi¢ao 1 dentro da
regido de duplex a partir da extremidade 5" no filamento antissenso é
selecionado do grupo que consiste em A, dA, dU, U, e dT.
Alternativamente, pelo menos um dos primeiros 1, 2 ou 3 pares de
bases dentro da regido de duplex a partir da extremidade 5° do filamento
antissenso € um par de bases AU. Por exemplo, o primeiro par de bases

dentro da regido de duplex a partir da extremidade 5 do filamento
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antissenso é um par de bases AU.
[00346] Em outra modalidade, o nucleotideo na extremidade 3" do
filamento senso € deséxi-timina (dT). Em outra modalidade, o
nucleotideo na extremidade 3" do filamento antissenso é desoxi-timina
(dT). Em uma modalidade existe uma sequéncia curta de nucleotideos
de desoxi-timina, por exemplo, dois nucleotideos dT na extremidade 3°
do filamento senso e/ou antissenso.
[00347] Em uma modalidade, a sequéncia do filamento senso pode
ser representada pela formula (1):

5' Np-Na-(X X X )i-No-Y Y Y -Np-(Z Z Z )j-Na-nq 3'  (I)

em que:

i € j sdo cada um independentemente 0 ou 1;

p € q sao cada um independentemente 0-6;

cada Na representa independentemente uma sequéncia de
oligonucleotideos compreendendo 0-25 nucleotideos modificados,
compreendendo cada sequéncia pelo menos dois nucleotideos
diferentemente modificados;

cada Ny representa independentemente uma sequéncia de
oligonucleotideos compreendendo 0-10 nucleotideos modificados;

cada np e nq representa independentemente um nucleotideo
da projecao;

em que Ny e Y ndo tém a mesma modificagdo; e

XXX, YYY e ZZZ representam cada um independentemente
um motivo de trés modificacbes idénticas em trés nucleotideos
consecutivos. Preferencialmente, YYY €& nucleotideos todos
modificados por 2°-F.
[00348] Em wuma modalidade, o Na e/ou N, compreendem
modificagdes de padrao alternado.
[00349] Em uma modalidade, o motivo YYY ocorre no ou préximo do

local de clivagem do filamento senso. Por exemplo, quando o agente de
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RNAi tem uma regido de duplex com 17-23 nucleotideos em
comprimento, o motivo YYY pode ocorrer no ou na vizinhanga do local
de clivagem (por exemplo: pode ocorrer nas posi¢cdes 6, 7, 8; 7, 8, 9; 8,
9,10; 9,10, 11; 10, 11,12 ou 11, 12, 13) do filamento senso, comeg¢ando
a contagem a partir do 1° nucleotideo, a partir da extremidade 5°; ou
opcionalmente, comecando a contagem a partir do 1° nucleotideo
emparelhado dentro da regido de duplex, a partir da extremidade 5°.
[00350] Em uma modalidade,ié 1ejé0,ouié0ejé 1, ouambos
i e j sdo 1. o filamento senso pode ser portanto representado pelas
seguintes formulas:

5' np-Na-YYY-Np-ZZZ-Na-nq 3' (Ib);

5" Np-Na-XXX-Np-YYY-Na-nq 3' (Ic); ou

5' Np-Na-XXX-Np-YYY-Np-ZZZ-Na-nq 3' (Id).

[00351] Quando o filamento senso é representado pela férmula (Ib),
Np representa uma sequéncia de oligonucleotideos compreendendo 0-
10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2 ou 0 nucleotideos modificados. Cada Na pode
representar independentemente uma sequéncia de oligonucleotideos
compreendendo 2-20, 2-15, ou 2-10 nucleotideos modificados.

[00352] Quando o filamento senso é representado como formula (lc),
Np representa uma sequéncia de oligonucleotideos compreendendo 0-
10, 0-7, 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2 ou 0 nucleotideos modificados. Cada Na
pode representar independentemente uma sequéncia de
oligonucleotideos compreendendo 2-20, 2-15, ou 2-10 nucleotideos
modificados.

[00353] Quando o filamento senso é representado pela férmula (1d),
Np representa uma sequéncia de oligonucleotideos compreendendo 0-
10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2 ou 0 nucleotideos modificados. Preferencialmente,
Np €0, 1,2, 3,4, 50u6. Cada N2 pode representar independentemente
uma sequéncia de oligonucleotideos compreendendo 2-20, 2-15, ou 2-

10 nucleotideos modificados.
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[00354] Cadaumde X, Y e Z pode ser o mesmo ou diferente uns dos
outros.
[00355] Em outras modalidades, i € 0 e j € 0, e o filamento senso
pode ser representado pela formula:
5' np-Na-YYY- Na-ng 3' (la).
[00356] Quando o filamento senso é representado pela férmula (l1a),
cada Na pode representar independentemente uma sequéncia de
oligonucleotideos compreendendo 2-20, 2-15, ou 2-10 nucleotideos
modificados.
[00357] Em uma modalidade, a sequéncia do filamento antissenso
do RNAI pode ser representad pela formula (11):

5' Ng-Na'-(Z'Z'Z")k-Np'-Y'Y"Y'-Np'-(X'X'X")-N'a-np' 3" (lI)

em que:

k e | sdo cada um independentemente 0 ou 1;

p" e q  sdo cada um independentemente 0-6;

cada Na' representa independentemente uma sequéncia de
oligonucleotideos compreendendo 0-25 nucleotideos modificados,
compreendendo cada sequéncia pelo menos dois nucleotideos
diferentemente modificados;

cada Ny’ representa independentemente uma sequéncia de
oligonucleotideos compreendendo 0-10 nucleotideos modificados;

cada np' e ng' representa independentemente um nucleotideo
da projecao;

em que Ny’ e Y’ ndo tém a mesma modificagdo; e

XXX, YYY' e ZZ7 representam cada um
independentemente um motivo de trés modificagbes idénticas em trés
nucleotideos consecutivos.
[00358] Em uma modalidade, o Na° e/ou N, compreendem
modificagdes de padrao alternado.

[00359] O motivo YY'Y' ocorre no ou préximo do local de clivagem
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do filamento antissenso. Por exemplo, quando o agente de RNAi tem
uma regido de duplex com 17-23 nucleotideos em comprimento, o
motivo Y'Y'Y" pode ocorrer nas posi¢oes 9, 10, 11;10, 11, 12; 11, 12,
13; 12, 13, 14; ou 13, 14, 15 do filamento antissenso, comecando a
contagem a partir do 1° nucleotideo, a partir da extremidade 5°; ou,
opcionalmente, comecando a contagem a partir do 1° nucleotideo
emparelhado dentro da regido de duplex, a partir da extremidade 5°.
Preferencialmente, o motivo Y'Y'Y' ocorre nas posigdes 11, 12, 13.
[00360] Em uma modalidade, o motivo Y'Y'Y" é nucleotideos todos
modificados com 2’-OMe.

[00361] Em uma modalidade,ké1elé0,oukéOelé 1, ouambos
kelséo 1.

[00362] O filamento antissenso pode ser portanto representado pelas
seguintes formulas:

5'ng-Na"-Z'Z'Z'-Np-Y'Y'Y'-Na"-np' 3" (lIb);

5' ng-Na"-Y'Y'Y'-Np'-X'X'X"-np 3' (lIc); ou

5'ng-Na'- Z'Z'Z'-Np"-Y'Y'Y'-Np'- X'’X'X'-Na"-ny' 3' (l1d).

[00363] Quando o filamento antissenso € representado pela férmula
(Ilb), N, representa uma sequéncia de oligonucleotideos
compreendendo 0-10, 0-7, 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2 ou 0 nucleotideos
modificados. Cada Ni’ representa independentemente uma sequéncia
de oligonucleotideos compreendendo 2-20, 2-15, ou 2-10 nucleotideos
modificados.

[00364] Quando o filamento antissenso é representado como formula
(llc), Nb" representa uma sequéncia de oligonucleotideos
compreendendo 0-10, 0-7, 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2 ou 0 nucleotideos
modificados. Cada Ni’ representa independentemente uma sequéncia
de oligonucleotideos compreendendo 2-20, 2-15 ou 2-10 nucleotideos
modificados.

[00365] Quando o filamento antissenso é representado como féormula
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(lld), cada N  representa independentemente uma sequéncia de
oligonucleotideos compreendendo 0-10, 0-7, 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2 ou
0 nucleotideos modificados. Cada Na’ representa independentemente
uma sequéncia de oligonucleotideos compreendendo 2-20, 2-15 ou 2-
10 nucleotideos modificados. Preferencialmente, N, € 0, 1, 2, 3, 4, 5 ou
6.
[00366] Em outras modalidades, k€0 el €0 e o filamento antissenso
pode ser representado pela formula:

5' np-Na-Y'Y'Y'- Na-ng 3' (1a).
[00367] Quando o filamento antissenso é representado como féormula
(lla), cada Na  representa independentemente uma sequéncia de
oligonucleotideos compreendendo 2-20, 2-15, ou 2-10 nucleotideos
modificados.
[00368] Cada um de X', Y' e Z' pode ser o mesmo ou diferente uns
dos outros.
[00369] Cada nucleotideo do filamento senso e flamento antissenso
pode estar independentemente modificado com LNA, CRN, UNA, cEt,
HNA, CeNA, 2’-metoxietila, 2°-O-metila, 2°-O-alila, 2'-C-alila, 2’-
hidroxila ou 2°-fluor. Por exemplo, cada nucleotideo do filamento senso
e filamento de antissenso esta independentemente modificado com 2°-
O-metila ou 2°-flior. Cada X, Y, Z, X', Y e Z', em particular, pode
representar uma modificagcdo de 2°-O-metila ou uma modificacéo de 2’-
flor.
[00370] Em uma modalidade, o flamento senso do agente de RNAI
pode conter o motivo YYY ocorrendo nas posi¢cdes 9, 10 e 11 do
filamento quando a regido de duplex tem 21 nt, comegando a contagem
a partir do 1° nucleotideo a partir da extremidade 5°, ou, opcionalmente,
comecgando a contagem a partir do 1° nucleotideo emparelhado dentro
da regido de duplex, a partir da extremidade 5°; e Y representa

modificagcdo de 2°-F. O filamento senso pode adicionalmente conter o
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motivo XXX ou motivos ZZZ como modificacdes em asa na extremidade
oposta da regido de duplex; e XXX e ZZZ representam
independentemente cada um uma modificagcdo de 2°-OMe ou uma
modificacdo de 2°-F.
[00371] Em uma modalidade, o filamento antissenso pode conter o
motivo Y'Y'Y" ocorrendo nas posi¢cdes 11, 12, 13 do filamento,
comegando a contagem a partir do 1° nucleotideo a partir da
extremidade 5°, ou, opcionalmente, comeg¢ando a contagem a partir do
1° nucleotideo emparelhado dentro da regido de duplex, a partir da
extremidade 5°; e Y representa modificacao de 2°-O-metila. O filamento
antissenso pode adicionalmente conter o motivo X’X’X" ou motivos
Z'Z°'Z" como modificagdes em asa na extremidade oposta da regido de
duplex; e X'X'X" e Z'Z°Z" representam independentemente cada um
uma modificagdo de 2°-OMe ou uma modificagdo de 2°-F.
[00372] O filamento senso represento por qualquer uma das formulas
(la), (Ib), (Ic), e (Id) acima forma um duplex com um filamento antissenso
sendo representado por qualquer uma das formulas (lla), (lIb), (lic), e
(lld), respectivamente.
[00373] Conformemente, os agentes de RNAI para uso nos métodos
da invencado podem compreender um filamento senso e um filamento
antissenso, tendo cado filamento 14 a 30 nucleotideos, o duplex de
RNAI representado pela formula (lll):

senso: 5" np-Na-(X X X)i-Nb- Y Y Y -Np -(Z Z Z)j-Na-nq 3'

antissenso: 3' np-Ng-(X'X'X)k-Nb-Y'Y'Y'-Np -(Z'Z'Z")-Na-ng 5'

(1)

em que:

I, j, k, e | s&o cada um independentemente 0 ou 1;

P, P, 9, € q' sdo cada um independentemente 0-6;

cada Na e Na’ representa independentemente uma sequéncia

de oligonucleotideos compreendendo 0-25 nucleotideos modificados,
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compreendendo cada sequéncia pelo menos dois nucleotideos
diferentemente modificados;

cada Ny e Np’ representa independentemente uma sequéncia
de oligonucleotideos compreendendo 0-10 nucleotideos modificados;

cada np', np, ng', € ng, cada um dos quais pode ou nio estar
presente, representa independentemente um nucleotideo da projecéo;
e

XXX, YYY, ZZZ, X'X'X', YY'Y', e Z'Z'Z' representam cada um
independentemente um motivo de trés modificagbes idénticas em trés
nucleotideos consecutivos.
[00374] Em uma modalidade,ié0ejeO;ouié1ejél;ouiélej
€ 1; ou ambos i e j sdo 0; ou ambos i e j sdo 1. Em outra modalidade, k
€0eléO;ouké1eléel;kéOelé 1, ouamboskelsado0; ouambos
kelséo 1.
[00375] Combinagdes exemplares do filamento senso e filamento
antissenso formando um duplex de RNAI incluem as férmulas em baixo:

5'Np-Na-YYY -Na-ng 3'

3'np-Na-Y'Y'Y'-Nang 5'

(Iha)

5 Np-Na-YYY -Np-ZZ Z-Na-ng 3'

3'Np-Na-Y'Y'Y'-Np-Z'Z'Z'-Nang 5'

(11b)

5" Np-Na- X X X -Nb-Y Y Y - Na-nq 3'

3" np-Na-X'X'X'-Np-Y'Y'Y'-Na-nq 5'

(lc)

5" Np-Na-X X X -Np-Y Y'Y -Np- Z Z Z -Na-nq 3'

3' np-Na-X'X'X'-Np-Y'Y'Y'-Ny-Z'Z'Z"-Na-nq 5'

(1nd)
[00376] Quando o agente de RNAI é representado pela formula (111a),

cada Na representa independentemente uma sequéncia de
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oligonucleotideos compreendendo 2-20, 2-15, ou 2-10 nucleotideos
modificados.

[00377] Quando o agente de RNAI é representado pela formula (111b),
cada N, representa independentemente uma sequéncia de
oligonucleotideos compreendendo 1-10, 1-7, 1-5 ou 1-4 nucleotideos
modificados. Cada Na representa independentemente uma sequéncia
de oligonucleotideos compreendendo 2-20, 2-15 ou 2-10 nucleotideos
modificados.

[00378] Quando o agente de RNAIi é representado como férmula
(Illc), cada Nb, N’ representa independentemente uma sequéncia de
oligonucleotideos compreendendo 0-10, 0-7, 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2 ou
0 nucleotideos modificados. Cada Na representa independentemente
uma sequéncia de oligonucleotideos compreendendo 2-20, 2-15 ou 2-
10 nucleotideos modificados.

[00379] Quando o agente de RNAI é representado como férmula
(Ilid), cada Nb, Ny’ representa independentemente uma sequéncia de
oligonucleotideos compreendendo 0-10, 0-7, 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2 ou
0 nucleotideos  modificados. Cada Na, Ni'  representa
independentemente uma sequéncia de oligonucleotideos
compreendendo 2-20, 2-15, ou 2-10 nucleotideos modificados. Cada
um de Na, Na’, Nb e Np’ representa independentemente modificacdes de
padrao alternado.

[00380] Cada um de X, Y e Z nas formulas (lll), (llla), (llIb), (llic), e
(Illd) pode ser o mesmo ou diferentes uns dos outros.

[00381] Quando o agente de RNAI é representado pelas formulas
(1, (la), (1b), (llc), e (l1ld), pelo menos um dos nucleotideos Y pode
formar um par de bases com um dos nucleotideos Y'. Alternativamente,
pelo menos dois dos nucleotideos Y formam pares de bases com os
correspondentes nucleotideos Y’; ou todos os trés nucleotideos Y

formam pares de bases com os correspondentes nucleotideos Y'.
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[00382] Quando o agente de RNAI é representado pela formula (I11b)
ou (Illd), pelo menos um dos nucleotideos Z pode formar um par de
bases com um dos nucleotideos Z'. Alternativamente, pelo menos dois
dos nucleotideos Z formam pares de bases com os correspondentes
nucleotideos Z’; ou todos os trés nucleotideos Z formam pares de bases
com os correspondentes nucleotideos Z'.

[00383] Quando o agente de RNAI é representado como férmula
(Ilic) ou (llld), pelo menos um dos nucleotideos X pode formar um par
de bases com um dos nucleotideos X'. Alternativamente, pelo menos
dois dos nucleotideos X formam pares de bases com o0s
correspondentes nucleotideos X’; ou todos os trés nucleotideos X
formam pares de bases com os correspondentes nucleotideos X'.
[00384] Em uma modalidade, a modificacdo no nucleotideo Y é
diferente da modificacdo no nucleotideo Y’, a modificagdo no
nucleotideo Z é diferente da modificacdo no nucleotideo Z°, e/ou a
modificagdo no nucleotideo X é diferente da modificagao no nucleotideo
X,

[00385] Em uma modalidade, quando o agente de RNAi ¢
representado pela formula (llld), as modificagdes de Na sao
modificagdes de 2'-O-metila ou 2'-fluor. Em outra modalidade, quando
o agente de RNAI é representado pela formula (llld), as modificacdes
de Na sdo modificagdes de 2'-O-metila ou 2'-flior e ny' >0 e pelo menos
um np' esta ligado a um nucleotideo da vizinhanga através de uma
ligacédo de fosforotioato. Ainda em outra modalidade, quando o agente
de RNAI é representado pela formula (llld), as modificacdes de Na sao
modificagdes de 2’'-O-metila ou 2'-fluor, ny,” >0 e pelo menos um ny” esta
ligado a um nucleotideo da vizinhanga através de ligacdo de
fosforotioato, e o filamento senso esta conjugado com um ou mais
derivados de GalNAc anexados através de um ligante ramificado

bivalente ou trivalente (descrito em baixo). Em outra modalidade,
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quando o agente de RNAi é representado pela formula (llld), as
modificagdes de Na s&do modificagbes de 2'-O-metila ou 2'-fluor, ny,” >0
e pelo menos um n,” esta ligado a um nucleotideo da vizinhanca através
de ligacao de fosforotioato, o filamento senso compreende pelo menos
uma ligagéo de fosforotioato, e o filamento senso esta conjugado com
um ou mais derivados de GalNAc anexados através de um ligante
ramificado bivalente ou trivalente.

[00386] Em uma modalidade, quando o agente de RNAi ¢
representado pela formula (llla), as modificagdes de Na sao
modificagdes de 2'-O-metila ou 2'-fldor, ny' >0 e pelo menos um np' esta
ligado a um nucleotideo da vizinhanga através de ligacdo de
fosforotioato, o filamento senso compreende pelo menos uma ligagao
de fosforotioato, e o filamento senso esta conjugado com um ou mais
derivados de GalNAc anexados através de um ligante ramificado
bivalente ou trivalente.

[00387] Em uma modalidade, o agente de RNAi é um multimero
contendo pelo menos dois duplexes representados pela formula (lll),
(lna), (1Mb), (lllc), e (llld), em que os duplexes estdo conectados por um
ligante. O ligante pode ser clivavel ou n&o clivavel. Opcionalmente, o
multimero compreende adicionalmente um ligante. Cada um dos
duplexes pode visar o mesmo gene ou dois genes diferentes; ou cada
um dos duplexes pode visar o mesmo gene em dois locais alvo
diferentes.

[00388] Em uma modalidade, o agente de RNAi é um multimero
contendo trés, quatro, cinco, seis ou mais duplexes representados pelas
formulas (1), (llla), (llib), (llic), e (llld), em que os duplexes estao
conectados por um ligante. O ligante pode ser clivavel ou n&o clivavel.
Opcionalmente, o multimero compreende adicionalmente um ligante.
Cada um dos duplexes pode visar o mesmo gene ou dois genes

diferentes; ou cada um dos duplexes pode visar o mesmo gene em dois
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locais alvo diferentes.

[00389] Em uma modalidade, dois agentes de RNAI representados
pelas formulas (111), (llla), (1lIb), (llic), e (llld) estdo ligados um ao outro
na extremidade 5°, e uma das ou ambas as extremidades 3" e estéo
opcionalmente conjugados com um ligante. Cada um dos agentes pode
se dirigir ao mesmo gene ou dois genes diferentes; ou cada um dos
agentes pode se dirigir ao mesmo gene em dois locais alvo diferentes.
[00390] Varias publicacbes descrevem agentes de RNAI
multiméricos que podem ser usados nos meéetodos da invencdo. Tais
publicacdes incluem W02007/091269, Patente dos EUA No. 7858769,
W02010/141511, W02007/117686, W02009/014887 e
W02011/031520, os conteudos inteiros da quais sdo deste modo
incorporadas aqui por referéncia.

[00391] Como descrito em mais detalhe em baixo, o agente de RNAI
que contém conjugacdes de uma ou mais fragdes carboidrato com um
agente de RNAI pode otimizar uma ou mais propriedades do agente de
RNAIi. Em muitos casos, a fragao de carboidrato estara anexada a uma
subunidade modificada do agente de RNAIi. Por exemplo, o acucar de
ribose de uma ou mais subunidades de nucleotideos de um agente de
dsRNA pode estar substituido por outra fragdo, por exemplo, um
transportador ndo de carboidrato (preferencialmente ciclico) a qual esta
anexado um ligante de carboidrato. Uma subunidade de
ribonucleotideos na qual o acucar de ribose da subunidade foi assim
substituida € dita aqui como uma subunidade de modificacdo de
substituicdo de ribose (RRMS). Um transportador ciclico pode ser um
sistema em anel carbociclico, isto é, todos os atomos no anel sdo
atomos de carbono, ou um sistema em anel heterociclico, isto €, um ou
mais atomos no anel podem ser um heteroatomo, por exemplo,
nitrogénio, oxigénio, enxofre. O transportador ciclico pode ser um

sistema em anel monociclico, ou pode conter dois ou mais anéis, por
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exemplo, anéis fundidos. O transportador ciclico pode ser um sistema
em anel completamente saturado, ou pode conter uma ou mais ligacdes
duplas.

[00392] O ligante pode estar anexado ao polinucleotideo através de
um transportador. Os transportadores incluem (i) pelo menos um "ponto
de anexacao a estrutura principal", preferencialmente dois "pontos de
anexacao a estrutura principal” e (ii) pelo menos um "ponto de anexagao
de corrente". Um "ponto de anexacéao a estrutura principal" como usado
aqui se refere a um grupo funcional, por exemplo, um grupo hidroxila,
ou, geralmente, uma ligacao disponivel para, ou que € adequada para,
incorporagdo do transportador na estrutura principal, por exemplo,
estrutura principal contendo fosfato, ou fosfato modificado, por exemplo,
enxofre, de um acido ribonucleico. Um "ponto de anexagao preso" (TAP)
em algumas modalidades se refere a um atomo no anel constituinte do
transportador ciclico, por exemplo, um atomo de carbono ou um
heteroatomo (distinto de um atomo que proporciona um ponto de
anexacao a estrutura principal), que conecta uma fragao selecionada. A
fracdo pode ser, por exemplo, um carboidrato, por exemplo,
monossacarideo, dissacarideo, trissacarideo, tetrassacarideo,
oligossacarideo e polissacarideo. Opcionalmente, a fragao selecionada
esta conectada por uma corrente interveniente ao transportador ciclico.
Assim, o transportador ciclico incluira frequentemente um grupo
funcional, por exemplo, um grupo amino, ou, geralmente, proporcionara
uma ligagao, que € adequada para incorporagao ou aprisionamento de
outra entidade quimica, por exemplo, um ligante ao anel constituinte.
[00393] Os agentes de RNAi podem estar conjugados com um
ligante através de um transportador, em que o transportador pode ser
grupo ciclico ou grupo aciclico; preferencialmente, o grupo ciclico &
selecionado de pirrolidinila, pirazolinila, pirazolidinila, imidazolinila,

imidazolidinila, piperidinila, piperazinila, [1,3]dioxolano, oxazolidinila,
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isoxazolidinila, morfolinila, tiazolidinila, isotiazolidinila, quinoxalinila,
piridazinonila, tetra-hidrofurila e decalina; preferencialmente, o grupo
aciclico é selecionado de estrutura principal de serinol ou estrutura
principal de dietanolamina.

[00394] Em certas modalidades especificas, o agente de RNAI para
uso nos métodos da invencdo € um agente selecionado do grupo de

agentes listados em qualquer uma das Tabelas 3, 4, 6, 7, 12, 13, 22

23, 25 e 26. Estes agentes podem adicionalmente compreender um

ligante.

IV. RNAis Conjugados a Ligantes

[00395] Outra modificacdo do RNA de um RNAI da inveng¢ao envolve
a ligacdo quimica ao RNA de um ou mais ligantes, fragdes ou
conjugados que aumentam a atividade, distribui¢cdo celular ou captagao
celular do RNAI. Tais fragdes incluem, mas ndo estdo limitadas a
fracdes lipidicas como uma fragao de colesterol (Letsinger et al., Proc.
Natl. Acid. Sci. USA, 1989, 86: 6553-6556), acido colico(Manoharan et
al., Biorg. Med. Chem. Let., 1994, 4:1053-1060), um tioéter, por
exemplo, beril-S-tritiltiol (Manoharan et al., Ann. N.Y. Acad. Sci., 1992,
660:306-309; Manoharan et al., Biorg. Med. Chem. Let., 1993, 3:2765-
2770), um tiocolesterol (Oberhauser et al., Nucl. Acids Res., 1992,
20:533-538), uma cadeia alifatica, por exemplo, dodecandiol ou
residuos undecila(Saison-Behmoaras et al., EMBO J, 1991, 10:1111-
1118; Kabanov et al., FEBS Lett., 1990, 259:327-330; Svinarchuk et al.,
Biochimie, 1993, 75:49-54), um fosfolipideo, por exemplo, di-hexadecil-
rac-glicerol ou 1,2-di-O-hexadecil-rac-glicero-3-H-fosfonato  de
trietilaménio(Manoharan et al., Tetrahedron Lett., 1995, 36:3651-3654;
Shea et al., Nucl. Acids Res., 1990, 18:3777-3783), uma poliamina ou
uma cadeia de polietileno glicol (Manoharan et al., Nucleosides &
Nucleotides, 1995, 14:969-973), ou adamantano de acido
acético(Manoharan et al., Tetrahedron Lett., 1995, 36:3651-3654), uma
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fracao palmitila (Mishra et al., Biochim. Biophys. Acta, 1995, 1264:229-
237), ou uma fragao octadecilamina ou hexilamino-carboniloxicolesterol
(Crooke et al., J. Pharmacol. Exp. Ther., 1996, 277:923-937).

[00396] Em uma modalidade, um ligante altera a distribuigéo,
direcionamento ou tempo de vida de um agente de RNAi no qual &
incorporado. Em modalidades preferenciais, um ligante proporciona
uma afinidade intensificada para um alvo selecionado, por exemplo,
molécula, célula ou tipo de célula, compartimento, por exemplo, um
compartimento celular ou de érgao, tecido, 6rgao ou regiao do corpo,
por exemplo, em comparagdo com uma especie desprovida de um tal
ligante. Ligantes pditos n&o fardo parte do emparelhamento de duplex
em um acido nucleico em duplex.

[00397] Os ligantes podem incluir uma substancia ocorrendo
naturalmente, tal como uma proteina (por exemplo, albumina do soro
humano (HSA), lipoproteina de baixa densidade (LDL), ou globulina);
carboidrato (por exemplo, uma dextrana, pululana, quitina, quitosana,
inulina, ciclodextrina, N-acetilgalactosamina, ou acido hialurénico); ou
um lipideo. O ligante pode ser também uma molécula recombinante ou
sintética, tal como um polimero sintético, por exemplo, um
poliaminoacido sintético. Exemplos de poliaminoacidos incluem
poliaminoacido € uma polilisina (PLL), poliacido L-aspartico, poliacido L-
glutdmico, copolimero de estireno-anidrido do acido maleico,
copolimero poli(L-lactideo-co-glicolideo), copolimero de éter de divinila-
anidrido maleico, copolimero de N-(2-hidroxipropil)metacrilamida
(HMPA), polietileno glicol (PEG), alcool de polivinila (PVA), poliuretano,
poli(acido 2-etilacrilico), polimeros de N-isopropilacrilamida, ou
polifosfazina. Exemplos de poliaminas incluem: polietilenimina, polilisina
(PLL), espermina, espermidina, poliamina, pseudopeptideo-poliamina,
poliamina peptidomimética, poliamina de dendrimero, arginina, amidina,

protamina, lipideo catidnico, porfirina catidénica, sal quaternario de uma
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poliamina, ou um peptideo alfa helicoidal.

[00398] Ligantes também podem incluir grupos de direcionamento,
por exemplo, um agente de direcionamento para células ou tecidos, por
exemplo, uma lectina, glicoproteina, lipideo ou proteina, por exemplo,
um anticorpo, que se liga a um tipo especificado de células, como uma
célula renal. Um grupo de direcionamento pode ser uma tirotropina,
melanotropina, lectina, glicoproteina, proteina tensioativa A, carboidrato
de mucina, lactose multivalente, galactose multivalente, N-acetil-
galactosamina, N-acetil-glucosamina, manose multivalente, fucose
multivalente, poliaminoacidos glicosilados, galactose multivalente,
transferrina, bisfosfonato, poliglutamato, poliaspartato, um lipideo,
colesterol, um esteroide, acido biliar, folato, vitamina B12, vitamina A,
biotina, ou peptideo RGD ou mimético de peptideo RGD.

[00399] Outros exemplos de ligantes incluem corantes, agentes
intercaladores (por exemplo, acridinas), reticulantes (por exemplo,
psoraleno, mitomicina C), porfirinas (TPPC4, texafirina, Safirina),
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (por exemplo, fenazina,
diidrofenazina), endonucleases artificias (por exemplo, EDTA),
moléculas lipofilicas, por exemplo, colesterol, acido célico, adamantano
de acido acético, acido 1-pireno butirico, diidrotestosterona, 1,3-Bis-
O(hexadecil)glicerol, grupo geraniloxihexila, hexadecilglicerol, borneol,
mentol, 1,3-propanodiol, grupo heptadecila, acido palmitico, acido
miristico, acido O3-(oleoil)litocdlico, acido 0O3-(oleoil)colénico,
dimetoxitritila, ou fenoxazina e conjugados de peptideo (por exemplo,
peptideo de antennapedia, peptideo Tat), agentes alquilantes, fosfato,
amino, mercapto, PEG (por exemplo, PEG-40K), MPEG, [MPEG].,
poliamino, alquila, alquila substituida, marcadores radiomarcados,
enzimas, haptenos (por exemplo, biotina), facilitadores do
transporte/absorgao (por exemplo, aspirina, vitamina E, acido fdlico),

ribonucleases sintéticas (por exemplo, imidazol, bisimidazol, histamina,
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aglomerados de imidazol, conjugados de acridina-imidazol, complexos
Eu®* de tetraazamacrociclos), dinitrofenila, HRP, ou AP.

[00400] Ligantes podem ser proteinas, por exemplo, glicoproteinas,
ou peptideos, por exemplo, moléculas possuindo uma afinidade
especifica para um coligante, ou anticorpos, por exemplo, um anticorpo
que se liga a um tipo especificado de células, como uma célula hepatica.
Ligantes também podem incluir horménios e receptores de horménios.
Podem também incluir espécies nao peptidicas, tais como lipideos,
lectinas, carboidratos, vitaminas, cofatores, lactose multivalente,
galactose multivalente, N-acetil-galactosamina, N-acetil-gulucosamina,
manose multivalente, ou fucose multivalente. O ligante pode ser, por
exemplo, um lipopolissacarideo, um ativador de p38 MAP cinase, ou um
ativador de NF-kB.

[00401] O ligante pode ser uma substancia, por exemplo, um
farmaco, que pode aumentar a captacdo do agente de RNAIi para o
interior da célula, por exemplo, ao fragmentar o citoesqueleto da célula,
por exemplo, ao fragmentar os microtubulos, microfilamentos, e/ou
filamentos intermédios da célula. O farmaco pode ser, por exemplo,
taxon, vincristina, vimblastina, citocalasina, nocodazol, japlaquinolida,
latrunculina A, faloidina, swinholida A, indanocina, ou mioservina.
[00402] Em algumas modalidades, um ligante anexado a um RNAI
como descrito aqui atua como um modulador farmacocinético
(modulador PK). Os moduladores PK incluem lipdfilos, acidos biliares,
esteroides, analogos de fosfolipideo, peptideos, agentes de ligacao de
proteina, PEG, vitaminas, etc. Moduladores PK exemplares incluem,
mas nao estao limitados a, colesterol, acidos graxos, acido cdlico, acido
litocolico, diaquilglicerideos, diacilglicerideos, fosfolipideos,
esfingolipideos, naproxeno, ibuprofeno, vitamina E, biotina, etc. Se sabe
também que oligonucleotideos que compreendem um numero de

ligagdes de fosforotioato se ligam a proteina do soro, logo,
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oligonucleotideos curtos, por exemplo, oligonucleotideos de cerca de 5
bases, 10 bases, 15 bases ou 20 bases, compreendendo multiplas de
ligacdes de fosforotioato na estrutura principal sdo também passiveis na
presente invencdo como ligantes (por exemplo, como ligantes de
modulagdo PK). Adicionalmente, aptameros que se ligam a
componentes do soro (por exemplo, proteinas do soro) sdo também
adequados para uso como ligantes de modulacdo PK nas modalidades
descritas aqui.

[00403] Oligonucleotideos conjugados com ligantes da invencéao
podem ser sintetizados pelo uso de um oligonucleotideo que transporta
uma funcionalidade reativa pendente, tal como aquela derivada da
anexacao de uma molécula de ligacéo ao oligonucleotideo (descrito em
baixo). Este oligonucleotideo reativo pode reagir diretamente com
ligantes comercialmente disponiveis, ligantes que s&o sintetizados
transportando qualquer um de uma variedade de grupos protetores, ou
ligantes que tém uma fracido de ligacdo anexada a eles.

[00404] Os oligonucleotideos usados nos conjugados da presente
invengdo podem ser convenientemente e rotineiramente preparados
através da técnica bem conhecida de sintese em fase solida.
Equipamento para tal sintese é vendido por varios vendedores,
incluindo, por exemplo, Applied Biosystems (Foster City, Calif.).
Quaisquer outros meios para tal sintese conhecidos na area podem ser
adicionalmente ou alternativamente empregues. Também se sabe usar
de técnicas similares para preparar outros oligonucleotideos, tais como
os fosforotioatos e derivados alquilados.

[00405] Nos oligonucleotideos conjugados com ligantes e
nucleosideos ligados especificos quanto a sequéncias transportando
moléculas de ligantes da presente invencgao, os oligonucleotideos e
oligonucleosideos podem ser montados em um sintetizador de DNA

adequado utilizando precursores de nucleotideos ou nucleosideos

Peticao 870220113019, de 05/12/2022, pag. 150/373



146/357

padrao, ou precursores de conjugados de nucleotideos ou nucleosideos
que ja transportam a fragao de ligacéo, precursores de conjugados de
ligante-nucleotideo ou nucleosideo que ja transportam a molécula de
ligante, ou blocos de construcédo nao transportando nucleosideo ligante.
[00406] Quando se usa precursores de conjugados de nucleotideos
que ja transportam uma fragao de ligagéo, a sintese dos nucleosideos
ligados especificos quanto a sequéncias € tipicamente completada, e a
molécula de ligante é entdo reagida com a fracédo de ligacéo para formar
o oligonucleotideo conjugado com ligante. Em algumas modalidades, os
oligonucleotideos ou nucleosideos ligados da presente invengao sao
sintetizados por um sintetizador automatizado usando fosforamiditas
derivadas de conjugados de ligante-nucleosideo adicionalmente
fosforamiditas padrédo e fosforamiditas n&o padrdao que estdo
comercialmente disponiveis e sao rotineiramente usados na sintese de
oligonucleotideos.

A. Conjugados de Lipideos

[00407] Em uma modalidade, o ligante ou conjugado € um lipideo ou
molécula a base de lipideo. Um tal lipideo ou molécula a base de
lipideos se liga preferencialmente a uma proteina do soro, por exemplo,
albumina do soro humano (HSA). Um ligante de ligagdo a HSA permite
distribuicdo do conjugado em um tecido alvo, por exemplo, um tecido
alvo do corpo sem ser rim. Por exemplo, o tecido alvo pode ser o figado,
incluindo células parenquimais do figado. Outras moléculas que podem
se ligar a HSA podem ser também usadas como ligantes. Por exemplo
pode ser usada neproxina ou aspirina. Um ligante de lipideo ou a base
de lipideos pode (a) aumentar a resisténcia a degradacéo do conjugado,
(b) aumentar o direcionamento ou transporte para uma célula ou
membrana da célula alvo, e/ou (c) ser usado para ajustar a ligacao a
uma proteina do soro, por exemplo, HSA.

[00408] Um ligante a base de lipideos pode ser usado para inibir, por
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exemplo, controlar, a ligacdo do conjugado a um tecido alvo. Por
exemplo sera menos provavel que um ligante de lipideo ou a base de
lipideos que se liga a HSA mais fortemente seja dirigido ao rim e
portanto sera menos provavel que seja eliminado do corpo. Um ligante
de lipideo ou a base de lipideos que se liga a HSA menos fortemente
pode ser usado para dirigir o conjugado ao rim.

[00409] Em uma modalidade preferencial, o ligante a base de
lipideos se liga a HSA. Preferencialmente se liga a HSA com uma
afinidade suficiente tal que o conjugado seja preferencialmente
distribuido a um tecido sem ser rim. No entanto € preferencial que a
afinidade nao seja tao forte que a ligacao HSA-ligante ndo possa ser
revertida.

[00410] Em outra modalidade preferencial, o ligante a base de
lipideos se liga a HSA fracamente ou n&o de todo, tal que o conjugado
sera preferencialmente distribuido ao rim. Outras fragdes que se dirigem
a células dos rins podem ser também usadas em lugar do ou
adicionalmente ao ligante a base de lipideos.

[00411] Em outro aspecto, o ligante € uma fragao, por exemplo, uma
vitamina, que é coletada por uma célula alvo, por exemplo, uma célula
em proliferagdo. Estes s&o particularmente uteis para tratar disturbios
caracterizados por proliferagao indesejada de células, por exemplo, do
tipo maligno ou n&o maligno, por exemplo, células cancerosas.
Vitaminas exemplares incluem vitamina A, E, e K. Outras vitaminas
exemplares incluidas sdo vitamina B, por exemplo, acido félico, B12,
riboflavina, biotina, piridoxal ou outras vitaminas ou nutrientes captados
por células alvo tais como células do figado. Também est&o incluidos
HSA e lipoproteina de baixa densidade (LDL).

B. Agentes de Permeacgéo de Células

[00412] Em outro aspecto, o ligante € um agente de permeacéao de

células, preferencialmente um agente de permeacdo de células
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helicoidal. Preferencialmente, o agente € anfipatico. Um agente
exemplificativo € um peptideo tal como tat ou antennapedia. Se o agente
for um peptideo pode estar modificado, incluindo um mimético de
peptidila, invertdbmeros, ligacdbes ndo de peptideo ou de
pseudopeptideo, e uso de D-aminoacidos. O agente helicoidal é
preferencialmente um agente alfa-helicoidal, que tem preferencialmente
uma fase lipofilica e uma lipofobica.

[00413] O ligante pode ser um peptideo ou peptidomimético. Um
peptidomimético (também dito aqui como oligopeptidomimético) € uma
molécula capaz de se dobrar em uma estrutura tridimensional definida
similar a um peptideo natural. A ligagdo de peptideos e
peptidomiméticos a agentes de RNAIi pode afetar a distribuicdo
farmacocinética do RNAI, tal como por intensificagdo do reconhecimento
e absorcao celulares. A fracdo de peptideo ou peptidomimética pode ter
cerca de 5-50 aminoacidos de comprimento, por exemplo, cerca de 5,
10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, ou 50 aminoacidos em comprimento.
[00414] Um peptideo ou peptidomimético pode ser, por exemplo, um
peptideo de permeacdo de células, peptideo catibnico, peptideo
anfipatico, ou peptideo hidrofébico (por exemplo, consistindo
maioritariamente de Tyr, Trp ou Phe). A fragao de peptideo pode ser um
peptideo de dendrimeros, peptideo restringido ou peptideo reticulado.
Em outra alternativa, a fracdo de peptideo pode incluir uma sequéncia
de translocagdo membranar (MTS) hidrofébica. Um peptideo contendo
MTS hidrofébica exemplar € RFGF tendo a sequéncia de aminoacidos
AAVALLPAVLLALLAP (SEQ ID NO: 43). Um analogo de RFGF (por
exemplo, sequéncia de aminoacidos AALLPVLLAAP (SEQ ID NO: 44))
contendo uma MTS hidrofobica pode ser também uma fracdo de
direcionamento. A fragcdo de peptideo pode ser um peptideo de
"administracado”, que pode transportar grandes moléculas polares

incluindo peptideos, oligonucleotideos, e proteina através de
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membranas celulares. Por exemplo se descobriu que sequéncias da
proteina Tat do HIV (GRKKRRQRRRPPQ (SEQ ID NO: 45)) e da
proteina Antennapedia de Drosophila (RQIKIWFQNRRMKWKK (SEQ
ID NO: 46)) sao capazes de funcionar como peptideos de
administracdo. Um peptideo ou peptidomimético pode ser codificado por
uma sequéncia aleatéria de DNA, tal como um peptideo identificado a
partir de uma biblioteca de exibigao de fagos, ou biblioteca combinatorial
de uma-esférula-um-composto (OBOC) (Lam et al., Nature, 354:82-84,
1991). Exemplos de um peptideo ou peptidomimético preso a um agente
de dsRNA via uma unidade monomeérica incorporada para finalidades
de direcionamento para células € um peptideo arginina-glicina-acido
aspartico (RGD), ou imitacdo de RGD. Uma fragado de peptideo pode
variar em comprimento de cerca de 5 aminoacidos a cerca de 40
aminoacidos. As fragcdes de peptideo podem ter uma modificacao
estrutural, tal como para aumentar a estabilidade ou dirigir propriedades
conformacionais. Podem ser usadas qualquer uma das modificagcdes
estruturais descritas em baixo.

[00415] Um peptideo RGD para uso nas composi¢gdes e métodos da
invencgao pode ser linear ou ciclico, e pode ser modificado, por exemplo,
glicosilado ou metilado, para facilitar o direcionamento a tecido(s)
especifico(s). Peptideos e peptidomiméticos contendo RGD podem
incluir D-aminoacidos, bem como imitadors sintéticos de RGD.
Adicionalmente a RGD, se podem usar outras fracbes que visam o
ligante de integrina. Conjugados preferenciais deste ligante se dirigem
a PECAM-1 ou VEGEF.

[00416] Um "peptideo de permeacao de células" é capaz de permear
uma célula, por exemplo, uma célula microbiana, como uma célula
bacteriana ou fungica, ou uma célula de mamifero, como uma célula
humana. Um peptideo de permeacéo de células microbianas pode ser,

por exemplo, um peptideo linear a-helicoidal (por exemplo, LL-37 ou
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Ceropina P1), um peptideo contendo ligacdes dissulfeto (por exemplo,
a-defensina, B-defensina ou bactenecina), ou um peptideo contendo
somente um ou dois aminoacidos dominantes (por exemplo, PR-39 ou
indolicidina). Um peptideo de permeacdo de células pode tambéem
incluir um sinal de localizagao nuclear (NLS). Por exemplo, um peptideo
de permeacédo de células pode ser um peptideo anfipatico bipartido, tal
como MPG, que é derivado do dominio do peptideo de fusdo de gp41
do HIV-1 e do NLS do antigeno T grande do SV40 (Simeoni et al., Nucl.
Acids Res. 31:2717-2724, 2003).

C. Conjugados de Carboidratos

[00417] Em algumas modalidades das composi¢cdes e métodos da
invencéo, um oligonucleotideo de RNAi compreende adicionalmente um
carboidrato. Os RNAI conjugados com carboidratos sdo vantajosos para
a administragao in vivo de acidos nucleicos, bem como composicdes
adequadas para uso terapéutico in vivo, como descrito aqui. Como
usado aqui, "carboidrato" se refere a um composto que € um carboidrato
per se constituido por uma ou mais unidades de monossacarideo tendo
pelo menos 6 atomos de carbono (que podem ser lineares, ramificadas
ou ciclicas) com um atomo de oxigénio, nitrogénio ou enxofre ligado a
cada atomo de carbono; ou um composto tendo como uma sua parte
uma fragcdo carboidrato constituida por uma ou mais unidades de
monossacarideo tendo cada uma pelo menos seis atomos de carbono
(que pode ser linear, ramificada ou ciclica), com um atomo de oxigénio,
nitrogénio ou enxofre ligado a cada atomo de carbono. Carboidratos
representativos incluem os agucares (mono-, di-, tri- e oligossacarideos
contendo de cerca de 4, 5, 6, 7, 8, ou 9 unidades de monossacarideo),
e polissacarideos tais como amidos, glicogénio, celulose e gomas de
polissacarideos. Monossacarideos especificos incluem agucares HBV e
superiores (por exemplo, HBV, C6, C7, ou C8); di- e trissacarideos

incluem agucares tendo duas ou trés unidades de monossacarideo (por
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exemplo, HBV, C6, C7, ou C8).

[00418] Em uma modalidade, um conjugado de carboidrato para
utilizacdo nas composicdes e meétodos da invengdo € um
monossacarideo. Em uma modalidade, o monossacarideo € uma N-

acetilgalactosamina, como

Q H H
HO\%/O\/\/\H/N\/\/N
0]

o}
HO O\/\/\H/N/\/\N o)
AcHN o H H

[00419] Em outra modalidade, um conjugado de carboidrato para

Formula Il.

utilizacdo nas composi¢cbes e meétodos da invengao € selecionado do

grupo que consiste em:

Q H H
o

Formula I,

H Formula I,
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OH
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IZ

N
3 O Férmula XX,
HO—_ OH
HOM
o 0

HO

O Foérmula XXI,

H'SO O MNH

O Foérmula XXII.
[00420] Outro conjugado de carboidrato representativo para uso nas

modalidades descritas aqui inclui, mas nao esta limitado a,

Ho OH

Q

O

Ho \/\o/\/o\/\N o
AcHN H

Ho OH )
(o]
Q
O. 0] O O
HO ~ o T \/\H‘(\/ \H\H)K/\o/\/ ~"o
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- X0,
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Ho OH
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HO \/\o/\/O\/\N fo)
AcHN H
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(Férmula XXIIl), quando um de X e Y é um oligonucleotideo, o outro é
um hidrogénio.

[00421] Em algumas modalidades, o conjugado de carboidrato
compreende adicionalmente um ou mais ligantes adicionais como
descrito acima, tais como, mas nao se limitando a, um modulador PK
e/ou um peptideo de permeacao de células.

[00422] Conjugados de carboidrato adicionais (e ligantes)
adequados para uso na presente invengao incluem aquelas descritas
na Publicagdo PCT N°%. WO 2014/179620 e WO 2014/179627, cuja
totalidade do conteudo é aqui incorporada por referéncia.

D. Ligantes

[00423] Em algumas modalidades, o conjugado ou ligante descrito
aqui pode ser anexado a um oligonucleotideo de RNAi com varios
ligantes que podem ser clivaveis ou nio clivaveis.

[00424] O termo "ligante" ou "grupo de ligagao" significa uma fracéo
organica que conecta duas partes de um composto, por exemplo, anexa
covalentemente duas partes de um composto. Os ligantes
compreendem tipicamente uma ligacdo direta ou um atomo tal como
oxigénio ou enxofre, uma unidade tal como NR8, C(O), C(O)NH, SO,
SOz, SO2NH ou uma cadeia de atomos, tal como, mas n&o se limitando
a, alquila substituida ou n&o substituida, alquenila substituida ou ndo
substituida, alquinila substituida ou n&o substituida, arilalquila,
arilalquenila,  arilalquinila,  heteroarilalquila,  heteroarilalquenila,
heteroarilalquinila, heterociclilalquila, heterociclilalquenila,
heterociclilalquinila, arila, heteroarila, heterociclila, cicloalquila,
cicloalquenila, alquilarilalquila, alquilarilalquenila, alquilarilalquinila,
alquenilarilalquila, alquenilarilalquenila, alquenilarilalquinila,
alquinilarilalquila, alquinilarilalquenila, alquinilarilalquinila,
alquilheteroarilalquila, alquilheteroarilalquenila, alquilheteroarilalquinila,

alquenilheteroarilalquila, alquenilheteroarilalquenila,
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alquenilheteroarilalquinila, alquinilheteroarilalquila,
alquinilheteroarilalquenila, alquinilheteroarilalquinila,
alquilheterociclilalquila, alquilheterociclilalquenila,
alquilheterociclilalquinila, alquenilheterociclilalquila,
alquenilheterociclilalquenila, alquenilheterociclilalquinila,
alquinilheterociclilalquila, alquinilheterociclilalquenila,

alquinilheterociclilalquinila,  alquilarila, alquenilarila, alquinilarila,
alquilheteroarila, alquenilheteroarila, alquinilhereroarila, cujos um ou
mais metilenos podem estar interrompidos ou terminados por O, S,
S(0), SO2, N(R8), C(O), arila substituida ou ndo substituida, heteroarila
substituida ou n&o substituida, heterociclico substituido ou n&o
substituido; onde R8 é hidrogénio, acila, alifatico ou alifatico substituido.
Em uma modalidade, o ligante tem entre cerca de 1-24 atomos, 2-24, 3-
24, 4-24,5-24, 6-24, 6-18, 7-18, 8-18 atomos, 7-17, 8-17, 6-16, 7-16, ou
8-16 atomos.

[00425] Um grupo de ligagao clivavel é um que seja suficientemente
estavel fora da célula, mas que, apos entrada em uma célula alvo, seja
clivado para liberar as duas partes que o ligante mantém juntas. Em uma
modalidade preferencial, o grupo de ligacao clivavel é clivado pelo
menos cerca de 10 vezes, 20 vezes, 30 vezes, 40 vezes, 50 vezes, 60
vezes, 70 vezes, 80 vezes, 90 vezes ou mais, ou pelo menos cerca de
100 vezes mais rapidamente em uma célula alvo ou sob uma primeira
condicado de referéncia (que pode, por exemplo, ser selecionada para
mimetizar ou representar condi¢cdes intracelulares) do que no sangue
de um individuo, ou sob uma segunda condigao de referéncia (que pode
ser, por exemplo, selecionada para mimetizar ou representar condi¢coes
encontradas no sangue ou Ssoro).

[00426] Grupos de ligagao clivaveis sdo suscetiveis a agentes de
clivagem, por exemplo, pH, potencial redox ou a presenca de moléculas

de degradacido. Geralmente, os agentes de clivagem sdo mais
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prevalentes ou encontrados a niveis ou atividades mais elevados dentro
de células do que no soro ou sangue. Exemplos de tais agentes de
degradacido incluem: agentes redox que sdo selecionados para
substratos particulares ou que nao tém especificidade para substratos,
incluindo, por exemplo, enzimas oxidativas ou redutoras ou agentes
redutores tais como mercaptanas, presentes em células, que podem
degradar um grupo de ligacao clivavel por redox por reducéo; esterases;
endossomas ou agentes que podem criar um ambiente acido, por
exemplo, aqueles que resultam em um pH de cinco ou menor; enzimas
que podem hidrolisar ou degradar um grupo de ligagao clivavel por acido
por atuacdo como um acido geral, peptidases (que podem ser
especificas quanto a substratos), e fosfatases.

[00427] Um grupo de ligacado clivavel, tal como uma ligacéo
dissulfeto, pode ser suscetivel ao pH. O pH do soro humano ¢é 74,
enquanto o pH intracelular médio € ligeiramente menor, variando de
cerca de 7,1-7,3. Os endossomos tém um pH mais acido, na gama de
5,5-6,0, e os lisossomos tém um pH ainda mais acido em torno de 5,0.
Alguns ligantes terdo um grupo de ligacao clivavel que é clivado a um
pH preferencial, liberando desse modo um lipideo catiénico do ligante
dentro da célula, ou no compartimento desejado da célula.

[00428] Um ligante pode incluir um grupo de ligacao clivavel que é
clivavel por uma enzima particular. O tipo de grupo de ligacéo clivavel
incorporado em um ligante pode depender da célula alvo. Por exemplo,
um ligante se dirigindo ao figado pode ser ligado a um lipideo catiénico
através de um ligante que inclui um grupo éster. As células do figado
sao ricas nesterase, e portanto o ligante sera clivado mais eficazmente
em células do figado do que em tipos de células que ndo sio ricas
nesterases. Outros tipos de células ricas nesterases incluem células do
pulm&o, cortex renal, e testiculos.

[00429] Ligantes que contém ligacdes de peptideo podem ser
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usados quando se direcionam tipos de células ricas em peptidases, tais
como células do figado e sinoviocitos.

[00430] Em geral, a adequabilidade de um grupo de ligacéo clivavel
candidato pode ser avaliada por teste da capacidade de um agente (ou
condic&o) de degradacao para clivar o grupo de ligagao candidato. Sera
também desejavel testar o grupo de ligacao clivavel candidato quanto a
capacidade para resistir a clivagem no sangue ou quando em contato
com outro tecido ndo alvo. Assim € possivel determinar a suscetibilidade
relativa a clivagem entre uma primeira e uma segunda condigao, onde
a primeira é selecionada para ser indicativa de clivagem em uma célula
alvo e a segunda é selecionada para ser indicativa de clivagem em
outros tecidos ou fluidos bioldgicos, por exemplo, sangue ou soro. As
avaliagbes podem ser levadas a cabo em sistemas isentos de células,
em células, em cultura de células, em cultura de érgaos ou tecidos, ou
em animais inteiros. Pode ser util fazer avaliagdes iniciais em condi¢cdes
isentas de células ou de cultura e confirmar por avaliagées adicionais
em animais inteiros. Em modalidades preferenciais, compostos
candidatos uteis sao clivados pelo menos cerca de 2, 4, 10, 20, 30, 40,
50, 60, 70, 80, 90, ou cerca de 100 vezes mais rapidamente na célula
(ou sob condigdes in vitro selecionadas para mimetizarem condi¢des
intracelulares) em comparagdo com sangue ou soro (ou sob condi¢cdes
in vitro selecionadas para mimetizarem condi¢des extracelulares).

i. Grupos de ligacéao clivaveis por redox

[00431] Em uma modalidade, um grupo de ligacao clivavel é um
grupo de ligacao clivavel por redox que é clivado apds reducdo ou
oxidacdo. Um exemplo de um grupo de ligacado redutoramente clivavel
€ um grupo de ligacao dissulfeto (-S-S-). Para determinar se um grupo
de ligacao clivavel candidato é um "grupo de ligacao redutoramente
clivavel" adequado, ou por exemplo é adequado para uso com uma

fracdo de RNAI particular e agente de direcionamento particular, é
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possivel considerar métodos descritos aqui. Por exemplo, um candidato
pode ser avaliado por incubagéo com ditiotreitol (DTT), ou outro agente
redutor usando reagentes conhecidos na técnica, que mimetizam a taxa
de clivagem que seria observada em uma célula, por exemplo, uma
célula alvo. Os candidatos podem ser também avaliados sob condi¢des
que sao selecionadas para mimetizar condi¢des do sangue ou soro. Em
uma, os compostos candidatos sido clivados por no maximo cerca de
10% no sangue. Em outras modalidades, os compostos candidatos uteis
sdo degradados pelo menos cerca de 2, 4, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70,
80, 90, ou cerca de 100 vezes mais rapidamente na célula (ou sob
condicbes in vitro selecionadas para mimetizarem condicdes
intracelulares) em comparagdo com sangue (ou sob condic¢des in vitro
selecionadas para mimetizarem condi¢des extracelulares). A taxa de
clivagem de compostos candidatos pode ser determinada usando
ensaios de cinética enzimatica padrao sob condi¢cdes escolhidas para
mimetizarem meios intracelulares e comparando com condi¢cdes
escolhidas para mimetizarem meios extracelulares.

ii. Grupos de ligagéo clivaveis baseados em fosfato

[00432] Em outra modalidade, um ligante clivavel compreende um
grupo de ligacéo clivavel baseado em fosfato. Um grupo de ligagao
clivavel baseado em fosfato é clivado por agentes que degradam ou
hidrolisam o grupo fosfato. Um exemplo de um agente que cliva grupos
fosfato em células € enzimas tais como fosfatases em células. Exemplos
de grupos de ligacdo de base fosfato sdo -O-P(O)(ORk)-O-, -O-
P(S)(ORk)-O-, -O-P(S)(SRk)-O-, -S-P(O)(ORk)-O-, -O-P(O)(ORKk)-S-, -
S-P(0O)(ORKk)-S-, -O-P(S)(ORk)-S-, -S-P(S)(ORk)-O-, -O-P(O)(Rk)-O-, -

O-P(S)(Rk)-O-, -S-P(O)(Rk)-O-, -S-P(S)(Rk)-O-, -S-P(O)(Rk)-S-, -O-
P(S)( Rk)-S-. Modalidades preferenciais sdo -O-P(O)(OH)-O-, -O-
P(S)(OH)-O-, -O-P(S)(SH)-O-, -S-P(O)(OH)-O-, -O-P(O)(OH)-S-, -S-
P(O)(OH)-S-, -O-P(S)(OH)-S-, -S-P(S)(OH)-O-, -O-P(O)(H)-O-, -O-
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P(S)(H)-O-, -S-P(O)(H)-O, -S-P(S)(H)-O-, -S-P(O)(H)-S-, -O-P(S)(H)-S-.
Uma modalidade preferencial € -O-P(O)(OH)-O-. Estes candidatos
podem ser avaliados usando meétodos analogos aqueles descritos
acima.

iii. Grupos de ligagéo clivaveis por acido

[00433] Em outra modalidade, um ligante clivavel compreende um
grupo de ligacao clivavel por acido. Um grupo de ligagao clivavel por
acido é um grupo de ligagao que € clivado sob condi¢des acidas. Em
modalidades preferenciais, grupos de ligacao clivaveis por acido séo
clivados em um ambiente acido com um pH de cerca de 6,5 ou menor
(por exemplo, cerca de 6,0, 5,75, 5,5, 5,25, 5,0, ou menor), ou por
agentes tais como enzimas que podem atuar como um acido geral. Em
uma célula, organelos especificos de pH baixo, tais como endossomos
e lisossomos, podem proporcionar um ambiente de clivagem para
grupos de ligacao clivaveis por acido. Exemplos de grupos de ligagao
clivaveis por acido incluem mas nao estdo limitados a hidrazonas,
ésteres, e ésteres de aminoacidos. Grupos clivaveis por acido podem
ter a formula geral -C=NN-, C(O)O, ou -OC(O). Uma modalidade
preferencial € quando o carbono anexado ao oxigénio do éster (o grupo
alcoxi) € um grupo arila, grupo alquila substituido, ou grupo alquila
terciario tal como dimetil pentila ou t-butila. Estes candidatos podem ser
avaliados usando métodos analogos aqueles descritos acima.

iv. Grupos de ligagdo a base de éster

[00434] Em outra modalidade, um ligante clivavel compreende um
grupo de ligacao clivavel a base de éster. Um grupo de ligagao clivavel
a base de éster € clivado por enzimas tais como esterases e amidases
em células. Exemplos de grupos de ligacéo clivaveis a base de éster
incluem mas n&o estdo limitados a ésteres de grupos alquileno,
alquenileno e alquinileno. Grupos de ligacao clivaveis com éster tém a

formula geral -C(O)O-, ou -OC(O)-. Estes candidatos podem ser
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avaliados usando métodos analogos aqueles descritos acima.

v. Grupos de clivagem a base de peptideo

[00435] Ainda em outra modalidade, um ligante clivavel compreende
um grupo de ligacao clivavel baseado em peptideo. Um grupo de ligacéo
clivavel baseado em peptideo é clivado por enzimas tais como
peptidases e proteases em células. Grupos de ligacao clivaveis a base
de peptideo sdo ligacdes de peptideo formadas entre aminoacidos para
originar oligopeptideos (por exemplo, dipeptideos, tripeptideos, etc.) e
polipeptideos. Grupos clivaveis baseados peptideo nao incluem o grupo
amida (-C(O)NH-). O grupo amida pode ser formado entre qualquer
alquileno, alquenileno ou alquinileno. Uma ligacao de peptideo é um tipo
especial de ligagdo amida formada entre aminoacidos para originar
peptideos e proteinas. O grupo de clivagem a base de peptideo esta
geralmente limitado a ligacdo de peptideo (isto é, a ligacdo amida)
formada entre aminoacidos originando peptideos e proteinas e nao
inclui o grupo funcional amida inteiro. Grupos de ligagao clivaveis a base
de peptideo tém a formula geral — NHCHRAC(O)NHCHRBC(O)-, em
que RA e RB sao os grupos R dos dois aminoacidos adjacentes. Estes
candidatos podem ser avaliados usando métodos analogos aqueles
descritos acima.

[00436] Em uma modalidade, um RNAI da inveng¢ao € conjugado com
um carboidrato através de um ligante. Exemplos nado limitantes de
conjugados de carboidrato de RNAi com ligantes das composicdes e

métodos da invencgao incluem, mas n&o estéo limitados a

OH OH

0 H H
HO%O\/\/\”/N\/\/N

AcHN
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(Férmula XXIV),
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(Férmula XXVI),
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(Férmula XXVII),

Ho (OH
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H@& R gyt .
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(Formula XXVIII),
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Ho OH
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Ho OH x = 1-30
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(Formula XXX), e
Ho ©OH
0 ON?\ H
HO NS SNLO X0
AcHN H 5 h N
0
O~ AL y % 0 s—s N 0
HO AN ”/\/\/\,N\go Nj(‘)/\( \/\}XO/\/ M \/{/\)\y/k
Ho OH o o x=1-30
0 H y:1_15
HO O\/\)LN\/\/\/\NJ\O z=1-20
AcHN N

(Formula XXXI),

quando um de X ou Y € um oligonucleotideo, o outro € um hidrogénio.
[00437] Em certas modalidades das composicdes e métodos da
invengdo, um ligante € um ou mais derivados de "GalNAc" (N-
acetilgalactosamina) anexados através de um ligante ramificado
bivalente ou trivalente.

[00438] Em uma modalidade, um dsRNA da invencéo é conjugado
com um ligante ramificado bivalente ou trivalente selecionado do grupo

de estruturas apresentadas em qualquer uma das formulas (XXXII) —
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(XXXV):
Formula XXXII Formula XXXIII
P:.v'\_QB:\_RZ.’\ | T2A_|L2A P"‘\-Q‘;'\-RSA | T3A_ 3A
e ] qn
Jyuu N
»2B_2B_p2B 28 | 2B 3B_\3B_p 3B 38_ 38
P=2-Q°"-R qu L \t\[’ LOBR qJBT L
P*-’\_QV-\_R‘-\ | T5A_L5A
PAA_QIAR4A | T4A_ A Ty
(14:'\ I)SH_QS]}_RSBITTSB_L5B
q-
p*B_QIBR4B] T4B_| 4B PCQPC-RC T
4B q’
q
Férmula XXXIV Férmula XXXV

em que:

g2A, 92B, q3A, q3B, g4A, g4B, g5A, g5B e g5C representam
independentemente para cada ocorréncia 0-20 e em que a unidade
repetida pode ser a mesma ou diferente;

PZA, PZB, PSA, PSB, P4A, P4B, PSA, PSB, PSC, TZA, TZB, T3A, TSB,
T4A, T*B, T4A T°B, T5C estdo cada um independentemente para cada
ocorréncia ausentes, sdo CO, NH, O, S, OC(O), NHC(O), CH2, CH2NH
ou CH20;

Q% Q%, Q*, Q%8 Q*A, Q*8, Q% Q°8, Q¢ estdo cada um
independentemente para cada ocorréncia ausentes, sdo alquileno,
alquileno substituido em que um ou mais metilenos podem estar
interrompidos ou terminados por um ou mais de O, S, S(O), SOz, N(RN),
C(R")=C(R"), C=C ou C(O);

R?A, R?B, R3A R3B R% R* R5A R%B R5C estdo cada um
independentemente para cada ocorréncia ausentes, sdo NH, O, S, CHo,
C(0)O, C(O)NH, NHCH(R®)C(0O), -C(0O)-CH(R?)-NH-, CO, CH=N-O,

R A
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J""\/s_s\f"”ou heterociclila;

L2A 2B, L3A, 3B, L4A 4B, L%A L5B e L5C representam o ligante; isto &,
cada um independentemente, para cada ocorréncia um
monossacarideo (tal como GalNAc), dissacarideo, trissacarideo,
tetrassacarideo, oligossacarideo, ou polissacarideo; e R? € H ou cadeia
lateral de um aminoacido. Derivados de GalNAc conjugantes trivalentes
sao particularmente uteis para uso com agentes de RNAI para inibicao
da expressao de um gene alvo, tal como aquelas da formula (XXXVI):
Férmula XXXVI

P.‘:’\_Qﬁ;\_RS:\ = T5A_L5A

q
PSB_QSB_RSB }T T5B_ 58

q

P\-( _(;)i( ‘_Ri( ! }TT5C_L5C
q.

em que L%, L%8 e L5C representam um monossacarideo, tal como um
derivado de GalNAc.

[00439] Exemplos de derivados de GalNAc conjugantes com grupos
ligantes ramificados bivalentes e trivalentes adequados incluem as, mas
nao estao limitados as, estruturas enumeradas acima como férmulas
VI, XI, X, e XIl.

[00440] Patentes dos E.U.A. representativas que ensinam a
preparacao de conjugados de RNA incluem as, mas nao estéo limitadas
as, Pat. dos E.U.A. N°%. 4.828.979; 4.948.882; 5.218.105; 5.525.465;
5.541.313; 5.545.730; 5.552.538; 5.578.717, 5.580.731; 5.591.584;
5.109.124; 5.118.802; 5.138.045; 5.414.077; 5.486.603; 5.512.439;
5.578.718; 5.608.046; 4.587.044; 4.605.735; 4.667.025; 4.762.779;
4.789.737; 4.824.941; 4.835.263; 4.876.335; 4.904.582; 4.958.013;
5.082.830; 5.112.963; 5.214.136; 5.082.830; 5.112.963; 5.214.136;
5.245.022; 5.254.469; 5.258.506; 5.262.536; 5.272.250; 5.292.873;
5.317.098; 5.371.241, 5.391.723; 5.416.203, 5.451.463; 5.510.475;
5.512.667; 5.514.785; 5.565.552; 5.567.810; 5.574.142; 5.585.481;
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5.587.371; 5.595.726; 5.597.696; 5.599.923; 5.599.928 e 5.688.941;
6.294.664; 6.320.017; 6.576.752; 6.783.931; 6.900.297; 7.037.646;
8.106.022, em que a totalidade do conteudo de cada uma € desse modo
incorporada aqui a titulo de referéncia.

[00441] Nao € necessario que todas as posicdes de um dado
composto sejam uniformemente modificadas, e, de fato, mais do que
uma das modificacdes acima mencionadas podem ser incorporadas em
um unico composto ou mesmo em um unico nucleosideo em um RNA..
A presente invengdo inclui também compostos de RNAi que sé&o
compostos quimeéricos.

[00442] Compostos de RNAI "quiméricos" ou "quimeras", no contexto
desta invencdo, sdo compostos de RNAI, preferencialmente dsRNAs,
que contém duas ou mais regides quimicamente distintas, cada uma
constituida por pelo menos uma unidade monomeérica, isto €, um
nucleotideo no caso de um composto de dsRNA. Estes RNAis contém
tipicamente pelo menos uma regido em que o RNA é modificado de
modo a conferir ao RNAI resisténcia aumentada a degradacéo por
nucleases, captacao celular aumentada, e/ou afinidade de ligacéo
aumentada para o acido nucleico alvo. Uma regido adicional do RNAI
pode servir de substrato para enzimas capazes de clivar hibridos
RNA:DNA ou RNA:RNA. A titulo de exemplo, RNase H & uma
endonuclease celular que cliva o filamento de RNA de um duplex
RNA:DNA. A ativacdo de RNase H, portanto, resulta em clivagem do
alvo de RNA, intensificando desse modo grandemente a eficacia da
inibicdo da expressao de genes pelo RNAIi. Consequentemente, podem
ser frequentemente obtidos resultados comparaveis com RNAis mais
curtos quando sao usados dsRNAs quiméricos, em comparagao com
desoxi dsRNAs de fosforotioato hibridando com a mesma regido alvo. A
clivagem do alvo de RNA pode ser rotineiramente detectada por

eletroforese em gel e, se necessario, técnicas associadas de hibridacéo
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de acidos nucleicos conhecidas na técnica.

[00443] Em certos casos, 0 RNA de um RNAIi pode ser modificado
por um grupo nao ligante Um numero de moléculas nao ligante foram
conjugadas com RNAis de modo a intensificar a atividade, distribuigao
celular ou captacéao celular do RNAI, e procedimentos para realizacdo
de tais conjugacdes estdo disponiveis na literatura cientifica. Tais
fragbes ndo ligante tém incluido fragdes lipidicas, tal como
colesterol(Kubo, T. et al., Biochem. Biophys. Res. Comm., 2007,
365(1):54-61; Letsinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1989,
86:6553), acido cdlico (Manoharan et al., Bioorg. Med. Chem. Lett.,
1994, 4:1053), um tioéter, por exemplo, hexil-S-tritiltiol (Manoharan et
al., Ann. N.Y. Acad. Sci., 1992, 660:306; Manoharan et al., Bioorg. Med.
Chem. Let., 1993, 3:2765), um tiocolesterol (Oberhauser et al., Nucl.
Acids Res., 1992, 20:533), uma cadeia alifatica, por exemplo,
dodecandiol ou residuos undecila(Saison-Behmoaras et al., EMBO J.,
1991, 10:111; Kabanov et al., FEBS Lett., 1990, 259:327; Svinarchuk et
al., Biochimie, 1993, 75:49), um fosfolipideo, por exemplo, di-hexadecil-
rac-glicerol ou 1,2-di-O-hexadecil-rac-glicero-3-H-fosfonato  de
trietilaménio(Manoharan et al., Tetrahedron Lett., 1995, 36:3651; Shea
et al., Nucl. Acids Res., 1990, 18:3777), uma poliamina ou uma cadeia
de polietileno glicol(Manoharan et al., Nucleosides & Nucleotides, 1995,
14:969), ou adamantano de acido acético(Manoharan et al.,
Tetrahedron Lett., 1995, 36:3651), uma fragao palmitila (Mishra et al.,
Biochim. Biophys. Acta, 1995, 1264:229), ou uma fragao octadecilamina
ou hexilamino-carbonil-oxicolesterol (Crooke et al., J. Pharmacol. Exp.
Ther., 1996, 277:923). Patentes dos Estados Unidos representativas
gue ensinam a preparacao de tais conjugados de RNA foram listadas
acima. Protocolos de conjugacéo tipicos envolvem a sintese de um RNA
transportando um ligante amino em uma ou mais posicbes da

sequéncia. O grupo amino € depois reagido com a molécula sendo
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conjugada usando reagentes apropriados de acoplamento ou ativacao.
A reacio de conjugacao pode ser realizada com o RNA ainda ligado ao
suporte solido ou apods clivagem do RNA, em fase de solugdo. A
purificacdo do conjugado de RNA por HPLC origina tipicamente o
conjugado puro.

V. Distribuicado de um RNAIi da Invengao

[00444] A administracdo de um RNAIi da invencao em uma célula, por
exemplo, uma célula em um individuo, como um individuo humano (por
exemplo, um individuo necessitado, como um individuo com uma
doenca, disturbio ou condic&do associada a infec¢cao pelo HBV) pode ser
efetuada de alguns modos diferentes. Por exemplo, a administracéo
pode ser realizada por contato de uma célula com um RNAI da invencéo
in vitro ou in vivo. A administragdo in vivo pode ser também realizada
diretamente por administragdo de uma composi¢cao compreendendo um
RNAI, por exemplo, um dsRNA, a um individuo. Alternativamente, a
administragcdo in vivo pode ser realizada indiretamente por
administracdo de um ou mais vetores que codificam e dirigem a
expressdo do RNAI. Estas alternativas sao adicionalmente discutidas
em baixo.

[00445] Em geral, qualquer método de administracdo de uma
molécula de acido nucleico (in vitro ou in vivo) pode ser adaptado para
uso com um RNAI da invengéo (ver, por exemplo, Akhtar S. and Julian
RL. (1992) Trends Cell. Biol. 2(5):139-144 e WQ094/02595, que sao
incorporados aqui por referéncia na sua totalidade). Para administracéo
in vivo, fatores a considerar para administrar uma molécula de RNAI
incluem, por exemplo, estabilidade biolégica da molécula administrada,
prevengcdo de efeitos inespecificos, e acumulo da molécula
administrada no tecido alvo. Os efeitos inespecificos de um RNAi podem
ser minimizados por administracdo local, por exemplo, por injecao ou

implantagdo direta em um tecido ou administracdo topica da
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preparacao. A administracdo local a um local de tratamento maximiza a
concentracao local do agente, limita a exposicdo do agente a tecidos
sistémicos que podem de outro modo ser danificados pelo agente ou
que podem degradar o agente, e permite uma dose total mais baixa da
molécula de RNAi a ser administrada. Varios estudos mostraram o
silenciamento bem-sucedido de produtos de gene quando um RNAi é
administrado localmente. Por exemplo se mostrou que a administracao
intraocular de um dsRNA de VEGF por injecdo intravitrea em macacos-
cinomolgos (Tolentino, MJ., et al (2004) Retina 24:132-138) e inje¢des
subretinais em camundongos (Reich, SJ., et al (2003) Mol. Vis. 9:210-
216) prevenia a neovascularizagdo em um modelo experimental da
degeneragdo macular relacionada com a idade. Adicionalmente, a
injecdo intratumoral direta de um dsRNA em camundongos reduz o
volume tumoral (Pille, J., et al (2005) Mol. Ther.11:267-274) e consegue
prolongar a sobrevivéncia de camundongos transportando tumores
(Kim, WJ., et al (2006) Mol. Ther. 14:343-350; Li, S., et al (2007) Mol.
Ther. 15:515-523). A interferéncia de RNA mostrou também sucesso
com administracdo local ao CNS por injecdo direta (Dorn, G., et al.
(2004) Nucleic Acids 32:€49; Tan, PH., et al (2005) Gene Ther. 12:59-
66; Makimura, H., et al (2002) BMC Neurosci. 3:18; Shishkina, GT., et
al (2004) Neuroscience 129:521-528; Thakker, ER., et al (2004) Proc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 101:17270-17275; Akaneya,Y., et al (2005) J.
Neurophysiol. 93:594-602) e aos pulmdes por administracido intranasal
(Howard, KA., et al (2006) Mol. Ther. 14:476-484; Zhang, X., et al (2004)
J. Biol. Chem. 279:10677-10684; Bitko, V., et al (2005) Nat. Med. 11:50-
55). Para administracdo de um RNAI sistemicamente para o tratamento
de uma doenca, o RNA pode ser modificado ou alternativamente
administrado usando um sistema de administracdo de farmacos; ambos
os métodos atuam para prevenir a degradacao rapida do dsRNA por

endo- e exonucleases in vivo. A modificacgo do RNA ou do
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transportador farmacéutico também pode permitir o direcionar a
composicdo de RNAI para o tecido alvo e evitar efeitos fora do alvo
indesejaveis. Moléculas de RNAiI podem ser modificadas por
conjugacao quimica a grupos lipofilicos, como colesterol, para aumentar
a captacao celular e prevenir a degradacédo. Por exemplo, um RNAI
dirigido contra ApoB conjugado com uma fragado de colesterol lipofilica
foi injetado sistemicamente em camundongos e resultou em
silenciamento de mRNA de apoB no figado e jejuno (Soutschek, J., et
al (2004) Nature 432:173-178). Foi mostrado que a conjugacado de um
RNAIi a um aptamero inibe o crescimento tumoral e medeia a regressao
tumoral em um modelo de camundongo de céancer da prostata
(McNamara, JO., et al (2006) Nat. Biotechnol. 24:1005-1015). Em uma
modalidade alternativa, o RNAI pode ser administrado usando sistemas
de administragdo de farmacos tais como uma nanoparticula, um
dendrimero, um polimero, lipossomos, ou um sistema de administragao
catibnico. Sistemas de administragdo catidbnicos positivamente
carregados facilitam a ligagdo de uma molécula de RNAI
(negativamente carregada) e intensificam também interagbes na
membrana celular negativamente carregada para permitir captacéo
eficaz de um RNAI pela célula. Lipideos, dendrimeros, ou polimeros
catidnicos podem ser ligados a um RNAI, ou induzidos a formar uma
vesicula ou micélio (ver, por exemplo, Kim SH., et al (2008) Journal of
Controlled Release 129(2):107-116) que encaixa um RNAi. A formacéo
de vesiculas ou micélios previne adicionalmente a degradagéo do RNAI
quando administrado sistemicamente. Métodos de produzir e
administrar complexos de RNAI catibnicos estdo bem dentro das
capacidades de um perito na técnica (ver, por exemplo, Sorensen, DR.,
et al (2003) J. Mol. Biol 327:761-766; Verma, UN., et al (2003) Clin.
Cancer Res. 9:1291-1300; Arnold, AS et al (2007) J. Hypertens. 25:197-

205, que sao aqui incorporadas por referéncia na sua totalidade). Alguns
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exemplos n&o limitativos dos sistemas de administragdo de farmacos
uteis para administracdo sistémicas de RNAis incluem DOTAP
(Sorensen, Dr., et al (2003), supra; Verma, UN., et al (2003), supra),
Oligofectamine, "solid nucleic acid lipid particles" (Zimmermann, TS., et
al (2006) Nature 441:111-114), cardiolipina (Chien, PY., et al (2005)
Cancer Gene Ther. 12:321-328; Pal, A., et al (2005) Int J. Oncol.
26:1087-1091), polietileneimina (Bonnet ME., et al (2008) Pharm. Res.
16 de agosto, publicado digitalmente antes de ser impresso; Aigner, A.
(2006) J. Biomed. Biotechnol. 71659), peptideos Arg-Gly-Asp (RGD)
(Liu, S. (2006) Mol. Pharm. 3:472-487), e poliamidoaminas (Tomalia,
DA., et al (2007) Biochem. Soc. Trans. 35:61-67; Yoo, H., et al (1999)
Pharm. Res. 16:1799-1804). Em algumas modalidades, um RNAi forma
um complexo com ciclodextrina para administragcéo sistémica. Métodos
para administracdo e composicdoes farmacéuticas de RNAis e
ciclodextrinas podem ser encontrados na Patente dos E.U.A. N°
7,427,605, que é aqui incorporada por referéncia na sua totalidade.

A. RNA:is da Invengéo codificados por Vetores

[00446] RNAi se dirigindo ao gene de HBV pode ser expresso a partir
de unidades de transcricdo inseridas em vetores de DNA ou RNA (ver,
por exemplo, Couture, A, et al., TIG. (1996), 12:5-10; Skillern, A., et al.,
Publicagdo PCT Internacional No. WO 00/22113, Conrad, Publicacéo
PCT Internacional No. WO 00/22114, e Conrad, Pat. dos E.U.A. No.
6,054,299). A expressao pode ser transiente (da ordem de horas a
semanas) ou sustentada (semanas a meses ou mais), dependendo do
construto especifico usado e do tipo de tecido ou célula alvo. Estes
transgenes podem ser introduzidos como um construto linear, um
plasmideo circular, ou um vetor viral, que pode ser um vetor integrante
ou nao integrante. O transgene pode ser também construido para
permitir que seja herdado como um plasmideo extracromossémico
(Gassmann, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1995) 92:1292).
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[00447] O filamento individual ou filamentos de um RNAi podem ser
transcritos a partir de um promotor em um vetor de expressao. Onde
dois filamentos separados sdo para serem expressos para gerar, por
exemplo, um dsRNA, dois vetores de expressao separados podem ser
cointroduzidos (por exemplo, por transfecgdo ou infecgdo) em uma
célula alvo. Alternativamente, cado filamento individual de um dsRNA
pode ser transcrito por promotores, ambos os quais estdo localizados
no mesmo plasmideo de expressdao. Em uma modalidade, um dsRNA é
expresso como polinucleotideos com repetigdes invertidas ligados por
uma sequéncia de polinucleotideos ligante tal que o dsRNA tenha uma
estrutura de haste e alga.

[00448] Vetores de expressdo de RNAI sdo geralmente plasmideos
de DNA ou vetores virais. Vetores de expressdo compativeis com
células eucaribticas, preferencialmente aqueles compativeis com
células de vertebrado, podem ser usados para produzir construtos
recombinantes para a expressdo de um RNAi como descrito aqui.
Vetores de expressao de células eucaridéticas sdo bem conhecidos na
técnica e estdo disponiveis de um numero de fontes comerciais.
Tipicamente, tais vetores sao proporcionados contendo locais de
restricdo convenientes para insercdo do segmento de acido nucleico
desejado. A administracido de vetores expressando RNAi pode ser
sistémica, tal como por administracao intravenosa ou intramuscular, por
administracdo a células alvo explantadas do paciente seguida de
reintroducdo no paciente, ou por qualquer outro meio que permita
introdugdo em uma célula alvo desejada.

[00449] Plasmideos de expressao de RNAi podem ser transfectados
em células alvo como um complexo com transportadores de lipideos
catiénicos (por exemplo, Oligofectamina) ou transportadores a base de
lipideos ndo catiénicos (por exemplo, Transit-TKO™). Multiplas

transfeccbes de lipideos para silenciamentos mediados por RNAI
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visando diferentes regides de um RNA alvo ao longo de um periodo de
uma semana ou mais estdo também contempladas pela invengdo. A
introducdo bem-sucedida de vetores em células hospedeiras pode ser
monitorizada usando varios métodos conhecidos. Por exemplo, a
transfeccao transiente pode ser sinalizada com um repérter, tal como
um marcador fluorescente, tal como Proteina Verde Fluorescente
(GFP). A transfeccao estavel de células ex vivo pode ser assegurada
usando marcadores que proporcionam a célula transfectada resisténcia
a fatores ambientais especificos (por exemplo, antibiéticos e farmacos),
tais como resisténcia a higromicina B.

[00450] Sistemas de vetores virais que podem ser utilizados com os
métodos e composigdes descritos aqui incluem mas néo estao limitados
a (a) vetores de adenovirus; (b) vetores de retrovirus, incluindo mas nao
se limitando a vetores lentivirais, virus da leucemia murina de Moloney,
etc.; (c) vetores de virus adeno-associados; (d) vetores de virus herpes
simplex; (e) vetores de SV 40; (f) vetores de virus polioma; (g) vetores
de virus papiloma; (h) vetores de picornavirus; (i) vetores de pox virus,
como ortopox, por exemplo, vetores de virus vacinia, ou avipox, por
exemplo, variola dos canarios ou variola das aves domésticas; e (j) um
adenovirus dependente de auxiliares ou "gutless". Virus deficientes
quanto a replicagdo podem ser também vantajosos. Diferentes vetores
serdo ou nao incorporados no genoma das células. Os construtos
podem incluir sequéncias virais para transfeccdo, se desejado.
Alternativamente, o construto pode ser incorporado em vetores capazes
de replicacdo epissomal, por exemplo, vetores de EPV e EBV.
Construtos para a expressao recombinante de um RNAI irdo geralmente
requerer elementos reguladores, por exemplo, promotores,
intensificadores, efc., para assegurar a expressao do RNAi em células
alvo. Outros aspectos a ter em consideracéo para vetores e construtos

sao adicionalmente descritos em baixo.
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[00451] Vetores uteis para a distribuicio de um RNAI incluirdo
elementos reguladores (promotor, intensificador, efc.) suficientes para
expressao do RNAI na célula ou tecido alvo desejado. Os elementos
reguladores podem ser escolhidos para proporcionarem expressao
constitutiva ou regulada/induzivel.

[00452] A expressao do RNAIi pode ser precisamente regulada, por
exemplo, por uso de uma sequéncia reguladora induzivel que é sensivel
a certos reguladores fisiolégicos, por exemplo, niveis de glucose em
circulagao, ou hormdnios (Docherty et al., 1994, FASEB J. 8:20-24). Tais
sistemas de expressdo induzivel, adequados para o controle da
expressdo de dsRNA em células ou em mamiferos incluem, por
exemplo, regulacdo por ecdisona, por estrogénio, progesterona,
tetraciclina, indutores quimicos da dimerizagdo, e isopropil-beta-D1-
tiogalactopiranosideo (IPTG). Uma pessoa perita na técnica seria capaz
de escolher a sequéncia reguladora/promotora apropriada com base no
uso pretendido do transgene de RNA..

[00453] Podem ser usados vetores virais que contém sequéncias de
acidos nucleicos codificando um RNAI. Por exemplo pode ser usado um
vetor retroviral Miller et al., Meth. Enzymol. 217:581-599 (1993)). Estes
vetores retrovirais contém os componentes necessarios para o
empacotamento correto do genoma viral e integragdo no DNA da célula
hospedeira. As sequéncias de acidos nucleicos codificando um RNAI
sdo clonadas em um ou mais vetores, o que facilita a administragao do
acido nucleico em um paciente. Mais detalhes sobre vetores retrovirais
podem ser encontrados, por exemplo, emBoesen et al., Biotherapy
6:291-302 (1994), que descreve o0 uso de um vetor retroviral para
administrar o gene mdr1 a células-tronco hematopoiéticas de modo a
tornar as células-tronco mais resistentes a quimioterapia. Outras
referéncias ilustrando o uso de vetores retrovirais em terapia de genes
sao: Clowes et al., J. Clin. Invest. 93:644-651 (1994); Kiem et al., Blood
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83:1467-1473 (1994); Salmons e Gunzberg, Human Gene Therapy
4:129-141 (1993); e Grossman e Wilson, Curr. Opin. in Genetics and
Devel. 3:110-114 (1993). Vetores lentivirais contemplados para uso
incluem, por exemplo, os vetores baseados em HIV descritos nas
Patentes dos E.U.A. N°%. 6,143,520; 5,665,557; e 5,981,276, que séo
aqui incorporadas por referéncia.

[00454] Adenovirus sao também contemplados para uso na
distribuicdo de RNAis da invengdo. Adenovirus sao veiculos
especialmente atrativos, por exemplo, para administragcdo de genes a
epitélios respiratorios. Os adenovirus infectam naturalmente epitélios
respiratorios onde causam uma doenca ligeira. Outros alvos de
sistemas de administracdo baseados em adenovirus sio figado, o
sistema nervoso central, células endoteliais, e musculo. Os adenovirus
tém a vantagem de serem capazes de infectar células ndo em diviséo.
Kozarsky e Wilson, Current Opinion in Genetics and Development
3:499-503 (1993) apresentam uma revisao de terapia de genes a base
de adenovirus . Bout et al., Human Gene Therapy 5:3-10 (1994)
demonstraram o uso de vetores de adenovirus para transferir genes
para o epitélio respiratério de macacos rhesus. Outros exemplos do uso
de adenovirus em terapia de genes podem ser encontrados em
Rosenfeld et al., Science 252:431-434 (1991); Rosenfeld et al., Cell
68:143-155 (1992); Mastrangeli et al., J. Clin. Invest. 91:225-234 (1993);
Publicagdo PCT WQ094/12649; e Wang, et al., Gene Therapy 2:775-783
(1995). Um vetor AV adequado para expressdo de um RNAI
apresentado na invengdo, um método para construgcdo do vetor AV
recombinante, e um método para administracdo do vetor a células alvo,
sdo descritos em Xia H et al. (2002), Nat. Biotech. 20: 1006-1010.
[00455] Vetores de virus adeno-associados (AAV) podem ser
também usados para administrar um RNAI da invengao (Walsh et al.,
Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 204:289-300 (1993); Pat. Dos E.U.A. N°
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5,436,146). Em uma modalidade, o RNAIi pode ser expresso como duas
moléculas de RNA de filamento unico complementares, separadas a
partir de um vetor AAV recombinante tendo, por exemplo, o promotor de
RNA U6 ou H1, ou o promotor do citomegalovirus (CMV). Vetores AAV
adequados para expressdo do dsRNA apresentado na invencao,
meétodos para construgdo do vetor AV recombinante, e métodos para
administracao dos vetores a células alvo sdo descritos em Samulski R
et al. (1987), J. Virol. 61: 3096-3101; Fisher K J et al. (1996), J. Virol, 70:
520-532; Samulski R et al. (1989), J. Virol. 63: 3822-3826; Pat. dos
E.U.A. N° 5,252,479; Pat. dos E.U.A. N° 5,139,941; Pedido de Patente
Internacional N° WO 94/13788; e Pedido de Patente Internacional N°
WO 93/24641, as divulgagdes inteiras dos quais sao aqui incorporadas
por referéncia.

[00456] Outro vetor viral adequado para distribuicdo de um RNAI da
invengao € um virus da variola tal como um virus vacinia, por exemplo
uma vacinia atenuada tal como Virus Ancara Modificado (MVA) ou
NYVAC, um avipox tal como variola das aves domésticas ou variola dos
canarios.

[00457] O tropismo dos vetores virais pode ser modificado por
pseudotipagem dos vetores com proteinas do envelope ou outros
antigenos de superficie de outros virus, ou por substituigcao de diferentes
proteinas da capside viral, como apropriado. Por exemplo, os vetores
lentivirais podem ser pseudotipados com proteinas de superficie do
virus da estomatite vesicular (VSV), raiva, Ebola, Mokola, e similares.
Os vetores AAV podem ser preparados para visarem células diferentes
por manipulagao dos vetores para expressarem diferentes serotipos de
proteinas da capside; ver, por exemplo,Rabinowitz J E et al. (2002), J
Virol 76:791-801, a divulgacao inteira do qual € aqui incorporada por
referéncia.

[00458] A preparagao farmacéutica de um vetor pode incluir o vetor
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em um diluente aceitavel, ou pode incluir uma matriz de liberacao lenta
na qual o veiculo de distribuicio de genes estd embebido.
Alternativamente, onde o vetor completo de administracdo de genes
puder ser produzido intacto a partir de células recombinantes, por
exemplo, vetores retrovirais, a preparac¢ao farmacéutica pode incluir
uma ou mais ceélulas que produzem o sistema de administracdo de
genes.

VI. Composi¢oes Farmacéuticas da Invengao

[00459] A presente invengcao inclui também composicdes e
formulacdes farmacéuticas que incluem os RNAIs da invencdo. Em uma
modalidade sao proporcionadas aqui composi¢cdes farmacéuticas
contendo um RNAi, como descrito aqui, e um transportador
farmaceuticamente aceitavel. As composi¢des farmacéuticas contendo
o RNAI sdo uteis para tratamento de uma doenga ou disturbio associado
a expressdo ou atividade de um gene HBV. Tais composicdes
farmacéuticas sao formuladas com base no modo de administragdo. Um
exemplo €& composi¢cdes que sao formuladas para administracao
sistémica através de administracdo parenteral, por exemplo, por
administracdo subcutanea (SC) ou intravenosa (1V). Outro exemplo é
composi¢cdées que sao formuladas para administragdo direta no
parénquima do cérebro, por exemplo, por infusdo no cérebro, tal como
por infusdo continua com bomba. As composicdes farmacéuticas da
invengao podem ser administradas em dosagens suficientes para inibir
a expressdo de um gene HBV.

[00460] Em uma modalidade, um agente de RNAI da invengao é
administrado a um individuo como uma dose baseada no peso. Uma
"dose baseada no peso" (por exemplo, uma dose em mg/kg) € uma dose
do agente RNAI que mudara dependendo do peso do individuo. Em
outra modalidade, um agente de RNAi € administrado a um individuo

como uma dose fixa. Uma "dose fixa" (por exemplo, uma dose em mg)
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significa que uma dose de um agente de RNAI é usada para todos os
individuos, independentemente de quaisquer fatores especificos
relacionados com o individuo, tais como o peso. Em uma modalidade
particular, uma dose fixa de um agente de RNAI da invencéo baseia-se
em um peso ou idade predeterminados.

[00461] Em geral, uma dose adequada de um RNAI da invencao
estara na gama de cerca de 0,001 a cerca de 200,0 miligramas por
quilograma de peso corporal do receptor por dia, geralmente na gama
de cerca de 1 a 50 mg por quilograma de peso corporal por dia. Por
exemplo, o dsRNA pode ser administrado a cerca de 0,01 mg/kg, cerca
de 0,05 mg/kg, cerca de 0,5 mg/kg, cerca de 1 mg/kg, cerca de 1,5
mg/kg, cerca de 2 mg/kg, cerca de 3 mg/kg, cerca de 10 mg/kg, cerca
de 20 mg/kg, cerca de 30 mg/kg, cerca de 40 mg/kg, ou cerca de 50
mg/kg por dose unica.

[00462] Por exemplo, o dsRNA pode ser administrado em uma dose
de cerca de 0,1, 0,2, 0,3,0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8,0,9,1, 1,1, 1,2, 1,3, 1,4,
1,5,16,1,7,18,19,2,21,22,23,24,25,26, 27,2829, 3, 31,
3,2,33,34,35,36,3,7,3,8,39,4,41,42,43,4/4,45,4,6,4,7,4,8,
49,5,51,52,53,54,55,5,6,57,5,8, 5,9, 6, 6,1, 6,2, 6,3, 6,4, 6,5,
6,6,6,7,68,69,7,71,72,73,74,75,76,7,7,7,8,7,9, 8, 81, 8,2,
8,3,84,8,5,8,6,8,7,88,8,9,9,9,1,9,2,93,94,9,5,9,6,9,7,9,8, 9,9,
ou de cerca de 10 mg/kg. E também pretendido que valores e gamas
intermédios dos valores recitados sejam parte desta invengao.

[00463] Em outra modalidade, o dsRNA € administrado em uma dose
ao redor de 0,1 a cerca de 50 mg/kg, cerca de 0,25 a cerca de 50 mg/kg,
cerca de 0,5 a cerca de 50 mg/kg, cerca de 0,75 a cerca de 50 mg/kg,
cerca de 1 a cerca de 50 mg/kg, cerca de 1,5 a cerca de 50 mg/kg, cerca
de 2 a cerca de 50 mg/kg, cerca de 2,5 a cerca de 50 mg/kg, cerca de 3
a cerca de 50 mg/kg, cerca de 3,5 a cerca de 50 mg/kg, cerca de 4 a

cerca de 50 mg/kg, cerca de 4,5 a cerca de 50 mg/kg, cerca de 5 a cerca
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de 50 mg/kg, cerca de 7,5 a cerca de 50 mg/kg, cerca de 10 a cerca de

50 mg/kg, cerca de 15 a cerca de 50 mg/kg, cerca de 20 a cerca de 50

mg/kg,
mg/kg,
mg/kg,
mg/kg,
mg/kg,
mg/kg,
mg/kg,
mg/kg,
mg/kg,
mg/kg,
mg/kg,
mg/kg,
mg/kg,
mg/kg,
mg/kg,
mg/kg,
mg/kg,
mg/kg,
mg/kg,
mg/kg,
mg/kg,
mg/kg,
mg/kg,
mg/kg,
mg/kg,
mg/kg,
mg/kg,
mg/kg,

cerca de 20 a cerca de 50 mg/kg, cerca de 25 a cerca de 50
cerca de 25 a cerca de 50 mg/kg, cerca de 30 a cerca de 50
cerca de 35 a cerca de 50 mg/kg, cerca de 40 a cerca de 50
cerca de 45 a cerca de 50 mg/kg, cerca de 0,1 a cerca de 45
cerca de 0,25 a cerca de 45 mg/kg, cerca de 0,5 a cerca de 45
cerca de 0,75 a cerca de 45 mg/kg, cerca de 1 a cerca de 45
cerca de 1,5 a cerca de 45 mg/kg, cerca de 2 a cerca de 45
cerca de 2,5 a cerca de 45 mg/kg, cerca de 3 a cerca de 45
cerca de 3,5 a cerca de 45 mg/kg, cerca de 4 a cerca de 45
cerca de 4,5 a cerca de 45 mg/kg, cerca de 5 a cerca de 45
cerca de 7,5 a cerca de 45 mg/kg, cerca de 10 a cerca de 45
cerca de 15 a cerca de 45 mg/kg, cerca de 20 a cerca de 45
cerca de 20 a cerca de 45 mg/kg, cerca de 25 a cerca de 45
cerca de 25 a cerca de 45 mg/kg, cerca de 30 a cerca de 45
cerca de 35 a cerca de 45 mg/kg, cerca de 40 a cerca de 45
cerca de 0,1 a cerca de 40 mg/kg, cerca de 0,25 a cerca de 40
cerca de 0,5 a cerca de 40 mg/kg, cerca de 0,75 a cerca de 40
cerca de 1 a cerca de 40 mg/kg, cerca de 1,5 a cerca de 40
cerca de 2 a cerca de 40 mg/kg, cerca de 2,5 a cerca de 40
cerca de 3 a cerca de 40 mg/kg, cerca de 3,5 a cerca de 40
cerca de 4 a cerca de 40 mg/kg, cerca de 4,5 a cerca de 40
cerca de 5 a cerca de 40 mg/kg, cerca de 7,5 a cerca de 40
cerca de 10 a cerca de 40 mg/kg, cerca de 15 a cerca de 40
cerca de 20 a cerca de 40 mg/kg, cerca de 20 a cerca de 40
cerca de 25 a cerca de 40 mg/kg, cerca de 25 a cerca de 40
cerca de 30 a cerca de 40 mg/kg, cerca de 35 a cerca de 40
cerca de 0,1 a cerca de 30 mg/kg, cerca de 0,25 a cerca de 30

cerca de 0,5 a cerca de 30 mg/kg, cerca de 0,75 a cerca de 30
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mg/kg, cerca de 1 a cerca de 30 mg/kg, cerca de 1,5 a cerca de 30
mg/kg, cerca de 2 a cerca de 30 mg/kg, cerca de 2,5 a cerca de 30
mg/kg, cerca de 3 a cerca de 30 mg/kg, cerca de 3,5 a cerca de 30
mg/kg, cerca de 4 a cerca de 30 mg/kg, cerca de 4,5 a cerca de 30
mg/kg, cerca de 5 a cerca de 30 mg/kg, cerca de 7,5 a cerca de 30
mg/kg, cerca de 10 a cerca de 30 mg/kg, cerca de 15 a cerca de 30
mg/kg, cerca de 20 a cerca de 30 mg/kg, cerca de 20 a cerca de 30
mg/kg, cerca de 25 a cerca de 30 mg/kg, cerca de 0,1 a cerca de 20
mg/kg, cerca de 0,25 a cerca de 20 mg/kg, cerca de 0,5 a cerca de 20
mg/kg, cerca de 0,75 a cerca de 20 mg/kg, cerca de 1 a cerca de 20
mg/kg, cerca de 1,5 a cerca de 20 mg/kg, cerca de 2 a cerca de 20
mg/kg, cerca de 2,5 a cerca de 20 mg/kg, cerca de 3 a cerca de 20
mg/kg, cerca de 3,5 to cerca de 20 mg/kg, cerca de 4 to cerca de 20
mg/kg, cerca de 4,5 to cerca de 20 mg/kg, cerca de 5 to cerca de 20
mg/kg, cerca de 7,5 to cerca de 20 mg/kg, cerca de 10 to cerca de 20
mg/kg, ou cerca de 15 a cerca de 20 mg/kg. E também pretendido que
valores e gamas intermédios dos valores recitados sejam parte desta
invencao.

[00464] Por exemplo, o dsRNA pode ser administrado em uma dose
de cerca de 0,01, 0,02, 0,03, 0,04, 0,05, 0,06, 0,07, 0,08, 0,09, 0,1, 0,2,
0,3,04,05,06,0,7,0,8,09,1,1,1,1,2,13,1,4,1,5,1,6,1,7, 1,8, 1,9,
2,21,22,23,24,25,26,2,7,28,2,9, 3, 31,3,2, 3,3, 34, 3,5, 3,6,
3,7,38,39,4,41,42,43,44,45,4,6,4,7,4,8,4,9,5,5,1,5,2, 5,3,
54,55,56,57,58,5,9,6,6,1,6,2, 6,3, 6,4, 6,5, 6,6, 6,7, 6,8, 6,9, 7,
71,72,73,74,75,76,7,7,78,7,9, 8, 8,1, 8,2,8,3,84, 8,5, 8,6, 8,7,
8,8,8,9, 9, 91,92, 93, 94, 9,5, 9,6, 9,7, 9,8, 9,9, ou de cerca de 10
mg/kg. E também pretendido que valores e gamas intermédios dos
valores recitados sejam parte desta invencao.

[00465] Em outra modalidade, o dsRNA & administrado em uma dose

ao redor de 0,5 até cerca de 50 mg/kg, cerca de 0,75 até cerca de 50
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mg/kg, cerca de 1 até cerca de 50 mg/kg, cerca de 1,5 até cerca de 50
mg/kg, cerca de 2 até cerca de 50 mg/kg, cerca de 2,5 até cerca de 50
mg/kg, cerca de 3 até cerca de 50 mg/kg, cerca de 3,5 até cerca de 50
mg/kg, cerca de 4 até cerca de 50 mg/kg, cerca de 4,5 até cerca de 50
mg/kg, cerca de 5 até cerca de 50 mg/kg, cerca de 7,5 até cerca de 50
mg/kg, cerca de 10 até cerca de 50 mg/kg, cerca de 15 até cerca de 50
mg/kg, cerca de 20 até cerca de 50 mg/kg, cerca de 20 até cerca de 50
mg/kg, cerca de 25 até cerca de 50 mg/kg, cerca de 25 até cerca de 50
mg/kg, cerca de 30 até cerca de 50 mg/kg, cerca de 35 até cerca de 50
mg/kg, cerca de 40 até cerca de 50 mg/kg, cerca de 45 até cerca de 50
mg/kg, cerca de 0,5 até cerca de 45 mg/kg, cerca de 0,75 até cerca de
45 mg/kg, cerca de 1 até cerca de 45 mg/kg, cerca de 1,5 até cerca de
45 mg/kg, cerca de 2 até cerca de 45 mg/kg, cerca de 2,5 até cerca de
45 mg/kg, cerca de 3 até cerca de 45 mg/kg, cerca de 3,5 até cerca de
45 mg/kg, cerca de 4 até cerca de 45 mg/kg, cerca de 4,5 até cerca de
45 mg/kg, cerca de 5 até cerca de 45 mg/kg, cerca de 7,5 até cerca de
45 mg/kg, cerca de 10 até cerca de 45 mg/kg, cerca de 15 até cerca de
45 mg/kg, cerca de 20 até cerca de 45 mg/kg, cerca de 20 até cerca de
45 mg/kg, cerca de 25 até cerca de 45 mg/kg, cerca de 25 até cerca de
45 mg/kg, cerca de 30 até cerca de 45 mg/kg, cerca de 35 até cerca de
45 mg/kg, cerca de 40 até cerca de 45 mg/kg, cerca de 0,5 até cerca de
40 mg/kg, cerca de 0,75 até cerca de 40 mg/kg, cerca de 1 até cerca de
40 mg/kg, cerca de 1,5 até cerca de 40 mg/kg, cerca de 2 até cerca de
40 mg/kg, cerca de 2,5 até cerca de 40 mg/kg, cerca de 3 até cerca de
40 mg/kg, cerca de 3,5 até cerca de 40 mg/kg, cerca de 4 até cerca de
40 mg/kg, cerca de 4,5 até cerca de 40 mg/kg, cerca de 5 até cerca de
40 mg/kg, cerca de 7,5 até cerca de 40 mg/kg, cerca de 10 até cerca de
40 mg/kg, cerca de 15 até cerca de 40 mg/kg, cerca de 20 até cerca de
40 mg/kg, cerca de 20 até cerca de 40 mg/kg, cerca de 25 até cerca de

40 mg/kg, cerca de 25 até cerca de 40 mg/kg, cerca de 30 até cerca de
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40 mg/kg, cerca de 35 até cerca de 40 mg/kg, cerca de 0,5 até cerca de
30 mg/kg, cerca de 0,75 até cerca de 30 mg/kg, cerca de 1 até cerca de
30 mg/kg, cerca de 1,5 até cerca de 30 mg/kg, cerca de 2 até cerca de
30 mg/kg, cerca de 2,5 até cerca de 30 mg/kg, cerca de 3 até cerca de
30 mg/kg, cerca de 3,5 até cerca de 30 mg/kg, cerca de 4 até cerca de
30 mg/kg, cerca de 4,5 até cerca de 30 mg/kg, cerca de 5 até cerca de
30 mg/kg, cerca de 7,5 até cerca de 30 mg/kg, cerca de 10 até cerca de
30 mg/kg, cerca de 15 até cerca de 30 mg/kg, cerca de 20 até cerca de
30 mg/kg, cerca de 20 até cerca de 30 mg/kg, cerca de 25 até cerca de
30 mg/kg, cerca de 0,5 até cerca de 20 mg/kg, cerca de 0,75 até cerca
de 20 mg/kg, cerca de 1 até cerca de 20 mg/kg, cerca de 1,5 até cerca
de 20 mg/kg, cerca de 2 até cerca de 20 mg/kg, cerca de 2,5 até cerca
de 20 mg/kg, cerca de 3 até cerca de 20 mg/kg, cerca de 3,5 até cerca
de 20 mg/kg, cerca de 4 até cerca de 20 mg/kg, cerca de 4,5 até cerca
de 20 mg/kg, cerca de 5 até cerca de 20 mg/kg, cerca de 7,5 até cerca
de 20 mg/kg, cerca de 10 até cerca de 20 mg/kg, ou cerca de 15 até
cerca de 20 mg/kg. Em uma modalidade, o dsRNA é administrado em
uma dose ao redor de 10 mg/kg a cerca de 30 mg/kg. E também
pretendido que valores e gamas intermédios dos valores recitados
sejam parte desta invencéo.

[00466] Por exemplo, aos individuos podem ser administrados, por
exemplo, por via subcutanea ou por via intravenosa, uma quantidade
terapéutica unica de RNAI, tais como cerca de 0,1, 0,125, 0,15, 0,175,
0,2, 0,225, 0,25, 0,275, 0,3, 0,325, 0,35, 0,375, 0,4, 0,425, 0,45, 0,475,
0,5, 0,525, 0,55, 0,575, 0,6, 0,625, 0,65, 0,675, 0,7, 0,725, 0,75, 0,775,
0,8, 0,825, 0,85, 0,875, 0,9, 0,925, 0,95, 0,975, 1, 1,1, 1,2, 1,3, 1,4, 1,5,
1,6,1,7,18,19,2,21,22,23,24,25,26, 27,28, 29,3, 31, 3,2,
3,3,34,35,36,3,7,38,39,4,41,42,43,44,45,46,4,7,4,8, 4,9,
5,51,52,53,54,55,5,6,57,5,8,5,9, 6, 6,1, 6,2, 6,3, 6,4, 6,5, 6,6,
6,7,68,69,7,71,72,73,74,75,76,7,7,7,8,7,9, 8, 8,11, 8,2, 83,
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8,4,8,5,8,6,8,7,38,8,8,9,9,9,1,9,2,9,3, 94, 9,5,9,6, 9,7, 9,8, 9,9, 10,
10,5, 11, 11,5, 12, 12,5, 13, 13,5, 14, 14,5, 15, 15,5, 16, 16,5, 17, 17,5,
18, 18,5, 19, 19,5, 20, 20,5, 21, 21,5, 22, 22,5, 23, 23,5, 24, 24,5, 25,
25,5, 26, 26,5, 27, 27,5, 28, 28,5, 29, 29,5, 30, 31, 32, 33, 34, 34, 35,
36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, ou cerca de 50
mg/kg. E também pretendido que valores e gamas intermédios dos
valores recitados sejam parte desta invencao.

[00467] Em algumas modalidades, sdo administradas aos individuos,
por exemplo, por via subcutanea ou por via intravenosa, doses multiplas
de uma quantidade terapéutica de RNAI, tais como uma dose de cerca
de0,1, 0,125, 0,15, 0,175, 0,2, 0,225, 0,25, 0,275, 0,3, 0,325, 0,35,
0,375, 0,4, 0,425, 0,45, 0,475, 0,5, 0,525, 0,55, 0,575, 0,6, 0,625, 0,65,
0,675, 0,7, 0,725, 0,75, 0,775, 0,8, 0,825, 0,85, 0,875, 0,9, 0,925, 0,95,
0,975,1,1,1,1,2,1,3,14,15,16,1,7,1,8,1,9,2,2,1,2,2,2,3, 2,4, 2,5,
2,6,2,7,28,2)9,3,31,3,2,3,3,34,35, 3,6,3,7,38,39,4,41,4,2,
43,44,45,46,4,7,48,49,5,5,1,5,2,53,54,5,5,5,6,5,7,5,8, 5,9,
6, 6,1, 6,2, 6,3, 6,4,6,5,6,6,6,7,6,8,6,9,7,7,1,7,2,7,3,7,4,7,5, 7,6,
77,78,7)9,8,8,1,8,.2,8,3, 84,8,5, 8,6, 8,7, 88, 8,9,9, 9,1, 9,2, 9,3,
9,4,9,5,96,9,7,98,9,9, 10, 10,5, 11, 11,5, 12, 12,5, 13, 13,5, 14, 14,5,
15, 15,5, 16, 16,5, 17, 17,5, 18, 18,5, 19, 19,5, 20, 20,5, 21, 21,5, 22,
22,5, 23, 23,5, 24, 24,5, 25, 25,5, 26, 26,5, 27, 27,5, 28, 28,5, 29, 29,5,
30, 31, 32, 33, 34, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47,
48, 49, ou cerca de 50 mg/kg. Um regime multidoses pode incluir
administracdo de uma quantidade terapéutica de RNAi diariamente, tal
como durante dois dias, trés dias, quatro dias, cinco dias, seis dias, sete
dias, ou mais longo.

[00468] Em outras modalidades, é administrada aos individuos, por
exemplo, por via subcutanea ou por via intravenosa, uma dose repetida
de uma quantidade terapéutica de RNAI, tal como uma dose de cerca
de0,1, 0,125, 0,15, 0,175, 0,2, 0,225, 0,25, 0,275, 0,3, 0,325, 0,35,
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0,375, 0,4, 0,425, 0,45, 0,475, 0,5, 0,525, 0,55, 0,575, 0,6, 0,625, 0,65,
0,675, 0,7, 0,725, 0,75, 0,775, 0,8, 0,825, 0,85, 0,875, 0,9, 0,925, 0,95,
0,975,1,1,1,1,2,1,3,14,15,16,1,7,1,8,1,9,2,2,1,2,2,2,3,2,4, 2,5,
2,6,2,7,28,29,3,31,3,2,3,3,34,35, 3,6,3,7,38,39,4,41,4,2,
43,44,45,46,4,7,48,49,5,51,5,2,53,54,5,5,5,6,5,7,5,8, 5,9,
6, 6,1, 6,2, 6,3,6,4,6,5,6,6,6,7,6,8,6,9,7,7,1,7,2,7,3,7,4,7,5, 7,6,
77,78,7)9,8,8,1,8,2,8,3, 84,8,5, 8,6, 8,7, 8,8,8,9,9, 9,1, 9,2, 9,3,
9,4,9,5,96,9,7,98,9,9, 10, 10,5, 11, 11,5, 12, 12,5, 13, 13,5, 14, 14,5,
15, 15,5, 16, 16,5, 17, 17,5, 18, 18,5, 19, 19,5, 20, 20,5, 21, 21,5, 22,
22,5, 23, 23,5, 24, 24,5, 25, 25,5, 26, 26,5, 27, 27,5, 28, 28,5, 29, 29,5,
30, 31, 32, 33, 34, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47,
48, 49, ou cerca de 50 mg/kg. Um regime de dose repetida pode incluir
administracdo de uma quantidade terapéutica de RNAi em uma base
regular, tal como a cada dois dias, a cada trés dias, a cada quatro dias,
a cada cinco dias, duas vezes por semana, uma vez por semana, a cada
dois meses, ou uma vez por més.

[00469] Em certas modalidades, por exemplo, quando uma
composicao da invencao compreende um dsRNA como descrito aqui e
um lipideo, pode ser administrada aos individuos uma quantidade
terapéutica de RNAI, tal como cerca de 0,01 mg/kg a cerca de 5 mg/kg,
cerca de 0,01 mg/kg a cerca de 10 mg/kg, cerca de 0,05 mg/kg a cerca
de 5 mg/kg, cerca de 0,05 mg/kg a cerca de 10 mg/kg, cerca de 0,1
mg/kg a cerca de 5 mg/kg, cerca de 0,1 mg/kg a cerca de 10 mg/kg,
cerca de 0,2 mg/kg a cerca de 5 mg/kg, cerca de 0,2 mg/kg a cerca de
10 mg/kg, cerca de 0,3 mg/kg a cerca de 5 mg/kg, cerca de 0,3 mg/kg a
cerca de 10 mg/kg, cerca de 0,4 mg/kg a cerca de 5 mg/kg, cerca de 0,4
mg/kg a cerca de 10 mg/kg, cerca de 0,5 mg/kg a cerca de 5 mg/kg,
cerca de 0,5 mg/kg a cerca de 10 mg/kg, cerca de 1 mg/kg a cerca de 5
mg/kg, cerca de 1 mg/kg a cerca de 10 mg/kg, cerca de 1,5 mg/kg a

cerca de 5 mg/kg, cerca de 1,5 mg/kg a cerca de 10 mg/kg, cerca de 2
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mg/kg a cerca de 2,5 mg/kg, cerca de 2 mg/kg a cerca de 10 mg/kg,
cerca de 3 mg/kg a cerca de 5 mg/kg, cerca de 3 mg/kg a cerca de 10
mg/kg, cerca de 3,5 mg/kg a cerca de 5 mg/kg, cerca de 4 mg/kg a cerca
de 5 mg/kg, cerca de 4,5 mg/kg a cerca de 5 mg/kg, cerca de 4 mg/kg a
cerca de 10 mg/kg, cerca de 4,5 mg/kg a cerca de 10 mg/kg, cerca de 5
mg/kg a cerca de 10 mg/kg, cerca de 5,5 mg/kg a cerca de 10 mg/kg,
cerca de 6 mg/kg a cerca de 10 mg/kg, cerca de 6,5 mg/kg a cerca de
10 mg/kg, cerca de 7 mg/kg a cerca de 10 mg/kg, cerca de 7,5 mg/kg a
cerca de 10 mg/kg, cerca de 8 mg/kg a cerca de 10 mg/kg, cerca de 8,5
mg/kg a cerca de 10 mg/kg, cerca de 9 mg/kg a cerca de 10 mg/kg, ou
cerca de 9,5 mg/kg a cerca de 10 mg/kg. E também pretendido que
valores e gamas intermédios dos valores recitados sejam parte desta
invencao.

[00470] Por exemplo, o dsRNA pode ser administrado em uma dose
de cerca de 0,1, 0,2, 0,3,0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8,0,9,1, 1,1, 1,2, 1,3, 1,4,
1,5,16,1,7,18,19, 2,21, 22,23, 24,25,26, 27,2829, 3, 31,
3,2,33,34,35,36,3,7,3,8,39,4,41,42,43,4/4,45,4,6,4,7,4,8,
49,5,51,52,53,54,55,5,6,57,5,8, 5,9, 6, 6,1, 6,2, 6,3, 6,4, 6,5,
6,6,6,7,68,69,7,71,72,73,74,75,76,7,7,7,8,7,9, 8, 81, 8,2,
8,3,84,8,5,8,6,8,7,838,8,9,9,9,1,9,2,93,94,9,5,9,6,9,7,9,8, 9,9,
ou de cerca de 10 mg/kg. E também pretendido que valores e gamas
intermédios dos valores recitados sejam parte desta invengao.

[00471] Em certas modalidades da invencgao, por exemplo, quando
um agente de RNAI de fita dupla inclui uma modificagao (por exemplo,
um ou mais motivos de trés modificagdes idénticas em trés nucleotideos
consecutivos), incluindo um tal motivo no ou perto do local de clivagem
do agente, seis ligacdes fosforotioato, e um ligante, tal agente é
administrado em uma dose ao redor de 0,01 a cerca de 0,5 mg/kg, cerca
de 0,01 a cerca de 0,4 mg/kg, cerca de 0,01 a cerca de 0,3 mg/kg, cerca

de 0,01 a cerca de 0,2 mg/kg, cerca de 0,01 a cerca de 0,1 mg/kg, cerca
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de 0,01 mg/kg a cerca de 0,09 mg/kg, cerca de 0,01 mg/kg a cerca de
0,08 mg/kg, cerca de 0,01 mg/kg a cerca de 0,07 mg/kg, sobre 0,01
mg/kg a cerca de 0,06 mg/kg, cerca de 0,01 mg/kg a cerca de 0,05
mg/kg, cerca de 0,02 a cerca de 0,5 mg/kg, cerca de 0,02 a cerca de 0,4
mg/kg, cerca de 0,02 a cerca de 0,3 mg/kg, cerca de 0,02 a cerca de 0,2
mg/kg, cerca de 0,02 a cerca de 0,1 mg/kg, cerca de 0,02 mg/kg a cerca
de 0,09 mg/kg, cerca de 0,02 mg/kg a cerca de 0,08 mg/kg, cerca de
0,02 mg/kg a cerca de 0,07 mg/kg, cerca de 0,02 mg/kg a cerca de 0,06
mg/kg, cerca de 0,02 mg/kg a cerca de 0,05 mg/kg, cerca de 0,03 a
cerca de 0,5 mg/kg, cerca de 0,03 a cerca de 0,4 mg/kg, cerca de 0,03
a cerca de 0,3 mg/kg, cerca de 0,03 a cerca de 0,2 mg/kg, cerca de 0,03
a cerca de 0,1 mg/kg, cerca de 0,03 mg/kg a cerca de 0,09 mg/kg, cerca
de 0,03 mg/kg a cerca de 0,08 mg/kg, cerca de 0,03 mg/kg a cerca de
0,07 mg/kg, cerca de 0,03 mg/kg a cerca de 0,06 mg/kg, cerca de 0,03
mg/kg a cerca de 0,05 mg/kg, cerca de 0,04 a cerca de 0,5 mg/kg, cerca
de 0,04 a cerca de 0,4 mg/kg, cerca de 0,04 a cerca de 0,3 mg/kg, cerca
de 0,04 a cerca de 0,2 mg/kg, cerca de 0,04 a cerca de 0,1 mg/kg, cerca
de 0,04 mg/kg a cerca de 0,09 mg/kg, cerca de 0,04 mg/kg a cerca de
0,08 mg/kg, cerca de 0,04 mg/kg a cerca de 0,07 mg/kg, cerca de 0,04
mg/kg a cerca de 0,06 mg/kg, cerca de 0,05 a cerca de 0,5 mg/kg, cerca
de 0,05 a cerca de 0,4 mg/kg, cerca de 0,05 a cerca de 0,3 mg/kg, cerca
de 0,05 a cerca de 0,2 mg/kg, cerca de 0,05 a cerca de 0,1 mg/kg, cerca
de 0,05 mg/kg a cerca de 0,09 mg/kg, cerca de 0,05 mg/kg a cerca de
0,08 mg/kg, ou cerca de 0,05 mg/kg a cerca de 0,07 mg/kg. E também
pretendido que valores e gamas intermédios dos valores recitados
anteriores sejam parte desta invencao, por exemplo, o agente de RNAI
pode ser administrado ao individuo em uma dose ao redor de 0,015
mg/kg a cerca de 0,45 mg/kg.

[00472] Por exemplo, o agente de RNAI, por exemplo o agente de

RNAi em uma composigao farmacéutica pode ser administrado em uma
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dose ao redor de 0,01 mg/kg, 0,0125 mg/kg, 0,015 mg/kg, 0,0175 mg/kg,
0,02 mg/kg, 0,0225 mg/kg, 0,025 mg/kg, 0,0275 mg/kg, 0,03 mg/kg,
0,0325 mg/kg, 0,035 mg/kg, 0,0375 mg/kg, 0,04 mg/kg, 0,0425 mg/kg,
0,045 mg/kg, 0,0475 mg/kg, 0,05 mg/kg, 0,0525 mg/kg, 0,055 mg/kg,
0,0575 mg/kg, 0,06 mg/kg, 0,0625 mg/kg, 0,065 mg/kg, 0,0675 mg/kg,
0,07 mg/kg, 0,0725 mg/kg, 0,075 mg/kg, 0,0775 mg/kg, 0,08 mg/kg,
0,0825 mg/kg, 0,085 mg/kg, 0,0875 mg/kg, 0,09 mg/kg, 0,0925 mg/kg,
0,095 mg/kg, 0,0975 mg/kg, 0,1 mg/kg, 0,125 mg/kg, 0,15 mg/kg, 0,175
mg/kg, 0,2 mg/kg, 0,225 mg/kg, 0,25 mg/kg, 0,275 mg/kg, 0,3 mg/kg,
0,325 mg/kg, 0,35 mg/kg, 0,375 mg/kg, 0,4 mg/kg, 0,425 mg/kg, 0,45
mg/kg, 0,475 mg/kg, ou cerca de 0,5 mg/kg. E também pretendido que
valores intermédios dos valores recitados anteriores sejam parte desta
invencao.

[00473] Em algumas modalidades, o agente de RNAi é administrado
como uma dose fixa de entre 100 mg a cerca de 900 mg, por exemplo
entre cerca de 100 mg a cerca de 850 mg, entre cerca de 100 mg a
cerca de 800 mg, entre cerca de 100 mg a cerca de 750 mg, entre cerca
de 100 mg a cerca de 700 mg, entre cerca de 100 mg a cerca de 650
mg, entre cerca de 100 mg a cerca de 600 mg, entre cerca de 100 mg a
cerca de 550 mg, entre cerca de 100 mg a cerca de 500 mg, entre cerca
de 200 mg a cerca de 850 mg, entre cerca de 200 mg a cerca de 800
mg, entre cerca de 200 mg a cerca de 750 mg, entre cerca de 200 mg a
cerca de 700 mg, entre cerca de 200 mg a cerca de 650 mg, entre cerca
de 200 mg a cerca de 600 mg, entre cerca de 200 mg a 550 mg, entre
cerca de 200 mg a cerca de 500 mg, entre cerca de 300 mg a cerca de
850 mg, entre cerca de 300 mg a cerca de 800 mg, entre cerca de 300
mg a cerca de 750 mg, entre cerca de 300 mg a cerca de 700 mg, entre
cerca de 300 mg a cerca de 650 mg, entre cerca de 300 mg a cerca de
600 mg, entre cerca de 300 mg a cerca de 550 mg, entre cerca de 300

mg a cerca de 500 mg, entre cerca de 400 mg a cerca de 850 mg, entre
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cerca de 400 mg a cerca de 800 mg, entre cerca de 400 mg a cerca de
750 mg, entre cerca de 400 mg a cerca de 700 mg, entre cerca de 400
mg a cerca de 650 mg, entre cerca de 400 mg a cerca de 600 mg, entre
cerca de 400 mg a cerca de 550 mg ou entre cerca de 400 mg a cerca
de 500 mg.

[00474] Em algumas modalidades, o agente de RNAIi é administrado
como uma dose fixa de cerca de 100 mg, cerca de 125 mg, cerca de
150 mg, cerca de 175 mg, 200 mg, cerca de 225 mg, cerca de 250 mg,
cerca de 275 mg, cerca de 300 mg, cerca de 325 mg, cerca de 350 mg,
cerca de 375 mg, cerca de 400 mg, cerca de 425 mg, cerca de 450 mg,
cerca de 475 mg, cerca de 500 mg, cerca de 525 mg, cerca de 550 mg,
cerca de 575 mg, cerca de 600 mg, cerca de 625 mg, cerca de 650 mg,
cerca de 675 mg, cerca de 700 mg, cerca de 725 mg, cerca de 750 mg,
cerca de 775 mg, cerca de 800 mg, cerca de 825 mg, cerca de 850 mg,
cerca de 875 mg ou cerca de 900 mg.

[00475] A composicao farmacéutica pode ser administrada por
infus&o intravenosa ao longo de um periodo de tempo, tal como ao longo
de um periodo de 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
e 21, 22, 23, 24, ou cerca de 25 minutos. A administragcdo pode ser
repetida, por exemplo, em uma base regular, tal como bissemanalmente
(isto é, a cada duas semanas) durante um més, dois meses, trés meses,
quatro meses ou mais. Apos um regime de tratamento inicial, os
tratamentos podem ser administrados em uma base menos frequente.
Por exemplo, apds administragdo semanal ou bissemanal durante trés
meses, a administragdo pode ser repetida uma vez por més, durante
seis meses ou um ano ou mais.

[00476] A composigcao farmacéutica pode ser administrada uma vez
ao dia, ou o0 RNAI pode ser administrado na forma de duas, trés, ou mais
subdoses em intervalos apropriados ao longo do dia, ou mesmo usando

infusdo ou administragdo continua mediante uma formulagcdo de
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liberagdo controlada. Em esse caso, o RNAi contido em cada subdose
tem de ser correspondentemente menor de modo a se alcancar a
dosagem diaria total. A unidade de dosagem pode ser também
composta para administracdo ao longo de varios dias, por exemplo,
usando uma formulacdo convencional de liberacdo sustentada que
proporciona liberacdo sustentada do RNAi ao longo de um periodo de
varios dias. Formulagdes de liberacdo sustentada sdo bem conhecidas
na técnica e sido particularmente uteis para administragcao de agentes a
um local particular, tal como poderia ser usado com os agentes da
presente invengao. Em esta modalidade, a unidade de dosagem contém
um multiplo correspondente da dose diaria.

[00477] Em outras modalidades, uma dose unica das composi¢des
farmacéuticas pode ser duradoura, tal que doses subsequentes sejam
administradas em intervalos de ndo mais do que 3, 4, ou 5 dias, ou em
intervalos de ndo mais do que 1, 2, 3, ou 4 semanas. Em algumas
modalidades da invencdo, uma dose unica das composicdes
farmacéuticas da invencdo é administrada uma vez por semana. Em
outras modalidades da invencédo, uma dose unica das composicoes
farmacéuticas da invengao € administrada bimensalmente. Em algumas
modalidades da invengdo, uma dose unica das composicdes
farmacéuticas da invencgao é administrada uma vez por més, uma vez a
cada dois meses ou trimestralmente (ou seja, a cada trés meses).
[00478] O especialista perito apreciara que certos fatores podem
influenciar a dosagem e calendarizacdo requeridas para tratar
eficazmente um individuo, incluindo a mas néo se limitando a gravidade
da doenca ou disturbio, tratamentos prévios, o estado geral de saude
e/ou idade do individuo, e outras doencas presentes. Além disso, o
tratamento de um individuo com uma quantidade terapeuticamente
eficaz de uma composigao pode incluir um unico tratamento ou uma

série de tratamentos. Podem ser feitas estimativas de dosagens
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eficazes e meias-vidas in vivo para os RNAIs individuais englobados
pela invengcdo usando metodologias convencionais ou com base em
testes in vivo usando um modelo animal apropriado, como descrito em
outro lugar aqui.

[00479] As composicdes farmacéuticas da presente invencdo podem
ser administradas de um numero de maneiras dependendo de se é
desejado tratamento local ou sistémico e da area a ser tratada. A
administracdo pode ser topica (por exemplo, por um penso
transdérmico), pulmonar, por exemplo, por inalacdo ou insuflagdo de
pOs ou aerossois, incluindo por nebulizador; intratraqueal, intranasal,
epidérmica e transdérmica, oral ou parenteral. A administracao
parenteral inclui injecdo ou infusdo intravenosa, intra-arterial,
subcutanea, intraperitoneal ou intramuscular; subdérmica, por exemplo,
através de um dispositivo implantado; ou intracraniana, por exemplo, por
administracao intraparenquimal, intratecal ou intraventricular.

[00480] O RNAI pode ser administrado de um modo tendo como alvo
um tecido particular, como o figado (por exemplo, os hepatdcitos do
figado).

[00481] Composicoes e formulagcbes farmacéuticas para
administragdo topica podem incluir pensos transdérmicos, pomadas,
logdes, cremes, géis, gotas, supositorios, pulverizagdes, liquidos e pos.
Transportadores farmacéuticos convencionais, bases aquosas, em po6
ou oleosas, espessantes e similares podem ser necessarios ou
desejaveis. Preservativos revestidos, luvas e similares podem ser
também uteis. Formulagdes tépicas adequadas incluem aquelas nas
quais os RNAis apresentados na inveng¢ao estdo em mistura com um
agente de administragao tépica tal como lipideos, lipossomos, acidos
graxos, ésteres de acidos graxos, esteroides, agentes quelantes e
tensoativos. Lipideos e lipossomos adequados incluem neutros (por

exemplo, dioleoilfosfatidil DOPE etanolamina, dimiristoilfosfatidil colina
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DMPC, diestearolifosfatidil colina), negativos (por exemplo,
dimiristoilfosfatidil glicerol DMPG) e catibnicos (por exemplo,
dioleoiltetrametilaminopropil DOTAP e dioleoilfosfatidil etanolamina
DOTMA). Os RNAis apresentados na invengdo podem ser
encapsulados dentro de lipossomos ou podem formar complexos com
0s mesmos, em particular com lipossomos catidnicos. Alternativamente,
os RNAis podem ser complexados com lipideos, em particular com
lipideos catidnicos. Acidos graxos e ésteres adequados incluem mas
nao estdo limitados a acido araquiddnico, acido oleico, acido
eicosanoico, acido laurico, acido caprilico, acido caprico, acido miristico,
acido palmitico, acido estearico, acido linoleico, acido linolénico,
dicaprato, tricaprato, mono-oleina, dilaurina, 1-monocaprato de glicerila,
1-dodecilazacicloheptan-2-ona, uma acilcarnitina, uma acilcolina, ou um
éster de alquila Ci20 (por exemplo, miristato de isopropila IPM),
monoglicerideo, diglicerideo ou seu sal farmaceuticamente aceitavel.
Formulagdes tépicas sdo descritas em detalhe na Patente dos E.U.A.
N° 6,747,014, que é incorporada aqui por referéncia.

A. Formulagées de RNAi Compreendendo Montagens Moleculares
Membranosas

[00482] Um RNAI para uso nas composi¢gdes e métodos da invengao
pode ser formulado para administracdo em uma montagem molecular
membranosa, por exemplo, um lipossomo ou um miceélio. Como usado
aqui, o termo "lipossomo" se refere a uma vesicula composta por
lipideos anfifilicos dispostos em pelo menos uma bicamada, por
exemplo, uma bicamada ou uma pluralidade de bicamadas. Os
lipossomos incluem vesiculas unilamelares e multilamelares que tém
uma membrana formada de um material lipofilico e um interior aquoso.
A porcado aquosa contém a composi¢gao de RNAIi. O material lipofilico
isola o interior aquoso de um exterior aquoso, que tipicamente n&o inclui

a composicdo de RNAI, embora, em alguns exemplos, o possa. Os
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lipossomos sdo uteis para a transferéncia e administracdo de
ingredientes ativos ao local de acdo. Uma vez que a membrana
lipossomal é estruturalmente similar a membranas bioldgicas, quando
lipossomos sdo aplicados em um tecido, a bicamada lipossomal é
fundida & bicamada das membranas celulares. A medida que a fus&o
do lipossomo e célula progride, os conteudos aquosos internos que
incluem o RNAIi sdo administrados a célula onde o RNAI pode se ligar
especificamente a um RNA alvo e pode mediar RNAIi. Em alguns casos,
os lipossomos sao também especificamente visados, por exemplo, para
dirigir o RNAI para tipos de células particulares.

[00483] Um lipossoma contendo um agente de RNAi pode ser
preparado por uma variedade de meétodos. Em um exemplo, o
componente de lipideo de um lipossomo € dissolvido em um detergente
tal que sejam formados micélios com o componente de lipideo. Por
exemplo, o componente de lipideo pode ser um lipideo ou conjugado de
lipideo catidnico anfipatico. O detergente pode ter uma elevada
concentracao critica de micélios e pode ser nao idnico. Detergentes
exemplificativos incluem colato, CHAPS, octilglucosideo, desoxicolato,
e lauroil sarcosina. A preparacdo do agente de RNAi € depois
adicionada aos micélios que incluem o componente de lipideo. Os
grupos catibnicos no lipideo interagem com o agente de RNAi e
condensam em torno do agente de RNAI para formar um lipossomo.
Apos condensacédo, o detergente € removido, por exemplo, por didlise,
para originar a uma preparacgao lipossomal de agente de RNA..

[00484] Se necessario, um composto transportador que auxilia a
condensacao pode ser adicionado durante a reacdo de condensacéo,
por exemplo, mediante adigdo controlada. Por exemplo, o composto
transportador pode ser um polimero diferente de um acido nucleico (por
exemplo, espermina ou espermidina). O pH pode ser também ajustado

para favorecer a condensacao.
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[00485] Meétodos para producédo de veiculos de administracdo de
polinucleotideos  estaveis, que incorporam um  complexo
polinucleotideo/lipideo catibnico como componentes estruturais do
veiculo de distribuicdo, sao adicionalmente descritos em, por exemplo,
WO 96/37194, os conteudos inteiros da qual s&o incorporados aqui por
referéncia. A formacgao de lipossomos pode também incluir um ou mais
aspectos de métodos exemplares descritos em Felgner, P. L. et al,,
Proc. Natl. Acad. Sci.,, USA 8:7413-7417, 1987; Pat. dos E.U.A. N°
4,897,355; Pat. dos E.U.A. N° 5,171,678; Bangham, et al. M. Mol. Biol.
23:238, 1965; Olson, et al. Biochim. Biophys. Acta 557:9, 1979; Szoka,
et al. Proc. Natl. Acad. Sci. 75: 4194, 1978; Mayhew, et al. Biochim.
Biophys. Acta 775:169, 1984; Kim, et al. Biochim. Biophys. Acta
728:339, 1983; e Fukunaga, et al. Endocrinol. 115:757, 1984. Técnicas
comummente usadas para preparacdo de agregados de lipideos de
tamanho apropriado para uso como veiculos de distribuicdo incluem
sonicagdo e congelacdo-descongelacdo mais extrusdo (ver, por
exemplo, Mayer, et al. Biochim. Biophys. Acta 858:161, 1986). Pode ser
usada microfluidizagdo quando forem desejados agregados
consistentemente pequenos (50 a 200 nm) e relativamente uniformes
(Mayhew, et al. Biochim. Biophys. Acta 775:169, 1984). Estes métodos
sdo facilmente adaptados ao empacotamento de preparacdes do
agente de RNAi em lipossomos.

[00486] Os lipossomos sao classificados em duas amplas classes.
Os lipossomos catidnicos sao lipossomos positivamente carregados
que interagem com as moléculas de acidos nucleicos negativamente
carregadas para formar um complexo estavel. O complexo acido
nucleico/lipossomo positivamente carregado se liga a superficie celular
negativamente carregada e ¢é internalizado em um endossomo. Devido
ao pH acido dentro do endossomo, os lipossomos sofrem ruptura,

liberando o seu conteudo no citoplasma celular (Wang et al., Biochem.
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Biophys. Res. Commun., 1987, 147, 980-985).

[00487] Os lipossomas que sdo sensiveis ao pH ou negativamente
carregados aprisionam acidos nucleicos em vez de se complexarem
com ele. Uma vez que tanto o acido nucleico como o lipideo estdo
similarmente carregados ocorre repulsdo em vez de formacido de
complexo. Ainda assim, algum acido nucleico fica aprisionado dentro do
interior aquoso destes lipossomos. Lipossomos sensiveis ao pH tém
sido usados para administrar acidos nucleicos codificando o gene da
timidina cinase em monocamadas de células em cultura. A expressao
do gene exdgeno foi detectada nas células alvo (Zhou et al., Journal of
Controlled Release, 1992, 19, 269-274).

[00488] Um grande tipo de composi¢cao lipossomal inclui
fosfolipideos sem ser fosfatidilcolina naturalmente derivada.
Composicdes de lipossomos neutros, por exemplo, podem ser formadas
a partir de dimiristoil fosfatidilcolina (DMPC) ou dipalmitoil fosfatidilcolina
(DPPC). Composicbes de lipossomos anidnicos sao geralmente
formadas a partir de dimiristoil fosfatidilglicerol, enquanto lipossomos
fusogénicos aniénicos sdo formados principalmente a partir de dioleoil
fosfatidiletanolamina (DOPE). Outro tipo de composi¢ao lipossomal é
formada a partir de fosfatidilcolina (PC) tal como, por exemplo, PC de
soja, e PC de ovo. Outro tipo é formado a partir de misturas de
fosfolipideo e/ou fosfatidilcolina e/ou colesterol.

[00489] Exemplos de outros métodos para introduzir lipossomos em
células in vitro e in vivo incluem a Patente dos E.U.A. N° 5,283,185; Pat.
dos E.U.A. N° 5,171,678; WO 94/00569; WO 93/24640; WO 91/16024;
Felgner, J. Biol. Chem. 269:2550, 1994; Nabel, Proc. Natl. Acad. Sci.
90:11307, 1993; Nabel, Human Gene Ther. 3:649, 1992; Gershon,
Biochem. 32:7143, 1993; and Strauss EMBO J. 11:417, 1992.

[00490] Sistemas lipossomais nao ibnicos foram também

examinados para se determinar a sua utilidade na distribuicdo de
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farmacos a pele, em particular sistemas compreendendo tensoativo ndo
ibnico e colesterol. Formulagcdes lipossomais n&o ibnicas
compreendendo Novasome™ | (dilaurato de glicerila/colesterol/éter de
polioxietileno-10-estearila) e Novasome™ |l (diestearato de
glicerila/colesterol/éter de polioxietileno-10-estearila) foram usadas para
administrar ciclosporina-A a derme de pele de camundongos. Os
resultados indicaram que tais sistemas lipossomais nao idnicos foram
eficazes na facilitacdo da deposicdo de ciclosporina A em diferentes
camadas da pele (Hu et al. S.T.P.Pharma. Sci., 1994, 4(6) 466).
[00491] Os lipossomos incluem também lipossomos "estericamente
estabilizados", um termo que, como usado aqui, se refere a lipossomos
compreendendo um ou mais lipideos especializados que, quando
incorporados em lipossomos, resultam em tempos de vida em
circulagao intensificados em relacdo a lipossomos nao tendo tais
lipideos especializados. Exemplos de lipossomos estericamente
estabilizados sdo aqueles nos quais parte da porcado de lipideo
formadora de vesicula do lipossomo (A) compreende um ou mais
glicolipideos, tais como monossialogangliosideo Gwmi, ou (B) é
derivatizada com um ou mais polimeros hidrofilicos, tais como uma
fracao de polietileno glicol (PEG). Embora ndo desejando estar limitado
por qualquer teoria particular se pensa na técnica que, pelo menos para
lipossomos estericamente estabilizados contendo gangliosideos,
esfingomielina, ou lipideos derivatizados com PEG, a meia-vida em
circulagdo intensificada destes lipossomos estericamente estabilizados
deriva de uma captagdo reduzida em células do sistema
reticuloendotelial (RES) (Allen et al., FEBS Letters, 1987, 223, 42; Wu
et al., Cancer Research, 1993, 53, 3765).

[00492] Varios lipossomos compreendendo um ou mais glicolipideos
sdo conhecidos na técnica. Papahadjopoulos et al. (Ann. N.Y. Acad.

Sci., 1987, 507, 64) relataram a capacidade de monossialogangliosideo
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Gwm1, sulfato de galactocerebrosideo e fosfatidilinositol de melhorar as
meias-vidas no sangue de lipossomos. Estas descobertas foram
expostas por Gabizon et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 1988, 85,
6949). A Pat. dos E.U.A. N° 4,837,028 e WO 88/04924, ambas em nome
de Allen et al., divulgam lipossomos compreendendo (1) esfingomielina
e (2) o gangliosideo Gm1 ou um éster de sulfato de galactocerebrosideo.
A Pat. dos E.U.A. N° 5,543,152 (Webb et al.) divulga lipossomos
compreendendo esfingomielina. Lipossomos compreendendo 1,2-sn-
dimiristoilfosfatidilcolina s&o divulgados em WO 97/13499 (Lim et al.).
[00493] Em uma modalidade sdo usados lipossomos catiénicos. Os
lipossomos catidnicos tém a vantagem de serem capazes de se fundir
a membrana celular. Os lipossomos nao catibnicos, apesar de nao
serem capazes de se fundir tdo eficazmente a membrana plasmatica,
sdo absorvidos por macréfagos in vivo e podem ser usados para
administrar agentes de RNAi em macréfagos.

[00494] Vantagens adicionais de lipossomos incluem: Os lipossomos
obtidos de fosfolipideos naturais sdo biocompativeis e biodegradaveis;
os lipossomos podem incorporar uma ampla gama de agua e farmacos
soluveis em lipideos; os lipossomos podem proteger os agentes de
RNAI encapsulados nos seus compartimentos internos do metabolismo
e degradacao (Rosoff, em "Pharmaceutical Dosage Forms," Lieberman,
Rieger e Banker (Eds.), 1988, volume 1, p. 245). Consideragdes
importantes na preparagao de formulagdes de lipossomos sdo a carga
superficial do lipideo, tamanho da vesicula e o volume aquoso dos
lipossomos.

[00495] Um lipideo catidnico sintético positivamente carregado,
cloreto de N-[1-(2,3-dioleildxi)propil]-N,N,N-trimetilaménio (DOTMA),
pode ser usado para formar lipossomas pequenos que interagem
espontaneamente com acido nucleico para formar complexos lipideo-

acido nucleico que sao capazes de se fundir aos lipideos negativamente
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carregados das membranas celulares de células de cultura de tecidos,
resultando na distribuicdo do agente de RNAi (ver, por exemplo,
Felgner, P. L. et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA 8:7413-7417, 1987 e
Pat. Dos E.U.A. N° 4,897,355 quanto a uma descricdo de DOTMA e seu
uso com DNA).

[00496] Um analogo de DOTMA, 1,2-bis(oleoiloxi)-3-
(trimetilamdnia)propano (DOTAP), pode ser usado em combinagao com
um fosfolipideo para formar vesiculas que complexam com DNA.
Lipofectin™ (Bethesda Research Laboratories, Gaithersburg, Md.) € um
agente eficaz para a administracdo de acidos nucleicos altamente
anidnicos em células de cultura de tecidos vivos que compreendem
lipossomos de DOTMA positivamente carregados que interagem
espontaneamente com polinucleotideos negativamente carregados
para formar complexos. Quando s&o usados suficientes lipossomos
positivamente carregados, a carga liquida dos complexos resultantes é
também positiva. Complexos positivamente carregados preparados
desta maneira se anexam espontaneamente a superficies celulares
negativamente carregadas, se fundem a membrana plasmatica, e
administram eficazmente acidos nucleicos funcionais a, por exemplo,
células de cultura de tecidos. Outro lipideo catidbnico comercialmente
disponivel, 1,2-bis(oleoiloxi)-3,3-(trimetilaménia)propano ("DOTAP")
(Boehringer Mannheim, Indianapolis, Indiana) difere de DOTMA pelo
fato de as fragdes de oleoila estarem ligadas por ligacées de éster, em
vez de éter.

[00497] Outros compostos de lipideos catidnicos relatados incluem
aqueles que foram conjugados com uma variedade de fragdes,
incluindo, por exemplo, carboxiespermina que foi conjugada com um de
dois tipos de lipideos e inclui compostos tais como dioctaoleoilamida de
5-carboxiespermilglicina ("DOGS") (Transfectam™, Promega, Madison,

Wisconsin) e 5-carboxiespermil-amida de
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dipalmitoilfosfatidiletanolamina ("DPPES") (ver, por exemplo, Pat. dos
E.U.A. N°5.171.678).

[00498] Outro conjugado de lipideo catidnico inclui derivatizacdo do
lipideo com colesterol ("DC-Chol") que foi formulado em lipossomas em
combinagdo com DOPE (Ver Gao, X. e Huang, L., Biochim. Biophys.
Res. Commun. 179:280, 1991). Foi relatado que lipopolilisina,
preparada por conjugacao de polilisina com DOPE, é eficaz para
transfeccao na presenca de soro (Zhou, X. et al., Biochim. Biophys. Acta
1065:8, 1991). Para certas linhagens celulares se diz que estes
lipossomos contendo lipideos catidnicos conjugados exibem toxicidade
mais baixa e proporcionam transfeccdo mais eficaz do que as
composigdes contendo DOTMA. Outros produtos de lipideos catidnicos
comercialmente disponiveis incluem DMRIE e DMRIE-HP (Vical, La
Jolla, Califérnia) e Lipofectamina (DOSPA) (Life Technology, Inc.,
Gaithersburg, Maryland). Outros lipideos catidnicos adequados para a
administragdo de oligonucleotideos sdo descritos em WO 98/39359 e
WO 96/37194.

[00499] Formulagdes lipossomais sdo particularmente adequadas
para administracdo tépica, os lipossomas apresentam varias vantagens
em relagdo a outras formulacdes. Tais vantagens incluem efeitos
secundarios reduzidos relacionados com elevada absorcéo sistémica
do farmaco administrado, acumulo aumentado do farmaco administrado
no alvo desejado, e a capacidade de administrar um agente de RNAI na
pele. Em algumas implementagcdes s&o usados lipossomos para
administrar um agente de RNAI a células epidérmicas e também para
intensificar a penetragcao do agente de RNAi em tecidos da derme, por
exemplo, na pele. Por exemplo, os lipossomos podem ser aplicados
topicamente. A administragdo tépica de farmacos formulados como
lipossomos a pele foi documentada (ver, por exemplo, Weiner et al.,

Journal of Drug Targeting, 1992, vol. 2,405-410 e du Plessis et al,,
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Antiviral Research, 18, 1992, 259-265; Mannino, R. J. e Fould-Fogerite,
S., Biotechniques 6:682-690, 1988; Itani, T. et al. Gene 56:267-276.
1987; Nicolau, C. et al. Meth. Enz. 149:157-176, 1987, Straubinger, R.
M. e Papahadjopoulos, D. Meth. Enz. 101:512-527, 1983; Wang, C. Y.
e Huang, L., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:7851-7855, 1987).

[00500] Sistemas lipossomais nao ibnicos foram também
examinados para se determinar a sua utilidade na distribuicdo de
farmacos a pele, em particular sistemas compreendendo tensoativo néo
ibnico e colesterol. Formulagcdes lipossomais n&o ibnicas
compreendendo Novasome | (dilaurato de glicerila/colesterol/éter de
polioxietileno-10-estearila) e Novasome Il (diestearato de
glicerila/colesterol/éter de polioxietileno-10-estearila) foram usadas para
administrar um farmaco a derme da pele de camundongo. Tais
formulacbées com agente de RNAIi sdo uteis para tratamento de um
disturbio dermatoldégico.

[00501] Os lipossomos que incluem RNAi podem ser tornados
altamente deformaveis. Essa deformabilidade pode permitir que os
lipossomos penetrem através de poros menores do que o raio médio do
lipossomo. Por exemplo, transferossomos s&o um tipo de lipossomos
deformaveis. Os transferossomos podem ser preparados por adi¢ao de
ativadores da borda de superficie, usualmente tensoativos, a uma
composicao lipossomal padrdo. Os transferossomos que incluem um
agente de RNAi podem ser distribuidos, por exemplo, por via
subcutanea por infeccdo de modo a distribuir o agente de RNAi em
queratinécitos da pele. De modo a atravessarem pele intacta de
mamifero, as vesiculas de lipideos tém de passar através de uma série
de poros finos, cada um com um didmetro menor do que 50 nm, sob a
influéncia de um gradiente transdérmico adequado. Adicionalmente,
devido as propriedades dos lipideos, estes transferossomos podem ser

auto-otimizantes (adaptativos a forma dos poros, por exemplo, na pele),
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autorreparantes, e conseguem frequentemente alcancgar seus alvos
sem fragmentacao, e frequentemente autocarregantes.

[00502] Outras formulagdes receptivas a presente invencao sao
descritas, por exemplo, na Publicacdo PCT n. ° WO 2008/042973, cuja
totalidade do conteudo é incorporada neste documento por referéncia.
[00503] Transferossomos sao ainda outro tipo de lipossomos, e séo
agregados de lipideos altamente deformaveis que sdo candidatos
atrativos para veiculos de distribuigcdo de farmacos. Os transferossomos
podem ser descritos como goticulas de lipideos que sao tao altamente
deformaveis que conseguem facilmente penetrar através de poros que
sdo mais pequenos do que a goticula. Os transferossomos sao
adaptaveis ao ambiente no qual sdo usados, por exemplo, sdo auto-
otimizantes (adaptativos a forma dos poros na pele), autorreparantes,
frequentemente alcancam seus alvos sem fragmentacdo, e
frequentemente autocarregantes. Para preparar transferossomos é
possivel adicionar ativadores de borda de superficie, habitualmente
tensoativos, a uma composicao lipossomal padrdo. Os transferossomos
foram usados para distribuir albumina do soro na pele. Foi mostrado que
a distribuicdo de albumina do soro mediada por transferossomos € tao
eficaz como injecao subcutanea de uma solugao contendo albumina do
Soro.

[00504] Os tensoativos encontram ampla aplicagdo em formulagdes
tais como emulsdes (incluindo microemulsdes) e lipossomas. A maneira
mais comum de classificar e ordenar as propriedades dos muitos tipos
diferentes de tensoativos, tanto naturais como sintéticos, é pelo uso do
equilibrio hidréfilo/lipofilo (HLB). A natureza do grupo hidrofilico
(também conhecido como a "cabeg¢a") proporciona os meios mais
adequados para categorizagao dos diferentes tensoativos usados em
formulacdes (Rieger, em "Pharmaceutical Dosage Forms", Marcel
Dekker, Inc., New York, N.Y., 1988, p. 285).
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[00505] Se a molécula de tensoativo ndo estiver ionizada é
classificada como um tensoativo ndo idnico. Os tensoativos nao idnicos
encontram ampla aplicagdo em produtos farmacéuticos e cosméticos e
sdo usaveis ao longo de uma ampla gama de valores de pH. Em geral,
seus valores de HLB variam de 2 a cerca de 18 dependendo da sua
estrutura. Tensoativos n&o iénicos incluem ésteres nao ibnicos tais
como ésteres de etileno glicol, ésteres de propileno glicol, ésteres de
glicerila, ésteres de poliglicerila, ésteres de sorbitana, ésteres de
sacarose, e ésteres etoxilados. Alcanolamidas e éteres ndo idnicos tais
como etoxilatos de alcoois graxos, alcoois propoxilados, e polimeros em
bloco etoxilados/propoxilados estdo também incluidos em esta classe.
Os tensoativos de polioxietileno sdo os membros mais populares da
classe dos tensoativos nao idnicos.

[00506] Se a molécula de tensoativo transportar uma carga negativa
quando é dissolvida ou dispersa em agua, o tensoativo € classificado
como aniénico. Tensoativos anidnicos incluem carboxilatos tais como
sabdes, lactilatos de acila, amidas de acila de aminoacidos, ésteres do
acido sulfurico tais como sulfatos de alquila e sulfatos de alquila
etoxilados, sulfonatos tais como benzenossulfonatos de alquila,
isetionatos de acila, tauratos de acila e sulfossuccinatos, e fosfatos. Os
membros mais importantes da classe dos tensoativos aniénicos sao os
sulfatos de alquila e os sabdes.

[00507] Se a molécula de tensoativo transportar uma carga positiva
quando é dissolvida ou dispersa em agua, o tensoativo € classificado
como catibnico. Tensoativos catidnicos incluem sais de amobnio
quaternario e aminas etoxiladas. Os sais de amdnio quaternario sdo os
membros mais usados desta classe.

[00508] Se a molécula de tensoativo tiver a capacidade de
transportar uma carga positiva ou negativa, o tensoativo € classificado

como anfotérico. Tensoativos anfotéricos incluem derivados do acido
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acrilico, alquilamidas substituidas, N-alquilbetainas e fosfatideos.
[00509] O uso de tensoativos em produtos de farmacos, formulagdes
e em emulsdes foi revisto (Rieger, em "Pharmaceutical Dosage Forms",
Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., 1988, p. 285).

[00510] O RNAI para uso nos métodos da invengao pode ser também
proporcionado como formulagées micelares. "Micélios" sao definidos
aqui como um tipo particular de montagem molecular na qual moléculas
anfipaticas sdo dispostas em uma estrutura esférica tal que todas as
porcdes hidrofobicas das moléculas estdo dirigidas para dentro,
deixando as porg¢des hidrofilicas em contato com a fase aquosa
envolvente. Existe a disposi¢&o inversa se o ambiente for hidrofobico.
[00511] Uma formulacao micelar mista adequada para administracéo
através de membranas transdérmicas pode ser preparada por mistura
de uma solugdo aquosa da composicao de sRNAI, um sulfato de alquila
Cs a Co2 de metal alcalino, e um composto formador de micélios.
Compostos formadores de micélios exemplificativos incluem lecitina,
acido hialurénico, sais farmaceuticamente aceitaveis do acido
hialurénico, acido glicélico, acido lactico, extrato de camomila, extrato
de pepino, acido oleico, acido linoleico, acido linolénico, mono-oleina,
mono-oleatos, monolauratos, éleo de borragem, éleo de cirio-do-norte,
mentol, tri-idroxi oxo colanil glicina e seus sais farmaceuticamente
aceitaveis, glicerina, poliglicerina, lisina, polilisina, trioleina, éteres de
polioxietileno e seus analogos, éteres de alquila de polidocanol e seus
analogos, quenodesoxicolato, desoxicolato, e suas misturas. Os
compostos formadores de micélios podem ser adicionados a0 mesmo
tempo que o ou apo6s adicdo do sulfato de alquila de metal alcalino.
Micélios mistos serao formados com substancialmente qualquer tipo de
mistura dos ingredientes mas mistura vigorosa de modo a proporcionar
micélios de tamanhos mais pequenos.

[00512] Em um método € preparada uma primeira composicao
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micelar que contém a composi¢ao de sRNAI e pelo menos o sulfato de
alquila de metal alcalino. A primeira composi¢cao micelar € depois
misturada com pelo menos trés compostos formadores de micélios para
formar uma composicdo micelar mista. Em outro método, a composi¢ao
micelar é preparada por mistura da composicdo de sRNAI, do sulfato de
alquila de metal alcalino e pelo menos um dos compostos formadores
de micélios, seguido por adicdo dos restantes compostos formadores
de micélios, com mistura vigorosa.

[00513] Fenol e/ou m-cresol podem ser adicionados a composicao
micelar mista para estabilizar a formulacdo e proteger contra
crescimento bacteriano. Alternativamente, fenol e/ou m-cresol podem
ser adicionados com os ingredientes formadores de micélios. Um
agente isoténico tal como glicerina pode ser também adicionado apods
formacao da composi¢cao micelar mista.

[00514] Para distribuicdo da formulacdo micelar como uma
pulverizagdo, a formulagdo pode ser colocada em um distribuidor de
aerossol e o distribuidor é carregado com um propulsor. O propulsor,
que esta sob pressao, esta em forma liquida no distribuidor. As razdes
dos ingredientes séo ajustadas tal que as fases aquosa e propulsora se
tornem uma, ou seja, existe uma fase. Se existirem duas fases é
necessario agitar o distribuidor antes de administrar uma porgcao dos
conteudos, por exemplo, através de uma valvula calibrada. A dose
distribuida do agente farmacéutico € propelida da valvula calibrada em
uma pulverizagao fina.

[00515] Os propulsores podem incluir clorofluorocarbonetos
contendo de hidrogénio, fluorocarbonetos contendo de hidrogénio, éter
de dimetila e éter de dietila. Em certas modalidades pode ser usado HFA
134a (1,1,1,2-tetrafluoroetano).

[00516] As concentracbes especificas dos ingredientes essenciais

podem ser determinadas por experimentacido relativamente simples.
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Para absorcao através das cavidades orais € frequentemente desejavel
aumentar, por exemplo, pelo menos duplicar ou triplicar, a dosagem
para através de injecdo ou administragdo através do trato
gastrointestinal.

B. Particulas de lipideos

[00517] Os RNAis, por exemplo, dsRNAs da invencdo, podem ser
totalmente encapsulados em uma formulacéo de lipideos, por exemplo,
uma LNP, ou outra particula de acido nucleico-lipideo.

[00518] Como usado aqui, o termo "LNP" se refere a uma particula
estavel de acido nucleico-lipideo. As LNPs contém tipicamente um
lipideo catidnico, um lipideo n&o catibnico, e um lipideo que previne
agregacao da particula (por exemplo, um conjugado PEG-lipideo). As
LNPs sao extremamente uteis para aplica¢des sistémicas, pois exibem
tempos de vida em circulagdo prolongados apds injecédo intravenosa
(i.v.) e se acumulam em locais distais (por exemplo, locais fisicamente
separados do local de administracédo). As LNPs incluem "pSPLP", que
incluem um complexo de agente de condensacao-acido nucleico
encapsulado como apresentado na Publicacdo PCT N° WO 00/03683.
As particulas da presente invengdo tém tipicamente um diametro médio
de cerca de 50 nm a cerca de 150 nm, mais tipicamente cerca de 60 nm
a cerca de 130 nm, mais tipicamente cerca de 70 nm a cerca de 110
nm, o mais tipicamente cerca de 70 nm a cerca de 90 nm, e séo
substancialmente ndo toxicas. Adicionalmente, os acidos nucleicos,
quando presentes nas particulas acido nucleico-lipideo da presente
invengao, sao resistentes em solugdo aquosa a degradagao com uma
nuclease. Particulas de acido nucleico-lipideo e seu método de
preparacao sao divulgados nas, por exemplo, Patentes dos E.U.A. N°s.
5.976.567; 5.981.501; 6.534.484; 6.586.410; 6.815.432; Publicagao dos
E.U.A. N°2010/0324120 e Publicagdo PCT N° WO 96/40964.

[00519] Em uma modalidade, a razdo de lipideo em relagdo ao
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farmaco (razdo massa/massa) (por exemplo, razdo de lipideo em
relacdo a dsRNA) estara na gama de cerca de 1:1 a cerca de 50:1, de
cerca de 1:1 a cerca de 25:1, de cerca de 3:1 a cerca de 15:1, de cerca
de 4:1 a cerca de 10:1, de cerca de 5:1 a cerca de 9:1, ou cerca de 6:1
a cerca de 9:1. Gamas intermédias das gamas recitadas acima sao
também contempladas como sendo parte da invencéo.

[00520] O lipideo catibnico pode ser, por exemplo, cloreto de N,N-
dioleil-N,N-dimetilaménio (DODAC), brometo de N,N-diestearil-N,N-
dimetilaménio (DDAB), cloreto de N-(1-(2,3-dioleoildxi)propil)-N,N,N-
trimetilaménio (DOTAP), cloreto de N-(1-(2,3-dioleiloxi)propil)-N,N,N-
trimetilamdnio (DOTMA), N,N-dimetil-(2,3-dioleiléxi)propilamina
(DODMA), 1,2-DiLinoleiléxiéxi-N,N-dimetilaminopropano (DLinDMA),

1,2-Dilinoleniléxi-N,N-dimetilaminopropano (DLenDMA), 1,2-
Dilinoleilcarbamoil6xi-3-dimetilaminopropano (DLin-C-DAP), 1,2-
Dilinoleiléxi-3-(dimetilamino)acetoxipropano (DLin-DAC), 1,2-
Dilinoleiléxi-3-morfolinopropano (DLin-MA), 1,2-Dilinoleoil-3-
dimetilaminopropano (DLinDAP), 1,2-Dilinoleiltio-3-

dimetilaminopropano  (DLin-S-DMA), 1-Linoleoil-2-linoleil6xidxi-3-
dimetilaminopropano (DLin-2-DMAP), sal de cloreto de 1,2-
Dilinoleiléxiéxi-3-trimetilaminopropano (DLin-TMA.CI), sal de cloreto de
1,2-Dilinoleoil-3-trimetilaminopropano (DLin-TAP.CI), 1,2-
Dilinoleil6xiéxi-3-(N-metilpiperazino)propano (DLin-MPZ), ou 3-(N,N-
Dilinoleilamino)-1,2-propanodiol (DLinAP), 3-(N,N-Dioleilamino)-1,2-
propanodio (DOAP), 1,2-Dilinoleiloxo-3-(2-N,N-
dimetilamino)etoxipropano  (DLin-EG-DMA), 1,2-Dilinolenil6xi-N,N-
dimetilaminopropano (DLinDMA), 2,2-Dilinoleil-4-dimetilaminometil-
[1,3]-dioxolano (DLin-K-DMA) ou seus analogos, (3aR,5s,6aS)-N,N-
dimetil-2,2-di((9Z,122)-octadeca-9,12-dienil)tetra-hidro-3aH-

ciclopenta[d][1,3]dioxol-5-amina (ALN100), 4-(dimetilamino)butanoato
de (6Z,92,282,31Z)-heptatriaconta-6,9,28,31-tetraen-19-ila (MC3), 1,1'-
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(2-(4-(2-((2-(bis(2-hidroxidodecil)amino)etil )(2-
hidroxidodecil)amino)etil)piperazin-1-il)etilazanodi-il)didodecan-2-ol
(Tech G1), ou uma sua mistura. O lipideo catibnico pode compreender
de cerca de 20% por mol a cerca de 50% por mol ou cerca de 40% por
mol do lipideo total presente na particula.

[00521] Em outra modalidade, o composto 2,2-Dilinoleil-4-
dimetilaminoetil-[1,3]-dioxolano pode ser usado para preparar
nanoparticulas de lipideo-sRNAi. A sintese de 2,2-Dilinoleil-4-
dimetilaminoetil-[1,3]-dioxolano € descrita no pedido de patente
provisoéria dos Estados Unidos numero 61/107,998 depositada a 23 de
outubro de 2008, que é aqui incorporada por referéncia.

[00522] Em uma modalidade, a particula de lipideo-sRNAi inclui 2,2-
Dilinoleil-4-dimetilaminoetil-[1,3]-dioxolano a 40%: DSPC a 10%:
Colesterol a 40%: PEG-C-DOMG a 10% (percentagem molar) com um
tamanho das particulas de 63,0 £ 20 nm e uma Raz&o de sRNAI/Lipideo
de 0,027.

[00523] O lipideo ionizavel/ndo catidnico pode ser um lipideo
aniénico ou um lipideo neutro, incluindo, mas n&o se limitando, a
diestearoilfosfatidilcolina (DSPC), dioleoilfosfatidilcolina (DOPC),
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), dioleoilfosfatidilglicerol (DOPG),
dipalmitoilfosfatidilglicerol (DPPG), dioleoil-fosfatidiletanolamina
(DOPE), palmitoiloleoilfosfatidilcolina (POPC),
palmitoiloleoilfosfatidiletanolamina  (POPE),  4-(N-maleimidometil)-
ciclohexano-1-carboxilato de dioleoil-fosfatidiletanolamina (DOPE-mal),
dipalmitoil fosfatidil etanolamina (DPPE), dimiristoilfosfoetanolamina
(DMPE), diestearoil-fosfatidil-etanolamina (DSPE), 16-O-monometil PE,
16-O-dimetil PE, 18-1-frans PE, 1-estearoil-2-oleoil-fosfatidietanolamina
(SOPE), colesterol, ou uma sua mistura. O lipideo n&o catidnico pode
compreender de cerca de 5% por mol a cerca de 90% por mol, cerca de

10% por mol, ou cerca de 58% por mol se colesterol estiver incluido, do
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lipideo total presente na particula.

[00524] O lipideo conjugado que inibe agregacao de particulas pode
ser, por exemplo, um polietilenoglicol (PEG)-lipideo incluindo, sem
limitacdo, um PEG-diacilglicerol (DAG), um PEG-dialquiloxipropila
(DAA), um PEG-fosfolipideo, um PEG-ceramida (Cer), ou uma sua
mistura. O conjugado PEG-DAA pode ser, por exemplo, um PEG-
dilauriloxipropila (Ci2), um PEG-dimiristiloxipropila (Cis), um PEG-
dipalmitiloxipropila (Cie), ou um PEG-diesteariloxipropila (Cig). O lipideo
conjugado que previne agregacao de particulas pode ser de 0% por mol
a cerca de 20% por mol ou cerca de 2% por mol do lipideo total presente
na particula.

[00525] Em algumas modalidades, a particula de acido nucleico-
lipideo inclui adicionalmente colesterol a, por exemplo, cerca de 10%
molar a cerca de 60% molar ou cerca de 48% molar do lipideo total
presente na particula.

[00526] Em uma modalidade, o lipidoide ND98-4HCI (PM 1487) (ver
Pedido de Patente dos E.U.A. N° 12/056,230, depositada a 3/26/2008,
que é incorporada aqui por referéncia), Colesterol (Sigma-Aldrich), e
PEG-Ceramida C16 (Avanti Polar Lipids) podem ser usados para
preparar nanoparticulas de lipideo-dsRNA (isto é, particulas LNPO1).
Solugdes de estoque de cada em etanol podem ser preparadas como
se segue: ND98, 133 mg/mL; Colesterol, 25 mg/mL, PEG-Ceramida
C16, 100 mg/mL. As solugdes de estoque de ND98, Colesterol, e PEG-
Ceramida C16 podem ser depois combinadas em uma, por exemplo,
razdo molar 42:48:10. A solugdo de lipideo combinada pode ser
misturada com dsRNA aquoso (por exemplo, em acetato de sddio pH 5)
tal que a concentracdo final de etanol seja cerca de 35-45% e a
concentracao final de acetato de sddio seja cerca de 100-300 mM. As
nanoparticulas de lipideo-dsRNA s&o tipicamente formadas

espontaneamente apo6s mistura. Dependendo da distribuicdo do
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tamanho das particulas desejada, a mistura de nanoparticulas
resultante pode ser extrudada através de uma membrana de
policarbonato (por exemplo, limite de exclusdo de 100 nm) usando, por
exemplo, uma extrusora thermobarrel, tal como Extrusora Lipex
(Northern Lipids, Inc). Em alguns casos, o passo de extrusado pode ser
omitido. A remocao de etanol e mudanca de tampao simultanea podem
ser alcangadas por, por exemplo, dialise ou filtragdo com fluxo
tangencial. O tampao pode ser mudado com, por exemplo, salino
tamponado com fosfato (PBS) a cerca de pH 7, por exemplo, cerca de
pH 6,9, cerca de pH 7,0, cerca de pH 7,1, cerca de pH 7,2, cerca de pH
7,3, ou cerca de pH 7,4.

ND98 Isdmero |

Férmula 1
[00527] Formulagcbes de LNPO1 sdo descritas, por exemplo, na
Publicagcdo do Pedido Internacional N° WO 2008/042973, que é deste
modo incorporada por referéncia.
[00528] Formulacdes de lipideo-dsRNA exemplares adicionais séo
descritas na Tabela 1.
Tabela 1

Lipideo lonizavel/Cationico lipideo catidnicol/lipideo nao
cationicol/colesterol/conjugado
PEG-lipideo

Razao Lipideo:sRNAI

SNALP- | 1,2-Dilinoleniloxi-N,N- DLinDMA/DPPC/Colesterol/PEG-
1 dimetilaminopropano (DLinDMA) cDMA

(57,1/7,1/34,4/1,4)

lipideo:sRNAi ~ 7:1
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Lipideo lonizavel/Cati6nico

lipideo catidnicol/lipideo nao
cationico/colesterol/conjugado
PEG-lipideo

Razao Lipideo:sRNAI

2-XTC

2,2-Dilinoleil-4-dimetilaminoetil-
[1,3]-dioxolano (XTC)

XTC/DPPC/Colesterol/PEG-
cDMA

57,1/7,1/34,4/1 4
lipideo:sRNAi ~ 7:1

LNPO5

2,2-Dilinoleil-4-dimetilaminoetil-
[1,3]-dioxolano (XTC)

XTC/DSPC/Colesterol/PEG-
DMG

57,5/7,5/31,5/3,5
lipideo:sRNAi ~ 6:1

LNPO6

2,2-Dilinoleil-4-dimetilaminoetil-
[1,3]-dioxolano (XTC)

XTC/DSPC/Colesterol/PEG-
DMG

57,5/7,5/31,5/3,5
lipideo:sRNAi ~ 11:1

LNPO7

2,2-Dilinoleil-4-dimetilaminoetil-
[1,3]-dioxolano (XTC)

XTC/DSPC/Colesterol/PEG-
DMG

60/7,5/31/1,5,

lipideo:sRNAi ~ 6:1

LNPO8

2,2-Dilinoleil-4-dimetilaminoetil-
[1,3]-dioxolano (XTC)

XTC/DSPC/Colesterol/PEG-
DMG

60/7,5/31/1,5,

lipideo:sRNAi ~ 11:1

LNPO9

2,2-Dilinoleil-4-dimetilaminoetil-
[1,3]-dioxolano (XTC)

XTC/DSPC/Colesterol/PEG-
DMG

50/10/38,5/1,5
Lipideo:sRNAI 10:1

LNP10

(3aR,5s,6aS)-N,N-dimetil-2,2-
di((9Z,122)-octadeca-9,12-
dienil)tetra-hidro-3aH-
ciclopenta[d][1,3]dioxol-5-amina
(ALN100)

ALN100/DSPC/Colesterol/PEG-
DMG

50/10/38,5/1,5

Lipideo:sRNAI 10:1
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Lipideo lonizavel/Cati6nico

lipideo catidnicol/lipideo nao
cationico/colesterol/conjugado
PEG-lipideo

Razao Lipideo:sRNAI

LNP11 4-(dimetilamino)butanoato de | MC-3/DSPC/Colesterol/PEG-
(62,92,282,31Z)-heptatriaconta- DMG
6,9,28,31-tetraen-19-ila (MC3) 50/10/38,5/1,5

Lipideo:sRNAI 10:1

LNP12 1,1'-(2-(4-(2-((2-(bis(2- Tech G1/DSPC/Colesterol/PEG-
hidroxidodecil)amino)etil)(2- DMG
hidroxidodecil)amino)etil)piperazin- | 50/10/38,5/1,5
1-il)etilazanodi-il)didodecan-2-ol Lipideo:sRNAi 10:1
(Tech G1)

LNP13 | XTC XTC/DSPC/Col/PEG-DMG

50/10/38,5/1,5
Lipideo:sRNAI: 33:1
LNP14 MC3 MC3/DSPC/Col/PEG-DMG
40/15/40/5
Lipideo:sRNAI: 11:1
LNP15 MC3 MC3/DSPC/Col/PEG-
DSG/GaIlNAc-PEG-DSG
50/10/35/4,5/0,5
Lipideo:sRNAi: 11:1
LNP16 MC3 MC3/DSPC/Col/PEG-DMG
50/10/38,5/1,5
Lipideo:sRNAI: 7:1
LNP17 MC3 MC3/DSPC/Col/PEG-DSG
50/10/38,5/1,5
Lipideo:sRNAI: 10:1
LNP18 MC3 MC3/DSPC/Col/PEG-DMG
50/10/38,5/1,5
Lipideo:sRNAI: 12:1
LNP19 MC3 MC3/DSPC/Col/PEG-DMG
50/10/35/5
Lipideo:sRNAI: 8:1
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Lipideo lonizavel/Catidnico lipideo catidnicol/lipideo nao
cationico/colesterol/conjugado
PEG-lipideo

Razao Lipideo:sRNAI

LNP20 MC3 MC3/DSPC/Col/PEG-DPG
50/10/38,5/1,5

Lipideo:sRNAI: 10:1

LNP21 C12-200 C12-200/DSPC/Col/PEG-DSG
50/10/38,5/1,5

Lipideo:sRNAI: 7:1

LNP22 | XTC XTC/DSPC/Col/PEG-DSG
50/10/38,5/1,5

Lipideo:sRNAI: 10:1

DSPC: diestearoilfosfatidilcolina

DPPC: dipalmitoilfosfatidilcolina

PEG-DMG: PEG-didimiristoil glicerol (C14-PEG, ou PEG-C14) (PEG
com peso molecular médio de 2000)

PEG-DSG: PEG-diestiril glicerol (C18-PEG, ou PEG-C18) (PEG com
peso molecular médio de 2000)

PEG-cDMA: PEG-carbamoil-1,2-dimiristiloxipropilamina (PEG com
peso molecular médio de 2000)

[00529] Formulagbées compreendendo SNALP (1,2-Dilinoleniloxi-
N,N-dimetilaminopropano (DLinDMA)) sdo descritas na Publicagéo
Internacional N° W0O2009/127060, depositada a 15 de abril, 2009, que
€ deste modo incorporada por referéncia.

[00530] Formulagbées compreendendo XTC sao descritas, por
exemplo, na Publicagdo PCT N° WO 2010/088537, cuja totalidade do
conteudo € aqui incorporada a titulo de referéncia.

[00531] Formulagbes compreendendo MC3 s&o descritas, por
exemplo, na Publicagdo dos E.U.A. N° 2010/0324120, depositada em
10 de junho de 2010, cuja totalidade do conteudo € aqui incorporada a

titulo de referéncia.
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[00532] Formulagdes compreendendo ALNY-100 sio descritas, por
exemplo, na Publicagdo PCT N° WO 2010/054406, cuja totalidade do
conteudo € aqui incorporada a titulo de referéncia.

[00533] Formulagbes compreendendo C12-200 sdo descritas, por
exemplo, na Publicagdo PCT N° WO 2010/129709, cuja totalidade do
conteudo € aqui incorporada a titulo de referéncia.

[00534] Composicdes e formulacdes para administracéo oral incluem
pos ou granulos, microparticulados, nanoparticulados, suspensdes ou
solugdes em agua ou meios ndo aquosos, capsulas, capsulas de gel,
saquetas, comprimidos ou minicomprimidos. Podem ser desejaveis
espessantes, agentes aromatizantes, diluentes, emulsificantes,
auxiliares de dispersdo ou ligantes. Em algumas modalidades,
formulacdes orais sdo aquelas nas quais dsRNAs apresentados na
inveng&o sao administrados em conjunto com um ou mais tensoativos
intensificadores da penetracdo e quelantes. Tensoativos adequados
incluem acidos graxos e/ou seus ésteres ou sais, acidos biliares e/ou
seus sais. Acidos biliares/sais adequados incluem &cido
quenodesoxicolico (CDCA) e acido ursodesdxiquenodesoxicolico
(UDCA), acido cdlico, acido desidrocdlico, acido desoéxicolico, acido
glucocdlico, acido glicocodlico, acido glicodesdxicélico, acido taurocdlico,
acido taurodesoxicolico, tauro-24,25-di-idro-fusidato de sodio e glicodi-
idrofusidato de sédio. Acidos graxos adequados incluem &cido
araquidénico, acido undecanoico, acido oleico, acido laurico, acido
caprilico, acido caprico, acido miristico, acido palmitico, acido estearico,
acido linoleico, acido linolénico, dicaprato, tricaprato, mono-oleina,
dilaurina, 1-monocaprato de glicerila, 1-dodecilazacicloheptan-2-ona,
uma acilcarnitina, uma acilcolina, ou um monoglicerideo, um diglicerideo
ou um seu sal farmaceuticamente aceitavel (por exemplo, sodio). Em
algumas modalidades sdo usadas combinagdes de intensificadores da

penetracdo, por exemplo, acidos graxos/sais em combinacdo com
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acidos biliares/sais. Uma combinacao exemplificativa € o sal de sodio
do acido laurico, acido caprico e UDCA. Intensificadores da penetracéo
adicionais incluem éter de polioxietileno-9-laurila, éter de polioxietileno-
20-cetila. DsRNAs apresentados na invencado podem ser administrados
oralmente, em forma granular incluindo particulas secas pulverizadas,
ou complexados para formarem micro ou nanoparticulas. Agentes de
complexagdo de dsRNA incluem poliaminoacidos; poli-iminas;
poliacrilatos; polialquilacrilatos, polioxetanos, polialquilcianoacrilatos;
gelatinas cationizadas, albuminas, amidos, acrilatos, polietilenoglicois
(PEG) e amidos; polialquilcianoacrilatos; poli-iminas derivatizadas com
DEAE, pululanas, celuloses e amidos. Agentes de complexacao
adequados incluem quitosana, N-trimetilquitosana, poli-L-lisina,
polihistidina, poliornitina, poliesperminas, protamina, polivinilpiridina,
politiodietilaminometiletilieno P(TDAE), poliaminoestireno (por exemplo,
p-amino), poli(metilcianoacrilato), poli(etilcianoacrilato),
poli(butilcianoacrilato), poli(isobutilcianoacrilato),
poli(isohexilcianoacrilato), = DEAE-metacrilato, = DEAE-hexilacrilato,
DEAE-acrilamida, DEAE-albumina e DEAE-dextrana, polimetilacrilato,
polihexilacrilato, poli(acido D,L-lactico), poli(acido DL-lactico-co-
glicdlico) (PLGA), alginato, e polietilenoglicol (PEG). Formulagdes orais
para dsRNAs e sua preparagcao sado descritas em detalhe na Patente
dos E.U.A. 6.887.906, Publn dos EUA N° 20030027780, e Patente dos
E.U.A. N° 6.747.014, cada uma das quais € incorporada aqui por
referéncia.

[00535] Composicdes e formulagdes para administracdo parenteral,
intraparénquima  (no  cérebro), intratecal, intraventricular ou
intrahepatica podem incluir solugdes aquosas estéreis que podem
também conter tampdes, diluentes e outros aditivos adequados tais
como, mas nao se limitando a, intensificadores da penetracao,

compostos transportadores e outros transportadores ou excipientes
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farmaceuticamente aceitaveis.

[00536] As composi¢cdes farmacéuticas da presente invencao
incluem, mas n&o estao limitadas a, solugdes, emulsdes, e formulacdes
contendo lipossomas. Estas composi¢cdes podem ser geradas a partir
de uma variedade de componentes que incluem, mas nao estao
limitados a, liquidos pré-formados, solidos autoemulsificantes e
semissolidos autoemulsificantes. S@o particularmente preferenciais
formulacdes que se dirigem ao figado quando se tratam disturbios
hepaticos tais como carcinoma hepatico.

[00537] As formulagdes farmacéuticas da presente invencao, que
podem ser convenientemente apresentadas em forma de dosagem
unitaria, podem ser preparadas de acordo com técnicas convencionais
bem conhecidas na industria farmacéutica. Tais técnicas incluem o
passo de colocacdo em associacdo dos ingredientes ativos com o(s)
transportador(es) ou excipiente(s) farmacéutico(s). Em geral, as
formulacdes sao preparadas por colocacdo em associacao uniforme e
intima dos ingredientes ativos com transportadores liquidos ou
transportadores solidos finamente divididos ou ambos, e, depois, se
necessario, moldagem do produto.

[00538] As composicdes da presente invencdo podem ser
formuladas em qualquer uma de muitas formas de dosagem possiveis,
tais como, mas nao se limitando a, comprimidos, capsulas, capsulas de
gel, xaropes liquidos, géis moles, supositorios, e enemas. As
composi¢gbes da presente invengdo podem ser também formuladas
como suspensdes em meios aquosos, Nd0 aquosos ou mistos. As
suspensdes aquosas podem adicionalmente conter substancias que
aumentam a viscosidade da suspensdo, incluindo, por exemplo,
carboximetilcelulose sodica, sorbitol e/ou dextrana. A suspensao pode
também conter estabilizantes.

C. Formulagées Adicionais
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i.  Emulsées

[00539] As composicdes da presente invencdo podem ser
preparadas e formuladas como emulsdes. Emulsbes sido sistemas
tipicamente heterogéneos de um liquido disperso em outro sob a forma
de goticulas, geralmente excedendo 0,1um de diametro (ver, por
exemplo,, Ansel's Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery
Systems, Allen, LV., Popovich NG., e Ansel HC., 2004, Lippincott
Williams & Wilkins (8th ed.), New York, NY; Idson, em Pharmaceutical
Dosage Forms, Lieberman, Rieger e Banker (Eds.), 1988, Marcel
Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 199; Rosoff, em
Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger e Banker (Eds.),
1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., Volume 1, p. 245; Block em
Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger e Banker (Eds.),
1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 2, p. 335; Higuchi et
al.,em Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co.,
Easton, Pa., 1985, p. 301). As emulsdes sao frequentemente sistemas
bifasicos compreendendo duas fases liquidas imisciveis intimamente
misturadas e dispersas entre si. Em geral, emulsbes podem ser da
variedade agua-em-oOleo (w/0) ou 6leo-em-agua (o/w). Quando uma
fase aquosa € finamente dividida e dispersa como goticulas minimas
em uma fase oleosa volumosa, a composicdo resultante € chamada
uma emulsao agua-em-oleo (w/0). Alternativamente, quando uma fase
oleosa é finamente dividida e dispersa como goticulas minimas em uma
fase aquosa volumosa, a composicao resultante € chamada uma
emulsao 6leo-em-agua (o/w). As emulsées podem conter componentes
adicionais adicionalmente as fases dispersas, e o farmaco ativo, que
pode estar presente como uma solugcdo em qualquer uma das fase
aquosa, fase oleosa ou o proprio como uma fase separada. Excipientes
farmacéuticos tais como emulsificantes, estabilizantes, corantes, e

antioxidantes, podem estar também presentes em emulsées como
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necessario. Emulsées farmacéuticas podem ser também emulsdes
multiplas que sdo compreendidas por mais do que duas fases tais como,
por exemplo, no caso de emulsdes 6leo-em-agua-em-6leo (o/w/o) e
agua-em-oOleo-em-agua (w/o/w). Tais formulagdes complexas
proporcionam frequentemente certas vantagens que emulsdes binarias
simples ndo apresentam. Emulsdes multiplas nas quais goticulas de
Oleo individuais de uma emulsdo o/w encerram pequenas goticulas de
agua constituem uma emulsao w/o/w. Do mesmo modo, um sistema de
goticulas de doleo encerradas em glébulos de agua estabilizados em
uma fase oleosa continua proporciona uma emulséo o/w/o.

[00540] As emulsbes sao caracterizadas por estabilidade
termodinamica pequena ou nula. Frequentemente, a fase dispersa ou
descontinua da emulsao esta bem dispersa na fase externa ou continua
e mantida em esta forma através de emulsificantes ou da viscosidade
da formulacdo. Qualquer uma das fases da emulsdo pode ser um
semissolido ou um sélido, como € o caso de bases e cremes de
pomadas do estilo emulsdo. Outros meios de estabilizagdo de emulsdes
implicam o uso de emulsificantes que podem ser incorporados em
qualquer uma das fases da emulsdo. Os emulsificantes podem ser
classificados genericamente em quatro categorias: tensoativos
sintéticos, emulsificantes naturais, bases de absor¢cdo e solidos
finamente dispersos (ver por exemplo, Ansel's Pharmaceutical Dosage
Forms and Drug Delivery Systems, Allen, LV., Popovich NG., e Ansel
HC., 2004, Lippincott Williams & Wilkins (8th ed.), New York, NY; Idson,
em Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger e Banker (Eds.),
1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 199).

[00541] Tensoativos sintéticos, também conhecidos como agentes
ativos de superficie, encontraram ampla aplicabilidade na formulagao de
emulsdes e foram revistos na literatura (ver, por exemplo, Ansel's

Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems, Allen, LV.,
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Popovich NG., e Ansel HC., 2004, Lippincott Williams & Wilkins (8th ed.),
New York, NY; Rieger, em Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman,
Rieger e Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y.,
volume 1, p. 285; Idson, em Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman,
Rieger e Banker (Eds.), Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., 1988,
volume 1, p. 199). Os tensoativos s&o tipicamente anfifilicos e
compreendem uma porgao hidrofilica e uma hidrofobica. A razdo da
natureza hidrofilica em relacdo a hidrofébica do tensoativo foi
denominada equilibrio hidréfilo/lipofilo (HLB) e é uma ferramenta valiosa
na categorizacdo e selegcdo de tensoativos na preparacdo de
formulacdes. Os tensoativos podem ser classificados em diferentes
classes com base na natureza do grupo hidrofilico: n&o iénicos,
anionicos, catibnicos e anfotéricos (ver por exemplo, Ansel's
Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems, Allen, LV.,
Popovich NG., e Ansel HC., 2004, Lippincott Williams & Wilkins (8th ed.),
New York, NY Rieger, em Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman,
Rieger e Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y.,
volume 1, p. 285).

[00542] Os emulsificantes ocorrendo naturalmente usados em
formulacdes de emulsdo incluem lanolina, cera de abelhas, fosfatideos,
lecitina e acacia. As bases de absorcdo possuem propriedades
hidrofilicas tal que possam embeber agua para formar emulsdes w/o
retendo no entanto suas consisténcias semissolidas, tais como lanolina
anidra e petrolato hidrofilico. Sdlidos finamente divididos tém sido
também usados como bons emulsificantes, especialmente em
combinagao com tensoativos e em preparacdes viscosas. Estes incluem
sélidos inorganicos polares, tais como hidréxidos de metais pesados,
argilas nao expansiveis tais como bentonita, atapulgita, hectorita,
caulim, montmorilonita, silicato de aluminio coloidal e silicato de

aluminio e magnésio coloidal, pigmentos e solidos n&o polares tais
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como carbono ou triestearato de glicerila.

[00543] Uma grande variedade de materiais ndo emulsificantes esta
também incluida em formulagcbes de emulsdo e contribui para as
propriedades de emulsdes. Estes incluem gorduras, Oleos, ceras,
acidos graxos, alcoois graxos, ésteres gordurosos, umectantes,
coloides hidrofilicos, conservantes e antioxidantes (Block,
emPharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger e Banker (Eds.),
1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 335; ldson, em
Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger e Banker (Eds.),
1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 199).

[00544] Coloides hidrofilicos ou hidrocoloides incluem gomas
ocorrendo naturalmente e polimeros sintéticos tais como
polissacarideos (por exemplo, acacia, agar, acido alginico,
carragenano, goma de guar, goma Karaya, e tragacanto), derivados de
celulose (por exemplo, carboximetilcelulose e carboxipropilcelulose), e
polimeros sintéticos (por exemplo, carbdmeros, éteres de celulose, e
polimeros de carboxivinila). Estes se dispersam ou dilatam em agua
para formar solug¢des coloidais que estabilizam emulsdes por formacéo
de filmes interfaciais fortes em torno das goticulas da fase dispersa e
por aumento da viscosidade da fase externa.

[00545] Uma vez que as emulsdes contém frequentemente um
numero de ingredientes tais como carboidratos, proteinas, esterois e
fosfatideos, que podem facilmente suportar o crescimento de micrébios,
estas formulagdes incorporam frequentemente conservantes.
Conservantes comummente usados incluidos em formulagcbes de
emulsdo incluem parabeno de metila, parabeno de propila, sais de
aménio quaternario, cloreto de benzalcdnio, ésteres do acido p-
hidroxibenzoico, e acido bdrico. Antioxidantes s&o também
comummente adicionados a formulagbes de emulsdo para prevenir

deterioracdo da formulacdo. Os antioxidantes usados podem ser
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agentes de remocéao de radicais livres tais como tocoferois, galatos de
alquila, hidroxianisol butilado, hidroxitolueno butilado, ou agentes
redutores tais como acido ascorbico e metabissulfito de sodio, e agentes
sinérgicos antioxidantes tais como acido citrico, acido tartarico, e
lecitina.

[00546] A aplicacdo de formulagbes de emulsbes por via
dermatoldgica, oral e parenteral e métodos para o seu fabrico foram
revistos na literatura (ver, por exemplo, Ansel's Pharmaceutical Dosage
Forms and Drug Delivery Systems, Allen, LV., Popovich NG., e Ansel
HC., 2004, Lippincott Williams & Wilkins (8th ed.), New York, NY; Idson,
em Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger e Banker (Eds.),
1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 199).
Formulagcbes de emulsbes para administracdo oral tém sido muito
amplamente utilizadas por causa da facilidade de formulagdo, bem
como pela eficacia do ponto de vista da absorcao e biodisponibilidade
(ver por exemplo,Ansel's Pharmaceutical Dosage Forms and Drug
Delivery Systems, Allen, LV., Popovich NG., e Ansel HC., 2004,
Lippincott Williams & Wilkins (8th ed.), New York, NY; Rosoff, em
Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger e Banker (Eds.),
1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 245; Idson, em
Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger e Banker (Eds.),
1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 199). Laxantes
a base de 6leos minerais, vitaminas soluveis em 6leo e preparacdes
nutritivas com elevado conteudo de gordura estdo entre os materiais
que tém sido comummente administrados oralmente como emulsdes
o/w.

ii. Microemulsbes

[00547] Em uma modalidade da presente invengao, as composi¢des
de RNAis e acidos nucleicos s&o formuladas como microemulsdes. Uma

microemulsdo pode ser definida como um sistema de agua, dleo e
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anfifilico que é uma solugédo liquida termodinamicamente estavel e
oticamente isotrépica unica (ver por exemplo, Ansel's Pharmaceutical
Dosage Forms and Drug Delivery Systems, Allen, LV., Popovich NG., e
Ansel HC., 2004, Lippincott Williams & Wilkins (8th ed.), New York, NY;
Rosoff, em Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger e Banker
(Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 245).
Tipicamente, as microemulsdes sdo sistemas que sao preparados
primeiramente por dispersdo de um 6leo em uma solucdo aquosa de
tensoativo e depois adicdo de uma quantidade suficiente de um quarto
componente, geralmente um alcool com comprimento intermédio da
cadeia, para formar um sistema transparente. Portanto, as
microemulsdes tém sido também descritas como dispersdes
termodinamicamente estaveis, isotropicamente limpidas de dois
liquidos imisciveis que sdo estabilizadas por filmes interfaciais de
moléculas com superficie ativa (Leung e Shah, em: Controlled Release
of Drugs: Polymers and Aggregate Systems, Rosoff, M., Ed., 1989, VCH
Publishers, New York, paginas 185-215). As microemulsbes sao
comummente preparadas através de uma combinacéo de trés a cinco
componentes que incluem Oleo, agua, tensoativo, cotensioativo e
eletrdlito. Se a microemulsao for do tipo agua-em-o6leo (w/0) ou 6leo-em-
agua (o/w) esta dependente das propriedades do 6leo e tensoativo
usados e da estrutura e empacotamento geométrico das cabecas
polares e caudas de hidrocarbonetos das moléculas de tensoativo
Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co., Easton,
Pa., 1985, p. 271).

[00548] A abordagem fenomenoldgica utilizando diagramas de fase
foi extensivamente estudada e originou um conhecimento abrangente,
a um perito na técnica, de como formularem microemulsdes (ver, por
exemplo, Ansel's Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery
Systems, Allen, LV., Popovich NG., e Ansel HC., 2004, Lippincott
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Williams & Wilkins (8th ed.), New York, NY; Rosoff, em Pharmaceutical
Dosage Forms, Lieberman, Rieger e Banker (Eds.), 1988, Marcel
Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 245; Block, em
Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger e Banker (Eds.),
1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 335). Em
comparagado com emulsdes convencionais, as microemulsdes oferecem
a vantagem de solubilizacdo de farmacos insoluveis em agua em uma
formulacédo de goticulas termodinamicamente estaveis que se formam
espontaneamente.

[00549] Os tensoativos usados na preparagao de microemulsdes
incluem, mas n&o estéo limitados a, tensoativos iénicos, tensoativos nédo
i6nicos, Brij 96, éteres de oleila e polioxietileno, ésteres de acidos
graxos e poliglicerol, monolaurato de tetraglicerol (ML310), monooleato
de tetraglicerol (MO310), monooleato de hexaglicerol (P0O310),
pentaoleato de hexaglicerol (PO500), monocaprato de decaglicerol
(MCAT750), monooleato de decaglicerol (MO750), sequioleato de
decaglicerol (SO750), decaoleato de decaglicerol (DAO750), sozinhos
ou em combinagao com cotensioativos. O cotensioativo, usualmente um
alcool de cadeia curta tal como etanol, 1-propanol, e 1-butanol, serve
para aumentar a fluidez interfacial por penetracéo no filme de tensoativo
e consequentemente criacdo de um filme desordenado devido ao
espaco vazio gerado entre moléculas de tensoativo. No entanto podem
ser preparadas microemulsdes sem o uso de cotensioativos e sistemas
de microemulsdo autoemulsificantes isentos de alcool s&do conhecidos
na técnica. A fase aquosa pode tipicamente ser, mas nao esta limitada
a, agua, uma solucao aquosa do farmaco, glicerol, PEG300, PEG400,
poliglicerois, propileno glicois, e derivados de etileno glicol. A fase de
oleo pode incluir, mas nao esta limitada a, materiais tais como Captex
300, Captex 355, Capmul MCM, ésteres de acidos graxos, mono, di, e

triglicerideos de cadeia média (C8-C12), ésteres de acidos graxos e
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glicerila polietoxilados, alcoois graxos, glicerideos poliglicolizados,
glicerideos C8-C10 saturados poliglicolizados, oleos vegetais e 6leo de
silicone.

[00550] As microemulsdes séo particularmente de interesse do ponto
de vista da solubilizagdo de farmacos e da absorcao intensificada de
farmacos. Microemulsdes a base de lipideos (o/w e w/o) tém sido
propostas para intensificar a biodisponibilidade oral de farmacos,
incluindo peptideos (ver, por exemplo, Patentes dos E.U.A. N°s.
6,191,105; 7,063,860; 7,070,802; 7,157,099; Constantinides et al.,
Pharmaceutical Research, 1994, 11, 1385-1390; Ritschel, Meth. Find.
Exp. Clin. Pharmacol., 1993, 13, 205). As microemulsdes proporcionam
vantagens de solubilizacdo melhorada de farmacos, protecdo de
farmacos da hidrolise enzimatica, possivel intensificacdo da absorcao
de farmacos devido a alteragdes, induzidas por tensoativos, da fluidez
e permeabilidade membranares, facilidade de preparacéo, facilidade de
administracao oral em relacdo a formas de dosagem sdélidas, poténcia
clinica melhorada, e toxicidade diminuida (ver, por exemplo, Patentes
dos E.U.A. N°. 6,191,105; 7,063,860; 7,070,802; 7,157,099;
Constantinides et al., Pharmaceutical Research, 1994, 11, 1385; Ho et
al., J. Pharm. Sci., 1996, 85, 138-143 Frequentemente, as
microemulsdes podem se formar espontaneamente quando seus
componentes sao colocados em contato a temperatura ambiente. Isto
pode ser particularmente vantajoso na formulacdo de farmacos
termicamente instaveis, peptideos ou RNAis. As microemulsdes tém
sido também eficazes na administragdo transdérmica de componentes
ativos em aplicagbes cosméticas e farmacéuticas. Se espera que as
composi¢coes e formulacbes de microemulsdo da presente invengao
facilitem a absorcéo sistémica aumentada de RNAis e acidos nucleicos
a partir do trato gastrointestinal, bem como melhorem a captagao celular

local de RNAIis e acidos nucleicos.
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[00551] As microemulsdes da presente invengao podem também
conter componentes e aditivos suplementares tais como monoestearato
de sorbitana (Grill 3), Labrasol, e intensificadores da penetragao para
melhorar as propriedades da formulagao e intensificar a absor¢cdo dos
RNAIs e acidos nucleicos da presente invengado. Os intensificadores da
penetracdo usados nas microemulsdes da presente invencdo podem
ser classificados como pertencendo a uma de cinco amplas categorias
- tensoativos, acidos graxos, sais biliares, agentes quelantes, e nao
tensoativos ndo quelantes (Lee et al., Critical Reviews in Therapeutic
Drug Carrier Systems, 1991, p. 92). Cada uma destas classes foi
discutida acima.

iii. Microparticulas

[00552] Um agente de RNAI da inveng&o pode ser incorporado em
uma particula, por exemplo, uma microparticula. As microparticulas
podem ser produzidas por secagem por pulverizacdo, mas podem ser
também produzidas por outros métodos incluindo liofilizacao,
evaporacgao, secagem em leito fluidizado, secagem por vacuo, ou uma
combinagao destas técnicas.

iv. Intensificadores da Penetragcéo

[00553] Em uma modalidade, a presente invencido emprega varios
intensificadores da penetragado para efetuar a distribuicdo eficaz de
acidos nucleicos, particularmente RNAIs, a pele de animais. A maioria
dos farmacos esta presente em solugdo em ambas as formas ionizada
e nao ionizada. No entanto, usualmente apenas farmacos soluveis em
lipideos ou lipofilicos atravessam prontamente membranas celulares.
Foi descoberto que mesmo farmacos nao lipofilicos conseguem
atravessar membranas celulares se a membrana a ser atravessada for
tratada com um intensificador da penetragdo. Adicionalmente a
auxiliarem a difusdo de farmacos néo lipofilicos através de membranas

celulares, os intensificadores da penetragédo intensificam também a
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permeabilidade de farmacos lipofilicos.

[00554] Os intensificadores da penetracdo podem ser classificados
como pertencendo a uma de cinco amplas categorias ou seja,
tensoativos, acidos graxos, sais biliares, agentes quelantes, e néao
tensoativos n&do quelantes (ver, por exemplo, Malmsten, M. Surfactants
and polymers in drug delivery, Informa Health Care, New York, NY,
2002; Lee et al., Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems,
1991, p.92). Cada uma das classes acima mencionadas de
intensificadores da penetrag&o é descrita em baixo em mais detalhe.
[00555] Tensoativos (ou "agentes com atividade de superficie") séo
entidades quimicas que, quando dissolvidas em uma solu¢cdo aquosa,
reduzem a tensdo superficial da solugdo ou a tensao interfacial entre a
solucdo aquosa e outro liquido, com o resultado de a absor¢ao de RNAis
através da mucosa ser intensificada. Adicionalmente aos sais biliares e
acidos graxos, estes intensificadores da penetracdo incluem, por
exemplo, lauril sulfato de sédio, éter de polioxietileno-9-laurila e éter de
polioxietileni-20-cetila) (ver, por exemplo, Malmsten, M. Surfactants and
polymers in drug delivery, Informa Health Care, New York, NY, 2002;
Lee et al., Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991,
p.92);e emulsdes perfluoroquimicas, tais como FC-43. Takahashi et al.,
J. Pharm. Pharmacol., 1988, 40, 252).

[00556] Varios acidos graxos e seus derivados que atuam como
intensificadores da penetracdo incluem, por exemplo, acido oleico,
acido laurico, acido caprico (acido n-decanoico), acido miristico, acido
palmitico, acido estearico, acido linoleico, acido linolénico, dicaprato,
tricaprato, monooleina (1-monooleoil-rac-glicerol), dilaurina, acido
caprilico, acido araquidbnico, 1-monocaprato de glicerol, 1-
dodecilazacicloheptan-2-ona, acilcarnitinas, acilcolinas, seus ésteres de
alquila C1-20 (por exemplo, metila, isopropila e t-butila), e seus mono- e

di-glicerideos (ou seja, oleato, laurato, caprato, miristato, palmitato,
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estearato, linoleato, etc.) (ver, por exemplo, Touitou, E., et al.
Enhancement in Drug Delivery, CRC Press, Danvers, MA, 2006; Lee et
al., Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991, p.92;
Muranishi, Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1990,
7, 1-33; El Hariri et al., J. Pharm. Pharmacol., 1992, 44, 651-654).

[00557] O papel fisioldégico da bilis inclui a facilitacdo da dispersao e
absorcao de lipideos e vitaminas soluveis em gordura (ver, por exemplo,
Malmsten, M. Surfactants and polymers in drug delivery, Informa Health
Care, New York, NY, 2002; Brunton, capitulo 38 em: Goodman &
Gilman's The Pharmacological Basis of Therapeutics, 9th Ed., Hardman
et al. Eds., McGraw-Hill, New York, 1996, paginas 934-935). Varios sais
biliares naturais, e seus derivados sintéticos, atuam como
intensificadores da penetragdo. Assim, o termo "sais biliares" inclui
qualgquer um dos componentes ocorrendo naturalmente da bilis bem
como qualquer um de seus derivados sintéticos. Sais biliares
adequados incluem, por exemplo, acido cdlico (ou seu sal de sodio
farmaceuticamente aceitavel, colato de sodio), acido desidrocdlico
(desidrocolato de sodio), acido desoxicélico (desoxicolato de saodio),
acido glucocdlico (glucocolato de sodio), acido glicocolico (glicocolato
de sodio), acido glicodesoxicolico (glicodesoxicolato de sodio), acido
taurocolico  (taurocolato de sdédio), acido taurodesoxicolico
(taurodesoxicolato de sodio), acido guenodesoxicolico
(quenodesoxicolato de sddio), acido ursodesoxicélico (UDCA), tauro-
24 ,25-diidro-fusidato de sodio (STDHF), glicodiidrofusidato de sodio e
éter de polioxietileno-9-laurila (POE) (ver, por exemplo, Malmsten, M.
Surfactants and polymers in drug delivery, Informa Health Care, New
York, NY, 2002; Lee et al., Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier
Systems, 1991, pagina 92; Swinyard, capitulo 39 em: Remington's
Pharmaceutical Sciences, 18th Ed., Gennaro, ed., Mack Publishing Co.,

Easton, Pa., 1990, paginas 782-783; Muranishi, Critical Reviews in
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Therapeutic Drug Carrier Systems, 1990, 7, 1-33; Yamamoto et al., J.
Pharm. Exp. Ther., 1992, 263, 25; Yamashita et al., J. Pharm. Sci., 1990,
79, 579-583).

[00558] Agentes quelantes, como usados em conexdao com a
presente invencao, podem ser definidos como compostos que removem
ions metalicos da solucéo por formacao de complexos com eles, com o
resultado de a absorcdo de RNAIs através da mucosa ser intensificada.
No que diz respeito ao seu uso como intensificadores da penetragéo na
presente invengao, os agentes quelantes tém a vantagem adicional de
também servirem como inibidores de DNase, pois a maioria das DNA
nucleases caracterizadas requer um ion metalico divalente para catalise
e é assim inibida por agentes quelantes (Jarrett, J. Chromatogr., 1993,
618, 315-339). Agentes quelantes adequados incluem, mas nio estao
limitados a, etilenodiaminatetra-acetato dissodico (EDTA), acido citrico,
salicilatos (por exemplo, salicilato de soédio, 5-metoxissalicilato e
homovanilato), derivados de N-acila de colagénio, laureth-9 e derivados
de acila de N-amino de beta-dicetonas (enaminas) (ver, por exemplo,
Katdare, A. et al.,, Excipient development for pharmaceutical,
biotechnology, and drug delivery, CRC Press, Danvers, MA, 2006; Lee
et al., Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991,
pagina 92; Muranishi, Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier
Systems, 1990, 7, 1-33; Buur et al., J. Control Rel., 1990, 14, 43-51).
[00559] Como usado aqui, compostos intensificadores da penetracéo
nao tensoativos ndo quelantes podem ser definidos como compostos
que demonstram atividade insignificante como agentes quelantes ou
como tensoativos mas que ainda assim intensificam a absorgéo de
RNAIis através da mucosa alimentar (ver, por exemplo, Muranishi,
Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1990, 7, 1-33).
Esta classe de intensificadores da penetragao inclui, por exemplo,

ureias ciclicas insaturadas, derivados de 1-alquil- e 1-alquenilazaciclo-
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alcanona (Lee et al., Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier
Systems, 1991, page 92); e agentes anti-inflamatorios ndo esteroides
tais como diclofenac sddico, indometacina e fenilbutazona (Yamashita
et al., J. Pharm. Pharmacol., 1987, 39, 621-626).

[00560] Agentes que intensificam a captacdo de RNAis ao nivel
celular podem ser também adicionados a composi¢cao farmacéutica e
outras composicdes da presente invengdo. Por exemplo se sabe
também que lipideos catidnicos, tais como lipofectina (Junichi et al.,
Patente dos E.U.A. No. 5,705,188), derivados catidnicos de glicerol, e
moléculas policatidnicas, tais como polilisina (Lollo et al., Pedido PCT
WO 97/30731), intensificam a captacao celular de dsRNAs. Exemplos
de reagentes de transfeccdo comercialmente disponiveis incluem, por
exemplo, Lipofectamine™ (Invitrogen; Carlsbad, CA), Lipofectamine
2000™ (Invitrogen; Carlsbad, CA), 293fectin™ (Invitrogen; Carlsbad,
CA), Cellfectin™ (Invitrogen; Carlsbad, CA), DMRIE-C™ (Invitrogen;
Carlsbad, CA), FreeStyle™ MAX (Invitrogen; Carlsbad, CA),
Lipofectamine™ 2000 CD (Invitrogen; Carlsbad, CA), Lipofectamine™
(Invitrogen; Carlsbad, CA), RNAIMAX (Invitrogen; Carlsbad, CA),
Oligofectamine™ (Invitrogen; Carlsbad, CA), Optifect™ (Invitrogen;
Carlsbad, CA), X-tremeGENE Q2 Transfection Reagent (Roche;
Grenzacherstrasse, Suica), DOTAP Liposomal Transfection Reagent
(Grenzacherstrasse, Suica), DOSPER Liposomal Transfection Reagent
(Grenzacherstrasse, Suica), ou Fugene (Grenzacherstrasse, Suica),
Transfectam® Reagent (Promega; Madison, WI), TransFast™
Transfection Reagent (Promega; Madison, WI), Tfx™-20 Reagent
(Promega; Madison, WI), Tfx™-50 Reagent (Promega; Madison, WI),
DreamFect™ (OZ Biosciences; Marselha, Francga), EcoTransfect (OZ
Biosciences; Marselha, Franca), TransPass? D1 Transfection Reagent
(New England Biolabs; Ipswich, MA, EUA), LyoVec™/LipoGen™
(Invitrogen; San Diego, CA, EUA), PerFectin Transfection Reagent
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(Genlantis; San Diego, CA, EUA), NeuroPORTER Transfection Reagent
(Genlantis; San Diego, CA, EUA), GenePORTER Transfection reagent
(Genlantis; San Diego, CA, EUA), GenePORTER 2 Transfection reagent
(Genlantis; San Diego, CA, EUA), Cytofectin Transfection Reagent
(Genlantis; San Diego, CA, EUA), BaculoPORTER Transfection
Reagent (Genlantis; San Diego, CA, EUA), TroganPORTER™
transfection Reagent (Genlantis; San Diego, CA, EUA ), RiboFect
(Bioline; Taunton, MA, EUA), PlasFect (Bioline; Taunton, MA, EUA),
UniFECTOR (B-Bridge International; Mountain View, CA, EUA),
SureFECTOR (B-Bridge International; Mountain View, CA, EUA), ou
HiFect™ (B-Bridge International, Mountain View, CA, EUA), entre
outros.

[00561] Podem ser utilizados outros agentes para intensificar a
penetracdo dos acidos nucleicos administrados, incluindo glicois tais
como etileno glicol e propileno glicol, pirrdis tais como 2-pirrol, azonas,
e terpenos tais como limoneno e mentona.

v. Transportadores

[00562] Certas composicbes da presente invencdo incorporam
também compostos transportadores na formulacido. Como usado aqui,
"composto transportador” ou "transportador" pode se referir a um acido
nucleico, ou seu analogo, que é inerte (ou seja, ndo possui atividade
biolégica per se) mas que é reconhecido como um acido nucleico por
processos in vivo que reduzem a biodisponibilidade de um acido
nucleico tendo atividade biolégica por, por exemplo, degradacdo do
acido nucleico biologicamente ativo ou promo¢ao da sua remocgao da
circulagdo. A coadministracdo de um acido nucleico e um composto
transportador, tipicamente com um excesso da ultima substancia, pode
resultar em uma reducao substancial da quantidade de acido nucleico
recuperada no figado, rim ou outros reservatérios extracirculatorios,

presumivelmente devido a competi¢cdo entre o composto transportador
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e 0 acido nucleico para um receptor comum. Por exemplo, a
recuperacdo de um dsRNA parcialmente de fosforotioato em tecido
hepatico pode ser reduzida quando € coadministrado com &acido poli-
inosinico, sulfato de dextrana, acido policitidico ou acido 4-acetamido-
4’-isotiociano-estilbeno-2,2"-dissulféonico (Miyao et al., DsRNA Res.
Dev., 1995, 5, 115-121; Takakura et al., DsRNA & Nucl. Acid Drug Dev.,
1996, 6, 177-183.

vi. Excipientes

[00563] Em contraste com um composto transportador, um
"transportador farmacéutico" ou "excipiente" € um solvente, agente de
suspensdo farmaceuticamente aceitavel ou qualquer outro veiculo
farmacologicamente inerte para administragdo de um ou mais acidos
nucleicos a um animal. O excipiente pode ser liquido ou sdlido e é
selecionado, com o0 modo de administragdao planejado em mente, de
modo a proporcionar a voluminosidade, consisténcia, etc., desejadas
gquando combinado com um acido nucleico e os outros componentes de
uma dada composi¢cdo farmacéutica. Transportadores farmacéuticos
tipicos incluem, mas nao estdo limitados a, agentes de ligagao (por
exemplo, amido de milho pré-gelatinizado, polivinilpirrolidona ou
metilcelulose de hidroxipropila, etc.); enchimentos (por exemplo, lactose
e outros acucares, celulose microcristalina, pectina, gelatina, sulfato de
calcio, celulose de etila, poliacrilatos ou hidrogenofosfato de calcio, etc.);
lubrificantes (por exemplo, estearato de magneésio, talco, silica, diéxido
de silicio coloidal, acido estearico, estearatos metalicos, 6leos vegetais
hidrogenados, amido de milho, polietileno glicois, benzoato de sédio,
acetato de sadio, etc.); desintegrantes (por exemplo, amido, glicolato de
amido sodico, etc.); e agentes molhantes (por exemplo, lauril sulfato de
sodio, etc.).

[00564] Excipientes organicos ou inorganicos farmaceuticamente

aceitaveis adequados para administracdo nao parenteral que nao
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reagem prejudicialmente com acidos nucleicos podem ser também
usados para formular as composicdes da presente invencao.
Transportadores farmaceuticamente aceitaveis adequados incluem,
mas nao estdo limitados a, agua, solugcdes salinas, alcoois, polietileno
glicéis, gelatina, lactose, amilose, estearato de magnésio, talco, acido
silicico, parafina viscosa, hidroximetilcelulose, polivinilpirrolidona e
similares.

[00565] As formulagcbes para administracdo topica de acidos
nucleicos podem incluir solugdes aquosas estéreis e nao estéreis,
solugbes ndo aquosas em solventes comuns tais como alcoois, ou
solucdes dos acidos nucleicos em bases de 6leo liquidas ou soélidas. As
solucdes podem também conter tampdes, diluentes e outros aditivos
adequados. Podem ser usados excipientes organicos ou inorganicos
farmaceuticamente aceitaveis adequados para administragdo nao
parenteral que nao reajam prejudicialmente com acidos nucleicos.
[00566] Excipientes farmaceuticamente aceitaveis adequados
incluem mas, ndo estdo limitados a, agua, solugcbes de sal, alcool,
polietileno glicéis, gelatina, lactose, amilose, estearato de magnésio,
talco, acido silicico, parafina viscosa, hidroximetilcelulose,
polivinilpirrolidona e similares.

vii. Qutros Componentes

[00567] As composicdbes da presente invengcdo podem
adicionalmente conter outros componentes adjuntos
convencionalmente encontrados em composi¢cdes farmacéuticas, a
seus niveis de uso estabelecidos na técnica. Assim, por exemplo, as
composi¢gbes podem conter materiais adicionais, compativeis e
farmaceuticamente ativos tais como, por exemplo, antipruriticos,
adstringentes, anestésicos locais ou agentes anti-inflamatorios, ou
podem conter materiais adicionais uteis na formulacao fisica de varias

formas de dosagem das composi¢cdes da presente invencio, tais como
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corantes, agentes aromatizantes, conservantes, antioxidantes,
opacificantes, agentes espessantes e estabilizantes. No entanto, tais
materiais, quando adicionados, ndo devem interferir indevidamente com
as atividades biologicas dos componentes das composi¢cdes da
presente invencdo. As formulagdes podem ser esterilizadas e, se
desejado, misturadas com agentes auxiliares, por exemplo,
lubrificantes, conservantes, estabilizantes, agentes molhantes,
emulsificantes, sais para influéncia da pressdo osmotica, tampdes,
substancias corantes, aromatizantes e/ou aromaticas e similares que
nao interajam prejudicialmente com o(s) acido(s) nucleico(s) da
formulacéo.

[00568] Suspensdes aquosas podem conter substancias que
aumentam a viscosidade da suspensédo, incluindo, por exemplo,
carboximetilcelulose sodica, sorbitol e/ou dextrana. A suspensao pode
também conter estabilizantes.

[00569] Em algumas modalidades, as composi¢des farmacéuticas
apresentadas na invengao incluem (a) um ou mais compostos de RNAI
e (b) um ou mais agentes que funcionam por um mecanismo ndo RNAI
e que sao uteis no tratamento de uma infecgao pelo HBV. Exemplos de
tais agentes incluem, mas nao se limitam a, agentes antivirais que visam
suprimir ou destruir HBV ao interferir com a replicacdo viral; e
imunomoduladores que visam ajudar o sistema imune humano a montar
uma defesa contra o virus. Em contraste, imunomoduladores, tais como
corticosteroides, que induzem uma expressao reforcada de virus e de
antigenos virais e uma supressao da funcao dos linfécitos T, ou adenina
arabinosideo, aciclovir ou dideséxiinosina, ndo sao benéficos para o
tratamento da hepatite B crénica. Agentes adequados sao discutidos em
maior detalhe em baixo.

[00570] A toxicidade e eficacia terapéutica de tais compostos podem

ser determinadas por procedimentos farmacéuticos padrdo em culturas
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de células ou animais experimentais, por exemplo, para determinagao
da LD50 (a dose letal para 50% da populacdo) e da ED50 (a dose
terapeuticamente eficaz em 50% da populagao). A razdo de doses entre
efeitos toxicos e terapéuticos € o indice terapéutico e pode ser expressa
como a razao LDso/EDso. Sdo preferenciais compostos que exibem
elevados indices terapéuticos.

[00571] Os dados obtidos de ensaios de cultura celular e estudos
animais podem ser usados na formulagcdo de uma gama de dosagens
para uso em seres humanos. A dosagem de composicdes apresentadas
aqui na invencdo esta geralmente dentro de uma gama de
concentracdes em circulacdo que incluem a EDsp com pouca ou
nenhuma toxicidade. A dosagem pode variar dentro desta gama
dependendo da forma de dosagem empregue e da rota de
administracao utilizada. Para qualquer composto usado nos métodos
apresentados na invencdo, a dose terapeuticamente eficaz pode ser
inicialmente estimada a partir de ensaios de cultura de células. Uma
dose pode ser formulada em modelos animais para alcangar uma gama
de concentracdes no plasma em circulagdo do composto ou, quando
apropriado, do produto de polipeptideo de uma sequéncia alvo (por
exemplo, alcance de uma concentragcédo diminuida do polipeptideo) que
inclui a ICsp (ou seja, a concentragao do composto de teste que alcanca
uma inibicdo semimaxima de sintomas) como determinado em cultura
de células. Tal informacdo pode ser usada para determinar mais
precisamente doses uteis em seres humanos. Os niveis no plasma
podem ser medidos, por exemplo, por cromatografia liquida de elevado
desempenho.

[00572] Adicionalmente a sua administracdo, como discutido acima,
os RNAis apresentados na invencdo podem ser administrados em
combinagao com outros agentes conhecidos eficazes no tratamento de

processos patoldgicos mediados por expressao de HBV. Em qualquer
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caso, 0 meédico administrador pode ajustar a quantidade e
calendarizagdo da administragdo de RNAi com base em resultados
observados usando medi¢des de eficacia padrao conhecidas na técnica
ou descritas aqui.

VIl. Métodos da Invencgao

[00573] A presente invencdo fornece meétodos terapéuticos e
profilaticos que incluem a administracdo a um individuo com uma
infeccdo pelo HBV e/ou doenca, disturbio ou condigdo associados a
HBYV, ou propenso a desenvolver uma doenga, disturbio ou condig&o
associados a HBV (por exemplo, CHB), composi¢cbes compreendendo
um agente de RNAI, ou composi¢cdes farmacéuticas compreendendo
um agente de RNAI, ou vetores compreendendo um RNAI da invencao.
[00574] Os métodos da invengao sao uteis no tratamento de um
individuo com uma infeccéo pelo HBV, por exemplo, um individuo que
beneficiaria da reducdo da expressao do gene HBV e/ou replicacédo do
HBV. Em um aspecto, a presente invencado proporciona métodos de
reduzir o nivel de ccc DNA do virus da hepatite B em um individuo
infectado com HBV. Em outro aspecto, a presente invengao proporciona
métodos de reduzir o nivel de antigeno de HBV, por exemplo HBsAg
e/ou HBeAg, em um individuo infectado com HBV. Em outro aspecto, a
presente invengao proporciona métodos de reduzir a carga viral de HBV
em um individuo infectado com HBV. A presente invencdo também
fornece métodos para reduzir os niveis de alanina aminotransferase
(ALT) e/ou aspartato aminotransferase (AST) em um individuo infectado
com HBV. Em um aspecto, a presente invencao proporciona métodos
de amentar o nivel de anticorpos anti-HBV em um individuo infectado
com HBV. Em outro aspecto, a presente inveng¢ao proporciona métodos
de tratamento de um individuo tendo uma infec¢do por HBV. Em um
aspecto, a presente invengdo providencia métodos de tratar um

individuo com doenga associada a HBV, por exemplo infec¢cao pelo
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virus da hepatite D, delta hepatite, hepatite B aguda; hepatite B aguda
fulminante; hepatite B crénica; fibrose hepatica; doenga hepatica de
estagio final; carcinoma hepatocelular. Além disso, como a infecgao pelo
HDV depende de fungdes auxiliares obrigatorias fornecidas pelo HBV
para transmissao, e individuos com infec¢ao pelo HBV também podem
ter uma infecgéo pelo HDV, os métodos de tratamento descritos neste
documento também sao uteis para tratar um individuo com uma
infeccdo pelo HDV e/ou um disturbio associado a HDV, tal como
infecgao pelo virus da hepatite B, infeccédo por hepatite B crénica (CHB),
infecc&o por hepatite B (CHB) cronica, cirrose, insuficiéncia hepatica e
carcinoma hepatocelular (HCC). Os métodos de tratamento (e usos) da
invengao incluem administracdo ao individuo, por exemplo, um ser
humano, de uma quantidade terapeuticamente eficaz de um agente de
RNAI da invencdo se dirigindo a um gene HBV ou uma composicéo
farmacéutica compreendendo um agente de RNAi da invencao se
dirigindo a um gene HBV ou um vetor da invengdo compreendendo um
agente de RNAI se dirigindo a um gene HBV.

[00575] Emum aspecto, a invengao providencia métodos de prevenir
pelo menos um sintoma em um individuo com uma infecgéo pelo HBV,
por exemplo, a presenca de ccc DNA de HBV sérico e/ou hepatico, a
presenca de DNA de HBV sérico, a presenca de antigeno de HBV sérico
e/ou hepatico, por exemplo, HBsAg e/ou HBeAg, ALT elevado, AST
elevado, a auséncia ou o baixo nivel de anticorpos anti-HBV, lesao
hepatica; cirrose; infecgdo pelo virus da hepatite D, delta hepatite,
hepatite B aguda; hepatite B fulminante; hepatite B cronica; fibrose
hepatica; doenca hepatica de estagio final; carcinoma hepatocelular;
sindrome tipo doenca do soro; anorexia; nausea; vémito, febre baixa;
mialgia; cansaco; disturbios da acuidade gustativa e das sensagdes
olfativas (aversdo a comida e cigarros); e/ou no quadrante superior

direito e dor epigastrica (intermitente, leve a moderada); encefalopatia
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hepatica; sonoléncia; disturbios no padrao de sono; confusdo mental;
coma; ascite; hemorragia gastrointestinal; coagulopatia; ictericia;
hepatomegalia (ligeiramente ampliado, figado macio); esplenomegalia;
eritema palmar; nevos araneos; atrofia muscular; aranhas vasculares;
vasculite; hemorragia varicosa; edema periférico; ginecomastia; atrofia
testicular; veias colaterais abdominais (cabeca de medusa); altos niveis
de alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST),
dentro de um intervalo de 1000 - 2000 Ul/mL, embora valores 100 vezes
acima do limite superior do normal (ULN) possam ser também
identificados; niveis de ALT mais elevados do que niveis de AST; niveis
elevados de gama-glutamila transpeptidase (GGT) e fosfatase alcalina
(ALP) (por exemplo, ndo mais do que 3 vezes o ULN); niveis de
albumina ligeiramente baixos; niveis de ferro sérico elevados;
leucopenia (ou seja, granulocitopenia); linfocitose; taxa de
sedimentacdo de eritrocitos aumentada (ESR); sobrevivéncia de
glébulos vermelhos reduzida; hemdlise; trombocitopenia; um
prolongamento da relagdo normalizada internacional (INR); a presenga
de imunoglobulina M (IgM) de anticorpos nucleares de hepatite B (anti-
HBc), HBsAg, HBeAg sérico e/ou hepatico; anticorpo de superficie da
hepatite B (anti-HBs), anticorpo e de hepatite B (anti-HBe), e/ou DNA de
HBV; elevacao das aminotransferases (< 5 vezes o ULN); niveis de ALT
mais elevados do que os niveis de AST; niveis de bilirrubina
aumentados, tempo de protrombina (PT) prolongado; hiperglobulinemia;
a presenca de anticorpos nao especificos de tecido, tais como
anticorpos anti-musculo liso (ASMAs) ou anticorpos antinucleares
(ANAs) (10-20%); a presenga de anticorpos especificos do tecido, tais
como anticorpos contra a glandula tireoide (10-20%); niveis elevados de
fator reumatoide (RF); hiperbilirrubinemia, PT prolongado, baixa
contagem de plaquetas e glébulos brancos, niveis de AST mais

elevados do que os niveis de ALT; niveis elevados de fosfatase alcalina
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(ALP) e GGT; lobular, com alteragdes hepatocelulares degenerativas e
regenerativas e inflamagdo acompanhante; predominantemente
necrose centrolobular. Os métodos incluem administracdo ao individuo
de uma quantidade terapeuticamente eficaz do agente de RNAI, por
exemplo, dsRNA, composi¢cdes farmacéuticas ou vetores da invencao,
prevenindo deste modo pelo menos um sintoma no individuo tendo um
disturbio que beneficiaria da reducdo na expressao do gene HBYV, tal
como um individuo com uma infecgédo pelo HBV ou um individuo com
uma infecgao pelo HBV e HDV.

[00576] Em um outro aspecto, a presente invencéo fornece usos de
uma quantidade terapeuticamente eficaz de um agente de RNAIi da
invencgéo para tratamento de um individuo, por exemplo, um individuo
que beneficiaria de uma reducado e/ou inibicdo da expressao do gene
HBV, tal como um individuo com uma infeccédo pelo HBV ou um
individuo com uma infecgéo pelo HBV e HDV.

[00577] Em um outro aspecto, a presente invencao providencia usos
de um agente de RNAI, por exemplo, um dsRNA, da invencao visando
um gene HBV ou composicao farmacéutica compreendendo um agente
de RNAI visando um gene HBV no fabrico de um medicamento para o
tratamento de um individuo, por exemplo, um individuo que beneficiaria
de uma reducdo e/ou inibicdo da expressdo do gene HBV e/ou
replicagdo de HBV, tal como um individuo com uma infecgéo pelo HBV
ou um individuo com uma infec¢éo pelo HBV e HDV e um individuo com
um disturbio que beneficiaria da reducao da expressao do gene HBV,
por exemplo, uma doenga associada a HBV.

[00578] Em um outro aspecto, a invengao fornece usos de um RNAI,
por exemplo, um dsRNA, da invencao para prevencao de pelo menos
um sintoma em um individuo sofrendo de um disturbio que beneficiaria
de uma redugdo e/ou inibicdo da expressdo do gene HBV e/ou

replicacdo de HBV.
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[00579] Em um aspecto adicional, a presente invencéo fornece usos
de um agente de RNAI da invencao na fabricacdo de um medicamento
para prevencao de pelo menos um sintoma em um individuo sofrendo
de um disturbio que beneficiaria de uma reducdo e/ou inibicdo da
expressao do gene HBV e/ou replicacdo de HBV, tal como uma doenca
associada a HBV.

[00580] Em uma modalidade, um agente de RNAIi visando HBV é
administrado a um individuo com uma infeccéo pelo HBV ou com uma
infeccéo pelo HBV e pelo HDV, e/ou uma doenga associada a HBV, de
forma que a expressao de um ou mais genes HBV, niveis de ccc DNA
de HBV, niveis de antigeno de HBV, niveis de carga viral de HBV, ALT
e/ou AST, por exemplo, em uma célula, tecido, sangue ou outro tecido
ou fluido do individuo sejam reduzidos em, pelo menos cerca 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%, 62%, 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%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98%, ou pelo menos cerca de 99% ou mais quando o agente
dsRNA é administrado ao individuo.

[00581] Em uma modalidade, um agente de RNAIi visando HBV é
administrado a um individuo com uma infeccéo pelo HBV ou com uma
infecc&o pelo HBV e pelo HDV, e/ou uma doenga associada a HBV, de
forma que o nivel de anticorpos anti-HBV, por exemplo, em uma célula,
tecido, sangue ou outro tecido ou fluido do individuo sejam aumentados
em, pelo menos cerca 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%,
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42%, 43%, 44%, 45%, 46%, 47%, 48%, 49%, 50%, 51%, 52%, 53%,
54%, 55%, 56%, 57%, 58%, 59%, 60%, 61%, 62%, 62%, 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%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97 %, 98%, ou pelo menos cerca
de 99% ou mais quando o agente dsRNA é administrado ao individuo.
[00582] Os métodos e usos da invengao incluem administracdo de
uma composicao descrita aqui tal que a expressao do gene HBV alvo
seja diminuida, tal como durante cercade 1, 2,3,4 5,6, 7, 8, 12, 16, 18,
24, 28, 32, 36, 40, 44, 48, 52, 56, 60, 64, 68, 72, 76 ou cerca de 80
horas. Em uma modalidade, a expresséo do gene HBV alvo é diminuida
durante um periodo prolongado, por exemplo, pelo menos cerca de dois,
trés, quatro, cinco, seis, sete dias ou mais, por exemplo, cerca de uma
semana, duas semanas, trés semanas, ou cerca de quatro semanas ou
mais.

[00583] A administracdo do dsRNA de acordo com os métodos e
usos da invencao pode resultar em uma reduc¢ao da gravidade, sinais,
sintomas, e/ou marcadores de tais doencas ou disturbios em um
paciente com uma infeccéo pelo HBV ou uma infec¢ao pelo HBV e HDV,
e/ou uma doencga associada a HBV. Por "reducao" neste contexto se
significa uma diminuicao estatisticamente significativa em tal nivel. A
reducao pode ser, por exemplo, pelo menos cerca de 5%, 10%, 15%,
20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%,
80%, 85%, 90%, 95%, ou cerca de 100%.

[00584] A eficacia do tratamento ou prevencao de doenga pode ser
avaliada, por exemplo, mensurando a progressao da doenca, remissao
da doenca, gravidade de sintomas, reducao de dor, qualidade de vida,
dose de uma medicacao requerida para manter um efeito do tratamento,
nivel de um marcador de doenca ou qualquer outro parametro

mensuravel apropriado para uma doencga determinada sendo tratada ou
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sendo o alvo de prevencdo. Esta bem dentro da capacidade de um
perito na técnica monitorizar a eficacia do tratamento ou prevencéao por
medicdo de qualquer um de tais parametros, ou qualquer combinacéo
de parametros. Por exemplo, a eficacia do tratamento de CHB pode ser
avaliada, por exemplo, por monitorizacéo peridédica da carga viral e dos
niveis de transaminase. A comparacao das ultimas leituras com as
leituras iniciais ddo a um meédico uma indicagdo da eficacia do
tratamento. Estda bem dentro da capacidade de um perito na técnica
monitorizar a eficacia do tratamento ou prevencdo por medi¢cdo de
qualquer um de tais parametros, ou qualquer combinacdo de
parametros. Em conexao com a administracdo de um RNAi se dirigindo
a HBV ou sua composicao farmacéutica, "eficaz contra" uma doenca
associada a HBV indica que a administragdo de um modo clinicamente
apropriado resulta em um efeito benéfico para pelo menos uma fragao
estatisticamente significativa de pacientes, tal como melhoria de
sintomas, uma cura, uma reducdo na doenca, extensdo da vida,
melhoria na qualidade de vida, ou outro efeito geralmente reconhecido
como positivo por médicos familiarizados com o tratamento de uma
infeccdo pelo HBV e/ou uma doenga associada a HBV e das causas
relacionadas.

[00585] Um efeito de tratamento ou preventivo € evidente quando
existe uma melhoria estatisticamente significativa em um ou mais
parametros do estado de doenca, ou por uma auséncia do agravamento
ou do desenvolvimento de sintomas onde seriam de outro modo
antecipados. Como um exemplo, uma alteragdo favoravel de pelo
menos 10% em um parametro mensuravel de doencga, e
preferencialmente pelo menos 20%, 30%, 40%, 50% ou mais, pode ser
indicativa de tratamento eficaz. A eficacia de um dado farmaco de RNAI
ou formulagdo desse farmaco pode ser também avaliada usando um

modelo animal experimental para a dada doenca como conhecido na
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técnica. Quando se usa um modelo animal experimental, a eficacia do
tratamento é evidenciada quando € observada uma reducgao
estatisticamente significativa em um marcador ou sintoma.

[00586] Pode ser administrada ao individuo uma quantidade
terapéutica de RNAI, tal como cerca de 0,01 mg/kg, 0,02 mg/kg, 0,03
mg/kg, 0,04 mg/kg, 0,05 mg/kg, 0,1 mg/kg, 0,15 mg/kg, 0,2 mg/kg, 0,25
mg/kg, 0,3 mg/kg, 0,35 mg/kg, 0,4 mg/kg, 0,45 mg/kg, 0,5 mg/kg, 0,55
mg/kg, 0,6 mg/kg, 0,65 mg/kg, 0,7 mg/kg, 0,75 mg/kg, 0,8 mg/kg, 0,85
mg/kg, 0,9 mg/kg, 0,95 mg/kg, 1,0 mg/kg, 1,1 mg/kg, 1,2 mg/kg, 1,3
mg/kg, 1,4 mg/kg, 1,5 mg/kg, 1,6 mg/kg, 1,7 mg/kg, 1,8 mg/kg, 1.9
mg/kg, 2,0 mg/kg, 2,1 mg/kg, 2,2 mg/kg, 2,3 mg/kg, 2,4 mg/kg, 2,5 mg/kg
de dsRNA, 2,6 mg/kg de dsRNA, 2,7 mg/kg de dsRNA, 2,8 mg/kg de
dsRNA, 2,9 mg/kg de dsRNA, 3,0 mg/kg de dsRNA, 3,1 mg/kg de
dsRNA, 3,2 mg/kg de dsRNA, 3,3 mg/kg de dsRNA, 3,4 mg/kg de
dsRNA, 3,5 mg/kg de dsRNA, 3,6 mg/kg de dsRNA, 3,7 mg/kg de
dsRNA, 3,8 mg/kg de dsRNA, 3,9 mg/kg de dsRNA, 4,0 mg/kg de
dsRNA, 4,1 mg/kg de dsRNA, 4,2 mg/kg de dsRNA, 4,3 mg/kg de
dsRNA, 4,4 mg/kg de dsRNA, 4,5 mg/kg de dsRNA, 4,6 mg/kg de
dsRNA, 4,7 mg/kg de dsRNA, 4,8 mg/kg de dsRNA, 4,9 mg/kg de
dsRNA, 5,0 mg/kg de dsRNA, 5,1 mg/kg de dsRNA, 5,2 mg/kg de
dsRNA, 5,3 mg/kg de dsRNA, 54 mg/kg de dsRNA, 5,5 mg/kg de
dsRNA, 5,6 mg/kg de dsRNA, 5,7 mg/kg de dsRNA, 5,8 mg/kg de
dsRNA, 5,9 mg/kg de dsRNA, 6,0 mg/kg de dsRNA, 6,1 mg/kg de
dsRNA, 6,2 mg/kg de dsRNA, 6,3 mg/kg de dsRNA, 6,4 mg/kg de
dsRNA, 6,5 mg/kg de dsRNA, 6,6 mg/kg de dsRNA, 6,7 mg/kg de
dsRNA, 6,8 mg/kg de dsRNA, 6,9 mg/kg de dsRNA, 7,0 mg/kg de
dsRNA, 7,1 mg/kg de dsRNA, 7,2 mg/kg de dsRNA, 7,3 mg/kg de
dsRNA, 7,4 mg/kg de dsRNA, 7,5 mg/kg de dsRNA, 7,6 mg/kg de
dsRNA, 7,7 mg/kg de dsRNA, 7,8 mg/kg de dsRNA, 7,9 mg/kg de
dsRNA, 8,0 mg/kg de dsRNA, 8,1 mg/kg de dsRNA, 8,2 mg/kg de
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dsRNA, 8,3 mg/kg de dsRNA, 8,4 mg/kg de dsRNA, 8,5 mg/kg de
dsRNA, 8,6 mg/kg de dsRNA, 8,7 mg/kg de dsRNA, 8,8 mg/kg de
dsRNA, 8,9 mg/kg de dsRNA, 9,0 mg/kg de dsRNA, 9,1 mg/kg de
dsRNA, 9,2 mg/kg de dsRNA, 9,3 mg/kg de dsRNA, 9,4 mg/kg de
dsRNA, 9,5 mg/kg de dsRNA, 9,6 mg/kg de dsRNA, 9,7 mg/kg de
dsRNA, 9,8 mg/kg de dsRNA, 9,9 mg/kg de dsRNA, 9,0 mg/kg de
dsRNA, 10 mg/kg de dsRNA, 15 mg/kg de dsRNA, 20 mg/kg de dsRNA,
25 mg/kg de dsRNA, 30 mg/kg de dsRNA, 35 mg/kg de dsRNA, 40
mg/kg de dsRNA, 45 mg/kg de dsRNA, ou cerca de 50 mg/kg de dsRNA.
E também pretendido que valores e gamas intermédios dos valores
recitados sejam parte desta invencao.

[00587] Em certas modalidades, por exemplo, quando uma
composi¢ao da invencao compreende um dsRNA como descrito aqui e
um lipideo, pode ser administrada aos individuos uma quantidade
terapéutica de RNAI, tal como cerca de 0,01 mg/kg a cerca de 5 mg/kg,
cerca de 0,01 mg/kg a cerca de 10 mg/kg, cerca de 0,05 mg/kg a cerca
de 5 mg/kg, cerca de 0,05 mg/kg a cerca de 10 mg/kg, cerca de 0,1
mg/kg a cerca de 5 mg/kg, cerca de 0,1 mg/kg a cerca de 10 mg/kg,
cerca de 0,2 mg/kg a cerca de 5 mg/kg, cerca de 0,2 mg/kg a cerca de
10 mg/kg, cerca de 0,3 mg/kg a cerca de 5 mg/kg, cerca de 0,3 mg/kg a
cerca de 10 mg/kg, cerca de 0,4 mg/kg a cerca de 5 mg/kg, cerca de 0,4
mg/kg a cerca de 10 mg/kg, cerca de 0,5 mg/kg a cerca de 5 mg/kg,
cerca de 0,5 mg/kg a cerca de 10 mg/kg, cerca de 1 mg/kg a cerca de 5
mg/kg, cerca de 1 mg/kg a cerca de 10 mg/kg, cerca de 1,5 mg/kg a
cerca de 5 mg/kg, cerca de 1,5 mg/kg a cerca de 10 mg/kg, cerca de 2
mg/kg a cerca de 2,5 mg/kg, cerca de 2 mg/kg a cerca de 10 mg/kg,
cerca de 3 mg/kg a cerca de 5 mg/kg, cerca de 3 mg/kg a cerca de 10
mg/kg, cerca de 3,5 mg/kg a cerca de 5 mg/kg, cerca de 4 mg/kg a cerca
de 5 mg/kg, cerca de 4,5 mg/kg a cerca de 5 mg/kg, cerca de 4 mg/kg a

cerca de 10 mg/kg, cerca de 4,5 mg/kg a cerca de 10 mg/kg, cerca de 5
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mg/kg a cerca de 10 mg/kg, cerca de 5,5 mg/kg a cerca de 10 mg/kg,
cerca de 6 mg/kg a cerca de 10 mg/kg, cerca de 6,5 mg/kg a cerca de
10 mg/kg, cerca de 7 mg/kg a cerca de 10 mg/kg, cerca de 7,5 mg/kg a
cerca de 10 mg/kg, cerca de 8 mg/kg a cerca de 10 mg/kg, cerca de 8,5
mg/kg a cerca de 10 mg/kg, cerca de 9 mg/kg a cerca de 10 mg/kg, ou
cerca de 9,5 mg/kg a cerca de 10 mg/kg. E também pretendido que
valores e gamas intermédios dos valores recitados sejam parte desta
invencao.

[00588] Por exemplo, o dsRNA pode ser administrado em uma dose
de cerca de 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8,0,9,1, 1,1, 1,2, 1,3, 1,4,
1,5,16,1,7,18,19,2,21,2.2,23,24,25,26, 27,2829, 3, 31,
3,2,33,34,35,36,3,7,3,8,39,4,41,42,43,4/4,45,4,6,4,7,4,8,
49,5,51,52,53,54,55,5,6,57,5,8, 5,9, 6, 6,1, 6,2, 6,3, 6,4, 6,5,
6,6,6,7,68,69,7,71,72,73,74,75,76,7,7,7,8,7,9, 8, 81, 8,2,
8,3,84,8,5,8,6,8,7,838,8,9,9,9,1,9,2,93,94,9,5,9,6,9,7,9,8, 9,9,
ou de cerca de 10 mg/kg. E também pretendido que valores e gamas
intermédios dos valores recitados sejam parte desta invengao.

[00589] Em outras modalidades, por exemplo, quando uma
composicao da invencao compreende um dsRNA como descrito aqui e
uma N-acetilgalactosamina, pode ser administrada aos individuos uma
quantidade terapéutica de RNAI, tal como uma dose de cerca de 0,1 a
cerca de 50 mg/kg, cerca de 0,25 a cerca de 50 mg/kg, cerca de 0,5 a
cerca de 50 mg/kg, cerca de 0,75 a cerca de 50 mg/kg, cerca de 1 a
cerca de 50 mg/kg, cerca de 1,5 a cerca de 50 mg/kg, cerca de 2 a cerca
de 50 mg/kg, cerca de 2,5 a cerca de 50 mg/kg, cerca de 3 a cerca de
50 mg/kg, cerca de 3,5 a cerca de 50 mg/kg, cerca de 4 a cerca de 50
mg/kg, cerca de 4,5 a cerca de 50 mg/kg, cerca de 5 a cerca de 50
mg/kg, cerca de 7,5 a cerca de 50 mg/kg, cerca de 10 a cerca de 50
mg/kg, cerca de 15 a cerca de 50 mg/kg, cerca de 20 a cerca de 50

mg/kg, cerca de 20 a cerca de 50 mg/kg, cerca de 25 a cerca de 50
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cerca de 25 a cerca de 50 mg/kg, cerca de 30 a cerca de 50
cerca de 35 a cerca de 50 mg/kg, cerca de 40 a cerca de 50
cerca de 45 a cerca de 50 mg/kg, cerca de 0,1 a cerca de 45
cerca de 0,25 a cerca de 45 mg/kg, cerca de 0,5 a cerca de 45
cerca de 0,75 a cerca de 45 mg/kg, cerca de 1 a cerca de 45
cerca de 1,5 a cerca de 45 mg/kg, cerca de 2 a cerca de 45
cerca de 2,5 a cerca de 45 mg/kg, cerca de 3 a cerca de 45
cerca de 3,5 a cerca de 45 mg/kg, cerca de 4 a cerca de 45
cerca de 4,5 a cerca de 45 mg/kg, cerca de 5 a cerca de 45
cerca de 7,5 a cerca de 45 mg/kg, cerca de 10 a cerca de 45
cerca de 15 a cerca de 45 mg/kg, cerca de 20 a cerca de 45
cerca de 20 a cerca de 45 mg/kg, cerca de 25 a cerca de 45
cerca de 25 a cerca de 45 mg/kg, cerca de 30 a cerca de 45
cerca de 35 a cerca de 45 mg/kg, cerca de 40 a cerca de 45
cerca de 0,1 a cerca de 40 mg/kg, cerca de 0,25 a cerca de 40
cerca de 0,5 a cerca de 40 mg/kg, cerca de 0,75 a cerca de 40
cerca de 1 a cerca de 40 mg/kg, cerca de 1,5 a cerca de 40
cerca de 2 a cerca de 40 mg/kg, cerca de 2,5 a cerca de 40
cerca de 3 a cerca de 40 mg/kg, cerca de 3,5 a cerca de 40
cerca de 4 a cerca de 40 mg/kg, cerca de 4,5 a cerca de 40
cerca de 5 a cerca de 40 mg/kg, cerca de 7,5 a cerca de 40
cerca de 10 a cerca de 40 mg/kg, cerca de 15 a cerca de 40
cerca de 20 a cerca de 40 mg/kg, cerca de 20 a cerca de 40
cerca de 25 a cerca de 40 mg/kg, cerca de 25 a cerca de 40
cerca de 30 a cerca de 40 mg/kg, cerca de 35 a cerca de 40
cerca de 0,1 a cerca de 30 mg/kg, cerca de 0,25 a cerca de 30
cerca de 0,5 a cerca de 30 mg/kg, cerca de 0,75 a cerca de 30
cerca de 1 a cerca de 30 mg/kg, cerca de 1,5 a cerca de 30
cerca de 2 a cerca de 30 mg/kg, cerca de 2,5 a cerca de 30

cerca de 3 a cerca de 30 mg/kg, cerca de 3,5 a cerca de 30
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mg/kg, cerca de 4 a cerca de 30 mg/kg, cerca de 4,5 a cerca de 30
mg/kg, cerca de 5 a cerca de 30 mg/kg, cerca de 7,5 a cerca de 30
mg/kg, cerca de 10 a cerca de 30 mg/kg, cerca de 15 a cerca de 30
mg/kg, cerca de 20 a cerca de 30 mg/kg, cerca de 20 a cerca de 30
mg/kg, cerca de 25 a cerca de 30 mg/kg, cerca de 0,1 a cerca de 20
mg/kg, cerca de 0,25 a cerca de 20 mg/kg, cerca de 0,5 a cerca de 20
mg/kg, cerca de 0,75 a cerca de 20 mg/kg, cerca de 1 a cerca de 20
mg/kg, cerca de 1,5 a cerca de 20 mg/kg, cerca de 2 a cerca de 20
mg/kg, cerca de 2,5 a cerca de 20 mg/kg, cerca de 3 a cerca de 20
mg/kg, cerca de 3,5 a cerca de 20 mg/kg, cerca de 4 a cerca de 20
mg/kg, cerca de 4,5 a cerca de 20 mg/kg, cerca de 5 a cerca de 20
mg/kg, cerca de 7,5 a cerca de 20 mg/kg, cerca de 10 a cerca de 20
mg/kg, ou cerca de 15 a cerca de 20 mg/kg. Em uma modalidade,
quando uma composicdo da invencdo compreende um dsRNA como
descrito aqui e uma N-acetilgalactosamina, pode ser administrada aos
individuos uma quantidade terapéutica de cerca de 10 a cerca de 30
mg/kg de dsRNA. E também pretendido que valores e gamas
intermédios dos valores recitados sejam parte desta invengao.

[00590] Por exemplo, pode ser administrada aos individuos em uma
quantidade terapéutica de RNAI, tal como cerca de0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5,
06,07,08,091,11,12,13,14,15,16,1,7,18,1,9, 2,21, 2,2,
23,24,25,26,2,7,28,29,3,3,1, 3,2, 3,3, 34, 3,5, 3,6, 3,7, 3,8, 3,9,
4,41,42,43,44,45,46,4,7,4,8,4,9,5,51,5,2,5,3,54, 5,5, 5,6,
57,58,596,6,1,6,2,6,3,64,6,5 6,6, 6,7,68,6,9,7,7,1,7,2,7,3,
74,75,76,7,7,78,7)9,8, 8,1, 8,2, 8,3, 84, 8,5, 8,6, 8,7, 8,8, 8,9, 9,
9,1,9,2,9.3,94, 9,5, 9,6, 9,7,9,8, 9,9, 10, 10,5, 11, 11,5, 12, 12,5, 13,
13,5, 14, 14,5, 15, 15,5, 16, 16,5, 17, 17,5, 18, 18,5, 19, 19,5, 20, 20,5,
21, 21,5, 22, 22,5, 23, 23,5, 24, 24,5, 25, 25,5, 26, 26,5, 27, 27,5, 28,
28,5, 29, 29,5, 30, 31, 32, 33, 34, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43,
44,45, 46, 47, 48, 49, ou cerca de 50 mg/kg. E também pretendido que
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valores e gamas intermédios dos valores recitados sejam parte desta
invencao.

[00591] Em certas modalidades da invengao, por exemplo, quando
um agente de RNAI de fita dupla inclui uma modificagao (por exemplo,
um ou mais motivos de trés modificagdes idénticas em trés nucleotideos
consecutivos), incluindo um tal motivo no ou perto do local de clivagem
do agente, seis ligacdes fosforotioato, e um ligante, tal agente é
administrado em uma dose ao redor de 0,01 a cerca de 0,5 mg/kg, cerca
de 0,01 a cerca de 0,4 mg/kg, cerca de 0,01 a cerca de 0,3 mg/kg, cerca
de 0,01 a cerca de 0,2 mg/kg, cerca de 0,01 a cerca de 0,1 mg/kg, cerca
de 0,01 mg/kg a cerca de 0,09 mg/kg, cerca de 0,01 mg/kg a cerca de
0,08 mg/kg, cerca de 0,01 mg/kg a cerca de 0,07 mg/kg, sobre 0,01
mg/kg a cerca de 0,06 mg/kg, cerca de 0,01 mg/kg a cerca de 0,05
mg/kg, cerca de 0,02 a cerca de 0,5 mg/kg, cerca de 0,02 a cerca de 0,4
mg/kg, cerca de 0,02 a cerca de 0,3 mg/kg, cerca de 0,02 a cerca de 0,2
mg/kg, cerca de 0,02 a cerca de 0,1 mg/kg, cerca de 0,02 mg/kg a cerca
de 0,09 mg/kg, cerca de 0,02 mg/kg a cerca de 0,08 mg/kg, cerca de
0,02 mg/kg a cerca de 0,07 mg/kg, cerca de 0,02 mg/kg a cerca de 0,06
mg/kg, cerca de 0,02 mg/kg a cerca de 0,05 mg/kg, cerca de 0,03 a
cerca de 0,5 mg/kg, cerca de 0,03 a cerca de 0,4 mg/kg, cerca de 0,03
a cerca de 0,3 mg/kg, cerca de 0,03 a cerca de 0,2 mg/kg, cerca de 0,03
a cerca de 0,1 mg/kg, cerca de 0,03 mg/kg a cerca de 0,09 mg/kg, cerca
de 0,03 mg/kg a cerca de 0,08 mg/kg, cerca de 0,03 mg/kg a cerca de
0,07 mg/kg, cerca de 0,03 mg/kg a cerca de 0,06 mg/kg, cerca de 0,03
mg/kg a cerca de 0,05 mg/kg, cerca de 0,04 a cerca de 0,5 mg/kg, cerca
de 0,04 a cerca de 0,4 mg/kg, cerca de 0,04 a cerca de 0,3 mg/kg, cerca
de 0,04 a cerca de 0,2 mg/kg, cerca de 0,04 a cerca de 0,1 mg/kg, cerca
de 0,04 mg/kg a cerca de 0,09 mg/kg, cerca de 0,04 mg/kg a cerca de
0,08 mg/kg, cerca de 0,04 mg/kg a cerca de 0,07 mg/kg, cerca de 0,04

mg/kg a cerca de 0,06 mg/kg, cerca de 0,05 a cerca de 0,5 mg/kg, cerca
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de 0,05 a cerca de 0,4 mg/kg, cerca de 0,05 a cerca de 0,3 mg/kg, cerca
de 0,05 a cerca de 0,2 mg/kg, cerca de 0,05 a cerca de 0,1 mg/kg, cerca
de 0,05 mg/kg a cerca de 0,09 mg/kg, cerca de 0,05 mg/kg a cerca de
0,08 mg/kg, ou cerca de 0,05 mg/kg a cerca de 0,07 mg/kg. E também
pretendido que valores e gamas intermédios dos valores recitados
anteriores sejam parte desta invencao, por exemplo, o agente de RNAI
pode ser administrado ao individuo em uma dose ao redor de 0,015
mg/kg a cerca de 0,45 mg/kg.

[00592] Por exemplo, o agente de RNAI, por exemplo o agente de
RNAi em uma composigao farmacéutica pode ser administrado em uma
dose ao redor de 0,01 mg/kg, 0,0125 mg/kg, 0,015 mg/kg, 0,0175 mg/kg,
0,02 mg/kg, 0,0225 mg/kg, 0,025 mg/kg, 0,0275 mg/kg, 0,03 mg/kg,
0,0325 mg/kg, 0,035 mg/kg, 0,0375 mg/kg, 0,04 mg/kg, 0,0425 mg/kg,
0,045 mg/kg, 0,0475 mg/kg, 0,05 mg/kg, 0,0525 mg/kg, 0,055 mg/kg,
0,0575 mg/kg, 0,06 mg/kg, 0,0625 mg/kg, 0,065 mg/kg, 0,0675 mg/kg,
0,07 mg/kg, 0,0725 mg/kg, 0,075 mg/kg, 0,0775 mg/kg, 0,08 mg/kg,
0,0825 mg/kg, 0,085 mg/kg, 0,0875 mg/kg, 0,09 mg/kg, 0,0925 mg/kg,
0,095 mg/kg, 0,0975 mg/kg, 0,1 mg/kg, 0,125 mg/kg, 0,15 mg/kg, 0,175
mg/kg, 0,2 mg/kg, 0,225 mg/kg, 0,25 mg/kg, 0,275 mg/kg, 0,3 mg/kg,
0,325 mg/kg, 0,35 mg/kg, 0,375 mg/kg, 0,4 mg/kg, 0,425 mg/kg, 0,45
mg/kg, 0,475 mg/kg, ou cerca de 0,5 mg/kg. E também pretendido que
valores intermédios dos valores recitados anteriores sejam parte desta
invengao

[00593] Em algumas modalidades, o agente de RNAIi é administrado
como uma dose fixa de entre 100 mg a cerca de 900 mg, por exemplo
entre cerca de 100 mg a cerca de 850 mg, entre cerca de 100 mg a
cerca de 800 mg, entre cerca de 100 mg a cerca de 750 mg, entre cerca
de 100 mg a cerca de 700 mg, entre cerca de 100 mg a cerca de 650
mg, entre cerca de 100 mg a cerca de 600 mg, entre cerca de 100 mg a

cerca de 550 mg, entre cerca de 100 mg a cerca de 500 mg, entre cerca
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de 200 mg a cerca de 850 mg, entre cerca de 200 mg a cerca de 800
mg, entre cerca de 200 mg a cerca de 750 mg, entre cerca de 200 mg a
cerca de 700 mg, entre cerca de 200 mg a cerca de 650 mg, entre cerca
de 200 mg a cerca de 600 mg, entre cerca de 200 mg a 550 mg, entre
cerca de 200 mg a cerca de 500 mg, entre cerca de 300 mg a cerca de
850 mg, entre cerca de 300 mg a cerca de 800 mg, entre cerca de 300
mg a cerca de 750 mg, entre cerca de 300 mg a cerca de 700 mg, entre
cerca de 300 mg a cerca de 650 mg, entre cerca de 300 mg a cerca de
600 mg, entre cerca de 300 mg a cerca de 550 mg, entre cerca de 300
mg a cerca de 500 mg, entre cerca de 400 mg a cerca de 850 mg, entre
cerca de 400 mg a cerca de 800 mg, entre cerca de 400 mg a cerca de
750 mg, entre cerca de 400 mg a cerca de 700 mg, entre cerca de 400
mg a cerca de 650 mg, entre cerca de 400 mg a cerca de 600 mg, entre
cerca de 400 mg a cerca de 550 mg ou entre cerca de 400 mg a cerca
de 500 mg.
[00594]

como uma dose fixa de cerca de 100 mg, cerca de 125 mg, cerca de

Em algumas modalidades, o agente de RNAi € administrado

150 mg, cerca de 175 mg, 200 mg, cerca de 225 mg, cerca de 250 mg,

cerca de 275 mg, cerca de 300 mg, cerca de 325 mg, cerca de 350 mg,

cerca de 375 mg,
cerca de 475 mgq,
cerca de 575 mg,
cerca de 675 mg,

cerca de 775 mg,

cerca de 400 mg,
cerca de 500 mg,
cerca de 600 mg,
cerca de 700 mg,

cerca de 800 mg,

cerca de 425 mgq,
cerca de 525 mg,
cerca de 625 mg,
cerca de 725 mg,

cerca de 825 mg,

cerca de 450 mg,
cerca de 550 mg,
cerca de 650 mg,
cerca de 750 mg,

cerca de 850 mgq,

cerca de 875 mg ou cerca de 900 mg.
[00595]
longo de um periodo de tempo, tal como ao longo de um periodo de 5,
6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, ou

cerca de 25 minutos. A administragdo pode ser repetida, por exemplo,

O RNAI pode ser administrado por infusdo intravenosa ao

em uma base regular, tal como bissemanalmente (isto €, a cada duas
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semanas) durante um més, dois meses, trés meses, quatro meses ou
mais. Apos um regime de tratamento inicial, os tratamentos podem ser
administrados em uma base menos frequente. Por exemplo, apds
administragdo semanal ou bissemanal durante trés meses, a
administragdo pode ser repetida uma vez por més, durante seis meses
OU UM ano ou mais.

[00596] A administragdo do RNAI pode reduzir a presencga de ccc
DNA de HBV sérico e/ou hepatico, a presenca de antigeno HBV sérico
e/ou hepatico, por exemplo, HBsAg e/ou HBeAg, niveis ALT e/ou niveis
AST, por exemplo em uma célula, tecido, sangue, urina ou outro
compartimento do paciente em pelo menos cerca de 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%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, ou pelo menos cerca de 99% ou mais, por
exemplo para baixo do nivel de detecg&o do ensaio.

[00597] A administracdo do RNAIi pode aumentar a presenca de
anticorpos anti-HBV séricos e/ou hepaticos, por exemplo, em uma
célula, tecido, sangue, urina ou outro compartimento do paciente em
pelo menos cerca de 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%,
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87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou
pelo menos cerca de 99% ou mais.

[00598] Antes da administracdo de uma dose completa do RNAI
pode ser administrada aos paciente uma dose mais pequena, tal como
uma infusao a 5%, e estes monitorizados quanto a efeitos adversos, tais
como uma reacgao alérgica. Em outro exemplo, o paciente pode ser
monitorizado quanto a efeitos estimulador imunees indesejados, tais
como niveis de citocinas (por exemplo, TNF-alfa ou INF-alfa)
aumentados.

[00599] Devido aos efeitos inibidores na expressdo de HBV, uma
composicdo de acordo com a invencdo Ou uma composicao
farmacéutica preparada a partir dela pode melhorar a qualidade de vida.
[00600] Um RNAIi da invengdo pode ser administrado em forma
"nua", onde o agente de RNAi modificado ou n&o modificado é suspenso
diretamente em solvente tamp&o aquoso ou apropriado, tal como um
"RNAI livre". Um RNAI livre € administrado na auséncia de uma
composi¢cdo farmacéutica. O RNAI livre pode estar em uma solugao
tampao adequada. A solucdo tampao pode compreender acetato,
citrato, prolamina, carbonato, ou fosfato, ou qualquer sua combinacao.
Em uma modalidade, a solugdo tampao consiste em solugao salina
tamponada com fosfato (PBS). O pH e a osmolaridade da solugéo
tampao contendo o RNAI podem ser ajustados de modo que a solugao
seja adequada para administracdo a um individuo.

[00601] Em alternativa, um RNAIi da invengao pode ser administrado
na forma de uma composi¢cao farmacéutica, como uma formulacéo
lipossébmica de dsRNA.

[00602] Os individuos que beneficiariam de uma redugdo e/ou
inibicdo da expressdo do gene HBV sdo aqueles tendo uma infeccéo
pelo HBV e/ou doenga ou disturbio associados a HBV como descrito

aqui.
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[00603] O tratamento de um individuo que beneficiaria de uma
reducao e/ou inibicdo da expressao do gene HBYV inclui tratamento
terapéutico e profilatico.

[00604] A invencéo proporciona ainda métodos e usos de um agente
de RNAIi ou de uma respectiva composicdo farmacéutica para o
tratamento de um individuo que ira beneficiar de reduc¢ao e/ou inibicao
da expressao do gene HBV, por exemplo, um individuo com uma
doenca associada a HBV, em combinacdo com outros agentes
farmacéuticos e/ou outros meétodos terapéuticos, por exemplo, com
agentes farmacéuticos conhecidos e/ou métodos terapéuticos
conhecidos, tais como, por exemplo, 0s que sao correntemente
empregues para o tratamento desses disturbios.

[00605] Por exemplo, em certas modalidades, um RNAI se dirigindo
a um ou mais genes HBV € administrado em combinagdo com, por
exemplo, um agente util no tratamento de uma doenga associada a
HBV, como descrito aqui em outro local. Por exemplo, terapéutica
adicional e métodos terapéuticos adequados para tratar um individuo
que beneficiaria com a reducéo na expressao de HBV, por exemplo, um
individuo com uma doenca associada a HBV, incluem um agente de
RNAI visando uma porg¢éo diferente do genoma do HBV, um agente
antiviral, um inibidor da transcriptase reversa (por exemplo, Tenofovir
disoproxil fumarato (TDF), Tenofovir alafenamida, Lamivudina, Adefovir
dipivoxila, Entecavir (ETV), Telbivudine e AGX-1009), um estimulador
imune (por exemplo, interferon alfa 2a submetido a PEG (PEG-IFN-
a2a), interferon alfa-2b, uma interleucina-7 humana recombinante e um
agonista do receptor 7 semelhante a Toll (TLR7)), uma vacina
terapéutica (por exemplo, GS-4774, DV-601 e TG1050), um inibidor da
entrada viral (por exemplo, Myrcludex), um oligonucleotideo que inibe a
secrec¢ao ou liberagdo de HbsAg (por exemplo, REP 9AC), um inibidor

do capsideo (por exemplo, Bay41-4109 e NVR-1221), um inibidor de
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cccDNA (por exemplo, IHVR-25), ou outros agentes terapéuticos e/ou
procedimentos, por exemplo, transplante de figado, quimioterapia, para
tratamento de uma doencga associada a HBV, uma combinagao de
qualguer um dos anteriores.

[00606] Em determinadas modalidades, um agente de RNAI visando
um ou mais genes de HBV é administrado em combinagdo com um
segundo agente de RNAI visando uma porc¢ao diferente do genoma do
HBV. Por exemplo, um primeiro agente de RNAi visando um ou mais
genes estruturais pode ser administrado em combinacdo com um
segundo agente de RNAI visando o gene X. Por exemplo, um primeiro
agente de RNAi compreende um_ primeiro filamento senso e um
primeiro filamento antissenso formando uma regido de fita dupla, em
que substancialmente todos os nucleotideos do dito primeiro filamento
senso e substancialmente todos os nucleotideos do primeiro filamento
antissenso s&o nucleotideos modificados, em que o dito primeiro
filamento senso é conjugado com um ligante ligado ao terminal 3’ e em
que o ligante € um ou mais derivados de GalNAc ligados através de um
ligante ramificado bivalente ou trivalente; e o segundo agente de RNAI
compreende um segundo filamento senso e um segundo filamento
antissenso formando uma regiéo de fita dupla, em que substancialmente
todos os nucleotideos do segundo filamento de senso e
substancialmente todos os nucleotideos do segundo filamento
antissenso sao nucleotideos modificados, em que o segundo filamento
senso € conjugado com um ligante ligado ao terminal 3', e em que o
ligante € um ou mais derivados de GalNAc ligados através de um ligante
ramificado bivalente ou trivalente; em que o primeiro filamento senso
compreende uma sequéncia selecionada do grupo que consiste em

5'- UCGUGGUGGACUUCUCUCA -3' (SEQ IDNO:5),

5'- GUGCACUUCGCUUCACCUCUA -3' (SEQ IDNO:7),

5'- CGUGGUGGACUUCUCUCAAUU -3' (SEQ IDNO:9),
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5'- CGUGGUGGUCUUCUCUAAAUU -3' (SEQ IDNO:37),

5'- GGUGGACUUCUCUCAAUUUUA -3' (SEQ IDNO:11), e

5'- GUGUGCACUUCGCUUCACA -3' (SEQ IDNO:39) (ou uma
sequéncia de nucleotideos que € pelo menos 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% idéntica ao longo de todo seu
comprimento a qualquer uma das sequéncias de nucleotideos
precedentes), e em que os primeiro e segundo filamentos antissenso
compreendem cada uma independentemente uma sequéncia
selecionada do grupo que consiste em

5'- UGAGAGAAGUCCACCACGAUU -3' (SEQ ID NO:6);

5'- UAGAGGUGAAGCGAAGUGCACUU -3' (SEQ ID NO:8);

5'- AAUUGAGAGAAGUCCACCAGCAG -3' (SEQ ID NO:10);

5'- AAUUGAGAGAAGUCCACCAGCUU -3' (SEQ ID NO:38),

5'- UAAAAUUGAGAGAAGUCCACCAC -3' (SEQ ID NO:12), e

5'- UGUGAAGCGAAGUGCACACUU -3' (SEQ ID NO:40) (ou uma
sequéncia de nucleotideos que € pelo menos 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% idéntica ao longo de todo o seu
comprimento a qualquer uma das sequéncias de nucleotideos
precedentes), tratando desse modo o individuo.

[00607] Em uma modalidade, todos os nucleotideos do primeiro e
segundo filamento senso e/ou todos os nucleotideos do primeiro e
segundo filamento antissenso compreendem uma modificacao.

[00608] Em uma modalidade, o pelo menos um dos nucleotideos
modificados € selecionado de um nucleotideo de desoxi-timina (dT) 3'
terminal, um nucleotideo modificado por 2'-O-metila, um nucleotideo
modificado por 2'-flior, um nucleotideo modificado por 2'-desdxi, um
nucleotideo bloqueado, um nucleotideo desbloqueado, um nucleotideo
restrito de forma adaptavel, um nucleotideo de etila constrito, um
nucleotideo abasico, um nucleotideo modificado por 2'-amino, um

nucleotideo modificado por 2'-O-alila, um nucleotideo modificado por 2'-
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C-alquila, um nucleotideo modificado por 2'-hidroxila, um nucleotideo
modificado por 2'-metoxietila, um nucleotideo modificado por 2'-O-
alquila, um nucleotideo de morfolino, um fosforamidato, um nucleotideo
compreendendo base ndo natural, um nucleotideo modificado por tetra-
hidropirano, um nucleotideo modificado por 1,5-anidroexitol, um
nucleotideo modificado por ciclo-hexenila, um nucleotideo
compreendendo um  grupo fosforotioato, um  nucleotideo
compreendendo um grupo metilfosfonato, um nucleotideo
compreendendo um $5'-fosfato, e um nucleotideo compreendendo um
imitador de 5'-fosfato.

[00609] Em determinadas modalidades, um agente de RNAI visando
um ou mais genes de HBV é administrado em combinagdo com um
segundo agente de RNAI visando um gene que é diferente de um ou
mais genes do HBV. Por exemplo, o agente de RNAIi visando um ou
mais genes de HBV pode ser administrado em combinagdo com um
segundo agente de RNAi visando um gene CD274/PD-L1. Exemplos de
agentes de RNAI visando um gene CD274/PD-L1 sao descritos em WO
2011/127180, cuja totalidade do conteudo € aqui incorporada por
referéncia. O primeiro agente de RNAI visando um ou mais genes de
HBYV e o segundo agente de RNAI visando um gene diferente de um ou
mais genes HBYV, por exemplo, um gene CD274/PD-L1 e/ou um gene
HDV, podem ser administrados como partes da mesma composi¢cao
farmacéutica. Em alternativa, o primeiro agente de RNAi visando um ou
mais genes de HBV e o segundo agente de RNAI visando um gene
diferente de um ou mais genes HBV, por exemplo, um gene CD274/PD-
L1 e/ou um gene HDV, podem ser administrados como partes de
diferentes composi¢cdes farmacéuticas.

[00610] CD274 ou PD-L1 é uma proteina transmembrana de
aminoacido 290 tipo | codificada pelo gene CD274 no cromossomo 19

de camundongo e cromossomo 9 de humano. Expressdo CD274/PD-L1
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esta implicada na evasdo de respostas imunitarias envolvidas na
infecgao crénica, por exemplo, por virus (incluindo, por exemplo, HIV,
HBV, HCV e HTLV, entre outros), por bactérias (incluindo, por exemplo,
Helicobacter pylori, entre outras) e por parasitas (incluindo, por exemplo,
Schistosoma mansoni).

[00611] PD-L1 pode influenciar respostas imunitarias envolvendo
PD-1 ou B7-1 (CD80) e modificando sinalizagdo TCR ou BCR, mas pode
também transmitir sinais a células expressando PD-L1, ou segja,
revertendo a sinalizagado através de PD-L1. Estudos de ressonancia
plasménica de superficie demonstram interagao unica e especifica entre
PD-L1 e B7-1, com uma afinidade de 1,7 uM, e uma afinidade de 0,5
MM para a interacdo entre PD-L1 e PD-1. Estudos de reticulagéao
quimica indicam que PD-L1 e B7-1, como PD-L1 e PD-1, também
podem interagir através dos seus dominios tipo IgV. A interface PD-
L1:B7-1 sobrepde-se pelo menos parcialmente com a putativa interface
PD-L1:PD-1. As interagdes B7-1:PD-L1 podem induzir um sinal inibitério
para as células T. A ligacao de PD-L1 em células T CD4 por B7-1, ou
ligacdo de B7-1 em células T CD4 por PD-L1, fornece um sinal inibitério
funcionalmente significativo. Uma vez que PD-L1 e B7-1 sdo expressos
em células T, células B, DCs e macréfagos, existe o potencial para
interagdes bidirecional entre B7-1 e PD-L1 nestes tipos de células. Além
disso, PD-L1 em células ndo hematopoiéticas pode interagir com B7-1
bem como PD-1 em células T para regular as células (Keir ME et al.,
2008. Annu Rev Immunol. 26:677-704)

[00612] Em infecgbes virais crbnicas em seres humanos, varios
grupos tém mostrado que a expressao PD-1 é alta em células T
especificas de HIV (Petrovas C et al., 2006, J. Exp. Med. 203:2281-92;
Day CL et al., 2006, Nature 443:350-54; Trautmann L et al., 2006, Nat.
Med. 12: 1198-202), especificas de HBV (Boettler T et al., 2006, J. Virol.
80:3532-40; Boni C et al. 2007, J. Virol. 81:4215-25), e especificas de
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HCV (Urbani S et al., 2006, J. Virol. 80: 11398-403). PD-L1 também é
regulado para cima nos mondcitos de sangue periférico CD14 + e DCs
mieloides em pacientes com infec¢ao crénica pelo HBV (Chen L et al.,
2007, J. Immunol. 178:6634-41; Ceng L et al., 2006, J. Viral Hepat.
13:725-33), e em células CD14+ e células T em pacientes com HIV
(Trabattoni D et al., 2003. Blood101 :2514-20). Bloquear interagbes PD-
LPD-L in vitro reverte a exaustao de células T CD8 e CD4 especificas
de HIV, especificas de HBV (Boni C et al. 2007, J. Virol. 81 :4215-25),
especificas de HCV e especificas de SIV (Velu V et al., 2007, J. Virol.81
:5819-28) e restaura a proliferacdo e producgao de citocinas (Petrovas
C et al., 2006, J. Exp. Med. 203:2281-92; Day CL et al., 2006, Nature
443:350-54; Trautmann L et al., 2006, Nat. Med. 12: 1198-202; Urbani
S et al., 2006, J. Virol. 80: 11398-403). Trabalho recente mostra que o
nucleo HCV, uma proteina do nucleocapsideo, pode regular para cima
a expressao de PD-1 e PD-L1 em células T de doador saudavel e que
a regulacao para cima de PD-1 é mediada pela interagao do nucleo de
HCV com o receptor do complemento C1QBP(Yao ZQ et al., 2007, Viral
Immunol. 20:276-87).

[00613] A um individuo ao qual é administrado um primeiro agente
de RNAI ou um primeiro e segundo agente de RNAI da invencao podem
ainda ser administradas uma ou varias outras terapéuticas que
funcionam por um mecanismo n&o-RNAi e que sdo uteis no tratamento
de uma infeccdo pelo HBV. Terapéuticas exemplares que podem ser
usadas em uma terapia de combinacdo da invencdo incluem
imunomoduladores que estimulam o sistema imunitario, por exemplo,
aumentando a atividade auxiliar de células T, maturagao de linfocitos B,
inibindo supressores de células T e intensificando a expressédo de HLA
tipo I. Imunomoduladores adequados incluem interferons que tém uma
variedade de propriedades que incluem efeitos antivirais,

imunomoduladores e antiproliferativos.

Peticao 870220113019, de 05/12/2022, pag. 261/373



257/357

[00614] Por exemplo, o tratamento atual para a hepatite B crbénica é
a terapia de interferon, que € administrada a individuos com uma
infeccdo pelo HBV documentada durante pelo menos seis meses,
enzimas hepaticas elevadas (AST e ALT) e um virus divisor ativo em
seu sangue (testes positivos de HBeAg e/ou DNA de HBV). A terapia de
interferon-a produz uma remissao sustentada de longo prazo da doenca
em cerca de 35% das pessoas com hepatite B cronica, com
normalizacdo das enzimas hepaticas e a perda dos trés marcadores
para uma infecgédo ativa (HBeAg, DNA de HBV e HBsAg). Individuos
com infeccdo aguda do HBV, cirrose terminal ou outros grandes
problemas médicos normalmente ndo sio tratados com interferon.
[00615] Além disso, a terapia de interferon em pacientes com cirrose
relacionada com o HBV diminui significativamente a taxa de
hepatocelular carcinoma (HCC), particularmente em pacientes com uma
quantidade maior de DNA HBV sérico. Em pacientes com cirrose
compensada HBeAg positiva, a remiss&o viroldgica e bioquimica apds
terapia de interferon esta associada a sobrevivéncia melhorada. Em
pacientes com infecgéo cronica pelo HBV, a eliminacido de HBeAg apss
tratamento com interferon-a esta associada a melhores desfechos
clinicos.

[00616] A duracdo padrao da terapia € de 16 semanas. Pacientes
que apresentam um baixo nivel de replicagédo viral no final do regime
padrdo s&o os que mais beneficiam com o tratamento prolongado.
[00617] Outros agentes terapéuticos exemplificativos que podem ser
usados em uma terapia de combinacdo da invencao incluem, por
exemplo, um agente antiviral, um analogo de nucleotideo, um analogo
de nucleosideo, um inibidor da transcriptase reversa (por exemplo,
Tenofovir disoproxil fumarato (TDF), Tenofovir alafenamida,
Lamivudina, Adefovir dipivoxila, Entecavir (ETV), Telbivudine, AGX-

1009, emtricitabina, clevudina, ritonavir, dipivoxil, lobucavir, famvir, FTC,
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N-acetil-Cisteina (NAC), PC1323, theradigm-HBV, timosina-alfa e
ganciclovir), um estimulador imune (por exemplo, interferon alfa 2a
submetido a PEG (PEG-IFN-a2a), interferon alfa-2b, uma interleucina-7
humana recombinante e um agonista do receptor 7 semelhante a Toll
(TLR7)), uma vacina terapéutica (por exemplo, GS-4774, DV-601 e
TG1050), um inibidor da entrada viral (por exemplo, Myrcludex), um
oligonucleotideo que inibe a secrecdo ou liberacdo de HbsAg (por
exemplo, REP 9AC), um inibidor do capsideo (por exemplo, Bay41-4109
e NVR-1221), um inibidor de cccDNA (por exemplo, IHVR-25), ou outros
agentes terapéuticos e/ou procedimentos, por exemplo, transplante de
figado, quimioterapia, para tratamento de uma doenca associada a
HBV, uma combinacao de qualquer um dos anteriores.

[00618] Em uma modalidade, os métodos da invengao incluem
administrar um inibidor de transcriptase reversa a um individuo com uma
infecc&o pelo HBV e/ou doenga associada a HBV. Em outra modalidade,
os métodos da invengdo incluem administrar um inibidor de
transcriptase reversa e um estimulador imune a um individuo com uma
infecgao pelo HBV e/ou doencga associada a HBV.

[00619] O ou os agentes de RNAi e um agente terapéutico adicional
elou tratamento podem ser administrados ao mesmo tempo e/ou na
mesma combinagdo, por exemplo, parentericamente, ou o0 agente
terapéutico adicional pode ser administrado como parte de uma
composi¢cado separada ou em instantes separados e/ou mediante outro
método conhecido na area ou descrito aqui.

[00620] A presente invencio proporciona também métodos de uso
de um agente de RNAI da invengao e/ou uma composigao contendo um
agente de RNAI da invencgao para reduzir e/ou inibir a expressao de HBV
em uma célula. Em outros aspectos, a presente invengcao proporciona
um RNAI da inveng¢ao e/ou uma composi¢cao compreendendo um RNAI

da invencao para uso na reducio e/ou inibicado da expressao do gene
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HBV em uma célula. Ainda em outros aspectos € proporcionado o uso
de um RNAI da invengdo e/ou uma composicdo compreendendo um
RNAI da invencao para a fabricacdo de um medicamento para reducao
e/ou inibicdo da replicacdo de HBV em uma célula. Ainda em outro
aspecto, a presente invengao proporciona um RNAIi da invengao e/ou
uma composigdo compreendendo um RNAIi da invengdo para uso na
reducao e/ou inibicdo da replicacdo de HBV em uma célula. Ainda em
outros aspectos é proporcionado o uso de um RNAI da invengao e/ou
uma composicdo compreendendo um RNAi da invengdo para a
fabricacdo de um medicamento para reducao e/ou inibi¢gao da replicacao
de HBV em uma célula. Os métodos e usos incluem contato da célula
com um RNAI, por exemplo, um dsRNA, da invengédo e manutencgéo da
célula durante um tempo suficiente para se obter degradacido do
transcrito de mRNA de um gene HBYV, inibindo deste modo a expresséo
do gene HBV ou inibindo a replicagao de HBV na célula.

[00621] A redugdo da expressdo genética pode ser avaliada por
quaisquer métodos conhecidos na area. Por exemplo, pode ser
determinada uma reducao da expressao de HBV determinando o nivel
de expressao de mRNA de HBV usando métodos rotineiros para o perito
na técnica, por exemplo, Northern blotting, qRT-PCR, determinando o
nivel de proteina de HBV usando métodos rotineiros para o perito na
técnica, como Western blotting, técnicas imunoldgicas, métodos de
citometria de fluxo, ELISA e/ou determinando a atividade biologica de
HBV.

[00622] Nos métodos e usos da invencdo, a célula pode ser
contatada in vitro ou in vivo, ou seja, a célula pode estar dentro de um
individuo.

[00623] Uma célula adequada para tratamento usando os métodos
da invencao pode ser qualquer célula que expresse um gene HBV, por

exemplo, uma célula infectada com HBV ou uma célula compreendendo
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um vetor de expressdo, compreendendo um genoma HBV ou parte de
um gene HBV. Uma célula adequada para uso nos métodos e usos da
invencgéo pode ser uma célula de mamifero, por exemplo, uma célula de
primata (tal como uma célula de humano ou uma célula de primata ndo
humano, por exemplo, uma célula de macaco ou uma célula de
chimpanzeé), uma célula de ndo primata (tal como uma célula de vaca,
uma célula de porco, uma célula de camelo, uma célula de lama, uma
célula de cavalo, uma célula de cabra, uma célula de coelho, uma célula
de ovelha, um hamster, uma célula de porquinho-da-india, uma célula
de gato, uma célula de cdo, uma célula de rato, uma célula de
camundongo, uma célula de ledo, uma célula de tigre, uma célula de
urso, ou uma célula de bufalo), uma célula de passaro (por exemplo,
uma célula de pato ou uma célula de ganso), ou uma célula de baleia.
Em uma modalidade, a célula é uma célula de humano, por exemplo,
uma ceélula de figado de humano.

[00624] A expressao de gene HBV pode serinibida na célula em pelo
menos cerca 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%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, ou
cerca de 100%, ou seja, para abaixo do nivel de detec¢ao do ensaio.
[00625] A replicacdo de HBV pode ser inibida na célula em pelo
menos cerca 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%,
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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%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou
cerca de 100%, ou seja, para abaixo do nivel de detec¢ao do ensaio.
[00626] Os meétodos e usos in vivo da invengdo podem incluir
administracdo a um individuo de uma composi¢ao contendo um RNAI,
onde o RNAI inclui uma sequéncia de nucleotideos que é complementar
com pelo menos uma parte de um transcrito de RNA do gene HBV do
mamifero a ser tratado. Quando o organismo a ser tratado € um ser
humano, a composi¢cao pode ser administrada por quaisquer meios
conhecidos na técnica incluindo as, mas nao se limitando as, rotas
subcuténea, intravenosa, oral, intraperitoneal, ou parenteral, incluindo
administracdo  intracraniana  (por  exemplo, intraventricular,
intraparenquimal e intratecal), intramuscular, transdérmica, pelas vias
aeéreas (aerossol), nasal, retal, e tdpica (incluindo bucal e sublingual).
Em certas modalidades, as composi¢cdes sdo administradas por injecéo
subcutanea. Em algumas modalidades, as composi¢cdes sao
administradas por infusdo ou injecdo intravenosa. Em outras
modalidades, as composi¢cdes s&do administradas por injecéo
intramuscular.

[00627] Em algumas modalidades, a administragao € através de uma
injecdo de depdsito. Uma injecdo de depdsito pode liberar o RNAI de
um modo consistente ao longo de um periodo de tempo prolongado.
Assim, uma injecado de depdsito pode reduzir a frequéncia de dosagem
necessaria para se obter um efeito desejado, por exemplo, uma inibicdo
desejada de HBV, ou um efeito terapéutico ou profilatico. Uma injecao
de depdsito pode também proporcionar concentragdes no soro mais
consistentes. Injecdes de depdsito podem incluir inje¢cdes subcutaneas

ou injecdes intramusculares. Em modalidades preferenciais, a injecao
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de dep0dsito € uma injecdo subcutanea.

[00628] Em algumas modalidades, a administragao € através de uma
bomba. A bomba pode ser uma bomba externa ou uma bomba
cirurgicamente implantada. Em certas modalidades, a bomba é uma
bomba osmética implantada por via subcutanea. Em outras
modalidades, a bomba € uma bomba de infusdo. Uma bomba de infusdo
pode ser usada para infusdes intravenosas, subcutaneas, arteriais, ou
epidurais. Em modalidades preferenciais, a bomba de infusdo é uma
bomba de infusdo subcutédnea. Em outras modalidades, a bomba € uma
bomba cirurgicamente implantada que administra o RNAI no figado.
[00629] O modo de administracdo pode ser escolhido com base em
se é desejado um tratamento local ou sistémico e com base na area a
ser tratada. A rota e local de administracdo podem ser escolhidos para
intensificar o direcionamento.

[00630] Em um aspecto, a presente invengao proporciona também
meétodos para inibicdo da expressao de um gene HBV em um mamifero,
por exemplo, um ser humano. A presente invengao proporciona também
uma composicao compreendendo um RNAI, por exemplo, um dsRNA,
que se dirige a um gene HBV em uma célula de um mamifero para uso
na inibigdo da expresséo do gene HBV no mamifero. Em outro aspecto,
a presente invencao proporciona uso de um RNAI, por exemplo, um
dsRNA, que se dirige a um gene HBV em uma célula de um mamifero
na fabricacdo de um medicamento para inibigdo da expresséo do gene
HBV no mamifero.

[00631] Os métodos e usos incluem administracdo ao mamifero, por
exemplo, um ser humano, de uma composicdo compreendendo um
RNAI, por exemplo, um dsRNA, que se dirige a um gene HBV em uma
célula do mamifero e manutengdo do mamifero durante um tempo
suficiente para se obter degradacédo do transcrito de mRNA do gene

HBYV, inibindo deste modo a expressao do gene HBV no mamifero.
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[00632] A reducdo na expressao do gene pode ser avaliada em uma
amostra de sangue periférico do individuo a quem foi administrado RNAI
por quaisquer métodos conhecidos na técnica, por exemplo, qRT-PCR,
aqui descrita. A reducdo na producdo de proteinas pode ser avaliada
por quaisquer métodos conhecidos na técnica e por métodos, por
exemplo, ELISA ou transferéncia de western (western blotting), aqui
descritos. Em uma modalidade, uma amostra de bidpsia do figado por
pungao serve como o material de tecido para monitorizacdo da reducéo
na expressao génica e/ou protéica de HBV. Em outra modalidade, uma
amostra de sangue serve como o material de tecido para monitorizacao
da reducéo na expressao génica e/ou protéica de HBV.

[00633] Em uma modalidade, a verificagdo de clivagem RISC
medicada do alvo in vivo apos administracdo de agente de RNAI é feita
através da realizacdo de 5-RACE ou modificagdes do protocolo como
conhecido na técnica (Lasham A et al., (2010) Nucleic Acid Res., 38 (3)
p-e19) (Zimmermann et al. (2006) Nature 441: 111-4).

[00634] Esta invencdo € ainda ilustrada pelos seguintes exemplos
que nao devem ser interpretados como limitativos. Todo o conteudo de
todas as referéncias, patentes e pedidos de patente publicados citados
ao longo deste pedido, bem como as Figuras e Listagem de Sequéncias,
sao por este meio incorporados neste documento por referéncia.
EXEMPLOS

a. Exemplo 1. Sintese de RNAI

i. Fonte de reagentes

[00635] Quando nao for especificamente apresentada aqui a fonte de
um reagente, esse reagente pode ser obtido de qualquer fornecedor de
reagentes para biologia molecular com um padrao de qualidade/pureza
para aplicagao em biologia molecular.

Transcritos

Desenho de sRNAi
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[00636] A selecdo de desenhos de sRNAI visando HBV foi motivada
por dois fatores principais: a) poténcia e b), o desejo de empregar sRNAI
com correspondéncias quase perfeitas, com mais de 90% de cobertura
fracionaria do grande numero de sequéncias HBV publicas de todos os
serotipos conhecidos (A-H). As coordenadas para a selecdo de sRNAI
foram determinadas em relacdo a sequéncia de genoma de referéncia
NCBI HBV NC_003977.1 (numero de acesso no Genbank GI:21326584
(SEQ ID NO:1). Um primeiro conjunto de sRNAi contendo modificagdes
de estrutura-atividade, incluindo varios padrdes de substituicdo 2'-O-
metil e 2'-fluor, centrados em duas regides adjacentes do genoma HBV
codificando o antigeno de superficie (HbSAQ) e a polimerase do HBV,
foram concebidos, sintetizados e rastreados in vitro. Um segundo
conjunto de sRNAi foi concebido, sintetizado e rastreado visando
regides-alvo adicionais com especial atengao as posi¢coes 1581-1599 de
SEQ ID NO:1 que codificam, para além do HbSAg e da polimerase, o
gene X.

[00637] Uma lista detalhada das sequéncias ndo modificadas de
filamento senso e antissenso de HBV é mostrada na Tabela 3.

[00638] Uma lista detalhada das sequéncias modificadas de
filamento senso e antissenso de HBV é mostrada na Tabela 4.

Sintese de sRNAi

[00639] Sequéncias de sRNAIi de HBV foram sintetizadas em escala
1 umol em sintetizador Mermade 192 (BioAutomation) usando a quimica
de fosforamidita mediada por suporte soélido. O suporte sélido foi vidro
de porosidade controlada (500 A) carregado com ligante GalNAc
personalizado ou suporte solido universal (bioquimica AM). Reagentes
de sintese auxiliares, 2'-F e 2'-O-metil RNA e deoxy fosforamiditas foram
obtidos da Thermo-Fisher (Milwaukee, WI) e Hongene (China). 2' F 2'-
O-metil, GNA (acidos nucleicos de glicol), 5' fosfato e modificagdes

abasica foram introduzidos empregando as fosforamiditas
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correspondentes. Sintese de filamentos unicos conjugados com 3'
GalNAc foi realizada em um suporte CPG modificado com GalNAc. Foi
usado suporte sélido universal CPG personalizado para a sintese de
filamentos antissenso unicos. O tempo de acoplamento para todas as
fosforamiditas (100 mM em acetonitrila) foi de 5 minutos empregando 5-
etiltio-1H-tetrazol (ETT) como ativador (0,6 M em acetonitrila). As
ligacdes de fosforotioato foram geradas usando uma solu¢éo de 50 mM
de  3-((dimetilamino-metilideno)  amino)-3H-1,2,4-ditiazole-3-tiona
(DDTT, obtido de Chemgenes (Wilmington, MA, E.U.A.)) em
acetonitrilo/piridina anidro (1:1 v/v). O tempo de oxidacao foi de 3
minutos. Todas as sequéncias foram sintetizadas com remocéo final do
grupo DMT ("DMT off").

[00640] Apds a conclusado da sintese da fase sélida, foram clivados
oligorribonucleotideos do suporte sélido e desprotegidos em placas de
96 pocos profundos seladas usando reagentes de metilamina aquosa
de 200 pl a 60 °C durante 20 minutos. No final da etapa de clivagem e
desprotecao, permitiu-se que a placa de sintese ficasse a temperatura
ambiente, sendo depois precipitada pela adicado de 1mL de acetonitrila:
mistura de etanol (9:1). As placas foram refrigeradas a -80 °C durante 2
horas e o sobrenadante decantado cuidadosamente com o auxilio de
uma pipeta multicanal. O pélete do oligonucleotideo foi ressuspenso em
tampao de NaOAc de 20 mM e foi dessalinizado usando uma coluna
HiTrap de exclusdo de tamanho de 5 mL (GE Healthcare) em um
sistema de purificador AKTA equipado com um amostrador automatico
A905 e um coletor de fragcdes Frac 950. Foram coletadas amostras
dessalinizadas em placas de 96 pocos. Amostras de cada sequéncia
foram analisadas por LC-MS para confirmar a identidade, UV (260 nm)
para quantificagdo e um conjunto selecionado de amostras por
cromatografia IEX para determinar a pureza.

[00641] Foi realizado emparelhamento de filamentos unicos de HBV
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em um robd de manipulacao de liquido Tecan. Misturas equimolares de
filamentos senso e antissenso foram combinadas e emparelhadas em
placas de 96 pogos. Apdés combinar os filamentos unicos
complementares, a placa de 96 pocos foi selada firmemente e aquecida
em uma estufa a 100°C durante 10 minutos, permitindo-se que
chegasse lentamente a temperatura ambiente durante um periodo de 2
a 3 horas. A concentragao de cada duplex foi normalizada para 10 yM
em 1X PBS.

Exemplo 2. Rastreamento in vitro de duplices de sRNAI

Cultura e transfecg¢bes de células

[00642] Células Cos7 (ATCC, Manassas, VA) foram cultivadas até a
quase confluéncia a 37°C em uma atmosfera de CO2 a 5% em DMEM
(ATCC) suplementado com FBS a 10%, antes de serem liberadas da
placa por tripsinagdo. Construtos de luciferase Dual-Glo® gerados no
plasmideo psiCHECK2 contendo aproximadamente 1,1 kb de
sequéncias genbmicas de HBV foram transfectados para células de
aproximadamente 15 x 10* utilizando Lipofectamine 2000 (Invitrogen,
Carlsbad CA. cat# 11668-019). A cada po¢o de uma placa de 96 pocos,
foram adicionados 0,2 pl de Lipofectamine a 10 ng de vetor de
plasmideo em 14,8 uL de Opti-MEM, permitindo-se que complexasse a
temperatura ambiente durante 15 minutos. A mistura foi ent&o
adicionada as células que foram ressuspensas em 80 uL de meio
completo fresco. Apos aproximadamente 24 horas, o meio foi removido
e as ceélulas re-transfectadas com sRNAi. Cada sRNAi foi transfectado
para células que anteriormente tinham sido transfectadas com o vetor
psiCHECK2-HBYV que tinha uma correspondéncia perfeita para o sRNA..
A transfeccao de sRNA.i foi realizada adicionando 14,8 uL de Opti-MEM
mais 0,2 L de Lipofectamine RNAiMax por poco (Invitrogen, Carlsbad
CA. cat # 13778-150) para 5 pL de duplices de sRNAI por poco em uma

placa de 96 pocos e incubada a temperatura ambiente durante 15

Peticao 870220113019, de 05/12/2022, pag. 271/373



267/357

minutos. A mistura foi entdo adicionada as células previamente
transfectadas com o plasmideo psiCHECK2-HBV que tinha uma
correspondéncia perfeita com a sequéncia de sRNAI. As células foram
incubadas durante 24 horas antes de ser medida a luciferase.

[00643] Foram realizadas experiéncias de dose Unica a
concentracdes finais de duplex de 10 nM e 0,01 nM.

Ensaio de Luciferase Dual-Glo®

[00644] Vinte e quatro horas depois os sRNAi terem sido
transfectados, foram medidos luciferase Firefly (controle de transfeccéo)
e Rinella (fundida com a sequéncia alvo do HBV). Primeiro, o meio foi
removido das células. Em seguida, foi medida a atividade da luciferase
Firefly adicionando 75 pL de reagente luciferase Dual-Glo® igual ao
volume de meio de cultura para cada poc¢o e misturando. A mistura foi
incubada a temperatura ambiente por 30 minutos antes de ser medida
a luminescéncia (500 nm) em um Spectramax (Molecular Devices) para
detectar o sinal de luciferase Firefly. A atividade de luciferase Renilla foi
medida adicionando 75 uL de reagente Dual-Glo® Stop & Glo® a
temperatura ambiente a cada pog¢o e as placas foram incubadas durante
10 a 15 minutos antes da luminescéncia ser novamente medida para
determinar o sinal de luciferase Renilla. O reagente Dual-Glo® Stop &
Glo®, extingue o sinal de luciferase firefly e sustenta a luminescéncia
para a reagao de luciferase Renilla. A atividade de sRNAi foi
determinada normalizando o sinal Renilla (HBV) para o sinal Firefly
(controle) dentro de cada poco. A magnitude da atividade de sRNA.i foi
entdo avaliada em relacdo a células que foram transfectadas com o
mesmo vetor, mas que nao foram tratadas com sRNAi ou que foram
tratadas com um sRNAI ndo direcionado. Todas as transfec¢des foram
feitas a n= 2 ou superior.

[00645] A Tabela 5 mostra os resultados de rastreamento de dose

unica em células Cos7 transfectadas com os RNAis de HBV indicados.
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Os dados sao expressos como porcentagem de mRNA remanescente
em relagao a controle negativo.

[00646] Tabela 2 Abreviaturas de mondmeros de nucleotideos
usadas na representacao de sequéncias de acidos nucleicos. Sera
entendido que, salvo indicagado em contrario, estes monémeros, quando
presentes em um oligonucleotideo, estdo mutuamente ligados por

ligacdes 5'-3'-fosfodiéster.

Abreviatura Nucleotideo(s)

A Adenosina-3’-fosfato

Af 2 -fluoroadenosina-3 -fosfato

Afs 2 -fluoroadenosina-3 -fosforotioato
As adenosina-3 -fosforotioato

C citidina-3-fosfato

Cf 2 -fluorocitidina-3"-fosfato

Cfs 2 -fluorocitidina-3"-fosforotioato

Cs citidina-3"-fosforotioato

G guanosina-3’-fosfato

Gf 2’-fluoroguanosina-3’-fosfato

Gfs 2’-fluoroguanosina-3°-fosforotioato
Gs guanosina-3’-fosforotioato

T 5 -metiluridina-3’-fosfato

Tf 2" -fluor-5-metiluridina-3’-fosfato

Tfs 2 -fluor-5-metiluridina-3’-fosforotioato
Ts 5-metiluridina-3"-fosforotioato

U Uridina-3"-fosfato

Uf 2 -fluorouridina-3’-fosfato

Ufs 2 -fluorouridina-3’-fosforotioato

Us uridina-3’-fosforotioato

N qualquer nucleotideo (G, A, C, T ou U)
a 2’-O-metiladenosina-3’-fosfato

as 2°-O-metiladenosina-3’-fosforotioato
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Abreviatura Nucleotideo(s)

C 2°-O-metilcitidina-3’-fosfato

cs 2°-O-metilcitidina-3’-fosforotioato

g 2°-O-metilguanosina-3’-fosfato

gs 2’-O-metilguanosina-3’-fosforotioato

t 2°-O-metil-5-metiluridina-3 "-fosfato

ts 2°-O-metil-5-metiluridina-3 "-fosforotioato

u 2°-O-metiluridina-3’-fosfato

us 2°-O-metiluridina-3’-fosforotioato

S ligacao fosforotioato

L96 N-[tris(GalNAc-alquil)-amidodecanoil)]-4-hidroxiprolinol
Hyp-(GalNAc-alquil)s

(dT) 2" -desoxitimidina-3"-fosfato

Y34 2-hidroximetil-tetra-hidrofurano-4-metoxi-3-fosfato  (2'-
OMe furanose abasica)

Y44 2-hidroximetil-tetra-hidrofurano-5-fosfato

(Agn) Adenosina-acido nucleico de glicol (GNA)

(Tgn) Isdmero S de timidina-acido nucleico de glicol (GNA)

(Cgn) Citidina-acido nucleico de glicol (GNA)

P Fosfato

VP Vinil-fosfato
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Tabela 3. Sequéncias Nao modificadas de Filamentos Senso e Antissenso de dsRNAs de HBV

SE SE
Posicao
Nome do Q Nome do Q
Nome do em
Oligo Sequéncia Senso (5'a 3') ID Oligo Sequéncia Antissenso (5" a 3') ID
Duplex ] NC_0039
Senso NO Antissenso NO
77.1
AD-
61522.2 A-123463,2 | AGUUAUAUGGAUGAUGUGGUA | 47 A-123464.2 UACCACAUCAUCCAUAUAACUGA | 263 | 731_753
AD-
61547 2 A-123487.2 | GGAUGUGUCUGCGGCGUUUUA | 48 A-123488.2 UAAAACGCCGCAGACACAUCCAG | 264 | 373 395
AD-
63938.2 A-127896.1 | ACUCGUGGUGGACUUCUCUCA | 49 A-127897.1 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 265 | 250 272
AD-
63939.2 A-127909.1 | ACUCGUGGUGGACUUCUCUCA | 50 A-127906.3 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 266 | 250 272
AD-
63940.2 A-127917.1 | ACUCGUGGUGGACUUCTCUCA | 51 A-127906.11 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 267 | 250 272
AD-
63941.2 A-127905.8 | ACUCGUGGUGGACUUCUCUCA | 52 A-127925.1 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 268 | 250 272
AD-
639422 A-127933.1 | UCGUGGUGGACUUCUCUCA 53 A-127934.1 UGAGAGAAGUCCACCACGAGU 269 | 252 274
AD-
639432 A-127944.2 | ACUCGUGGUGGACUUCUCUCA | 54 A-127942.2 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 270 | 250 272
AD-
63945.2 A-127910.1 | ACUCGUGGUGGACUUCUCUCA | 55 A-127906.4 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 271 | 250 272
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SE SE
Posicao
Nome do Q Nome do Q
Nome do em
Oligo Sequéncia Senso (5'a 3') ID Oligo Sequéncia Antissenso (5" a 3') ID
Duplex ] NC_0039
Senso NO Antissenso NO
77.1
AD-
63946.2 A-127918.1 | ACUCGUGGUGGACUUCUCUCA | 56 A-127906.12 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 272 | 250 272
AD-
63947 2 A-127905.9 | ACUCGUGGUGGACUUCUCUCA | 57 A-127926.1 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 273 | 250 272
AD-
63948.2 A-127935.1 | GUGGUGGACUUCUCUCA 58 A-127936.1 UGAGAGAAGUCCACCACGA 274 | 254 276
AD-
639492 A-127944.3 | ACUCGUGGUGGACUUCUCUCA | 59 A-127906.14 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 275 | 250 272
AD-
63950.2 A-127900.1 | UCGUGGUGGACUUCUCUCAUU | 60 A-127901.1 UGAGAGAAGUCCACCACGAUU 276 | 252 274
AD-
63951.2 A-127911.1 | ACUCGUGGUGGACUUCUCUCA | 61 A-127906.5 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 277 | 250 _272
AD-
639522 A-127905.2 | ACUCGUGGUGGACUUCUCUCA | 62 A-127919.1 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 278 | 250 272
AD- A-
ACUCGUGGUGGACUUCUCUCA | 63 A-127927 .1 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 279 | 250 272
63953.2 127905.10
AD-
63955.2 A-127945.1 | ACUCGUGGUGGACUUCUCUCA | 64 A-127940.3 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 280 | 250 272
AD-
63956.2 A-127902.1 | UCGUGGUGGACUUCUCUCA 65 A-127903.1 UGAGAGAAGUCCACCACGAUU 281 | 252 274
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SE SE
Posicao
Nome do Q Nome do Q
Nome do em
Oligo Sequéncia Senso (5'a 3') ID Oligo Sequéncia Antissenso (5" a 3') ID
Duplex ] NC_0039
Senso NO Antissenso NO
77.1
AD-
63957 2 A-127912.1 | ACUCGUGGUGGACUUCUCUCA | 66 A-127906.6 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 282 | 250 272
AD-
63958.2 A-127905.3 | ACUCGUGGUGGACUUCUCUCA | 67 A-127920.1 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 283 | 250 272
AD- A-
ACUCGUGGUGGACUUCUCUCA | 68 A-127928.1 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 284 | 250 272
63959.2 127905.11
AD-
63960.2 A-126619.2 | UAUUUCCUAGGGUACAA 69 A-127938.1 UGAGAGAAGUCCACCACGA 285 | 254 276
AD-
63961.2 A-127945.2 | ACUCGUGGUGGACUUCUCUCA | 70 A-127942.3 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 286 | 250 272
AD-
639622 A-127902.2 | UCGUGGUGGACUUCUCUCA 71 A-127904.1 UGAGAGAAGUCCACCACGAUU 287 | 252 274
AD-
63963.2 A-127913.1 | ACUCGUGGUGGACUUCUCUCA | 72 A-127906.7 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 288 | 250 272
AD-
63964.2 A-127905.4 | ACUCGUGGUGGACUUCUCUCA | 73 A-127921.1 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 289 | 250 272
AD- A-
ACUCGUGGUGGACUUCUCUCA | 74 A-127929.1 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 290 | 250 272
63965.2 127905.12
AD-
63966.2 A-127939.1 | ACUCGUGGUGGACUUCUCUCA | 75 A-127940.1 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 291 | 250 272
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SE SE
Posicao
Nome do Q Nome do Q
Nome do em
Oligo Sequéncia Senso (5'a 3') ID Oligo Sequéncia Antissenso (5" a 3') ID
Duplex ] NC_0039
Senso NO Antissenso NO
77.1
AD-
63967 2 A-127945.3 | ACUCGUGGUGGACUUCUCUCA | 76 A-127906.15 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 292 | 250 272
AD-
63968.2 A-127905.1 | ACUCGUGGUGGACUUCUCUCA | 77 A-127906.1 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 293 | 250 272
AD- A-
ACUCGUGGUGGACUUCUCUCA | 78 A-127906.17 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 294 | 250 272
63968.4 127905.15
AD- A-
ACUCGUGGUGGACUUCUCUCA | 79 A-127906.18 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 295 | 250 272
63968.5 127905.17
AD-
639602 A-127914.1 | ACUCGUGGUGGACUUCUCUCA | 80 A-127906.8 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 296 | 250 272
AD-
63970.2 A-127905.5 | ACUCGUGGUGGACUUCUCUCA | 81 A-127922.1 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 297 | 250 272
AD- A-
ACUCGUGGUGGACUUCUCUCA | 82 A-127930.1 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 298 | 250 272
63971.2 127905.13
AD-
63972.2 A-127941.1 | ACUCGUGGUGGACUUCUCUCA | 83 A-127942.1 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 299 | 250 272
AD-
63973.2 A-127946.1 | ACUCGUGGUGGACUUCUCUCA | 84 A-127947 .1 UGAGAGAAGTCCACCACGAGUCU | 300 | 250 272
AD-
639752 A-127915.1 | ACUCGUGGUGGACUUCTCUCA | 85 A-127906.9 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 301 | 250 272
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SE SE
Posicao
Nome do Q Nome do Q
Nome do em
Oligo Sequéncia Senso (5'a 3') ID Oligo Sequéncia Antissenso (5" a 3') ID
Duplex ] NC_0039
Senso NO Antissenso NO
77.1
AD-
63976.2 A-127905.6 | ACUCGUGGUGGACUUCUCUCA | 86 A-127923.1 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 302 | 250 272
AD-
63977 2 A-127917.2 | ACUCGUGGUGGACUUCTCUCA | 87 A-127931.1 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 303 | 250 272
AD-
63978.2 A-127943.1 | ACUCGUGGUGGACUUCUCUCA | 88 A-127906.13 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 304 | 250 272
AD-
63979.2 A-127908.1 | ACUCGUGGUGGACUUCUCUCA | 89 A-127906.2 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 305 | 250 272
AD-
63980.2 A-127916.1 | ACUCGUGGUGGACUUCTCUCA | 90 A-127906.10 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 306 | 250 272
AD-
63981.2 A-127905.7 | ACUCGUGGUGGACUUCUCUCA | 91 A-127924 .1 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 307 | 250 272
AD-
639822 A-127917.3 | ACUCGUGGUGGACUUCTCUCA | 92 A-127932.1 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 308 | 250 272
AD-
639832 A-127944.1 | ACUCGUGGUGGACUUCUCUCA | 93 A-127940.2 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 309 | 250 272
AD-
63985.2 A-127961.1 | GUGGUGGACUUCUCUCAAUUU | 94 A-127956.4 AAAUUGAGAGAAGUCCACCACGA | 310 | 254 276
AD-
63986.2 A-127969.1 | GUGGUGGACUUCUCUCAAUUU | 95 A-127956.12 AAAUUGAGAGAAGUCCACCACGA | 311 | 254 276
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SE SE
Posicao
Nome do Q Nome do Q
Nome do em
Oligo Sequéncia Senso (5'a 3') ID Oligo Sequéncia Antissenso (5" a 3') ID
Duplex NC_0039
Senso NO Antissenso NO
771
AD-
63987 2 A-127955.9 | GUGGUGGACUUCUCUCAAUUU | 96 A-127977 .1 AAAUUGAGAGAAGUCCACCACGA | 312 | 254 276
AD-
63988.2 A-127986.1 | UGGACUUCUCUCAAUUU 97 A-127987.1 AAAUUGAGAGAAGUCCACC 313 | 258 280
AD-
639892 A-127996.1 | GUGGUGGACUUCUCUCAAUUU | 98 A-127992.2 AAAUUGAGAGAAGUCCACCACGA | 314 | 254 276
AD-
63990.2 A-127950.1 | GGUGGACUUCUCUCAAUUUUU | 99 A-127951.1 AAAUUGAGAGAAGUCCACCUU 315 | 256 _278
AD-
63991.2 A-127962.1 | GUGGUGGACUUCUCUCAAUUU | 100 | A-127956.5 AAAUUGAGAGAAGUCCACCACGA | 316 | 254 276
AD-
639922 A-127955.2 | GUGGUGGACUUCUCUCAAUUU | 101 | A-127970.1 AAAUUGAGAGAAGUCCACCACGA | 317 | 254 276
AD- A-
GUGGUGGACUUCUCUCAAUUU | 102 | A-127978.1 AAAUUGAGAGAAGUCCACCACGA | 318 | 254 276
63993.2 127955.10
AD-
63994.2 A-127984.2 | GGUGGACUUCUCUCAAUUU 103 | A-127988.1 AAAUUGAGAGAAGUCCACCAC 319 | 256 _278
AD-
63995.2 A-127996.2 | GUGGUGGACUUCUCUCAAUUU | 104 | A-127993.2 AAAUUGAGAGAAGUCCACCACGA | 320 | 254 276
AD-
63996.2 A-127952.1 | GGUGGACUUCUCUCAAUUU 105 | A-127953.1 AAAUUGAGAGAAGUCCACCUU 321 | 256 _278
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SE SE ]
Posicao
Nome do Q Nome do Q
Nome do em
Oligo Sequéncia Senso (5'a 3') ID Oligo Sequéncia Antissenso (5" a 3') ID
Duplex NC_0039
Senso NO Antissenso NO
77.1
AD-
63997 2 A-127963.1 | GUGGUGGACUUCUCUCAAUUU | 106 | A-127956.6 AAAUUGAGAGAAGUCCACCACGA | 322 | 254 276
AD- A-
GUGGUGGACUUCUCUCAAUUU | 107 | A-127979.1 AAAUUGAGAGAAGUCCACCACGA | 323 | 254 276
63999.2 127955.11
AD-
64000.2 A-127986.2 | UGGACUUCUCUCAAUUU 108 | A-127989.1 AAAUUGAGAGAAGUCCACC 324 | 258 280
AD-
64001.2 A-127996.3 | GUGGUGGACUUCUCUCAAUUU | 109 | A-127994.2 AAAUUGAGAGAAGUCCACCACGA | 325 | 254 276
AD-
64002.2 A-127952.2 | GGUGGACUUCUCUCAAUUU 110 | A-127954.1 AAAUUGAGAGAAGUCCACCUU 326 | 256 _278
AD-
64003.2 A-127964.1 | GUGGUGGACUUCUCUCAAUUU | 111 | A-127956.7 AAAUUGAGAGAAGUCCACCACGA | 327 | 254 276
AD-
64004.2 A-127955.4 | GUGGUGGACUUCUCUCAAUUU | 112 | A-1279721 AAAUUGAGAGAAGUCCACCACGA | 328 | 254 276
AD- A-
GUGGUGGACUUCUCUCAAUUU | 113 | A-127980.1 AAAUUGAGAGAAGUCCACCACGA | 329 | 254 276
64005.2 127955.12
AD-
64006.2 A-127990.1 | GUGGUGGACUUCUCUCAAUUU | 114 | A-127991.1 AAAUUGAGAGAAGUCCACCACGA | 330 | 254 276
AD-
640072 A-127996.4 | GUGGUGGACUUCUCUCAAUUU | 115 | A-127995.2 AAAUUGAGAGAAGUCCACCACGA | 331 | 254 276
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1G€/9/¢



SE SE ]
Posicao
Nome do Q Nome do Q
Nome do em
Oligo Sequéncia Senso (5'a 3') ID Oligo Sequéncia Antissenso (5" a 3') ID
Duplex NC_0039
Senso NO Antissenso NO
77.1
AD-
64008.2 A-127955.1 | GUGGUGGACUUCUCUCAAUUU | 116 | A-127956.1 AAAUUGAGAGAAGUCCACCACGA | 332 | 254 276
AD- A-
GUGGUGGACUUCUCUCAAUUU | 117 | A-127956.14 AAAUUGAGAGAAGUCCACCACGA | 333 | 254 276
64008.4 127955.15
AD-
64009.2 A-127965.1 | GUGGUGGACUUCUCUCAAUUU | 118 | A-127956.8 AAAUUGAGAGAAGUCCACCACGA | 334 | 254 276
AD-
64010.2 A-127955.5 | GUGGUGGACUUCUCUCAAUUU | 119 | A-127973.1 AAAUUGAGAGAAGUCCACCACGA | 335 | 254 276
AD- A-
GUGGUGGACUUCUCUCAAUUU | 120 | A-127981.1 AAAUUGAGAGAAGUCCACCACGA | 336 | 254 276
64011.2 127955.13
AD-
64012.2 A-127990.2 | GUGGUGGACUUCUCUCAAUUU | 121 | A-127992.1 AAAUUGAGAGAAGUCCACCACGA | 337 | 254 276
AD-
64013.2 A-127997.1 | GUGGUGGACTTCUCUCAAUUU | 122 | A-127998.1 AAAUUGAGAGAAGTCCACCACGA | 338 | 254 276
AD-
64014.2 A-127957.1 | GUGGUGGACUUCUCUCAAUUU | 123 | A-127958.1 AAAUUGAGAGAAGUCCACCACGA | 339 | 254 276
AD-
64015.2 A-127966.1 | GUGGUGGACUUCUCUCAAUUU | 124 | A-127956.9 AAAUUGAGAGAAGUCCACCACGA | 340 | 254 276
AD-
64016.2 A-127955.6 | GUGGUGGACUUCUCUCAAUUU | 125 | A-127974.1 AAAUUGAGAGAAGUCCACCACGA | 341 | 254 276
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SE SE ]
Posicao
Nome do Q Nome do Q
Nome do em
Oligo Sequéncia Senso (5'a 3') ID Oligo Sequéncia Antissenso (5" a 3') ID
Duplex NC_0039
Senso NO Antissenso NO
77.1

AD-
640172 A-127968.2 | GUGGUGGACUTCUCUCAAUUU | 126 | A-127982.1 AAAUUGAGAGAAGTCCACCACGA | 342 | 254 276
AD-
64018.2 A-127990.3 | GUGGUGGACUUCUCUCAAUUU | 127 | A-127993.1 AAAUUGAGAGAAGUCCACCACGA | 343 | 254 276
AD-
64019.2 A-127959.1 | GUGGUGGACUUCUCUCAAUUU | 128 | A-127956.2 AAAUUGAGAGAAGUCCACCACGA | 344 | 254 276
AD-
64020.2 A-127967.1 | GUGGUGGACUUCUCUCAAUUU | 129 | A-127956.10 AAAUUGAGAGAAGUCCACCACGA | 345 | 254 276
AD-
640212 A-127955.7 | GUGGUGGACUUCUCUCAAUUU | 130 | A-127975.1 AAAUUGAGAGAAGUCCACCACGA | 346 | 254 276
AD-
64022.2 A-127968.3 | GUGGUGGACUTCUCUCAAUUU | 131 | A-127983.1 AAAUUGAGAGAAGTCCACCACGA | 347 | 254 276
AD-
64023.2 A-127990.4 | GUGGUGGACUUCUCUCAAUUU | 132 | A-127994.1 AAAUUGAGAGAAGUCCACCACGA | 348 | 254 276
AD-
64024.2 A-127960.1 | GUGGUGGACUUCUCUCAAUUU | 133 | A-127956.3 AAAUUGAGAGAAGUCCACCACGA | 349 | 254 276
AD-
64025.2 A-127968.1 | GUGGUGGACUTCUCUCAAUUU | 134 | A-127956.11 AAAUUGAGAGAAGUCCACCACGA | 350 | 254 276
AD-
64026.2 A-127955.8 | GUGGUGGACUUCUCUCAAUUU | 135 | A-127976.1 AAAUUGAGAGAAGUCCACCACGA | 351 | 254 276
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SE SE ]
Posicao
Nome do Q Nome do Q
Nome do em
Oligo Sequéncia Senso (5'a 3') ID Oligo Sequéncia Antissenso (5" a 3') ID
Duplex NC_0039
Senso NO Antissenso NO
77.1
AD-
64027 2 A-127984.1 | GGUGGACUUCUCUCAAUUU 136 | A-127985.1 AAAUUGAGAGAAGUCCACCAC 352 | 256 278
AD-
64028.2 A-127990.5 | GUGGUGGACUUCUCUCAAUUU | 137 | A-127995.1 AAAUUGAGAGAAGUCCACCACGA | 353 | 254 276
AD- CAGAGGUGAAGCGAAGUGCACA 1577_15
A-128001.2 | GUGCACUUCGCUUCACCUCUG | 138 | A-128002.2 354
64272.2 C 99
AD-
642741 A-128363.1 | GUUGACAAAAAUCCUCACAAU 139 | A-128364.1 AUUGUGAGGAUUUUUGUCAACAA | 355 | 215 237
AD- UUGUGAGGAUUUUUGUCAACAA
A-128377.1 | UGUUGACAAAAAUCCUCACAA 140 | A-128378.1 356 | 214 _236
64275.1 G
AD-
642761 A-128393.1 | GGUGGACUUCUCUCAAUUUUA | 141 | A-128394.1 UAAAAUUGAGAGAAGUCCACCAC | 357 | 256 278
AD- 2259 22
64277 1 A-128407.1 | UCUUUUGGAGUGUGGAUUCGA | 142 | A-128408.1 UCGAAUCCACACUCCAAAAGACA | 358 81 -
AD- 2259 22
64277 1 A-128407.1 | UCUUUUGGAGUGUGGAUUCGA | 143 | A-128408.1 UCGAAUCCACACUCCAAAAGACA | 359 81
AD- UAGCUUGGAGGCUUGAACAAGA 1857_18
A-128423.1 | ACUGUUCAAGCCUCCAAGCUA | 144 | A-128424.1 360
64278.1 C 79
AD- UCCGCAGUAUGGAUCGGCAGAG 1255 12
642791 A-128435.1 | UCUGCCGAUCCAUACUGCGGA | 145 | A-128436.1 G 361 77
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SE SE ]
Posicao
Nome do Q Nome do Q
Nome do em
Oligo Sequéncia Senso (5'a 3') ID Oligo Sequéncia Antissenso (5" a 3') ID
Duplex NC_0039
Senso NO Antissenso NO
77.1
AD-
64280.1 A-128379.1 | AUGUGUCUGCGGCGUUUUAUA | 146 | A-128380.1 UAUAAAACGCCGCAGACACAUCC | 362 | 375 397
AD- UAUGAGAAGGCACAGACGGGGA 1545 15
A-128395.1 | CCCCGUCUGUGCCUUCUCAUA | 147 | A-128396.1 363
64281.1 G 67
AD- 1831_18
642821 A-128409.1 | GCCUAAUCAUCUCUUGUUCAU | 148 | A-128410.1 AUGAACAAGAGAUGAUUAGCGAG | 364 53
AD-

642831 A-128425.1 | UCUAGACUCGUGGUGGACUUC | 149 | A-128426.1 GAAGUCCACCACGAGUCUAGACU | 365 | 245 267
AD- UUCCGCAGUAUGGAUCGGCAGA 1256_12
A-128437.1 | CUGCCGAUCCAUACUGCGGAA | 150 | A-128438.1 366

64284.1 G 78

AD-

64285.1 A-128365.1 | UUUUUCUUGUUGACAAAAAUA | 151 | A-128366.1 UAUUUUUGUCAACAAGAAAAACC | 367 | 207_229
AD-

64286.1 A-128381.1 | AUCUUCUUGUUGGUUCUUCUA | 152 | A-128382.1 UAGAAGAACCAACAAGAAGAUGA | 368 | 426_448
AD-

642891 A-128367.1 | GUUUUUCUUGUUGACAAAAAU | 153 | A-128368.1 AUUUUUGUCAACAAGAAAAACCC | 369 | 206_228
AD- 1829 18
64290 1 A-128383.1 | CUGCCUAAUCAUCUCUUGUUA | 154 | A-128384.1 UAACAAGAGAUGAUUAGGCAGAG | 370 51

AD- UACUCUGUGGUAUUGUGAGGAU

642911 A-128399.1 | UCCUCACAAUACCACAGAGUA 155 | A-128400.1 U 371 | 226_248
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1G€/08¢



SE SE ]
Posicao
Nome do Q Nome do Q
Nome do em
Oligo Sequéncia Senso (5'a 3') ID Oligo Sequéncia Antissenso (5" a 3') ID
Duplex NC_0039
Senso NO Antissenso NO
77.1
AD-
642921 A-128413.1 | CUUGUUGACAAAAAUCCUCAA 156 | A-128414.1 UUGAGGAUUUUUGUCAACAAGAA | 372 | 212_234
AD- 1814_18
642931 A-128439.1 | GCAACUUUUUCACCUCUGCCU | 157 | A-128440.1 AGGCAGAGGUGAAAAAGUUGCAU | 373 36 -
AD- UAUGCUGUAGCUCUUGUUCCCA 2828 28
A-128369.1 | GGGAACAAGAGCUACAGCAUA | 158 | A-128370.1 374
64294.1 A 50
AD-
64295.1 A-128385.1 | CGUGGUGGACUUCUCUCAAUU | 159 | A-128386.1 AAUUGAGAGAAGUCCACCAGCAG | 375 | 253 275
AD-
64297 1 A-128415.1 | CUGCUGCUAUGCCUCAUCUUA | 160 | A-128416.1 UAAGAUGAGGCAUAGCAGCAGGA | 376 | 411_433
AD- GUUGGAUGUGUCUGCGGCGU
A-128427 .1 161 | A-128428.1 AACGCCGCAGACACAUCCAACGA | 377 | 370_392
64298.1 U
AD-
642991 A-128441.1 | UUCAUCCUGCUGCUAUGCCUA | 162 | A-128442.1 UAGGCAUAGCAGCAGGAUGAAGA | 378 | 405 427
AD-
643001 A-128371.1 | UUCUUGUUGACAAAAAUCCUA | 163 | A-128372.1 UAGGAUUUUUGUCAACAAGAAAA | 379 | 210_232
AD-
643021 A-128417.1 | UAUAUGGAUGAUGUGGUAUUA | 164 | A-128418.1 UAAUACCACAUCAUCCAUAUAAC | 380 | 734 _756
AD- GAGGCAUAGCAGCAGGAUGAAG
64303.1 A-128429.1 | UUCAUCCUGCUGCUAUGCCUC | 165 | A-128430.1 A 381 | 405_427
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1G€/18¢C



SE SE
Posicao
Nome do Q Nome do Q
Nome do em
Oligo Sequéncia Senso (5'a 3') ID Oligo Sequéncia Antissenso (5" a 3') ID
Duplex NC_0039
Senso NO Antissenso NO
77.1
AD- UAGAGGUGAAGCGAAGUGCACA 1577_15
A-128443.1 | GUGCACUUCGCUUCACCUCUA | 166 | A-128444.1 382
64304.1 C 99
AD-
64305.1 A-128373.1 | UUGACAAAAAUCCUCACAAUA 167 | A-128374.1 UAUUGUGAGGAUUUUUGUCAACA | 383 | 216_238
AD- UAAGGCACAGCUUGGAGGCUUG 1864_18
A-128403.1 | AAGCCUCCAAGCUGUGCCUUA | 168 | A-128404.1 384
64307.1 A 86
AD-
64308.1 A-128419.1 | CCUCUUCAUCCUGCUGCUAUA | 169 | A-128420.1 UAUAGCAGCAGGAUGAAGAGGAA | 385 | 401_423
AD-
64309.1 A-128431.1 | CCUGCUGCUAUGCCUCAUCUU | 170 | A-128432.1 AAGAUGAGGCAUAGCAGCAGGAU | 386 | 410_432
AD-
64310.1 A-128375.1 | CAUCUUCUUGUUGGUUCUUCU | 171 | A-128376.1 AGAAGAACCAACAAGAAGAUGAG | 387 | 425 447
AD- UAGAUGAGAAGGCACAGACGGG 1547 _15
A-128391.1 | CCGUCUGUGCCUUCUCAUCUA | 172 | A-128392.1 388
64311.1 G 69
AD-
643121 A-128405.1 | CCUCAUCUUCUUGUUGGUUCU | 173 | A-128406.1 AGAACCAACAAGAAGAUGAGGCA | 389 | 422 444
AD- UAAGAUAGGGGCAUUUGGUGGU 2298 23
A-128421.1 | CCACCAAAUGCCCCUAUCUUA | 174 | A-128422.1 390
64313.1 C 20
AD- AGUAUGGAUCGGCAGAGGAGCC 1250 _12
64314.1 A-128433.1 | GCUCCUCUGCCGAUCCAUACU | 175 | A-128434.1 A 391 79
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SE SE ]
Posicao
Nome do Q Nome do Q
Nome do em
Oligo Sequéncia Senso (5'a 3') ID Oligo Sequéncia Antissenso (5" a 3') ID
Duplex NC_0039
Senso NO Antissenso NO
77.1
AD-
64315.1 A-128363.2 | GUUGACAAAAAUCCUCACAAU 176 | A-128445.1 AUUGUGAGGAUUUUUGUCAACAA | 392 | 215 237
AD- UUGUGAGGAUUUUUGUCAACAA
A-128377.2 | UGUUGACAAAAAUCCUCACAA 177 | A-128453.1 393 | 214 _236
64316.1 G
AD-
643171 A-128393.2 | GGUGGACUUCUCUCAAUUUUA | 178 | A-128461.1 UAAAAUUGAGAGAAGUCCACCAC | 394 | 256 278
AD- 2259 22
64318.1 A-128407.2 | UCUUUUGGAGUGUGGAUUCGA | 179 | A-128469.1 UCGAAUCCACACUCCAAAAGACA | 395 81 -
AD- 2259 22
64318.1 A-128407.2 | UCUUUUGGAGUGUGGAUUCGA | 180 | A-128469.1 UCGAAUCCACACUCCAAAAGACA | 396 81 -
AD- UAGCUUGGAGGCUUGAACAAGA 1857_18
A-128423.2 | ACUGUUCAAGCCUCCAAGCUA | 181 | A-128477.1 397
64319.1 C 79
AD- UCCGCAGUAUGGAUCGGCAGAG 1255 12
A-128435.2 | UCUGCCGAUCCAUACUGCGGA | 182 | A-128483.1 398
64320.1 G 77
AD-
643211 A-123463.3 | AGUUAUAUGGAUGAUGUGGUA | 183 | A-128446.1 UACCACAUCAUCCAUAUAACUGA | 399 | 731_753
AD-
64322 1 A-128379.2 | AUGUGUCUGCGGCGUUUUAUA | 184 | A-128454.1 UAUAAAACGCCGCAGACACAUCC | 400 | 375 397
AD- UAUGAGAAGGCACAGACGGGGA 1545 15
643231 A-128395.2 | CCCCGUCUGUGCCUUCUCAUA | 185 | A-128462.1 G 401 67
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SE SE
Posicao
Nome do Q Nome do Q
Nome do em
Oligo Sequéncia Senso (5'a 3') ID Oligo Sequéncia Antissenso (5" a 3') ID
Duplex NC_0039
Senso NO Antissenso NO
77.1
AD- 1831_18
643241 A-128409.2 | GCCUAAUCAUCUCUUGUUCAU | 186 | A-128470.1 AUGAACAAGAGAUGAUUAGCGAG | 402 53
AD-
643251 A-128425.2 | UCUAGACUCGUGGUGGACUUC | 187 | A-128478.1 GAAGUCCACCACGAGUCUAGACU | 403 | 245 267
AD- UUCCGCAGUAUGGAUCGGCAGA 1256_12
A-128437.2 | CUGCCGAUCCAUACUGCGGAA | 188 | A-128484.1 404
64326.1 G 78
AD-
643281 A-128381.2 | AUCUUCUUGUUGGUUCUUCUA | 189 | A-128455.1 UAGAAGAACCAACAAGAAGAUGA | 405 | 426_448
AD-
643301 A-128411.2 | UUCUCUCAAUUUUCUAGGGGA | 190 | A-128471.1 UCCCCUAGAAAAUUGAGAGAAGU | 406 | 263 285
AD- A-
ACUCGUGGUGGACUUCUCUCA | 191 | A-127907.2 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 407 | 250 272
64331.1 127905.16
AD- CAGAGGUGAAGCGAAGUGCACA 1577_15
A-128001.3 | GUGCACUUCGCUUCACCUCUG | 192 | A-128485.1 408
64332.1 C 99
AD-
64333.1 A-128367.2 | GUUUUUCUUGUUGACAAAAAU | 193 | A-128448.1 AUUUUUGUCAACAAGAAAAACCC | 409 | 206_228
AD- 1829 18
643341 A-128383.2 | CUGCCUAAUCAUCUCUUGUUA | 194 | A-128456.1 UAACAAGAGAUGAUUAGGCAGAG | 410 51
AD- UACUCUGUGGUAUUGUGAGGAU
64335.1 A-128399.2 | UCCUCACAAUACCACAGAGUA 195 | A-128464.1 U 411 | 226_248
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SE SE
Posicao
Nome do Q Nome do Q
Nome do em
Oligo Sequéncia Senso (5'a 3') ID Oligo Sequéncia Antissenso (5" a 3') ID
Duplex NC_0039
Senso NO Antissenso NO
77.1
AD-
643361 A-128413.2 | CUUGUUGACAAAAAUCCUCAA 196 | A-128472.1 UUGAGGAUUUUUGUCAACAAGAA | 412 | 212_234
AD- A-
GUGGUGGACUUCUCUCAAUUU | 197 | A-127958.2 AAAUUGAGAGAAGUCCACCACGA | 413 | 254 276
64337.1 127955.16
AD- 1814_18
643381 A-128439.2 | GCAACUUUUUCACCUCUGCCU | 198 | A-128486.1 AGGCAGAGGUGAAAAAGUUGCAU | 414 36 -
AD- UAUGCUGUAGCUCUUGUUCCCA 2828 28
A-128369.2 | GGGAACAAGAGCUACAGCAUA | 199 | A-128449.1 415
64339.1 A 50
AD-
643411 A-128401.2 | UCAUCUUCUUGUUGGUUCUUA | 200 | A-128465.1 UAAGAACCAACAAGAAGAUGAGG | 416 | 424 446
AD-
643421 A-128415.2 | CUGCUGCUAUGCCUCAUCUUA | 201 | A-128473.1 UAAGAUGAGGCAUAGCAGCAGGA | 417 | 411_433
AD- GUUGGAUGUGUCUGCGGCGU
A-128427.2 202 | A-128479.1 AACGCCGCAGACACAUCCAACGA | 418 | 370_392
64343.1 U
AD-
643441 A-128441.2 | UUCAUCCUGCUGCUAUGCCUA | 203 | A-128487.1 UAGGCAUAGCAGCAGGAUGAAGA | 419 | 405 _427
AD-
643451 A-128371.2 | UUCUUGUUGACAAAAAUCCUA | 204 | A-128450.1 UAGGAUUUUUGUCAACAAGAAAA | 420 | 210_232
AD-
64347 1 A-123487.3 | GGAUGUGUCUGCGGCGUUUUA | 205 | A-128466.1 UAAAACGCCGCAGACACAUCCAG | 421 | 373 395

Peticao 870220113019, de 05/12/2022, pag. 290/373

1G€/G8¢



SE SE
Posicao
Nome do Q Nome do Q
Nome do em
Oligo Sequéncia Senso (5'a 3') ID Oligo Sequéncia Antissenso (5" a 3') ID
Duplex NC_0039
Senso NO Antissenso NO
77.1
AD-
643481 A-128417.2 | UAUAUGGAUGAUGUGGUAUUA | 206 | A-128474.1 UAAUACCACAUCAUCCAUAUAAC | 422 | 734 756
AD- GAGGCAUAGCAGCAGGAUGAAG
A-128429.2 | UUCAUCCUGCUGCUAUGCCUC | 207 | A-128480.1 423 | 405_427
64349.1 A
AD- UAGAGGUGAAGCGAAGUGCACA 1577_15
A-128443.2 | GUGCACUUCGCUUCACCUCUA | 208 | A-128488.1 424
64350.1 C 99
AD-
643511 A-128373.2 | UUGACAAAAAUCCUCACAAUA 209 | A-128451.1 UAUUGUGAGGAUUUUUGUCAACA | 425 | 216_238
AD- 1174_11
643521 A-128389.2 | CCAAGUGUUUGCUGACGCAAA | 210 | A-128459.1 UUUGCGUCAGCAAACACUUGGCA | 426 9% -
AD- 1174_11
643521 A-128389.2 | CCAAGUGUUUGCUGACGCAAA | 211 | A-128459.1 UUUGCGUCAGCAAACACUUGGCA | 427 9% -
AD- UAAGGCACAGCUUGGAGGCUUG 1864_18
A-128403.2 | AAGCCUCCAAGCUGUGCCUUA | 212 | A-128467.1 428
64353.1 A 86
AD-
643541 A-128419.2 | CCUCUUCAUCCUGCUGCUAUA | 213 | A-128475.1 UAUAGCAGCAGGAUGAAGAGGAA | 429 | 401_423
AD-
643551 A-128431.2 | CCUGCUGCUAUGCCUCAUCUU | 214 | A-128481.1 AAGAUGAGGCAUAGCAGCAGGAU | 430 | 410_432
AD-
64356.1 A-128375.2 | CAUCUUCUUGUUGGUUCUUCU | 215 | A-128452.1 AGAAGAACCAACAAGAAGAUGAG | 431 | 425 447
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SE SE
Posicao
Nome do Q Nome do Q
Nome do em
Oligo Sequéncia Senso (5'a 3') ID Oligo Sequéncia Antissenso (5" a 3') ID
Duplex ] NC_0039
Senso NO Antissenso NO
77.1
AD- UAGAUGAGAAGGCACAGACGGG 1547 _15
A-128391.2 | CCGUCUGUGCCUUCUCAUCUA | 216 | A-128460.1 432
64357.1 G 69
AD-

64358.1 A-128405.2 | CCUCAUCUUCUUGUUGGUUCU | 217 | A-128468.1 AGAACCAACAAGAAGAUGAGGCA | 433 | 422 444
AD- UAAGAUAGGGGCAUUUGGUGGU 2298 23
A-128421.2 | CCACCAAAUGCCCCUAUCUUA | 218 | A-128476.1 434

64359.1 C 20
AD- AGUAUGGAUCGGCAGAGGAGCC 1250 _12
A-128433.2 | GCUCCUCUGCCGAUCCAUACU | 219 | A-128482.1 435

64360.1 A 72
AD-
64700.1 A-129379.1 | ACUCGUGGUGTACUUCUCUCA | 220 | A-127906.26 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 436 | 250 272
AD- A-

ACUCGUGGUGGACUUCUCUCA | 221 | A-129387.1 UGAGAGAAGTCCACCACGAGUCU | 437 | 250 272
64701.1 127905.20
AD- A-

ACUCGUGGUGGACUUCUCUCA | 222 | A-129395.1 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 438 | 250 272
64702.1 127905.28
AD-
64703.1 A-129376.2 | ACUCGUGGUGGACUUCACUCA | 223 | A-129385.5 UGAGAGAAGTCCACCACGAGUCU | 439 | 250 272
AD-
647041 A-129381.3 | ACUCGUGGTGTACUUCACUCA | 224 | A-129389.6 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 440 | 250 272
AD-
64705.1 A-129380.1 | ACUCGUGGUGTACUUCACUCA | 225 | A-127906.27 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 441 | 250 272
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SE SE
Posicao
Nome do Q Nome do Q
Nome do em
Oligo Sequéncia Senso (5'a 3') ID Oligo Sequéncia Antissenso (5" a 3') ID
Duplex ] NC_0039
Senso NO Antissenso NO
77.1
AD- A-
ACUCGUGGUGGACUUCUCUCA | 226 | A-129388.1 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 442 | 250 272
64706.1 127905.21
AD- A-
ACUCGUGGUGGACUUCUCUCA | 227 | A-129396.1 UGAGAGAAGTCCACCACGAGUCU | 443 | 250 272
64707 .1 127905.29
AD-
647081 A-129382.2 | ACUCGUGGTGGACUUCTCUCA | 228 | A-129385.6 UGAGAGAAGTCCACCACGAGUCU | 444 | 250 272
AD-
647091 A-129373.4 | ACUCGUGGUGGACUUCUCUCA | 229 | A-129391.2 UGAGAGAAGTCCACCACGAGUCU | 445 | 250 272
AD-
64710.1 A-129373.1 | ACUCGUGGUGGACUUCUCUCA | 230 | A-127906.20 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 446 | 250 272
AD-
647111 A-129381.1 | ACUCGUGGTGTACUUCACUCA | 231 | A-127906.28 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 447 | 250 272
AD- A-
ACUCGUGGUGGACUUCUCUCA | 232 | A-129389.1 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 448 | 250 272
64712.1 127905.22
AD- A-
ACUCGUGGUGGACUUCUCUCA | 233 | A-129397.1 UGAGAGAAGTCCACCACGAGUCU | 449 | 250 272
64713.1 127905.30
AD-
647141 A-129384.2 | ACUCGUGGTGGACUUCACUCA | 234 | A-129385.7 UGAGAGAAGTCCACCACGAGUCU | 450 | 250 272
AD-
64715.1 A-129376.4 | ACUCGUGGUGGACUUCACUCA | 235 | A-129391.3 UGAGAGAAGTCCACCACGAGUCU | 451 | 250 272
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SE SE
Posicao
Nome do Q Nome do Q
Nome do em
Oligo Sequéncia Senso (5'a 3') ID Oligo Sequéncia Antissenso (5" a 3') ID
Duplex ] NC_0039
Senso NO Antissenso NO
771
AD-
64716.1 A-129374.1 | ACUCGUGGUGGACUUCUCUCA | 236 | A-127906.21 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 452 | 250 272
AD-
64717 1 A-129382.1 | ACUCGUGGTGGACUUCTCUCA | 237 | A-127906.29 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 453 | 250 272
AD- A-
ACUCGUGGUGGACUUCUCUCA | 238 | A-129390.1 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 454 | 250 272
64718.1 127905.23
AD-
647191 A-127917.5 | ACUCGUGGUGGACUUCTCUCA | 239 | A-129385.2 UGAGAGAAGTCCACCACGAGUCU | 455 | 250 272
AD-
647201 A-129381.2 | ACUCGUGGTGTACUUCACUCA | 240 | A-129385.8 UGAGAGAAGTCCACCACGAGUCU | 456 | 250 272
AD-
647211 A-129382.4 | ACUCGUGGTGGACUUCTCUCA | 241 | A-129391.4 UGAGAGAAGTCCACCACGAGUCU | 457 | 250 272
AD-
647221 A-129375.1 | ACUCGUGGUGGACUUCCUCA 242 | A-127906.22 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 458 | 250 272
AD-
647231 A-129383.1 | ACUCGUGGUGGACUUCTCUCA | 243 | A-127906.30 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 459 | 250 272
AD-
647251 A-127917.6 | ACUCGUGGUGGACUUCTCUCA | 244 | A-129398.1 UGAGAGAAGTCCACCACGAGUCU | 460 | 250 272
AD-
64726.1 A-129373.3 | ACUCGUGGUGGACUUCUCUCA | 245 | A-129389.2 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 461 | 250 272
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SE SE
Posicao
Nome do Q Nome do Q
Nome do em
Oligo Sequéncia Senso (5'a 3') ID Oligo Sequéncia Antissenso (5" a 3') ID
Duplex ] NC_0039
Senso NO Antissenso NO
771
AD-
64727 1 A-129384.4 | ACUCGUGGTGGACUUCACUCA | 246 | A-129391.5 UGAGAGAAGTCCACCACGAGUCU | 462 | 250 272
AD-
647281 A-129376.1 | ACUCGUGGUGGACUUCACUCA | 247 | A-127906.23 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 463 | 250 272
AD-
647291 A-129384.1 | ACUCGUGGTGGACUUCACUCA | 248 | A-127906.31 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 464 | 250 272
AD- A-
ACUCGUGGUGGACUUCUCUCA | 249 | A-129392.1 UGAGAGAAGTCCACCACGAGUCU | 465 | 250 272
64730.1 127905.25
AD-
64731.1 A-129399.1 | ACUCGUGGUGGACUUCTCUCA | 250 | A-129385.3 UGAGAGAAGTCCACCACGAGUCU | 466 | 250 272
AD-
647321 A-129376.3 | ACUCGUGGUGGACUUCACUCA | 251 | A-129389.3 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 467 | 250 272
AD-
647331 A-129381.4 | ACUCGUGGTGTACUUCACUCA | 252 | A-129391.6 UGAGAGAAGTCCACCACGAGUCU | 468 | 250 272
AD-
647341 A-129377.1 | ACUCGUGGUGGACUUCCCUCA | 253 | A-127906.24 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 469 | 250 272
AD- A-
ACUCGUGGUGGACUUCUCUCA | 254 | A-129385.1 UGAGAGAAGTCCACCACGAGUCU | 470 | 250 272
64735.1 127905.18
AD- A-
ACUCGUGGUGGACUUCUCUCA | 255 | A-129393.1 UGAGAGAAGTCCACCACGAGUCU | 471 | 250 272
64736.1 127905.26
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SE SE
Posicao
Nome do Q Nome do Q
Nome do em
Oligo Sequéncia Senso (5'a 3') ID Oligo Sequéncia Antissenso (5" a 3') ID
Duplex ] NC_0039
Senso NO Antissenso NO
77.1
AD-
64737 1 A-129399.2 | ACUCGUGGUGGACUUCTCUCA | 256 | A-129398.2 UGAGAGAAGTCCACCACGAGUCU | 472 | 250 272
AD-
64738.1 A-129382.3 | ACUCGUGGTGGACUUCTCUCA | 257 | A-129389.4 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 473 | 250 272
AD-
64739.1 A-129378.1 | ACUCGUGGUGGACUUCGCUCA | 258 | A-127906.25 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 474 | 250 272
AD- A-
ACUCGUGGUGGACUUCUCUCA | 259 | A-129386.1 UGAGAGAAGTCCACCACGAGUCU | 475 | 250 272
64740.1 127905.19
AD- A-
ACUCGUGGUGGACUUCUCUCA | 260 | A-129394.1 UGAGAGAAGTCCACCACGAGUCU | 476 | 250 272
64741.1 127905.27
AD-
647421 A-129373.2 | ACUCGUGGUGGACUUCUCUCA | 261 | A-129385.4 UGAGAGAAGTCCACCACGAGUCU | 477 | 250 _272
AD-
647431 A-129384.3 | ACUCGUGGTGGACUUCACUCA | 262 | A-129389.5 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU | 478 | 250 272
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Tabela 4. Sequéncias Modificadas de Fitas Senso e Antissenso de dsRNAs de HBV

Nome do Nome do Sequéncia Senso (5'a 3') SE Nome do Sequéncia Antissenso (5" a 3') SE
Duplex Oligo Q Oligo Q
Senso ID | Antissenso ID
NO: NO:
AD- A-123463.2 | AfsgsUfuAfuAfuGfGfAfuGfaUfgUfgGfuAfL96 | 479 | A-123464.2 | usAfscCfaCfaUfcAfuccAfuAfuAfaCfusgsa | 694
61522.2
AD- A-123487.2 | GfsgsAfuGfuGfuCfUfGfcGfgCfgUfuUfuAfL | 480 | A-123488.2 | usAfsaAfaCfgCfcGfcagAfcAfcAfuCfcsasg | 695
61547.2 96
AD- A-127896.1 | Y4A4ACUCGUGGUGGACUUCUCUCA 481 | A-127897.1 | UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU 696
63938.2
AD- A-127909.1 | ascsucGfuGfgUfGfGfaCfuucUfcucal 96 482 | A-127906.3 | usGfsaGfaGfaAfgUfccaCfcAfcGfaGfuscs | 697
63939.2 u
AD- A-127917.1 | ascsucguggugdGacuuc(Tgn)cucal 96 483 | A- usGfsaGfaGfaAfgUfccaCfcAfcGfaGfuscs | 698
63940.2 127906.11 u
AD- A-127905.8 | AfscsUfcGfuGfgUfGfGfaCfuUfcUfcUfcAfL96 | 484 | A-127925.1 | usGfsaGfagaAfguccaCfcAfcgaGfuscsu 699
63941.2
AD- A-127933.1 | uscsGfuGfgUTGfGfaCfuUfcUfcUfcAfL96 485 | A-127934.1 | usGfsaGfaGfaAfgUfccaCfcAfcGfasgsu 700
63942.2
AD- A-127944.2 | ascsucGfuGfguGfGfaCfuucucucal 96 486 | A-127942.2 | usGfsAfgaGfaAfgUfccaCfcAfcGfaguscsu | 701
63943.2
AD- A-127910.1 | ascsucguGfgUfGfGfaCfuucUfcucal 96 487 | A-127906.4 | usGfsaGfaGfaAfgUfccaCfcAfcGfaGfuscs | 702
63945.2 u
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Nome do Nome do Sequéncia Senso (5' a 3') SE Nome do Sequéncia Antissenso (5" a 3') SE
Duplex Oligo Q Oligo Q
Senso ID | Antissenso ID
NO: NO:
AD- A-127918.1 | ascsucguGfgUfGfGfacuuCfucucal 96 488 | A- usGfsaGfaGfaAfgUfccaCfcAfcGfaGfuscs | 703
63946.2 127906.12 | u
AD- A-127905.9 | AfscsUfcGfuGfgUfGfGfaCfuUfcUfcUfcAfL9 | 489 | A-127926.1 | usGfsaGfagaagUfccaCfcAfcgaGfuscsu 704
63947.2 6
AD- A-127935.1 | gsusGfgUfGfGfaCfuUfcUfcUfcAfL96 490 | A-127936.1 | usGfsaGfaGfaAfgUfccaCfcAfcsgsa 705
63948.2
AD- A-127944.3 | ascsucGfuGfguGfGfaCfuucucucal 96 491 | A- usGfsaGfaGfaAfgUfccaCfcAfcGfaGfuscs | 706
63949.2 127906.14 | u
AD- A-127900.1 | Y44UfcGfuGfgUfgGfaCfuUfcUfcUfcAfusuY | 492 | A-127901.1 | usGfsasGfaGfaAfgUfcCfaCfcAfcGfausu 707
63950.2 44
AD- A-127911.1 | ascsucguGfgUfGfGfaCfuucucucal 96 493 | A-127906.5 | usGfsaGfaGfaAfgUfccaCfcAfcGfaGfuscs | 708
63951.2 u
AD- A-127905.2 | AfscsUfcGfuGfgUfGfGfaCfuUfcUfcUfcAfL9 | 494 | A-127919.1 | usGfsaGfaGfaagUfccaCfcAfcGfaGfuscsu | 709
63952.2 6
AD- A- AfscsUfcGfuGfgUfGfGfaCfuUfcUfcUfcAfL9 | 495 | A-127927.1 | usGfsagagaAfgUfccaCfcAfcgaguscsu 710
63953.2 127905.10 | 6
AD- A-127945.1 | ascsucgugguGfGfacuucucucal 96 496 | A-127940.3 | usGfsAfgAfgAfaGfuccaCfCfaCfgAfguscsu | 711
63955.2
AD- A-127902.1 | Y44uscsGfuGfgUfgGfaCfuUfcUfcUfcAfY44 | 497 | A-127903.1 | usGfsaGfaGfaAfgUfcCfaCfcAfcGfasusu 712
63956.2
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Nome do Nome do Sequéncia Senso (5' a 3') SE Nome do Sequéncia Antissenso (5" a 3') SE
Duplex Oligo Q Oligo Q
Senso ID | Antissenso ID
NO: NO:
AD- A-127912.1 | ascsucguGfgUfGfGfacuucucucal 96 498 | A-127906.6 | usGfsaGfaGfaAfgUfccaCfcAfcGfaGfuscs | 713
63957.2 u
AD- A-127905.3 | AfscsUfcGfuGfgUfGfGfaCfuUfcUfcUfcAfL9 | 499 | A-127920.1 | usGfsagaGfaAfgUfccaCfcAfcgaGfuscsu 714
63958.2 6
AD- A- AfscsUfcGfuGfgUfGfGfaCfuUfcUfcUfcAfL9 | 500 | A-127928.1 | usGfsaGfagaAfguccaCfcAfcgaguscsu 715
63959.2 127905.11 6
AD- A-126619.2 | usasUfuUfCfCfuAfgGfgUfaCfaAfL96 501 | A-127938.1 | PusGfsaGfaGfaAfgUfccaCfcAfcsgsa 716
63960.2
AD- A-127945.2 | ascsucgugguGfGfacuucucucal 96 502 | A-127942.3 | usGfsAfgaGfaAfgUfccaCfcAfcGfaguscsu | 717
63961.2
AD- A-127902.2 | Y44uscsGfuGfgUfgGfaCfuUfcUfcUfcAfY44 | 503 | A-127904.1 | PusGfsaGfaGfaAfgUfcCfaCfcAfcGfasusu | 718
63962.2
AD- A-127913.1 | ascsucguggUfgGfacuucucucal 96 504 | A-127906.7 | usGfsaGfaGfaAfgUfccaCfcAfcGfaGfuscs | 719
63963.2 u
AD- A-127905.4 | AfscsUfcGfuGfgUfGfGfaCfuUfcUfcUfcAfL9 | 505 | A-127921.1 | usGfsaGfaGfaAfgUfccaCfcAfcgaguscsu 720
63964.2 6
AD- A- AfscsUfcGfuGfgUfGfGfaCfuUfcUfcUfcAfL9 | 506 | A-127929.1 | usGfsagaGfaaGfuccaCfcAfcgaguscsu 721
63965.2 127905.12 | 6
AD- A-127939.1 | ascsUfcGfugguGfGfaCfuuCfuCfucal 96 507 | A-127940.1 | usGfsAfgAfgAfaGfuccaCfCfaCfgAfguscsu | 722
63966.2
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Nome do Nome do Sequéncia Senso (5' a 3') SE Nome do Sequéncia Antissenso (5" a 3') SE
Duplex Oligo Q Oligo Q
Senso ID | Antissenso ID
NO: NO:
AD- A-127945.3 | ascsucgugguGfGfacuucucucal 96 508 | A- usGfsaGfaGfaAfgUfccaCfcAfcGfaGfuscs | 723
63967.2 127906.15 | u
AD- A-127905.1 | AfscsUfcGfuGfgUfGfGfaCfuUfcUfcUfcAfL9 | 509 | A-127906.1 | usGfsaGfaGfaAfgUfccaCfcAfcGfaGfuscs | 724
63968.2 6 u
AD- A- AfscsUfcGfuGfgUfGfGfaCfuUfcUfcUfcAfL9 | 510 | A- usGfsaGfaGfaAfgUfccaCfcAfcGfaGfuscs | 725
63968.4 127905.15 | 6 127906.17 | u
AD- A- AfscsUfcGfuGfgUfGfGfaCfuUfcUfcUfcAfL9 | 511 | A- usGfsaGfaGfaAfgUfccaCfcAfcGfaGfuscs | 726
63968.5 127905.17 | 6 127906.18 | u
AD- A-127914.1 | ascsucguggugGfacuucucucal 96 512 | A-127906.8 | usGfsaGfaGfaAfgUfccaCfcAfcGfaGfuscs | 727
63969.2 u
AD- A-127905.5 | AfscsUfcGfuGfgUfGfGfaCfuUfcUfcUfcAfL9 | 513 | A-127922.1 | usGfsagaGfaagUfccaCfcAfcgaGfuscsu 728
63970.2 6
AD- A- AfscsUfcGfuGfgUfGfGfaCfuUfcUfcUfcAfL9 | 514 | A-127930.1 | usGfsagaGfaaguccaCfcAfcgaguscsu 729
63971.2 127905.13 | 6
AD- A-127941.1 | ascsUfcGfuGfguGfGfaCfuuCfuCfucal 96 515 | A-127942.1 | usGfsAfgaGfaAfgUfccaCfcAfcGfaguscsu | 730
63972.2
AD- A-127946.1 | ascsucguggudGdGacuucucucal 96 516 | A-127947.1 | usdGsaGfaGfaAfgdTccadCcAfcGfaguscs | 731
63973.2 u
AD- A-127915.1 | ascsucguggUfgGfacuuc(Tgn)cucal 96 517 | A-127906.9 | usGfsaGfaGfaAfgUfccaCfcAfcGfaGfuscs | 732
63975.2 u
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Nome do Nome do Sequéncia Senso (5' a 3') SE Nome do Sequéncia Antissenso (5" a 3') SE
Duplex Oligo Q Oligo Q
Senso ID | Antissenso ID
NO: NO:
AD- A-127905.6 | AfscsUfcGfuGfgUfGfGfaCfuUfcUfcUfcAfL96 | 518 | A-127923.1 | usGfsagaGfaAfgUfccaCfcAfcgaguscsu 733
63976.2
AD- A-127917.2 | ascsucguggugdGacuuc(Tgn)cucal 96 519 | A-127931.1 | usdGsagagaaguccadCcacgaguscsu 734
63977.2
AD- A-127943.1 | ascsUfcGfuGfguGfGfaCfuUfcUfcUfcal 96 520 | A- usGfsaGfaGfaAfgUfccaCfcAfcGfaGfuscs | 735
63978.2 127906.13 | u
AD- A-127908.1 | ascsucGfuGfgUfGfGfaCfuucUfcucAfL96 521 | A-127906.2 | usGfsaGfaGfaAfgUfccaCfcAfcGfaGfuscs | 736
63979.2 u
AD- A-127916.1 | ascsucguggugGfacuuc(Tgn)cucal 96 522 | A- usGfsaGfaGfaAfgUfccaCfcAfcGfaGfuscs | 737
63980.2 127906.10 | u
AD- A-127905.7 | AfscsUfcGfuGfgUfGfGfaCfuUfcUfcUfcAfL96 | 523 | A-127924.1 | usGfsaGfagaAfgUfccaCfcAfcgaGfuscsu 738
63981.2
AD- A-127917.3 | ascsucguggugdGacuuc(Tgn)cucal 96 524 | A-127932.1 | PusdGsagagaaguccadCcacgaguscsu 739
63982.2
AD- A-127944.1 | ascsucGfuGfguGfGfaCfuucucucal 96 525 | A-127940.2 | usGfsAfgAfgAfaGfuccaCfCfaCfgAfguscsu | 740
63983.2
AD- A-127961.1 | gsusggugGfaCfUfUfcUfcucAfauuul 96 526 | A-127956.4 | asAfsaUfuGfaGfaGfaagUfcCfaCfcAfcsgs | 741
63985.2 a
AD- A-127969.1 | gsusggugGfaCfUfUfcucuCfaauuulL96 527 | A- asAfsaUfuGfaGfaGfaagUfcCfaCfcAfcsgs | 742
63986.2 127956.12 | a

Peticao 870220113019, de 05/12/2022, pag. 301/373

LG€/96¢2



Nome do Nome do Sequéncia Senso (5' a 3') SE Nome do Sequéncia Antissenso (5" a 3') SE
Duplex Oligo Q Oligo Q
Senso ID | Antissenso ID
NO: NO:
AD- A-127955.9 | GfsusGfgUfgGfaCfUfUfcUfcUfcAfaUfuUfL96 | 528 | A-127977.1 | asAfsaUfugagaGfaagUfcCfaccAfcsgsa 743
63987.2
AD- A-127986.1 | usgsGfaCfUfUfcUfcUfcAfaUfuUfL96 529 | A-127987.1 | asAfsaUfuGfaGfaGfaagUfcCfascsc 744
63988.2
AD- A-127996.1 | gsusgguggacUfUfcucucaauuul 96 530 | A-127992.2 | asAfsAfUfuGfaGfaGfaagUfcCfaCfcacsgs | 745
63989.2 a
AD- A-127950.1 | Y44GfgUfgGfaCfuUfcUfcUfcAfaUfuUfusuY | 531 | A-127951.1 | asAfsasUfuGfaGfaGfaAfgUfcCfaCfcusu 746
63990.2 44
AD- A-127962.1 | gsusggugGfaCfUfUfcUfcucaauuul 96 532 | A-127956.5 | asAfsaUfuGfaGfaGfaagUfcCfaCfcAfcsgs | 747
63991.2 a
AD- A-127955.2 | GfsusGfgUfgGfaCfUfUfcUfcUfcAfaUfuUfL96 | 533 | A-127970.1 | asAfsaUfuGfagaGfaagUfcCfaCfcAfcsgsa | 748
63992.2
AD- A- GfsusGfgUfgGfaCfUfUfcUfcUfcAfaUfuUfL96 | 534 | A-127978.1 | asAfsauugaGfaGfaagUfcCfaccacsgsa 749
63993.2 127955.10
AD- A-127984.2 | gsgUfgGfaCfUfUfcUfcUfcAfaUfuUfL96 535 | A-127988.1 | PasAfsaUfuGfaGfaGfaagUfcCfaCfcsasc | 750
63994.2
AD- A-127996.2 | gsusgguggacUfUfcucucaauuul 96 536 | A-127993.2 | asAfsAfuuGfaGfaGfaagUfCfcaCfcacsgsa | 751
63995.2
AD- A-127952.1 | Y44gsgsUfgGfaCfuUfcUfcUfcAfaUfuUfY44 | 537 | A-127953.1 | asAfsaUfuGfaGfaGfaAfgUfcCfaCfcsusu 752
63996.2
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Nome do Nome do Sequéncia Senso (5' a 3') SE Nome do Sequéncia Antissenso (5" a 3') SE
Duplex Oligo Q Oligo Q
Senso ID | Antissenso ID
NO: NO:
AD- A-127963.1 | gsusggugGfaCfUfUfcucucaauuul96 538 | A-127956.6 | asAfsaUfuGfaGfaGfaagUfcCfaCfcAfcsgsa | 753
63997.2
AD- A- GfsusGfgUfgGfaCfUfUfcUfcUfcAfaUfuUfL9 | 539 | A-127979.1 | asAfsaUfugaGfagaagUfcCfaccacsgsa 754
63999.2 127955.11 6
AD- A-127986.2 | usgsGfaCfUfUfcUfcUfcAfaUfuUfL96 540 | A-127989.1 | PasAfsaUfuGfaGfaGfaagUfcCfascsc 755
64000.2
AD- A-127996.3 | gsusgguggacUfUfcucucaauuul 96 541 | A-127994.2 | asAfsAfUfuGfaGfaGfaagUfCfcaCfcacsgs | 756
64001.2 a
AD- A-127952.2 | Y44gsgsUfgGfaCfuUfcUfcUfcAfaUfuUfY44 | 542 | A-127954.1 | PasAfsaUfuGfaGfaGfaAfgUfcCfaCfcsusu | 757
64002.2
AD- A-127964.1 | gsusgguggaCfuUfcucucaauuulL96 543 | A-127956.7 | asAfsaUfuGfaGfaGfaagUfcCfaCfcAfcsgs | 758
64003.2 a
AD- A-127955.4 | GfsusGfgUfgGfaCfUfUfcUfcUfcAfaUfuUfL9 | 544 | A-127972.1 | asAfsaUfuGfaGfaGfaagUfcCfaccacsgsa | 759
64004.2 6
AD- A- GfsusGfgUfgGfaCfUfUfcUfcUfcAfaUfuUfL9 | 545 | A-127980.1 | asAfsauuGfagAfgaagUfcCfaccacsgsa 760
64005.2 127955.12 | 6
AD- A-127990.1 | gsusGfgugGfaCfUfUfcUfcUfcAfaUfuulL96 546 | A-127991.1 | asAfsaUfuGfaGfaGfaagUfcCfaCfcacsgsa | 761
64006.2
AD- A-127996.4 | gsusgguggacUfUfcucucaauuul 96 547 | A-127995.2 | asAfsAfUfugaGfaGfaagUfCfcaCfcacsgsa | 762
64007.2
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Nome do Nome do Sequéncia Senso (5' a 3') SE Nome do Sequéncia Antissenso (5" a 3') SE
Duplex Oligo Q Oligo Q
Senso ID | Antissenso ID
NO: NO:

AD- A-127955.1 | GfsusGfgUfgGfaCfUfUfcUfcUfcAfaUfuUfL9 | 548 | A-127956.1 | asAfsaUfuGfaGfaGfaagUfcCfaCfcAfcsgs | 763
64008.2 6 a
AD- A- GfsusGfgUfgGfaCfUfUfcUfcUfcAfaUfuUfL9 | 549 | A- asAfsaUfuGfaGfaGfaagUfcCfaCfcAfcsgs | 764
64008.4 127955.15 | 6 127956.14 | a
AD- A-127965.1 | gsusgguggacuUfcucucaauuul 96 550 | A-127956.8 | asAfsaUfuGfaGfaGfaagUfcCfaCfcAfcsgs | 765
64009.2 a
AD- A-127955.5 | GfsusGfgUfgGfaCfUfUfcUfcUfcAfaUfuUfL9 | 551 | A-127973.1 | asAfsauuGfagaGfaagUfcCfaccAfcsgsa 766
64010.2 6
AD- A- GfsusGfgUfgGfaCfUfUfcUfcUfcAfaUfuUfL9 | 552 | A-127981.1 | asAfsauuGfagagaagUfcCfaccacsgsa 767
64011.2 127955.13 | 6
AD- A-127990.2 | gsusGfgugGfaCfUfUfcUfcUfcAfaUfuulL96 553 | A-127992.1 | asAfsAfUfuGfaGfaGfaagUfcCfaCfcacsgs | 768
64012.2 a
AD- A-127997.1 | gsusgguggacdTdTcucucaauuulL96 554 | A-127998.1 | asdAsAfuugaGfaGfaagdTdCcaCfcacsgsa | 769
64013.2
AD- A-127957.1 | Y44GfsusGfgUfgGfaCfUfUfcUfcUfcAfaUfuUfL | 555 | A-127958.1 | PasAfsaUfuGfaGfaGfaagUfcCfaCfcAfcsg | 770
64014.2 96 sa
AD- A-127966.1 | gsusgguggaCfuUfcucuc(Agn)auuul96 556 | A-127956.9 | asAfsaUfuGfaGfaGfaagUfcCfaCfcAfcsgs | 771
64015.2 a
AD- A-127955.6 | GfsusGfgUfgGfaCfufUfcUfcUfcAfaUfuUfL9 | 557 | A-127974.1 | asAfsauuGfaGfaGfaagUfcCfaccacsgsa 772
64016.2 6

Peticao 870220113019, de 05/12/2022, pag. 304/373
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Nome do Nome do Sequéncia Senso (5' a 3') SE Nome do Sequéncia Antissenso (5" a 3') SE
Duplex Oligo Q Oligo Q
Senso ID | Antissenso ID
NO: NO:
AD- A-127968.2 | gsusgguggacudTcucuc(Agn)auuulL96 558 | A-127982.1 | asdAsauugagagaagdTccaccacsgsa 773
64017.2
AD- A-127990.3 | gsusGfgugGfaCfUfUfcUfcUfcAfaUfuulL96 559 | A-127993.1 | asAfsAfuuGfaGfaGfaagUfCfcaCfcacsgsa | 774
64018.2
AD- A-127959.1 | gsusggUfgGfaCfUfUfcUfcucAfauuUfL96 560 | A-127956.2 | asAfsaUfuGfaGfaGfaagUfcCfaCfcAfcsgs | 775
64019.2 a
AD- A-127967.1 | gsusgguggacuUfcucuc(Agn)auuul 96 561 | A- asAfsaUfuGfaGfaGfaagUfcCfaCfcAfcsgs | 776
64020.2 127956.10 | a
AD- A-127955.7 | GfsusGfgUfgGfaCfUfUfcUfcUfcAfaUfuUfL9 | 562 | A-127975.1 | asAfsaUfugaGfaGfaagUfcCfaccAfcsgsa 777
64021.2 6
AD- A-127968.3 | gsusgguggacudTcucuc(Agn)auuulL96 563 | A-127983.1 | PasdAsauugagagaagdTccaccacsgsa 778
64022.2
AD- A-127990.4 | gsusGfgugGfaCfUfUfcUfcUfcAfaUfuulL96 564 | A-127994.1 | asAfsAfUfuGfaGfaGfaagUfCfcaCfcacsgs | 779
64023.2 a
AD- A-127960.1 | gsusggUfgGfaCfUfUfcUfcucAfauuulL96 565 | A-127956.3 | asAfsaUfuGfaGfaGfaagUfcCfaCfcAfcsgs | 780
64024.2 a
AD- A-127968.1 | gsusgguggacudTcucuc(Agn)auuulL96 566 | A- asAfsaUfuGfaGfaGfaagUfcCfaCfcAfcsgs | 781
64025.2 127956.11 a
AD- A-127955.8 | GfsusGfgUfgGfaCfUfUfcUfcUfcAfaUfuUfL9 | 567 | A-127976.1 | asAfsaUfugaGfagaagUfcCfaccAfcsgsa 782
64026.2 6

Peticao 870220113019, de 05/12/2022, pag. 305/373
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Nome do Nome do Sequéncia Senso (5' a 3') SE Nome do Sequéncia Antissenso (5" a 3') SE
Duplex Oligo Q Oligo Q
Senso ID Antissenso ID
NO: NO:

AD- A-127984.1 | gsgUfgGfaCfUfUfcUfcUfcAfaUfuUfL96 568 | A-127985.1 | asAfsaUfuGfaGfaGfaagUfcCfaCfcsasc 783
64027.2
AD- A-127990.5 | gsusGfgugGfaCfUfUfcUfcUfcAfaUfuulL96 569 | A-127995.1 | asAfsAfUfugaGfaGfaagUfCfcaCfcacsgsa | 784
64028.2
AD- A-128001.2 | GfsusGfcAfcUfuCfGfCfuUfcAfcCfuCfuGfL9 | 570 | A-128002.2 | csAfsgAfgGfuGfaAfgcgAfaGfuGfcAfcsasc | 785
64272.2 6
AD- A-128363.1 | GfsusUfgAfcAfaAfAfAfuCfcUfcAfcAfaUfL96 | 571 | A-128364.1 | asUfsuGfuGfaGfgAfuuuUfuGfuCfaAfcsas | 786
64274.1 a
AD- A-128377.1 | UfsgsUfuGfaCfaAfAfAfaUfcCfuCfaCfaAfL9 | 572 | A-128378.1 | usUfsgUfgAfgGfaUfuuuUfgUfcAfaCfasas | 787
64275.1 6 g
AD- A-128393.1 | GfsgsUfgGfaCfuUfCfUfcUfcAfaUfuUfuAfL9 | 573 | A-128394.1 | usAfsaAfaUfuGfaGfagaAfgUfcCfaCfcsas | 788
64276.1 6 c
AD- A-128407.1 | UfscsUfuUfuGfgAfGfUfgUfgGfaUfuCfgAfL9 | 574 | A-128408.1 | usCfsgAfaUfcCfaCfacuCfcAfaAfaGfascsa | 789
64277.1 6
AD- A-128407.1 | UfscsUfuUfuGfgAfGfUfgUfgGfaUfuCfgAfL9 | 575 | A-128408.1 | usCfsgAfaUfcCfaCfacuCfcAfaAfaGfascsa | 790
64277.1 6
AD- A-128423.1 | AfscsUfgUfuCfaAfGfCfcUfcCfaAfgCfuAfL9 | 576 | A-128424.1 | usAfsgCfuUfgGfaGfgcuUfgAfaCfaAfgsas | 791
64278.1 6 c
AD- A-128435.1 | UfscsUfgCfcGfaUfCfCfaUfaCfuGfcGfgAfL9 | 577 | A-128436.1 | usCfscGfcAfgUfaUfggaUfcGfgCfaGfasgs | 792
64279.1 6 g

Peticao 870220113019, de 05/12/2022, pag. 306/373
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Nome do Nome do Sequéncia Senso (5' a 3') SE Nome do Sequéncia Antissenso (5" a 3') SE
Duplex Oligo Q Oligo Q
Senso ID | Antissenso ID
NO: NO:
AD- A-128379.1 | AfsusGfuGfuCfuGfCfGfgCfgUfuUfuAfuAfL | 578 | A-128380.1 | usAfsuAfaAfaCfgCfcgcAfgAfcAfcAfuscsc | 793
64280.1 96
AD- A-128395.1 | CfscsCfcGfuCfuGfUfGfcCfuUfcUfcAfuAfL9E | 579 | A-128396.1 | usAfsuGfaGfaAfgGfcacAfgAfcGfgGfgsas | 794
64281.1 g
AD- A-128409.1 | GfscsCfuAfaUfcAfUfCfuCfuUfgUfuCfaUfL96 | 580 | A-128410.1 | asUfsgAfaCfaAfgAfgauGfaUfuAfgCfgsas | 795
64282.1 g
AD- A-128425.1 | UfscsUfaGfaCfuCfGfUfgGfuGfgAfcUfuCfL96 | 581 | A-128426.1 | gsAfsaGfuCfcAfcCfacgAfgUfcUfaGfascsu | 796
64283.1
AD- A-128437.1 | CfsusGfcCfgAfuCfCfAfuAfcUfgCfgGfaAfL96 | 582 | A-128438.1 | usUfscCfgCfaGfuAfuggAfuCfgGfcAfgsas | 797
64284.1 g
AD- A-128365.1 | UfsusUfuUfcUfuGfUfUfgAfcAfaAfaAfuAfL96 | 583 | A-128366.1 | usAfsuUfuUfuGfuCfaacAfaGfaAfaAfascsc | 798
64285.1
AD- A-128381.1 | AfsusCfuUfcUfuGfUfUfgGfuUfcUfuCfuAfL96 | 584 | A-128382.1 | usAfsgAfaGfaAfcCfaacAfaGfaAfgAfusgsa | 799
64286.1
AD- A-128367.1 | GfsusUfuUfuCfuUfGfUfuGfaCfaAfaAfaUfL96 | 585 | A-128368.1 | asUfsuUfuUfgUfcAfacaAfgAfaAfaAfcscsc | 800
64289.1
AD- A-128383.1 | CfsusGfcCfuAfaUfCTAfuCfuCfuUfgUfuAfL96 | 586 | A-128384.1 | usAfsaCfaAfgAfgAfugaUfuAfgGfcAfgsasg | 801
64290.1
AD- A-128399.1 | UfscsCfuCfaCfaAfUfAfcCfaCfaGfaGfuAfL96 | 587 | A-128400.1 | usAfscUfcUfgUfgGfuauUfgUfgAfgGfasus | 802
64291.1 u

Peticao 870220113019, de 05/12/2022, pag. 307/373
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Nome do Nome do Sequéncia Senso (5' a 3') SE Nome do Sequéncia Antissenso (5" a 3') SE
Duplex Oligo Q Oligo Q
Senso ID | Antissenso ID
NO: NO:
AD- A-128413.1 | CfsusUfgUfuGfaCfAfAfaAfaUfcCfuCfaAfL96 | 588 | A-128414.1 | usUfsgAfgGfaUfuUfuugUfcAfaCfaAfgsas | 803
64292.1 a
AD- A-128439.1 | GfscsAfaCfuUfuUfUfCfaCfcUfcUfgCfcUfL96 | 589 | A-128440.1 | asGfsgCfaGfaGfgUfgaaAfaAfgUfuGfcsas | 804
64293.1 u
AD- A-128369.1 | GfsgsGfaAfcAfaGFAfGfcUfaCfaGfcAfuAfL96 | 590 | A-128370.1 | usAfsuGfcUfgUfaGfcucUfuGfuUfcCfcsas | 805
64294.1 a
AD- A-128385.1 | CfsgsUfgGfuGfgAfCfUfuCfuCfuCfaAfuUfL96 | 591 | A-128386.1 | asAfsuUfgAfgAfgAfaguCfcAfcCfaGfcsasg | 806
64295.1
AD- A-128415.1 | CfsusGfcUfgCfuAfUfGfcCfuCfaUfcUfUAfL96 | 592 | A-128416.1 | usAfsaGfaUfgAfgGfcauAfgCfaGfcAfgsgs | 807
64297.1 a
AD- A-128427.1 | GfsusUfgGfaUfgUfGfUfcUfgCfgGfcGfuUfL96 | 593 | A-128428.1 | asAfscGfcCfgCfaGfacaCfaUfcCfaAfcsgsa | 808
64298.1
AD- A-128441.1 | UfsusCfaUfcCfuGfCfUfgCfuAfuGfcCfUAfL96 | 594 | A-128442.1 | usAfsgGfcAfuAfgCfagcAfgGfaUfgAfasgsa | 809
64299.1
AD- A-128371.1 | UfsusCfuUfgUfuGfAfCfaAfaAfaUfcCfuAfL96 | 595 | A-128372.1 | usAfsgGfaUfuUfuUfgucAfaCfaAfgAfasas | 810
64300.1 a
AD- A-128417.1 | UfsasUfaUfgGfaUfGfAfuGfuGfgUfaUfuAfL96 | 596 | A-128418.1 | usAfsaUfaCfcAfcAfucaUfcCfaUfaUfasasc | 811
64302.1
AD- A-128429.1 | UfsusCfaUfcCfuGfCfUfgCfuAfuGfcCfuCfL96 | 597 | A-128430.1 | gsAfsgGfcAfuAfgCfagcAfgGfaUfgAfasgsa | 812
64303.1

Peticao 870220113019, de 05/12/2022, pag. 308/373
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Nome do Nome do Sequéncia Senso (5' a 3') SE Nome do Sequéncia Antissenso (5" a 3') SE
Duplex Oligo Q Oligo Q
Senso ID | Antissenso ID
NO: NO:
AD- A-128443.1 | GfsusGfcAfcUfuCfGFCfuUfcAfcCfuCfuAfL96 | 598 | A-128444.1 | usAfsgAfgGfuGfaAfgcgAfaGfuGfcAfcsasc | 813
64304.1
AD- A-128373.1 | UfsusGfaCfaAfaAfAfUfcCfuCfaCfaAfuAfL96 | 599 | A-128374.1 | usAfsuUfgUfgAfgGfauuUfuUfgUfcAfascs | 814
64305.1 a
AD- A-128403.1 | AfsasGfcCfuCfcAfAfGfcUfgUfgCfcUfUAfL96 | 600 | A-128404.1 | usAfsaGfgCfaCfaGfcuuGfgAfgGfcUfusgs | 815
64307.1 a
AD- A-128419.1 | CfscsUfcUfuCfaUfCfCfuGfcUfgCfuAfuAfL96 | 601 | A-128420.1 | usAfsuAfgCfaGfcAfggaUfgAfaGfaGfgsas | 816
64308.1 a
AD- A-128431.1 | CfscsUfgCfuGfcUfAfUfgCfcUfcAfuCfuUfL96 | 602 | A-128432.1 | asAfsgAfuGfaGfgCfauaGfcAfgCfaGfgsas | 817
64309.1 u
AD- A-128375.1 | CfsasUfcUfuCfuUfGfUfuGfgUfuCfuUfcUfL96 | 603 | A-128376.1 | asGfsaAfgAfaCfcAfacaAfgAfaGfaUfgsasg | 818
64310.1
AD- A-128391.1 | CfscsGfuCfuGfuGfCfCfuUfcUfcAfuCfuAfL96 | 604 | A-128392.1 | usAfsgAfuGfaGfaAfggcAfcAfgAfcGfgsgsg | 819
64311.1
AD- A-128405.1 | CfscsUfcAfuCfuUfCfUfuGfuUfgGfuUfcUfL96 | 605 | A-128406.1 | asGfsaAfcCfaAfcAfagaAfgAfuGfaGfgscsa | 820
64312.1
AD- A-128421.1 | CfscsAfcCfaAfaUfGfCfcCfcUfaUfcUfuAfL96 | 606 | A-128422.1 | usAfsaGfaUfaGfgGfgcaUfuUfgGfuGfgsus | 821
64313.1 c
AD- A-128433.1 | GfscsUfcCfuCfuGFCFCfgAfuCfcAfuAfcUL96 | 607 | A-128434.1 | asGfsuAfuGfgAfuCfggcAfgAfgGfaGfcscs | 822
64314.1 a

Peticao 870220113019, de 05/12/2022, pag. 309/373

LGE/V0E



Nome do Nome do Sequéncia Senso (5' a 3') SE Nome do Sequéncia Antissenso (5" a 3') SE
Duplex Oligo Q Oligo Q
Senso ID | Antissenso ID
NO: NO:
AD- A-128363.2 | GfsusUfgAfcAfaAfAfAfuCfcUfcAfcAfaUfL96 608 | A-128445.1 | PasUfsuGfuGfaGfgAfuuuUfuGfuCfaAfcsas | 823
64315.1 a
AD- A-128377.2 | UfsgsUfuGfaCfaAfAfAfaUfcCfuCfaCfaAfL96 | 609 | A-128453.1 | PusUfsgUfgAfgGfaUfuuuUfgUfcAfaCfasa | 824
64316.1 sg
AD- A-128393.2 | GfsgsUfgGfaCfuUfCfUfcUfcAfaUfuUfuAfL96 | 610 | A-128461.1 | PusAfsaAfaUfuGfaGfagaAfgUfcCfaCfcsa | 825
64317.1 sC
AD- A-128407.2 | UfscsUfuUfuGfgAfGfUfgUfgGfaUfuCfgAfL96 | 611 | A-128469.1 | PusCfsgAfaUfcCfaCfacuCfcAfaAfaGfasc | 826
64318.1 sa
AD- A-128423.2 | AfscsUfgUfuCfaAfGfCfcUfcCfaAfgCfuAfL96 | 612 | A-128477.1 | PusAfsgCfuUfgGfaGfgcuUfgAfaCfaAfgsa | 827
64319.1 sC
AD- A-128435.2 | UfscsUfgCfcGfaUfCfCfaUfaCfuGfcGfgAfL96 | 613 | A-128483.1 | PusCfscGfcAfgUfaUfggaUfcGfgCfaGfasgs | 828
64320.1 g
AD- A-123463.3 | AfsgsUfuAfuAfuGfGfAfuGfaUfgUfgGfuAfL96 | 614 | A-128446.1 | PusAfscCfaCfaUfcAfuccAfuAfuAfaCfusgs | 829
64321.1 a
AD- A-128379.2 | AfsusGfuGfuCfuGfCfGfgCfgUfuUfuAfuAfL96 | 615 | A-128454.1 | PusAfsuAfaAfaCfgCfcgcAfgAfcAfcAfuscs | 830
64322.1 c
AD- A-128395.2 | CfscsCfcGfuCfuGfUfGfcCfuUfcUfcAfUAfLIE | 616 | A-128462.1 | PusAfsuGfaGfaAfgGfcacAfgAfcGfgGfgsa | 831
64323.1 sg
AD- A-128409.2 | GfscsCfuAfaUfcAfUfCfuCfuUfgUfuCfaUfL96 | 617 | A-128470.1 | PasUfsgAfaCfaAfgAfgauGfaUfuAfgCfgsa | 832
64324.1 sg

Peticao 870220113019, de 05/12/2022, pag. 310/373
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Nome do Nome do Sequéncia Senso (5' a 3') SE Nome do Sequéncia Antissenso (5" a 3') SE
Duplex Oligo Q Oligo Q
Senso ID | Antissenso ID
NO: NO:
AD- A-128425.2 | UfscsUfaGfaCfuCfGfUfgGfuGfgAfcUfuCfL96 | 618 | A-128478.1 | PgsAfsaGfuCfcAfcCfacgAfgUfcUfaGfasc | 833
64325.1 su
AD- A-128437.2 | CfsusGfcCfgAfuCfCfAfuAfcUfgCfgGfaAfL96 | 619 | A-128484.1 | PusUfscCfgCfaGfuAfuggAfuCfgGfcAfgsa | 834
64326.1 sg
AD- A-128381.2 | AfsusCfuUfcUfuGfUfUfgGfuUfcUfuCfuAfL96 | 620 | A-128455.1 | PusAfsgAfaGfaAfcCfaacAfaGfaAfgAfusg | 835
64328.1 sa
AD- A-128411.2 | UfsusCfuCfuCfaAfUfUfuUfcUfaGfgGfgAfL96 | 621 | A-128471.1 | PusCfscCfcUfaGfaAfaauUfgAfgAfgAfasg | 836
64330.1 su
AD- A- AfscsUfcGfuGfgUFGfGfaCfuUfcUfcUfcAfL96 | 622 | A-127907.2 | PusGfsaGfaGfaAfgUfccaCfcAfcGfaGfusc | 837
64331.1 127905.16 su
AD- A-128001.3 | GfsusGfcAfcUfuCfGFCfuUfcAfcCfuCfuGfL96 | 623 | A-128485.1 | PcsAfsgAfgGfuGfaAfgcgAfaGfuGfcAfcsa | 838
64332.1 sC
AD- A-128367.2 | GfsusUfuUfuCfuUfGfUfuGfaCfaAfaAfaUfL96 | 624 | A-128448.1 | PasUfsuUfuUfgUfcAfacaAfgAfaAfaAfcscs | 839
64333.1 c
AD- A-128383.2 | CfsusGfcCfuAfaUfCfAfuCfuCfuUfgUfuAfL96 | 625 | A-128456.1 | PusAfsaCfaAfgAfgAfugaUfuAfgGfcAfgsa | 840
64334.1 sg
AD- A-128399.2 | UfscsCfuCfaCfaAfUfAfcCfaCfaGfaGfuAfL96 | 626 | A-128464.1 | PusAfscUfcUfgUfgGfuauUfgUfgAfgGfasu | 841
64335.1 su
AD- A-128413.2 | CfsusUfgUfuGfaCfAfAfaAfaUfcCfuCfaAfL96 | 627 | A-128472.1 | PusUfsgAfgGfaUfuUfuugUfcAfaCfaAfgsa | 842
64336.1 sa
AD- A- GfsusGfgUfgGfaCfUfUfcUfcUfcAfaUfuUfL96 | 628 | A-127958.2 | PasAfsaUfuGfaGfaGfaagUfcCfaCfcAfcsg | 843

Peticao 870220113019, de 05/12/2022, pag. 311/373
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Nome do Nome do Sequéncia Senso (5' a 3') SE Nome do Sequéncia Antissenso (5" a 3') SE
Duplex Oligo Q Oligo Q
Senso ID | Antissenso ID
NO: NO:
64337.1 127955.16 sa
AD- A-128439.2 | GfscsAfaCfuUfuUfUfCfaCfcUfcUfgCfcUfL96 | 629 | A-128486.1 | PasGfsgCfaGfaGfgUfgaaAfaAfgUfuGfcsas | 844
64338.1 u
AD- A-128369.2 | GfsgsGfaAfcAfaGFAfGfcUfaCfaGfcAfuAfL96 | 630 | A-128449.1 | PusAfsuGfcUfgUfaGfcucUfuGfuUfcCfcsa | 845
64339.1 sa
AD- A-128401.2 | UfscsAfuCfuUfcUfUfGfuUfgGfuUfcUfUAfL96 | 631 | A-128465.1 | PusAfsaGfaAfcCfaAfcaaGfaAfgAfuGfasg | 846
64341.1 sg
AD- A-128415.2 | CfsusGfcUfgCfuAfUfGfcCfuCfaUfcUfuAfL96 | 632 | A-128473.1 | PusAfsaGfaUfgAfgGfcauAfgCfaGfcAfgsg | 847
64342.1 sa
AD- A-128427.2 | GfsusUfgGfaUfgUfGfUfcUfgCfgGfcGfuUfL96 | 633 | A-128479.1 | PasAfscGfcCfgCfaGfacaCfaUfcCfaAfcsg | 848
64343.1 sa
AD- A-128441.2 | UfsusCfaUfcCfuGfCfUfgCfuAfuGfcCfuAfL96 | 634 | A-128487.1 | PusAfsgGfcAfuAfgCfagcAfgGfaUfgAfasg | 849
64344.1 sa
AD- A-128371.2 | UfsusCfuUfgUfuGfAfCfaAfaAfaUfcCfuAfL96 | 635 | A-128450.1 | PusAfsgGfaUfuUfuUfgucAfaCfaAfgAfasa | 850
64345.1 sa
AD- A-123487.3 | GfsgsAfuGfuGfuCfUfGfcGfgCfgUfuUfuAfL96 | 636 | A-128466.1 | PusAfsaAfaCfgCfcGfcagAfcAfcAfuCfcsas | 851
64347.1 g
AD- A-128417.2 | UfsasUfaUfgGfaUfGfAfuGfuGfgUfaUfuAfL96 | 637 | A-128474.1 | PusAfsaUfaCfcAfcAfucaUfcCfaUfaUfasas | 852
64348.1 c
AD- A-128429.2 | UfsusCfaUfcCfuGfCfUfgCfuAfuGfcCfuCfL96 | 638 | A-128480.1 | PgsAfsgGfcAfuAfgCfagcAfgGfaUfgAfasg | 853
64349.1 sa
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Nome do Nome do Sequéncia Senso (5' a 3') SE Nome do Sequéncia Antissenso (5" a 3') SE
Duplex Oligo Q Oligo Q
Senso ID | Antissenso ID
NO: NO:
AD- A-128443.2 | GfsusGfcAfcUfuCfGFCfuUfcAfcCfuCfuAfL96 | 639 | A-128488.1 | PusAfsgAfgGfuGfaAfgcgAfaGfuGfcAfcsa | 854
64350.1 sC
AD- A-128373.2 | UfsusGfaCfaAfaAfAfUfcCfuCfaCfaAfuAfL96 | 640 | A-128451.1 | PusAfsuUfgUfgAfgGfauuUfuUfgUfcAfasc | 855
64351.1 sa
AD- A-128389.2 | CfscsAfaGfuGfuUfUfGfcUfgAfcGfcAfaAfL96 | 641 | A-128459.1 | PusUfsuGfcGfuCfaGfcaaAfcAfcUfuGfgsc | 856
64352.1 sa
AD- A-128389.2 | CfscsAfaGfuGfuUfUfGfcUfgAfcGfcAfaAfL96 | 642 | A-128459.1 | PusUfsuGfcGfuCfaGfcaaAfcAfcUfuGfgsc | 857
64352.1 sa
AD- A-128403.2 | AfsasGfcCfuCfcAfAfGfcUfgUfgCfcUfUALO6 | 643 | A-128467.1 | PusAfsaGfgCfaCfaGfcuuGfgAfgGfcUfusg | 858
64353.1 sa
AD- A-128419.2 | CfscsUfcUfuCfaUfCfCfuGfcUfgCfuAfUAfL96 | 644 | A-128475.1 | PusAfsuAfgCfaGfcAfggaUfgAfaGfaGfgsa | 859
64354.1 sa
AD- A-128431.2 | CfscsUfgCfuGfcUfAfUfgCfcUfcAfuCfuUfL96 | 645 | A-128481.1 | PasAfsgAfuGfaGfgCfauaGfcAfgCfaGfgsas | 860
64355.1 u
AD- A-128375.2 | CfsasUfcUfuCfuUfGfUfuGfgUfuCfuUfcUfL96 | 646 | A-128452.1 | PasGfsaAfgAfaCfcAfacaAfgAfaGfalUfgsa | 861
64356.1 sg
AD- A-128391.2 | CfscsGfuCfuGfuGfCfCfuUfcUfcAfuCfUAfL96 | 647 | A-128460.1 | PusAfsgAfuGfaGfaAfggcAfcAfgAfcGfgsg | 862
64357.1 sg
AD- A-128405.2 | CfscsUfcAfuCfuUfCfUfuGfuUfgGfuUfcUfL96 | 648 | A-128468.1 | PasGfsaAfcCfaAfcAfagaAfgAfuGfaGfgsc | 863
64358.1 sa

Peticao 870220113019, de 05/12/2022, pag. 313/373

1G€/80€



Nome do Nome do Sequéncia Senso (5' a 3') SE Nome do Sequéncia Antissenso (5" a 3') SE
Duplex Oligo Q Oligo Q
Senso ID | Antissenso ID
NO: NO:
AD- A-128421.2 | CfscsAfcCfaAfaUfGfCfcCfcUfaUfcUfuAfL96 | 649 | A-128476.1 | PusAfsaGfaUfaGfgGfgcaUfuUfgGfuGfgs | 864
64359.1 usc
AD- A-128433.2 | GfscsUfcCfuCfuGFCFCfgAfuCfcAfuAfcUL96 | 650 | A-128482.1 | PasGfsuAfuGfgAfuCfggcAfgAfgGfaGfcsc | 865
64360.1 sa
AD- A-129379.1 | ascsucguggugdTacuu(Cgn)ucucal 96 651 | A- usGfsaGfaGfaAfgUfccaCfcAfcGfaGfuscs | 866
64700.1 127906.26 | u
AD- A- AfscsUfcGfuGfgUfGfGfaCfuUfcUfcUfcAfL96 | 652 | A-129387.1 | PusgsagagaagdTccadCcacgaguscsu 867
64701.1 127905.20
AD- A- AfscsUfcGfuGfgUfGfGfaCfuUfcUfcUfcAfL96 | 653 | A-129395.1 | usGsagadGaaguccaCcacgaguscsu 868
64702.1 127905.28
AD- A-129376.2 | ascsucguggugdGacuucdAcucal 96 654 | A-129385.5 | usdGsagagaagdTccadCcacgaguscsu 869
64703.1
AD- A-129381.3 | ascsucguggdTgdTacuucdAcucal 96 655 | A-129389.6 | usdGsagadGaaguccadCcacgaguscsu 870
64704.1
AD- A-129380.1 | ascsucguggugdTacuucdAcucal 96 656 | A- usGfsaGfaGfaAfgUfccaCfcAfcGfaGfuscs | 871
64705.1 127906.27 | u
AD- A- AfscsUfcGfuGfgUfGfGfaCfuUfcUfcUfcAfL96 | 657 | A-129388.1 | usdGsadGagaaguccadCcacgaguscsu 872
64706.1 127905.21
AD- A- AfscsUfcGfuGfgUfGfGfaCfuUfcUfcUfcAfL96 | 658 | A-129396.1 | usgsagadGaagdTccadCcacgaguscsu 873
64707.1 127905.29
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Nome do Nome do Sequéncia Senso (5' a 3') SE Nome do Sequéncia Antissenso (5" a 3') SE
Duplex Oligo Q Oligo Q
Senso ID Antissenso ID
NO: NO:
AD- A-129382.2 | ascsucguggdTgdGacuuc(Tgn)cucal96 659 | A-129385.6 | usdGsagagaagdTccadCcacgaguscsu 874
64708.1
AD- A-129373.4 | ascsucguggugdGacuu(Cgn)ucucal 96 660 | A-129391.2 | usdGsagadGaagdTccadCcacgaguscsu 875
64709.1
AD- A-129373.1 | ascsucguggugdGacuu(Cgn)ucucal 96 661 | A- usGfsaGfaGfaAfgUfccaCfcAfcGfaGfuscs | 876
64710.1 127906.20 | u
AD- A-129381.1 | ascsucguggdTgdTacuucdAcucal 96 662 | A- usGfsaGfaGfaAfgUfccaCfcAfcGfaGfuscs | 877
64711.1 127906.28 | u
AD- A- AfscsUfcGfuGfgUfGfGfaCfuUfcUfcUfcAfL96 | 663 | A-129389.1 | usdGsagadGaaguccadCcacgaguscsu 878
64712.1 127905.22
AD- A- AfscsUfcGfuGfgUfGfGfaCfuUfcUfcUfcAfL96 | 664 | A-129397.1 | PusgsagadGaagdTccadCcacgaguscsu 879
64713.1 127905.30
AD- A-129384.2 | ascsucguggdTgdGacuucdAcucal 96 665 | A-129385.7 | usdGsagagaagdTccadCcacgaguscsu 880
64714.1
AD- A-129376.4 | ascsucguggugdGacuucdAcucal 96 666 | A-129391.3 | usdGsagadGaagdTccadCcacgaguscsu 881
64715.1
AD- A-129374.1 | ascsucguggugdGacuucu(Cgn)ucal96 667 | A- usGfsaGfaGfaAfgUfccaCfcAfcGfaGfuscs | 882
64716.1 127906.21 u
AD- A-129382.1 | ascsucguggdTgdGacuuc(Tgn)cucal 96 668 | A- usGfsaGfaGfaAfgUfccaCfcAfcGfaGfuscs | 883
64717 1 127906.29 | u
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Nome do Nome do Sequéncia Senso (5' a 3') SE Nome do Sequéncia Antissenso (5" a 3') SE
Duplex Oligo Q Oligo Q
Senso ID Antissenso ID
NO: NO:
AD- A- AfscsUfcGfuGfgUfGfGfaCfuUfcUfcUfcAfL96 | 669 | A-129390.1 | usdGsagagadAguccadCcacgaguscsu 884
64718.1 127905.23
AD- A-127917.5 | ascsucguggugdGacuuc(Tgn)cucal 96 670 | A-129385.2 | usdGsagagaagdTccadCcacgaguscsu 885
64719.1
AD- A-129381.2 | ascsucguggdTgdTacuucdAcucal 96 671 | A-129385.8 | usdGsagagaagdTccadCcacgaguscsu 886
64720.1
AD- A-129382.4 | ascsucguggdTgdGacuuc(Tgn)cucal 96 672 | A-129391.4 | usdGsagadGaagdTccadCcacgaguscsu 887
64721.1
AD- A-129375.1 | ascsucguggugdGacuucY34cucal 96 673 | A- usGfsaGfaGfaAfgUfccaCfcAfcGfaGfuscs | 888
64722.1 127906.22 | u
AD- A-129383.1 | ascsucguggugdGdAcuuc(Tgn)cucal96 674 | A- usGfsaGfaGfaAfgUfccaCfcAfcGfaGfuscs | 889
64723.1 127906.30 | u
AD- A-127917.6 | ascsucguggugdGacuuc(Tgn)cucal 96 675 | A-129398.1 | PusdGsagagaagdTccadCcacgaguscsu 890
64725.1
AD- A-129373.3 | ascsucguggugdGacuu(Cgn)ucucal 96 676 | A-129389.2 | usdGsagadGaaguccadCcacgaguscsu 891
64726.1
AD- A-129384.4 | ascsucguggdTgdGacuucdAcucal 96 677 | A-129391.5 | usdGsagadGaagdTccadCcacgaguscsu 892
64727 1
AD- A-129376.1 | ascsucguggugdGacuucdAcucal 96 678 | A- usGfsaGfaGfaAfgUfccaCfcAfcGfaGfuscs | 893
64728.1 127906.23 | u
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Nome do Nome do Sequéncia Senso (5' a 3') SE Nome do Sequéncia Antissenso (5" a 3') SE
Duplex Oligo Q Oligo Q
Senso ID Antissenso ID
NO: NO:
AD- A-129384.1 | ascsucguggdTgdGacuucdAcucal 96 679 | A- usGfsaGfaGfaAfgUfccaCfcAfcGfaGfuscs | 894
64729.1 127906.31 u
AD- A- AfscsUfcGfuGfgUfGfGfaCfuUfcUfcUfcAfL96 | 680 | A-129392.1 | usGsagagaagdTccadCcacgaguscsu 895
64730.1 127905.25
AD- A-129399.1 | Y34ascsucguggugdGacuuc(Tgn)cucal 96 681 | A-129385.3 | usdGsagagaagdTccadCcacgaguscsu 896
64731.1
AD- A-129376.3 | ascsucguggugdGacuucdAcucal 96 682 | A-129389.3 | usdGsagadGaaguccadCcacgaguscsu 897
64732.1
AD- A-129381.4 | ascsucguggdTgdTacuucdAcucal 96 683 | A-129391.6 | usdGsagadGaagdTccadCcacgaguscsu 898
64733.1
AD- A-129377.1 | ascsucguggugdGacuucdCcucal 96 684 | A- usGfsaGfaGfaAfgUfccaCfcAfcGfaGfuscs | 899
64734.1 127906.24 | u
AD- A- AfscsUfcGfuGfgUfGfGfaCfuUfcUfcUfcAfL96 | 685 | A-129385.1 | usdGsagagaagdTccadCcacgaguscsu 900
64735.1 127905.18
AD- A- AfscsUfcGfuGfgUfGfGfaCfuUfcUfcUfcAfL96 | 686 | A-129393.1 | usdGsagagaagdTccaCcacgaguscsu 901
64736.1 127905.26
AD- A-129399.2 | Y34ascsucguggugdGacuuc(Tgn)cucal 96 687 | A-129398.2 | PusdGsagagaagdTccadCcacgaguscsu 902
647371
AD- A-129382.3 | ascsucguggdTgdGacuuc(Tgn)cucal 96 688 | A-129389.4 | usdGsagadGaaguccadCcacgaguscsu 903
64738.1
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Nome do Nome do Sequéncia Senso (5' a 3') SE Nome do Sequéncia Antissenso (5" a 3') SE
Duplex Oligo Q Oligo Q
Senso ID | Antissenso ID
NO: NO:
AD- A-129378.1 | ascsucguggugdGacuucdGcucal 96 689 | A- usGfsaGfaGfaAfgUfccaCfcAfcGfaGfuscs | 904
64739.1 127906.25 | u
AD- A- AfscsUfcGfuGfgUfGfGfaCfuUfcUfcUfcAfL9 | 690 | A-129386.1 | usgsagagaagdTccadCcacgaguscsu 905
64740.1 127905.19 | 6
AD- A- AfscsUfcGfuGfgUfGfGfaCfuUfcUfcUfcAfL9 | 691 | A-129394.1 | usGsagagaagdTccaCcacgaguscsu 906
64741.1 127905.27 | 6
AD- A-129373.2 | ascsucguggugdGacuu(Cgn)ucucal 96 692 | A-129385.4 | usdGsagagaagdTccadCcacgaguscsu 907
64742.1
AD- A-129384.3 | ascsucguggdTgdGacuucdAcucal 96 693 | A-129389.5 | usdGsagadGaaguccadCcacgaguscsu 908
64743.1
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314/357

Tabela 5. Rastreamento de dose unica de HBV usando Ensaio Dual-

Glo Luciferase®

ID do Duplex | Médiaa 10 nM | Médiaa 0,1 nM | SD de 10 nM 0,1'nM_SD
AD-63938.2 0,12 ND 0,01 ND
AD-63950.2 0,38 ND 0,04 ND
AD-63956.2 0,31 ND 0,02 ND
AD-63962.2 0,16 ND 0,03 ND
AD-63968.2 0,56 ND 0,10 ND
AD-63968.2 0,79 ND 0,09 ND
AD-63979.2 0,54 ND 0,02 ND
AD-63939.2 0,51 ND 0,01 ND
AD-63945.2 0,54 ND 0,08 ND
AD-63951.2 0,60 ND 0,03 ND
AD-63957.2 0,57 ND 0,02 ND
AD-63963.2 0,91 ND 0,06 ND
AD-63969.2 0,92 ND 0,02 ND
AD-63975.2 0,83 ND 0,01 ND
AD-63980.2 0,77 ND 0,01 ND
AD-63940.2 0,77 ND 0,06 ND
AD-63946.2 0,60 ND 0,10 ND
AD-63952.2 0,48 ND 0,04 ND
AD-63958.2 0,51 ND 0,01 ND
AD-63964.2 0,58 ND 0,04 ND
AD-63970.2 0,69 ND 0,07 ND
AD-63976.2 0,63 ND 0,04 ND
AD-63981.2 0,60 ND 0,04 ND
AD-63941.2 0,56 ND 0,09 ND
AD-63947.2 0,55 ND 0,08 ND
AD-63953.2 0,56 ND 0,06 ND
AD-63959.2 0,51 ND 0,03 ND
AD-63965.2 0,55 ND 0,03 ND
AD-63971.2 0,65 ND 0,02 ND
AD-63977.2 0,88 ND 0,01 ND
AD-63982.2 0,73 ND 0,07 ND
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ID do Duplex | Médiaa 10 nM | Médiaa 0,1 nM | SD de 10 nM 0,1'nM_SD
AD-63942.2 0,32 ND 0,09 ND
AD-63948.2 0,57 ND 0,09 ND
AD-63960.2 0,92 ND 0,05 ND
AD-63966.2 0,85 ND 0,06 ND
AD-63972.2 0,82 ND 0,06 ND
AD-63978.2 0,83 ND 0,02 ND
AD-63983.2 0,89 ND 0,02 ND
AD-63943.2 0,86 ND 0,04 ND
AD-63949.2 0,76 ND 0,02 ND
AD-63955.2 0,82 ND 0,02 ND
AD-63961.2 0,83 ND 0,07 ND
AD-63967.2 0,86 ND 0,03 ND
AD-63973.2 0,86 ND 0,03 ND
AD-63990.2 0,27 ND 0,07 ND
AD-63996.2 0,29 ND 0,06 ND
AD-64002.2 0,30 ND 0,11 ND
AD-64008.2 0,28 ND 0,05 ND
AD-64008.2 0,34 ND 0,07 ND
AD-64014.2 0,30 ND 0,03 ND
AD-64019.2 0,36 ND 0,04 ND
AD-64024.2 0,27 ND 0,03 ND
AD-63985.2 0,28 ND 0,06 ND
AD-63991.2 0,33 ND 0,02 ND
AD-63997.2 0,47 ND 0,07 ND
AD-64003.2 0,69 ND 0,06 ND
AD-64009.2 0,91 ND 0,03 ND
AD-64015.2 0,69 ND 0,09 ND
AD-64020.2 0,81 ND 0,06 ND
AD-64025.2 0,77 ND 0,06 ND
AD-63986.2 0,28 ND 0,05 ND
AD-63992.2 0,44 ND 0,04 ND
AD-64004.2 0,45 ND 0,04 ND
AD-64010.2 0,37 ND 0,05 ND
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ID do Duplex | Médiaa 10 nM | Médiaa 0,1 nM | SD de 10 nM 0,1'nM_SD
AD-64016.2 0,48 ND 0,05 ND
AD-64021.2 0,39 ND 0,03 ND
AD-64026.2 0,30 ND 0,02 ND
AD-63987.2 0,20 ND 0,02 ND
AD-63993.2 0,33 ND 0,02 ND
AD-63999.2 0,36 ND 0,05 ND
AD-64005.2 0,45 ND 0,11 ND
AD-64011.2 0,39 ND 0,08 ND
AD-64017.2 0,84 ND 0,06 ND
AD-64022.2 0,81 ND 0,03 ND
AD-64027.2 0,38 ND 0,05 ND
AD-63988.2 0,37 ND 0,04 ND
AD-63994.2 0,23 ND 0,01 ND
AD-64000.2 0,29 ND 0,00 ND
AD-64006.2 0,40 ND 0,04 ND
AD-64012.2 0,45 ND 0,17 ND
AD-64018.2 0,65 ND 0,07 ND
AD-64023.2 0,53 ND 0,07 ND
AD-64028.2 0,52 ND 0,07 ND
AD-63989.2 0,47 ND 0,04 ND
AD-63995.2 0,81 ND 0,03 ND
AD-64001.2 0,83 ND 0,04 ND
AD-64007.2 0,87 ND 0,04 ND
AD-64013.2 0,88 ND 0,03 ND
AD-64289.1 0,276 ND 0,009 ND
AD-64333.1 0,208 ND 0,015 ND
AD-64285.1 0,324 ND 0,034 ND
AD-64300.1 0,225 ND 0,005 ND
AD-64345.1 0,102 ND 0,090 ND
AD-64292.1 0,288 ND 0,232 ND
AD-64336.1 0,199 ND 0,056 ND
AD-64275.1 0,287 ND 0,185 ND
AD-64316.1 0,297 ND 0,024 ND
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ID do Duplex | Médiaa 10 nM | Médiaa 0,1 nM | SD de 10 nM 0,1'nM_SD
AD-64274 .1 0,209 ND 0,033 ND
AD-64315.1 0,199 ND 0,002 ND
AD-64305.1 0,360 ND 0,035 ND
AD-64351.1 0,281 ND 0,014 ND
AD-64291.1 0,725 ND 0,005 ND
AD-64335.1 0,478 ND 0,020 ND
AD-64283.1 0,917 ND 0,018 ND
AD-64304.1 0,937 ND 0,050 ND
AD-64325.1 0,446 ND 0,223 ND
AD-64350.1 0,934 ND 0,055 ND
AD-63968.4 0,748 ND 0,008 ND
AD-64331.1 0,294 ND 0,038 ND
AD-64008.4 0,416 ND 0,028 ND
AD-64337.1 0,318 ND 0,049 ND
AD-64295.1 0,415 ND 0,034 ND
AD-64276.1 0,453 ND 0,073 ND
AD-64317.1 0,203 ND 0,040 ND
AD-64330.1 0,313 ND 0,030 ND
AD-64298.1 0,797 ND 0,007 ND
AD-64343.1 0,667 ND 0,020 ND
AD-61547.2 0,637 ND 0,019 ND
AD-64347 1 0,418 ND 0,066 ND
AD-64280.1 0,754 ND 0,092 ND
AD-64322.1 0,407 ND 0,013 ND
AD-64308.1 0,720 ND 0,055 ND
AD-64354.1 0,315 ND 0,034 ND
AD-64303.1 0,815 ND 0,150 ND
AD-64349.1 0,447 ND 0,030 ND
AD-64299.1 0,831 ND 0,007 ND
AD-64344 .1 0,404 ND 0,009 ND
AD-64309.1 0,856 ND 0,005 ND
AD-64355.1 0,498 ND 0,040 ND
AD-64297 1 0,895 ND 0,024 ND
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ID do Duplex | Médiaa 10 nM | Médiaa 0,1 nM | SD de 10 nM 0,1'nM_SD
AD-64342.1 0,508 ND 0,006 ND
AD-64312.1 0,590 ND 0,034 ND
AD-64358.1 0,425 ND 0,044 ND
AD-64341.1 0,223 ND 0,119 ND
AD-64310.1 0,301 ND 0,064 ND
AD-64356.1 0,336 ND 0,024 ND
AD-64286.1 0,611 ND 0,012 ND
AD-64328.1 0,317 ND 0,043 ND
AD-61522.2 0,447 ND 0,008 ND
AD-64321.1 0,237 ND 0,009 ND
AD-64302.1 0,523 ND 0,020 ND
AD-64348.1 0,208 ND 0,003 ND
AD-64352.1 0,343 ND 0,224 ND
AD-64352.1 0,567 ND 0,015 ND
AD-64314.1 0,920 ND 0,044 ND
AD-64360.1 0,778 ND 0,029 ND
AD-64279.1 0,882 ND 0,034 ND
AD-64320.1 0,589 ND 0,017 ND
AD-64284 .1 0,696 ND 0,119 ND
AD-64326.1 0,552 ND 0,009 ND
AD-64281.1 0,921 ND 0,019 ND
AD-64323.1 0,715 ND 0,097 ND
AD-64311.1 0,815 ND 0,030 ND
AD-64357.1 0,549 ND 0,001 ND
AD-64272.2 0,965 ND 0,024 ND
AD-64332.1 0,548 ND 0,013 ND
AD-64293.1 0,837 ND 0,013 ND
AD-64338.1 0,597 ND 0,031 ND
AD-64290.1 0,489 ND 0,026 ND
AD-64334.1 0,368 ND 0,003 ND
AD-64282.1 0,767 ND 0,009 ND
AD-64324 .1 0,726 ND 0,077 ND
AD-64278.1 0,951 ND 0,077 ND
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ID do Duplex | Médiaa 10 nM | Médiaa 0,1 nM | SD de 10 nM 0,1'nM_SD
AD-64319.1 0,895 ND 0,029 ND
AD-64307.1 0,890 ND 0,065 ND
AD-64353.1 0,567 ND 0,500 ND
AD-64277 1 0,416 ND 0,019 ND
AD-64277 1 0,839 ND 0,058 ND
AD-64318.1 0,613 ND 0,042 ND
AD-64318.1 0,768 ND 0,042 ND
AD-64313.1 0,698 ND 0,062 ND
AD-64359.1 0,441 ND 0,081 ND
AD-64294 1 0,563 ND 0,066 ND
AD-64339.1 0,486 ND 0,044 ND
AD-63968.5 0,57 0,72 0,07 0,03
AD-63940.3 0,81 0,83 0,11 0,03
AD-64710.1 0,79 0,85 0,12 0,04
AD-64716.1 0,73 0,85 0,08 0,01
AD-64722.1 0,67 0,80 0,06 0,02
AD-64728.1 0,74 0,87 0,06 0,05
AD-64734 .1 0,78 0,83 0,08 0,05
AD-64739.1 0,73 0,85 0,07 0,02
AD-64700.1 0,54 0,75 0,13 0,02
AD-64705.1 0,67 0,79 0,15 0,04
AD-64711.1 0,57 0,83 0,13 0,04
AD-64717 .1 0,72 0,83 0,13 0,02
AD-64723.1 0,83 0,87 0,12 0,01
AD-64729.1 0,74 0,87 0,08 0,07
AD-64735.1 0,73 0,89 0,05 0,04
AD-64740.1 0,89 0,88 0,05 0,07
AD-64701.1 0,88 0,84 0,07 0,05
AD-64706.1 0,71 0,88 0,12 0,05
AD-64712.1 0,81 0,86 0,13 0,07
AD-64718.1 0,84 0,89 0,16 0,01
AD-64730.1 0,88 0,89 0,02 0,04
AD-64736.1 0,80 0,88 0,10 0,05
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ID do Duplex | Médiaa 10 nM | Médiaa 0,1 nM | SD de 10 nM 0,1'nM_SD
AD-64741.1 0,85 0,83 0,06 0,05
AD-64702.1 0,87 0,93 0,02 0,06
AD-64707 .1 0,95 0,88 0,05 0,08
AD-64713.1 0,90 0,85 0,08 0,03
AD-64719.1 0,80 0,89 0,09 0,09
AD-64725.1 0,70 0,84 0,09 0,03
AD-64731.1 0,82 0,87 0,04 0,08
AD-64737 .1 0,76 0,84 0,09 0,08
AD-64742.1 0,76 0,85 0,09 0,03
AD-64703.1 0,79 0,88 0,05 0,02
AD-64708.1 0,83 0,82 0,08 0,06
AD-64714 .1 0,75 0,85 0,12 0,03
AD-64720.1 0,61 0,81 0,17 0,04
AD-64726.1 0,75 0,83 0,07 0,02
AD-64732.1 0,86 0,84 0,14 0,10
AD-64738.1 0,80 0,90 0,04 0,02
AD-64743.1 0,75 0,85 0,12 0,04
AD-64704.1 0,67 0,78 0,16 0,02
AD-64709.1 0,83 0,86 0,16 0,03
AD-64715.1 0,87 0,88 0,09 0,04
AD-64721.1 0,77 0,82 0,12 0,06
AD-64727 1 0,75 0,85 0,14 0,02
AD-64733.1 0,67 0,81 0,14 0,03

Exemplo 3. Sintese e Rastreamento in vitro de Duplices de sRNAi
Adicionais

[00647] Moléculas adicionais de RNAIi visando o genoma do HBV
foram sintetizadas como descrito acima. Uma lista detalhada das
sequéncias nao modificadas adicionais de filamentos senso e
antissenso de HBV €& mostrada na tabela 6 e uma lista detalhada
sequéncias modificadas adicionais de filamentos senso e antissenso de

HBV é mostrada na tabela 7.
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Tabela 6. Sequéncias Nao modificadas de Filamentos Senso e Antissenso de dsRNAs de HBV

ID do Duplex Sequéncia Senso (5'a 3') SEQ ID NO: Sequéncia Antissenso (5" a 3') SEQ ID NO:
AD-65369.1 UCGUGGUGGACUUCUCUCA 909 UGAGAGAAGUCCACCACGAUU 938
AD-65381.1 UCGUGGUGGACUUCUCUCA 910 UGAGAGAAGUCCACCACGAUU 939
AD-63962.1 UCGUGGUGGACUUCUCUCA 911 UGAGAGAAGUCCACCACGAUU 940
AD-63938.1 ACUCGUGGUGGACUUCUCUCA 912 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU 941
AD-65561.1 UCGUGGUGGACUUCUCUCA 913 UGAGAGAAGUCCACCACGAUU 942
AD-65566.1 UCGUGGUGGACUUCUCUCA 914 UGAGAGAAGUCCACCACGAUU 943
AD-63944.1 UCGUGGUGGACUUCUCUCAUU 915 UGAGAGAAGUCCACCACGAUU 944
AD-63968.1 ACUCGUGGUGGACUUCUCUCA 916 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU 945
AD-65406.1 UCGUGGUGGACUUCUCUCA 917 UGAGAGAAGUCCACCACGAUU 946
AD-65396.1 ACUCGUGGUGGACUUCUCUCA 918 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUUU 947
AD-65427 .1 GUGCACUUCGCUUCACCUCUA 919 UAGAGGUGAAGCGAAGUGCACUU 948
AD-65573.1 GUGCACUUCGCUUCACCUCUA 920 UAGAGGUGAAGCGAAGUGCACAC 949
AD-65432.1 GCACUUCGCUUCACCUCUA 921 UAGAGGUGAAGCGAAGUGCAC 950
AD-64332.1 GUGCACUUCGCUUCACCUCUG 922 CAGAGGUGAAGCGAAGUGCACAC 951
AD-64322.1 AUGUGUCUGCGGCGUUUUAUA 923 UAUAAAACGCCGCAGACACAUCC 952
AD-64272.1 GUGCACUUCGCUUCACCUCUG 924 CAGAGGUGAAGCGAAGUGCACAC 953
AD-65583.1 GCACUUCGCUUCACCUCUA 925 UAGAGGUGAAGCGAAGUGCUU 954
AD-63994.1 GGUGGACUUCUCUCAAUUU 926 AAAUUGAGAGAAGUCCACCAC 955
AD-65370.1 CGUGGUGGACUUCUCUCAAUU 927 AAUUGAGAGAAGUCCACCAGCAG 956
AD-65265.1 GUGGUGGACUUCUCUCAAUUU 928 AAAUUGAGAGAAGUCCACCACGA 957
AD-65407.1 CGUGGUGGACUUCUCUCAAUU 929 AAUUGAGAGAAGUCCACCAGCAG 958
AD-64027.1 GGUGGACUUCUCUCAAUUU 930 AAAUUGAGAGAAGUCCACCAC 959
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ID do Duplex Sequéncia Senso (5' a 3') SEQ ID NO: Sequéncia Antissenso (5" a 3') SEQ ID NO:
AD-65266.1 GUGGUGGACUUCUCUCAAUUU 931 AAAUUGAGAGAAGUCCACCACGA 960
AD-65389.1 UGGUGGUCTUCUCUAAAUU 932 AAUUGAGAGAAGUCCACCAUU 961
AD-64008.1 GUGGUGGACUUCUCUCAAUUU 933 AAAUUGAGAGAAGUCCACCACGA 962
AD-65377.1 CGUGGUGGUCTUCUCUAAAUU 934 AAUUGAGAGAAGUCCACCAGCUU 963
AD-65409.2 GGUGGACUUCUCUCAAUUUUA 935 UAAAAUUGAGAGAAGUCCACCAC 964
AD-65403.1 GGUGGACUUCUCUCAAUUUUA 936 UAAAAUUGAGAGAAGUCCACCAC 965
AD-65385.1 UGGACUACTCUCAAAUUUA 937 UAAAAUUGAGAGAAGUCCAUU 966
Tabela 7. Sequéncias Modificadas de Fitas Senso e Antissenso de dsRNAs de HBV
DuplexIiD Sequéncia Senso (5" a 3") SEQID NO: Sequéncia Antissenso (5’ a 3') SEQID NO:
AD-65369 uscsguGfgUfGfGfacuuCfUfcucal 96 967 PusGfsagaGfaAfGfuccaCfcAfcgasusu 996
AD-65381 uscsguGfgUfGfGfacuucucucal 96 968 PusGfsagaGfaAfGfuccaCfcAfcgasusu 997
AD-63962 Y44uscsGfuGfgUfgGfaCfuUfcUfcUfcAfY44 969 PusGfsaGfaGfaAfgUfcCfaCfcAfcGfasusu 998
AD-63938 Y44ACUCGUGGUGGACUUCUCUCA 970 UGAGAGAAGUCCACCACGAGUCU 999
AD-65561 uscsguGfgUfGfGfacuuCfUfcucal 96 971 UfsGfsagaGfaAfGfuccaCfcAfcgasusu 1000
AD-65566 uscsguGfgUfGfGfacuucucucal 96 972 UfsGfsagaGfaAfGfuccaCfcAfcgasusu 1001
AD-63944 Y44ucGuGGuGGAcuucucucAusuY44 973 UfGfagAfgAfAfGUfccaCfCAfcgAusu 1002
AD-63968 AfscsUfcGfuGfgUfGfGfaCfuUfcUfcUfcAfL96 974 usGfsaGfaGfaAfgUfccaCfcAfcGfaGfuscsu 1003
AD-65406 uscsguGfgUfGfGfacuuCfUfcucal 96 975 usGfsagaGfaAfGfuccaCfcAfcgasusu 1004
AD-65396 ascsucguGfgUfGfGfacuucucucal 96 976 usGfsagaGfaaguccaCfcAfcgagususu 1005
AD-65427 gsusgcacUfuCfGfCfuucaccucual 96 977 PusAfsgagGfugaagcgAfaGfugcacsusu 1006
AD-65573 gsusgcacUfuCfGfCfuucaCfCfucual 96 978 UfsAfsgagGfuGfAfagcgAfaGfugcacsasc 1007
AD-65432 gscsacUfucGfCfuucacCfucual 96 979 PusAfsgagGfuGfAfagcgAfaGfugcsasc 1008
AD-64332 GfsusGfcAfcUfuCfGfCfuUfcAfcCfuCfuGfL96 980 PcsAfsgAfgGfuGfaAfgcgAfaGfuGfcAfcsasc 1009

1G€/CCE



DuplexID Sequéncia Senso (5" a 3") SEQID NO: Sequéncia Antissenso (5’ a 3') SEQID NO:
AD-64322 AfsusGfuGfuCfuGfCfGfgCfgUfuUfuAfuAfL96 981 PusAfsuAfaAfaCfgCfcgcAfgAfcAfcAfuscsc 1010
AD-64272 GfsusGfcAfcUfuCfGfFCfuUfcAfcCfuCfuGfL96 982 csAfsgAfgGfuGfaAfgcgAfaGfuGfcAfcsasc 1011
AD-65583 gscsacuucgdCuucac(Cgn)ucual 96 983 usdAsgagdGugaagcgdAagugcsusu 1012
AD-63994 gsgsUfgGfaCfUfUfcUfcUfcAfaUfuUfL96 984 PasAfsaUfuGfaGfaGfaagUfcCfaCfcsasc 1013
AD-65370 csgsugguGfgAfCfUfucucUfCfaauul 96 985 asAfsuugAfgAfGfaaguCfcAfccagcsasg 1014
AD-65265 gsusggugGfaCfUfUfcUfcucaauuulL96 986 asAfsaUfugagaGfaagUfcCfaccAfcsgsa 1015
AD-65407 csgsugguGfgAfCfUfucucUfCfaauul 96 987 asAfsuugAfgAfgAfaguCfcAfccagcsasg 1016
AD-64027 gsgsUfgGfaCfUfUfcUfcUfcAfaUfuUfL96 988 asAfsaUfuGfaGfaGfaagUfcCfaCfcsasc 1017
AD-65266 gsusggugGfaCfUfUfcucuCfaauuulL 96 989 asAfsaUfugagaGfaagUfcCfaccAfcsgsa 1018
AD-65389 usgsgudGgucdTucucuaaauul 96 990 asdAsuugagagdAagudCcaccasusu 1019
AD-64008 GfsusGfgUfgGfaCfUfUfcUfcUfcAfaUfuUfL96 991 asAfsaUfuGfaGfaGfaagUfcCfaCfcAfcsgsa 1020
AD-65377 csgsuggudGgucdTucucuaaauul 96 992 asdAsuugagagdAagudCcaccagcsusu 1021
AD-65409 gsgsuggaCfuUfCfUfcucaAfUfuuual 96 993 PusAfsaaaUfuGfAfgagaAfgUfccaccsasc 1022
AD-65403 gsgsuggaCfuUfCfUfcucaAfUfuuual 96 994 usAfsaaaUfuGfAfgagaAfgUfccaccsasc 1023
AD-65385 usgsgacuacdTcucaaauuual 96 995 usdAsaaauugadGagadAguccasusu 1024
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[00648]

em duplicado transfectando os duplices em células HepG2.215 e Hep3B

Um rastreamento de dose unica destes duplices foi realizado

e medindo RNA viral de HBV usando pares de iniciador/sonda para
detectar RNA de grelha de leitura aberta (ORF) de HBV P (PORF-1_A
e PORF-1_B) e/ou conjuntos de iniciadores para detectar RNA S ORF
de HBV (SORF-2_A e SORF-2_B). Os resultados dos ensaios em
células HepG2.2.15 sdo mostrados na Tabela 8 e os resultados dos
ensaios em células Hep3B sao fornecidos na Tabela 9.

Tabela 8. Rastreamento de dose unica de HBV em Células

HepG2.2.15
DuplexID | Conjunto Conjunto Conjunto Conjunto
Iniciador/Sonda | Iniciador/Sonda | Iniciador/Sonda | Iniciador/
PORF-1 PORF-1 SORF-2 Sonda
Experiéncia A Experiéncia Experiéncia A SORF-2
Duplicada B Experiéncia
Duplicada B
AD-65369 0,1875 0,042 0,0446 0,3018
AD-65381 0,086 0,249 0,1008 0,553
AD-63962 0,4838 0,3475 0,2237 0,5258
AD-63938 0,3587 2,1213 0,0501 1,1434
AD-65561 0,1076 0,3801 0,0718 0,6897
AD-65566 0,4127 0,3211 0,185 11,1161
AD-63944 0,9489 0,7098 0,393 0,2771
AD-63968 | NolC50 NolC50 1,8788 NolC50
AD-65406 3,3749 18,8396 3,8204 2,2662
AD-65396 | NolC50 6,8758 3,7382 4,2157
AD-65427 0,0089 0,0181 0,0066 0,015
AD-65573 0,0174 0,0332 0,0029 0,0227
AD-65432 0,0211 0,0593 0,0112 0,0366
AD-64332 0,0268 0,0329 0,0624 0,0217
AD-64322 0,0963 0,1077 0,0992 0,0963
AD-64272 0,0773 0,1199 0,0763 0,093
AD-65583 0,1624 0,2228 0,1568 0,1496
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DuplexID | Conjunto Conjunto Conjunto Conjunto
Iniciador/Sonda | Iniciador/Sonda | Iniciador/Sonda | Iniciador/
PORF-1 PORF-1 SORF-2 Sonda
Experiéncia A Experiéncia Experiéncia A SORF-2
Duplicada B Experiéncia
Duplicada B
AD-63994 0,7019 0,1467 0,0832 0,0385
AD-65370 0,2404 0,7916 0,3952 0,1964
AD-65265 0,2255 0,5008 0,2893 0,318
AD-65407 0,9533 0,261 0,4254 0,1121
AD-64027 0,7692 0,5887 0,5208 0,5697
AD-65266 3,4109 0,5055 0,8532 0,3658
AD-65389 0,9172 0,6514 0,4915 0,2872
AD-64008 1,2738 0,7865 1,9519 0,808
AD-65377 0,6052 1,6 24,9403 0,6065
AD-65409 1,8304 1,6479 0,104 0,0557
AD-65403 12,1516 0,667 1,006 0,233
AD-65385 | NolC50 NolC50 NolC50 NolC50

Tabela 9. Rastreamento de dose unica de HBV em Células Hep3B

DuplexID Conjunto Iniciador/Sonda Conjunto

PORF-1 Iniciador/Sonda

Experiéncia A PORF-1

Experiéncia B

AD-65369 0,0982 0,0508
AD-65381 0,2392 0,1097
AD-63962 0,0769 0,0706
AD-63938 0,039 0,0111
AD-65561 0,6316 0,6931
AD-65566 0,2747 0,5331
AD-63944 0,1317 0,0566
AD-63968 0,4374 0,8811
AD-65406 1,4961 1,2573
AD-65396 1,9971 0,9952
AD-65427 0,0234 0,006
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DuplexID Conjunto Iniciador/Sonda Conjunto

PORF-1 Iniciador/Sonda

Experiéncia A PORF-1

Experiéncia B

AD-65573 0,0346 0,0334
AD-65432 0,0352 0,2664
AD-64332 0,0221 0,4541
AD-64322 0,1743 0,1616
AD-64272 0,1885 0,6699
AD-65583 0,1241 8,1611
AD-63994 3,3623 5,2897
AD-65370 0,2281 | NolC50
AD-65265 NolC50 7,3426
AD-65407 0,1404 1,3833
AD-64027 27,1417 1,1832
AD-65266 NolC50 NolC50
AD-65389 NolC50 NolC50
AD-64008 NolC50 NolC50
AD-65377 NolC50 NolC50
AD-65409 1,8065 3,436
AD-65403 0,5113 18,0359
AD-65385 NolC50 NolC50

[00649] Um subconjunto destes duplices foi também avaliado quanto
a estabilidade metabdlica in vitro usando dois ensaios, um ensaio de
estabilidade de tritosoma e um ensaio de estabilidade do citosol.

[00650] Para os ensaios de estabilidade de tritosoma, tritosomas de
figado de rato (produto personalizado Xenotech PR14044) foram
descongelados a temperatura ambiente e diluidos a 0,5 unidades/ mL de
fosfatase acida em tampé&o a pH 5,0 de citrato de sédio a 20mm. Foram
preparadas amostras de vinte e quatro horas misturando 100 uL de
tritosomas de fosfatase acida a 0,5 unidades/mL com 25 uL de amostra
sRNAi a 0,4 mg/mL em um tubo de microcentrifuga e incubando durante

vinte e quatro horas em um Termomisturador Eppendorf Thermomixer
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definido para 37°C e 300 rpm. Apos vinte e quatro horas de incubacéo,
300 pL de Tampao de Carregamento de Lise Phenomenex (Cat. # ALO-
8498) e 12,5 uL de um sRNAi de padréo interno de 0,4 mg/mL foram
adicionados a cada amostra. Amostras de tempo de 0 horas foram
preparadas misturando 100 uL de tritosomas de fosfatase acida a 0,5
unidades/mL com 25 pyL de amostra de sRNAi a 0,4 mg/mL, 300 yL de
tampéo de carregamento de lise Phenomenex e 12,5 yL de um sRNAI de
padrao interno a 0,4 mg/mL. Foi extraido sRNAi de amostras de 24 horas
e amostras de 0 horas usando um Clarity OTX Starter Kit da Phenomenex
(Cat. # KS0O-8494). Depois de as amostras serem extraidas foram
transferidas para um tubo de microcentrifuga e secadas usando um
concentrador CentriVap Labconco (Cat. # 7810010). As amostras foram
entdo ressuspensas com 500 uL de agua livre de nuclease. Cinquenta L
de cada amostra foram realizadas em um Infinity Binary LC 1260 da Agilent
Technologies com Quadrupole LC/MS 6130 da Agilent Technologies. Foi
executado o método da bomba quaternaria durante 12,20 minutos a 0,400

mL/min, com o seguinte calendario:

Funcao de tempo Parametro

0,20 Tampéao A a 5% (16mM de TEA 200mM de HFIP), tampéao B
a 95% (100% de metanol)

2,50 Tampéao A a 5% (16mM de TEA 200mM de HFIP), tampéao B
a 95% (100% de metanol)

3,00 Tamp&o A a 100% (16mM de TEA 200mM de HFIP)

[00651] Foi executado o método da bomba binaria durante 12,20

minutos a 0,700 mL/min, com o seguinte calendario:

Funcao de tempo Parametro

0,00 Tampéo A a 100% (16mM de TEA 200mM de HFIP)

0,40 Tamp&o A a 100% (16mM de TEA 200mM de HFIP)

10,00 Tampéao A a 60% (16mM de TEA 200mM de HFIP), tampao
B a 40% (100% de ACN)

10,10 Tamp&o A a 100% (16mM de TEA 200mM de HFIP)

12,20 Tamp&o A a 100% (16mM de TEA 200mM de HFIP)
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[00652] Tanto a coluna esquerda como a direita foram definidas a
75,00°C. O sinal de UV foi medido no comprimento de onda de 260nm.
A porcentagem remanescente de cada filamento foi calculada usando a
seguinte equacao:

% de filamento remanescente = 100 * (area de piCOfiamento 24n/area de
PiCOfilamento 0h™ (&rea de piCOpadrao 24n/area de piCOpadrio oh)).

[00653] Para o ensaio de estabilidade de citosol, citosol de figado de
ratos fémea (Xenotech Cat. # R1500. C) foi descongelado a temperatura
ambiente e diluido a 1 mg/mL em tamp&o Tris a 50 mm: HCI pH 7,4,
5mM de MgCI2. Foram preparadas amostras de 24 horas misturando
100 uL de citosol a 1mg/mL com 25 uL de amostra sRNAi a 0,4 mg/mL
em um tubo de microcentrifuga e incubando durante 24 horas em um
Termomisturador Eppendorf Thermomixer definido para 37°C e 300
rom. Apds 24 horas de incubagao, 300 yL de Tampao de Carregamento
de Lise Phenomenex (Cat. # ALO-8498) e 12,5 uL de um sRNAi de
padrao interno de 0,4 mg/mL foram adicionados a cada amostra.
Amostras de 0 horas foram preparadas misturando 100 uL de citosol a
1mg/mL com 25 pL de amostra de sRNAi a 0,4 mg/mL, 300 pL de
tampao de carregamento de lise Phenomenex e 12,5 uL de um sRNAI
de padréao interno a 0,4 mg/mL. Foi extraido sRNAi de amostras de 24
horas e amostras de 0 horas usando um Clarity OTX Starter Kit da
Phenomenex (Cat. # KSO-8494). Depois de as amostras serem
extraidas foram transferidas para um tubo de microcentrifuga e secadas
usando um concentrador CentriVap Labconco (Cat. # 7810010). As
amostras foram entdo ressuspensas com 500 pyL de agua livre de
nuclease. 50 yL de cada amostra foram realizadas em um Infinity Binary
LC 1260 da Agilent Technologies com Quadrupole LC/MS 6130 da
Agilent Technologies. Foi executado o método da bomba quaternaria

durante 12,20 minutos a 0,400 mL/min, com o seguinte calendario:
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Funcdo de tempo | Parametro

0,20 Tampéao A a 5% (16mM de TEA 200mM de HFIP), tampao B
a 95% (100% de metanol)

2,50 Tampéo A a 5% (16mM de TEA 200mM de HFIP), tampao B
a 95% (100% de metanol)

3,00 Tamp&o A a 100% (16mM de TEA 200mM de HFIP)

[00654] Foi executado o método da bomba binaria durante 12,20

minutos a 0,700 mL/min, com o seguinte calendario:

Funcao de tempo Parametro

0,00 Tamp&o A a 100% (16mM de TEA 200mM de HFIP)

0,40 Tamp&o A a 100% (16mM de TEA 200mM de HFIP)

10,00 Tampéao A a 60% (16mM de TEA 200mM de HFIP), tampao
B a 40% (100% de ACN)

10,10 Tamp&o A a 100% (16mM de TEA 200mM de HFIP)

12,20 Tamp&o A a 100% (16mM de TEA 200mM de HFIP)

[00655] Tanto a coluna esquerda como a direita foram definidas a
75,00°C. O sinal de UV foi medido no comprimento de onda de 260nm.
A porcentagem remanescente de cada filamento foi calculada usando a
seguinte equacao:

% de filamento remanescente = 100 * (area de piCOfiamento 24n/area de
PiCOfilamento oh™ (&rea de piCOpadrao 24n/area de piCOpadrio oh)).

[00656] Os resultados dos ensaios de estabilidade da tritosoma de
vinte e quatro horas s&o fornecidos na Tabela 10 e os resultados dos
ensaios da estabilidade de citosol de 24 horas s&o fornecidos na Tabela
11.

Tabela 10. Ensaios de estabilidade de tritosoma a 24 horas.

% de Antissenso Remanescente | % Senso Remanescente DuplexID
87,59 72,43 AD-65381
67,59 82,48 AD-65566
30,52 34,98 AD-63968
115,17 79,61 AD-65427
43,00 76,84 AD-65573
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% de Antissenso Remanescente | % Senso Remanescente DuplexID
129,69 128,59 AD-64272
100,30 119,85 AD-65407
94,06 110,90 AD-64008
98,63 127,48 AD-65377
105,06 119,88 AD-65409
117,55 104,30 AD-65403

Tabela 11. Ensaios de estabilidade de citosol a 24 horas.

% de Antissenso Remanescente | % de Senso Remanescente DuplexID
67,78 22,42 AD-65381
55,89 15,26 AD-65566
88,39 46,94 AD-63968
89,50 66,35 AD-65427
69,01 41,47 AD-65573
96,77 78,00 AD-64272
64,46 24,10 AD-65407
35,39 26,39 AD-64008
79,98 66,50 AD-65377
86,24 74,25 AD-65409
60,45 62,41 AD-65403

Exemplo 4. Sintese e Rastreamento de Duplices de sRNAi

Adicionais

[00657] Moléculas adicionais de RNAIi visando o genoma do HBV
foram concebidas e sintetizadas como descrito acima. Uma lista
detalhada das sequéncias ndo modificadas adicionais de filamentos
senso e antissenso de HBV é mostrada na tabela 12 e uma lista

detalhada sequéncias modificadas adicionais de filamentos senso e

antissenso de HBV é mostrada na tabela 13.
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Tabela 12. Sequéncias Nao modificadas de Filamentos Senso e Antissenso de dsRNAs de HBV

ID do Duplex | ID do Senso Sequéncia Senso Nao SEQ ID do Sequéncia Antissenso Nao SEQID

Modificada (5" a 3) ID NO: | Antissenso Modificada (5" a 3) NO:
AD-65381 A-130366.9 UCGUGGUGGACUUCUCUCA 1025 A-131904.1 UGAGAGAAGUCCACCACGAUU 1036
AD-66019 A-130366.9 UCGUGGUGGACUUCUCUCA 1026 A-131904.1 UGAGAGAAGUCCACCACGAUU 1037
AD-65375 A-130366.9 UCGUGGUGGACUUCUCUCA 1027 A-130364.7 UGAGAGAAGUCCACCACGAUU 1038
AD-65427 A-130441.7 | GUGCACUUCGCUUCACCUCUA | 1028 A-131905.1 [ UAGAGGUGAAGCGAAGUGCACUU 1039
AD-66110 A-130441.7 | GUGCACUUCGCUUCACCUCUA | 1029 A-131905.1 [ UAGAGGUGAAGCGAAGUGCACUU 1040
AD-65421 A-130441.7 | GUGCACUUCGCUUCACCUCUA | 1030 A-130442.6 | UAGAGGUGAAGCGAAGUGCACUU 1041
AD-65407 | A-130371.12 | CGUGGUGGACUUCUCUCAAUU | 1031 A-130372.5 | AAUUGAGAGAAGUCCACCAGCAG 1042
AD-65377 A-130384.4 | CGUGGUGGUCTUCUCUAAAUU | 1032 A-130748.3 | AAUUGAGAGAAGUCCACCAGCUU 1043
AD-65409 | A-130388.15 [ GGUGGACUUCUCUCAAUUUUA | 1033 A-131906.1 UAAAAUUGAGAGAAGUCCACCAC 1044
AD-66111 A-130388.15 [ GGUGGACUUCUCUCAAUUUUA | 1034 A-131906.1 UAAAAUUGAGAGAAGUCCACCAC 1045
AD-65403 | A-130388.15 | GGUGGACUUCUCUCAAUUUUA | 1035 A-130389.4 | UAAAAUUGAGAGAAGUCCACCAC 1046
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Tabela 13. Sequéncias Modificadas de Fitas Senso e Antissenso de dsRNAs de HBV

ID do Duplex | ID do Senso Sequéncia Senso (5'a 3) SEQ | ID do Antissenso Sequéncia Antissenso (5" a 3) SEQ
ID ID

NO: NO:

AD-65381 A-130366.9 uscsguGfgUfGfGfacuucucucal 96 1047 A-131904.1 PusGfsagaGfaAfGfuccaCfcAfcgasusu 1058
AD-66019 A-130366.9 uscsguGfgUfGfGfacuucucucal 96 1048 A-131904.1 VPusGfsagaGfaAfGfuccaCfcAfcgasusu | 1059
AD-65375 A-130366.9 uscsguGfgUfGfGfacuucucucal 96 1049 A-130364.7 usGfsagaGfaAfGfuccaCfcAfcgasusu 1060
AD-65427 A-130441.7 gsusgcacUfuCfGfCfuucaccucualL96 | 1050 A-131905.1 PusAfsgagGfugaagcgAfaGfugcacsusu 1061
AD-66110 A-130441.7 gsusgcacUfuCfGfCfuucaccucualL96 | 1051 A-131905.1 VPusAfsgagGfugaagcgAfaGfugcacsusu | 1062
AD-65421 A-130441.7 gsusgcacUfuCfGfCfuucaccucualL96 | 1052 A-130442.6 usAfsgagGfugaagcgAfaGfugcacsusu 1063
AD-65407 A-130371.12 | csgsugguGfgAfCfUfucucUfCfaauulL96 | 1053 A-130372.5 asAfsuugAfgAfgAfaguCfcAfccagesasg 1064
AD-65377 A-130384.4 csgsuggudGgucdTucucuaaauul 96 1054 A-130748.3 asdAsuugagagdAagudCcaccagcsusu 1065
AD-65409 | A-130388.15 | gsgsuggaCfuUfCfUfcucaAfUfuuual 96 | 1055 A-131906.1 PusAfsaaaUfuGfAfgagaAfgUfccaccsasc | 1066
AD-66111 A-130388.15 | gsgsuggaCfuUfCfUfcucaAfUfuuual 96 | 1056 A-131906.1 VPusAfsaaaUfuGfAfgagaAfgUfccaccsasc | 1067
AD-65403 A-130388.15 | gsgsuggaCfuUfCfUfcucaAfUfuuual 96 | 1057 A-130389.4 usAfsaaaUfuGfAfgagaAfgUfccaccsasc 1068
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[00658] Foirealizado um rastreamento primario de dose unica destes
duplices de RNAI utilizando o ensaio de luciferase Dual-Glo®, como
descrito acima. Os resultados deste rastreamento em células Cos7
transfectadas com os RNAis de HBV indicados sdo mostrados na
Tabela 14. Os dados sido expressos como porcentagem de mRNA
remanescente em relagdo a controle negativo a 24 horas.

Tabela 14. Rastreamento primario de dose unica de HBV em células

Cos7 usando Ensaio Dual-Glo Luciferase®

Rastreamento primario de dual luciferase
% de mensagem remanescente a 24 horas DRC
ED50
ID do Duplex as0 DESVPAD al DESVPAD (nM)
nM nM
AD-65381 9,3 0,24 15,6 0,77 0,019
AD-66019 ND ND ND ND ND
AD-65375 242 0,36 714 0,69 Nenhum ED50
AD-65427 28,8 1,60 41,0 1,73 0,117
AD-66110 ND ND ND ND ND
AD-65421 47,6 3,49 85,5 4,76 Nenhum ED50
AD-65407 14,3 0,52 25,3 2,11 0,038
AD-65377 21,8 0,31 37,9 1,12 0,130
AD-65409 9,5 0,41 13,2 0,71 0,013
AD-66111 ND ND ND ND ND
AD-65403 12,6 0,50 37,2 2,31 0,069

ND — nao realizado

[00659] Estes duplices foram também avaliados quanto a resposta a
dose de silenciamento de RNA viral usando o ensaio de luciferase Dual-
Glo®, conforme descrito acima. As doses dos duplices usadas para
estes ensaios foram 50 nM, 8,333333333 nM, 1,388888889 nM,
0,231481481 nM, 0,038580247 nM, 0,006430041 nM, 0,001071674 nM,
0,000178612 nM, 2,97687 x 10° nM, 4,96145 x 10° nM, 8,26909 x 107/
nM e 1,37818E x 10”7 nM, que representam uma diluicdo de 1 a 6 dos
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duplices comecando em 50 nM ao longo de 12 doses. Os resultados
deste rastreamento em células Cos7 transfectadas com os RNAis de
HBYV indicados sao mostrados na Tabela 15. Os dados s&o expressos
como porcentagem de mRNA remanescente em relagdo a controle
negativo a 24 horas.

Tabela 15. Rastreamento de resposta a dose em células Cos7 usando

Ensaio Dual-Glo Luciferase®

Células reporter de HBV Dual luciferase
IC50 (nM) a 24 horas

Duplex | Ensaio |[Ensaio|Ensaio|Ensaio|Ensaio| Ensaio |[Ensaio| Média' | Desvpad
ID 1 2 3 4 5 6 7

AD-65381( 0,019 ND ND ND ND ND ND 0,019

AD-66019( ND 0,021 | 0,021 | 0,016 | 0,026 [ 0,019 | 0,031 | 0,022 0,005

AD-65375( UD |0,215]0,149 | 0,081 | 0,246 | 0,138 | 0,276 | 0,184 0,074

AD-65407( 0,038 | 0,045 | 0,051 | 0,021 | 0,050 [ 0,056 | 0,068 | 0,047 0,015

AD-65377( 0,130 | 0,029 | 0,046 | 0,087 | 0,096 | 0,146 | 0,090 | 0,089 0,042

AD-65409( 0,013 ND ND ND ND ND ND 0,013

AD-66111( ND 0,018 0,013 0,012 | 0,018 ( 0,021 | 0,033 | 0,019 0,007

AD-65403( 0,069 | 0,044 | 0,033 | 0,039 | 0,042 | 0,046 | 0,062 | 0,048 0,013

AD-65427( 0,017 ND ND ND ND ND ND 0,117

AD-66110( ND |0,238 0,296 | 0,145 0,157 | 0,161 ND 0,199 0,065

AD-65421( UD 1,219 | 1,385 | 2,254 | 0,799 | 2,906 ND 1,713 0,852

"Médias de 5-7 replicados biologicos executados em triplicado

ND — nao realizado

[00660] A eficacia in vitro e poténcia destes duplex foram também
foram avaliadas. Em particular, foi determinada a resposta a dose dos
duplices para silenciamento do RNA viral em lisados celulares
transfectados de HepG2.2.15 e Hep3B e para silenciamento de HBsAg
em sobrenadantes de células de HepG2.2.15. As células foram
transfectadas com 12 doses separadas dos duplices que variam de 50
nMa 1 x 107 nM e setenta e duas horas apos transfecgéo, o nivel de
RNA viral foi determinado utilizando pares de iniciador/sonda para
detectar P ORF e/ou S ORF. O nivel de HBsAg foi determinado

Peticao 870220113019, de 05/12/2022, pag. 339/373



335/357

utilizando um ensaio ELISA.

[00661] Os resultados do silenciamento de RNA viral P ORF em
células de HepG2.2.15 usando os duplices indicados sao
providenciados na Tabela 16. Os resultados do silenciamento de RNA
viral S ORF em células de HepG2.2.15 usando os duplices indicados
sdo providenciados na Tabela 17. Os resultados de silenciamento de
HBsAg em células HepG2.2.15 sao providenciados na Tabela 18.
[00662] Os resultados do silenciamento de RNA viral P ORF em

células de Hep3B usando os duplices indicados sao providenciados na

Tabela 19.

Tabela 16. Rastreamento de resposta a dose em células
HepG2.2.15

Silenciamento de RNA viral em células HepG2.2.15

Conjunto iniciador/sonda P-ORF

IC50 (nM) a 72 horas

Duplex Desenvolvimento do Ensaio Ensaio Otimizado

ID Ensaio 1 [Ensaio 2 |Ensaio 3
AD-65381 10,079 0,208 ND ND ND ND ND
AD-66019 |ND ND 0,265 0,010 0,022 0,032 0,023
AD-65375 12,3 ub ub uD 0,172 0,257 0,672
AD-65407 0,247 1,0 0,365 0,109 0,069 0,103 0,095
AD-65377 1,3 ub 4,9 uD 0,842 0,838 0,615
AD-65409 0,436 1,0 ND ND ND ND ND
AD-66111 |ND ND 0,456 0,030 50 0,294 ND
AD-65403 9,2 10,4 3,4 uD 0,114 0,384 1,0
AD-65427 0,007 0,018 ND ND ND ND ND
AD-66110 |ND ND 0,012 0,053 0,016 0,010 0,021
AD-65421 10,069 0,091 0,034 0,006 0,002 0,003 0,007

ND — nao realizado
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Tabela 17. Rastreamento de resposta a dose em células HepG2.2.15

Silenciamento de RNA viral em células HepG2.2.15

Conjunto iniciador/sonda S-ORF

IC50 (nM) a 72 horas

Duplex Ensaio Otimizado

D Desenvolvimento do Ensaio Ereao T Ersao? Ensao3
AD-65381 0,252 0,215 [ND ND ND ND ND
AD-66019 ND ND 0,245 0,011 0,009 0,016 0,005
AD-65375 45 ub ub ub 0,124 0,048 0,056
AD-65407 0,232 0,645 0,577 0,015 0,021 0,023 0,016
AD-65377 1,4 8,6 ub ub 0,575 0,483 0,117
AD-65409 0,433 0,242 [ND ND ND ND ND
AD-66111 ND ND 2,1 0,455 ND 0,416 ND
AD-65403 0,997 0,670 (0,668 ub 0,074 0,270 1,1
AD-65427 0,008 0,018 |ND ND ND ND ND
AD-66110 ND ND 0,022 0,050 0,035 0,038 0,020
AD-65421 0,083 0,097 0,046 0,003 0,003 0,005 0,001

ND — nao realizado

Tabela 18. Rastreamento de resposta a dose em células HepG2.2.15

ELISA de HBsAg

ICs0 (NM)

Duplex

D Ensaio 1
AD-65381 ND
AD-66019 0,105
AD-65375 1,2
AD-65407 0,102
AD-65377 2,9
AD-65409 ND
AD-66111 0,018
AD-65403 0,064
AD-65427 ND
AD-66110 0,002
AD-65421 0,008
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Tabela 19. Rastreamento de resposta a dose em células Hep3B

Rastreamento de células Hep3B

DRC ED50
Conjunto iniciador/sonda P-ORF
ID do Duplex P-ORF P-ORF Combinado
ensaio 1 ensaio 2

AD-65381 0,239 0,110 0,194
AD-66019 ND ND ND
AD-65375 ND ND ND
AD-65427 0,023 0,006 0,018
AD-66110 ND ND ND
AD-65421 ND ND ND
AD-65407 0,140 1,383 0,527
AD-65377 Nenhum ED50 Nenhum ED50 Nenhum ED50
AD-65409 1,807 3,436 2,905
AD-66111 ND ND ND
AD-65403 0,511 18,036 5,013

ND — nao realizado

[00663]

Estes duplices foram

também avaliados quanto a

estabilidade in vitro usando dois ensaios, um ensaio de estabilidade de

tritosoma e um ensaio de estabilidade do citosol, como descrito acima.

Os resultados destes ensaios séo providenciados na Tabela 20.

Tabela 20. Ensaios de estabilidade de tritosoma e citosol a 24

horas.
Estabilidade metabdlica in vitro
% de genitor remanescente apés 24 horas de
incubagao
Endo-lisossoma Citosol
Duplex % AS % SS % AS % SS
ID
AD-65381 88 72 68 22
AD-66019 ND ND ND ND
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Estabilidade metabdlica in vitro
% de genitor remanescente apés 24 horas de
incubagao
Endo-lisossoma Citosol
Duplex % AS % SS % AS % SS
ID
AD-65375 ND ND ND ND
AD-65407 100 120 64 24
AD-65377 99 127 80 67
AD-65409 105 120 86 74
AD-66111 ND ND ND ND
AD-65403 ND ND ND ND
AD-65427 115 80 89 66
AD-66110 ND ND ND ND
AD-65421 ND ND ND ND
[00664] Rastreamentos de resposta a dose de varias combinagdes

destes duplices foram também realizados em células HepG2.215. As
doses dos duplices usadas para estes ensaios foram 50 nM,
8,333333333 nM, 1,388888889 nM, 0,231481481 nM, 0,038580247 nM,
0,006430041 nM, 0,001071674 nM, 0,000178612 nM, 2,97687 x 10°
nM, 4,96145 x 10 nM, 8,26909 x 10" nM e 1,37818E x 10" nM, que
representam uma diluicdo de 1 a 6 dos duplices comecando em 50 nM
ao longo de 12 doses. Setenta e duas horas apds a transfeccéo destes
duplices, foram determinados o nivel de RNA viral (P ORF e S ORF) e
o nivel de HBsAg secretado, como descrito acima. Os resultados destes

ensaios sao providenciados na Tabela 21.
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Tabela 21. Rastreamento de dose Unica de HBV em Células HepG2.2.15 apds setenta e duas horas

DuplexID S-ORF21C50_A S-ORF2IC50_B | S-ORF2I1C50_Combine | P-ORF1IC50_A P-ORF11C50_B P-ORF1 S Ag ELISA
(nM) (nM) (nM) (nM) (nM) IC50_Combine ED50 (nM)
(nM)

AD-66019/AD- 0,0091 0,0017 0,0038 0,0213 0,002 0,0076 0,007482
66110

AD-66019/AD- 0,0438 0,2371 0,0131 0,0367 0,0106 0,0204 0,026398
65421

AD-65375/AD- 0,0832 1,0896 0,193 0,0377 0,2348 0,2022 0,004174
66110

AD-65375/AD- 0,084 0,0475 0,0708 0,0566 0,0388 0,0371 0,030822
65421

AD-65407/AD- 0,0387 0,001 0,0083 0,0402 0,0018 0,0116 0,010172
66110

AD-65407/AD- 0,0686 0,0062 0,0225 0,0711 0,0177 0,0396 0,066556
65421

AD-65377/AD- 0,0634 0,8267 0,6269 0,0477 0,073 0,0618 0,01435
66110

AD-65377/AD- 0,1461 0,0468 0,1372 0,1207 0,0088 0,0451 0,03419
65421

AD-66111/AD- 0,0382 0,0094 0,0161 0,0292 0,0027 0,0088 0,013155
66110

AD-66111/AD- 0,1628 0,0919 0,1579 0,1297 0,0396 0,0722 0,026889
65421

AD-65403/AD- 0,0499 0,0094 0,0444 0,0383 0,0164 0,0348 0,003783
66110

AD-65403/AD- 0,1011 0,0007 0,0208 0,1118 0,0031 0,0297 0,014569
65421
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Exemplo 5. Sintese e Rastreamento in vitro de Duplices de sRNAI
Adicionais

[00665] Moléculas adicionais de RNAI visando o X ORF do genoma
do HBV foram concebidas e sintetizadas como descrito acima. Uma lista
detalhada das sequéncias ndao modificadas adicionais de filamento
senso e antissenso de HBV €& mostrada na Tabela 22. Uma lista
detalhada das sequéncias modificadas adicionais de filamento senso e

antissenso de HBV é mostrada na Tabela 23.
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Tabela 22. Sequéncias Nao modificadas de Filamentos Senso e Antissenso de dsRNAs de HBV

ID do Nome do Sequéncia Senso (5'a 3') SEQ Nome Sequéncia Antissenso (5'a 3') SEQ
Duplex Oligo ID Oligo ID

Senso NO: | Antissenso NO:

AD-65776 | A-131859.1 | UGUGCACUUCGCUUCACCUCU | 1069 | A-131860.1 | AGAGGUGAAGCGAAGUGCACACG | 1115
AD-65782 | A-131877.1 | UGCACUUCGCUUCACCUCUGA | 1070 | A-131878.1 | UCAGAGGUGAAGCGAAGUGCACA | 1116
AD-65792 | A-131865.1 | GUGUGCACUUCGCUUCACCUA | 1071 | A-131866.1 | UAGGUGAAGCGAAGUGCACACGG | 1117
AD-65781 | A-131861.1 | CGUGUGCACUUCGCUUCACCU | 1072 | A-131862.1 | AGGUGAAGCGAAGUGCACACGGU | 1118
AD-64304 | A-128443.6 | GUGCACUUCGCUUCACCUCUA | 1073 | A-128444.5 | UAGAGGUGAAGCGAAGUGCACAC | 1119
AD-65771 | A-131857.1 | CCGUGUGCACUUCGCUUCACA | 1074 | A-131858.1 | UGUGAAGCGAAGUGCACACGGUC | 1120
AD-65758 | A-131867.1 | CACUUCGCUUCACCUCUGCAA | 1075 | A-131868.1 | UUGCAGAGGUGAAGCGAAGUGCA | 1121
AD-65777 | A-131875.1 | ACUUCGCUUCACCUCUGCACA | 1076 | A-131876.1 | UGUGCAGAGGUGAAGCGAAGUGC | 1122
AD-61567 | A-123525.2 | GGCUGUAGGCAUAAAUUGGUA | 1077 | A-123526.2 | UACCAAUUUAUGCCUACAGCCUC | 1123
AD-65772 | A-131873.1 | UUCGCUUCACCUCUGCACGUA | 1078 | A-131874.1 | UACGUGCAGAGGUGAAGCGAAGU | 1124
AD-65767 | A-131871.1 | UCGCUUCACCUCUGCACGUCA | 1079 | A-131872.1 | UGACGUGCAGAGGUGAAGCGAAG | 1125
AD-65763 | A-131869.1 | CUUCGCUUCACCUCUGCACGU | 1080 | A-131870.1 | ACGUGCAGAGGUGAAGCGAAGUG | 1126
AD-64281 | A-128395.3 | CCCCGUCUGUGCCUUCUCAUA | 1081 | A-128396.2 | UAUGAGAAGGCACAGACGGGGAG | 1127
AD-64311 | A-128391.3 | CCGUCUGUGCCUUCUCAUCUA | 1082 | A-128392.2 | UAGAUGAGAAGGCACAGACGGGG | 1128
AD-65790 | A-131837.1 | CCAGCACCAUGCAACUUUUUA | 1083 | A-131838.1 | UAAAAAGUUGCAUGGUGCUGGUG | 1129
AD-65761 | A-131841.1 | CACCAGCACCAUGCAACUUUU | 1084 | A-131842.1 | AAAAGUUGCAUGGUGCUGGUGCG | 1130
AD-65786 | A-131849.1 | CACCAUGCAACUUUUUCACCU | 1085 | A-131850.1 | AGGUGAAAAAGUUGCAUGGUGCU | 1131
AD-65785 | A-131835.1 | CAAUGUCAACGACCGACCUUA | 1086 | A-131836.1 | UAAGGUCGGUCGUUGACAUUGCA | 1132
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ID do Nome do Sequéncia Senso (5'a 3') SEQ Nome Sequéncia Antissenso (5'a 3') SEQ
Duplex Oligo ID Oligo ID

Senso NO: | Antissenso NO:

AD-65787 | A-131863.1 | CGCUUCACCUCUGCACGUCGA | 1087 | A-131864.1 | UCGACGUGCAGAGGUGAAGCGAA | 1133
AD-65770 | A-131845.1 | ACCUUGAGGCAUACUUCAAAG | 1088 | A-131846.1 | CUUUGAAGUAUGCCUCAAGGUCG | 1134
AD-65766 | A-131843.1 | CCGACCUUGAGGCAUACUUCA | 1089 | A-131844.1 | UGAAGUAUGCCUCAAGGUCGGUC | 1135
AD-61555 | A-123521.2 | GACCUUGAGGCAUACUUCAAA | 1090 | A-123522.2 | UUUGAAGUAUGCCUCAAGGUCGG | 1136
AD-65762 | A-131855.1 | ACCGACCUUGAGGCAUACUUA | 1091 | A-131856.1 | UAAGUAUGCCUCAAGGUCGGUCG | 1137
AD-65755 | A-131827.1 | UCGCAUGGAGACCACCGUGAA | 1092 | A-131828.1 | UUCACGGUGGUCUCCAUGCGACG | 1138
AD-65788 | A-131811.1 | UUACAUAAGAGGACUCUUGGA | 1093 | A-131812.1 | UCCAAGAGUCCUCUUAUGUAAGA | 1139
AD-65768 | A-131803.1 | UCUUACAUAAGAGGACUCUUA | 1094 | A-131804.1 | UAAGAGUCCUCUUAUGUAAGACC | 1140
AD-61561 | A-123523.2 | ACUUCAAAGACUGUUUGUUUA | 1095 | A-123524.2 | UAAACAAACAGUCUUUGAAGUAU | 1141
AD-65764 | A-131801.1 | UACUUCAAAGACUGUUUGUUU | 1096 | A-131802.1 | AAACAAACAGUCUUUGAAGUAUG | 1142
AD-65753 | A-131799.1 | AUACUUCAAAGACUGUUUGUU | 1097 | A-131800.1 | AACAAACAGUCUUUGAAGUAUGC | 1143
AD-65765 | A-131817.1 | UUGUUUAAAGACUGGGAGGAA | 1098 | A-131818.1 | UUCCUCCCAGUCUUUAAACAAAC | 1144
AD-65769 | A-131819.1 | GCAUACUUCAAAGACUGUUUA | 1099 | A-131820.1 | UAAACAGUCUUUGAAGUAUGCCU | 1145
AD-65759 | A-131815.1 | CAAAGACUGUUUGUUUAAAGA | 1100 | A-131816.1 | UCUUUAAACAAACAGUCUUUGAA | 1146
AD-65774 | A-131831.1 | AGACUGUUUGUUUAAAGACUA | 1101 | A-131832.1 | UAGUCUUUAAACAAACAGUCUUU | 1147
AD-65778 | A-131807.1 | GUUUGUUUAAAGACUGGGAGA | 1102 | A-131808.1 | UCUCCCAGUCUUUAAACAAACAG | 1148
AD-65773 | A-131805.1 | GGGGGAGGAGAUUAGAUUAAA | 1103 | A-131806.1 | UUUAAUCUAAUCUCCUCCCCCAA | 1149
AD-65789 | A-131825.1 | GGGGAGGAGAUUAGAUUAAAG | 1104 | A-131826.1 | CUUUAAUCUAAUCUCCUCCCCCA | 1150
AD-65783 | A-131809.1 | GUUGGGGGAGGAGAUUAGAUU | 1105 | A-131810.1 | AAUCUAAUCUCCUCCCCCAACUC | 1151
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ID do Nome do Sequéncia Senso (5'a 3') SEQ Nome Sequéncia Antissenso (5'a 3') SEQ
Duplex Oligo ID Oligo ID
Senso NO: | Antissenso NO:
AD-65754 | A-131813.1 | UUGGGGGAGGAGAUUAGAUUA | 1106 | A-131814.1 | UAAUCUAAUCUCCUCCCCCAACU | 1152
AD-65779 | A-131821.1 | GGGAGGAGAUUAGAUUAAAGA | 1107 | A-131822.1 | UCUUUAAUCUAAUCUCCUCCCCC | 1153
AD-65791 | A-131851.1 | UUAGAUUAAAGGUCUUUGUAA | 1108 | A-131852.1 | UUACAAAGACCUUUAAUCUAAUC | 1154
AD-65760 | A-131829.1 | UAGAUUAAAGGUCUUUGUACU | 1109 | A-131830.1 | AGUACAAAGACCUUUAAUCUAAU | 1155
AD-65784 | A-131823.1 | AUUAGAUUAAAGGUCUUUGUA | 1110 | A-131824.1 | UACAAAGACCUUUAAUCUAAUCU | 1156
AD-65757 | A-131853.1 | GAGGAGAUUAGAUUAAAGGUA | 1111 | A-131854.1 | UACCUUUAAUCUAAUCUCCUCCC | 1157
AD-65775 | A-131847.1 | GGACUCUUGGACUCUCUGCAA | 1112 | A-131848.1 | UUGCAGAGAGUCCAAGAGUCCUC | 1158
AD-65780 | A-131833.1 | ACUCUUGGACUCUCUGCAAUA | 1113 | A-131834.1 | UAUUGCAGAGAGUCCAAGAGUCC | 1159
AD-65756 | A-131839.1 | AGAUUAAAGGUCUUUGUACUA | 1114 | A-131840.1 | UAGUACAAAGACCUUUAAUCUAA | 1160
Tabela 23. Sequéncias Nao modificadas de Filamentos Senso e Antissenso de dsRNAs de HBV
ID do Nome do Sequéncia Senso (5" a 3") SEQ Nome do Sequéncia Antissenso (5" a 3') SEQID
Duplex Oligo ID NO: Oligo NO:
Senso Antissenso
AD- A- UfsgsUfgCfaCfuUfCfGfcUfuCfaCfcUfcUfL | 1161 A- asGfsaGfgUfgAfaGfcgaAfgUfgCfaCfas 1207
65776 131859.1 96 131860.1 csg
AD- A- UfsgsCfaCfuUfcGfCfUfuCfaCfcUfcUfgAfL | 1162 A- usCfsaGfaGfgUfgAfagcGfaAfgUfgCfas 1208
65782 1318771 96 131878.1 csa
AD- A- GfsusGfuGfcAfcUfUfCfgCfuUfcAfcCfuAfL 1163 A- usAfsgGfuGfaAfgCfgaaGfuGfcAfcAfcs 1209
65792 131865.1 96 131866.1 gsg
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ID do Nome do Sequéncia Senso (5" a 3') SEQ Nome do Sequéncia Antissenso (5' a 3') SEQID
Duplex Oligo ID NO: Oligo NO:
Senso Antissenso
AD- A- CfsgsUfgUfgCfaCfUfUfcGfcUfuCfaCfcUfL | 1164 A- asGfsgUfgAfaGfcGfaagUfgCfaCfaCfgs 1210
65781 131861.1 96 131862.1 gsu
AD- A- GfsusGfcAfcUfuCfGfCfuUfcAfcCfuCfuAfL 1165 A- usAfsgAfgGfuGfaAfgcgAfaGfuGfcAfcs 1211
64304 128443.6 96 128444.5 asc
AD- A- CfscsGfuGfuGfcAfCfUfuCfgCfuUfcAfcAfL 1166 A- usGfsuGfaAfgCfgAfaguGfcAfcAfcGfgs 1212
65771 131857.1 96 131858.1 usc
AD- A- CfsasCfuUfcGfcUfUfCfaCfcUfcUfgCfaAfL 1167 A- usUfsgCfaGfaGfgUfgaaGfcGfaAfgUfgs 1213
65758 131867.1 96 131868.1 csa
AD- A- AfscsUfuCfgCfuUfCfAfcCfuCfuGfcAfcAfL9 | 1168 A- usGfsuGfcAfgAfgGfugaAfgCfgAfaGfus 1214
65777 131875.1 6 131876.1 gsc
AD- A- GfsgsCfuGfuAfgGfCfAfuAfaAfuUfgGfuAfL | 1169 A- usAfscCfaAfuUfuAfugcCfuAfcAfgCfcsu 1215
61567 123525.2 96 123526.2 sC
AD- A- UfsusCfgCfuUfcAfCFCfuCfuGfcAfcGfuAfL 1170 A- usAfscGfuGfcAfgAfgguGfaAfgCfgAfas 1216
65772 131873.1 96 131874.1 gsu
AD- A- UfscsGfcUfuCfaCfCfUfcUfgCfaCfgUfcAfL 1171 A- usGfsaCfgUfgCfaGfaggUfgAfaGfcGfas 1217
65767 131871.1 96 131872.1 asg
AD- A- CfsusUfcGfcUfuCfAfCfcUfcUfgCfaCfgUfL 1172 A- asCfsgUfgCfaGfaGfgugAfaGfcGfaAfgs 1218
65763 131869.1 96 131870.1 usg
AD- A- CfscsCfcGfuCfuGfUfGfcCfuUfcUfcAfuAfL 1173 A- usAfsuGfaGfaAfgGfcacAfgAfcGfgGfgs 1219
64281 128395.3 96 128396.2 asg
AD- A- CfscsGfuCfuGfuGfCfCfuUfcUfcAfuCfuAfL | 1174 A- usAfsgAfuGfaGfaAfggcAfcAfgAfcGfgs 1220
64311 128391.3 96 128392.2 gsg
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ID do Nome do Sequéncia Senso (5" a 3') SEQ Nome do Sequéncia Antissenso (5' a 3') SEQID
Duplex Oligo ID NO: Oligo NO:
Senso Antissenso
AD- A- CfscsAfgCfaCfcAfUfGfcAfaCfuUfuUfuAfL9 | 1175 A- usAfsaAfaAfgUfuGfcauGfgUfgCfuGfgs 1221
65790 131837.1 6 131838.1 usg
AD- A- CfsasCfcAfgCfaCfCfAfuGfcAfaCfuUfuUfL 1176 A- asAfsaAfgUfuGfcAfuggUfgCfuGfgUfgs 1222
65761 131841.1 96 131842.1 csg
AD- A- CfsasCfcAfuGfcAfAfCfuUfuUfuCfaCfcUfL 1177 A- asGfsgUfgAfaAfaAfguuGfcAfuGfgUfgs 1223
65786 131849.1 96 131850.1 csu
AD- A- CfsasAfuGfuCfaAfCfGfaCfcGfaCfcUfuAfL | 1178 A- usAfsaGfgUfcGfgUfcguUfgAfcAfuUfgs 1224
65785 131835.1 96 131836.1 csa
AD- A- CfsgsCfuUfcAfcCfUfCfuGfcAfcGfuCfgAfL 1179 A- usCfsgAfcGfuGfcAfgagGfuGfaAfgCfgs 1225
65787 131863.1 96 131864.1 asa
AD- A- AfscsCfuUfgAfgGfCfAfuAfcUfuCfaAfaGfL 1180 A- csUfsuUfgAfaGfuAfugcCfuCfaAfgGfus 1226
65770 131845.1 96 131846.1 csg
AD- A- CfscsGfaCfcUfuGfAfGfgCfaUfaCfuUfcAfL | 1181 A- usGfsaAfgUfaUfgCfcucAfaGfgUfcGfgs 1227
65766 131843.1 96 131844.1 usc
AD- A- GfsasCfcUfuGfaGfGfCfaUfaCfuUfcAfaAfL | 1182 A- usUfsuGfaAfgUfaUfgccUfcAfaGfgUfcs 1228
61555 123521.2 96 123522.2 gsg
AD- A- AfscsCfgAfcCfuUfGfAfgGfcAfuAfcUfuAfL9 | 1183 A- usAfsaGfuAfuGfcCfucaAfgGfuCfgGfus 1229
65762 131855.1 6 131856.1 csg
AD- A- UfscsGfcAfuGfgAfGfAfcCfaCfcGfuGfaAfL | 1184 A- usUfscAfcGfgUfgGfucuCfcAfuGfcGfas 1230
65755 131827.1 96 131828.1 csg
AD- A- UfsusAfcAfuAfaGfAfGfgAfcUfcUfuGfgAfL9 | 1185 A- usCfscAfaGfaGfuCfcucUfuAfuGfuAfas 1231
65788 131811.1 6 131812.1 gsa

Peticao 870220113019, de 05/12/2022, péag. 350/373

LGE/SVE



ID do Nome do Sequéncia Senso (5" a 3') SEQ Nome do Sequéncia Antissenso (5' a 3') SEQID
Duplex Oligo ID NO: Oligo NO:
Senso Antissenso

AD- A- UfscsUfuAfcAfuAfAfGfaGfgAfcUfcUfuAfLO | 1186 A- usAfsaGfaGfuCfcUfcuuAfuGfuAfaGfas 1232
65768 131803.1 6 131804.1 csc

AD- A- AfscsUfuCfaAfaGfAfCfuGfuUfuGfuUfuAfL | 1187 A- usAfsaAfcAfaAfcAfgucUfuUfgAfaGfusa 1233
61561 123523.2 96 123524.2 su

AD- A- UfsasCfuUfcAfaAfGfAfcUfgUfuUfgUfuUfL | 1188 A- asAfsaCfaAfaCfaGfucuUfuGfaAfgUfas 1234
65764 131801.1 96 131802.1 usg

AD- A- AfsusAfcUfuCfaAfAfGfaCfuGfuUfuGfuUfL | 1189 A- asAfscAfaAfcAfgUfcuuUfgAfaGfuAfusg 1235
65753 131799.1 96 131800.1 sC

AD- A- UfsusGfuUfuAfaAfGfAfcUfgGfgAfgGfaAfL | 1190 A- usUfscCfuCfcCfaGfucuUfuAfaAfcAfas 1236
65765 131817.1 96 131818.1 asc

AD- A- GfscsAfuAfcUfuCfAfAfaGfaCfuGfuUfuAfL 1191 A- usAfsaAfcAfgUfcUfuugAfaGfuAfuGfcsc 1237
65769 131819.1 96 131820.1 su

AD- A- CfsasAfaGfaCfuGfUfUfuGfuUfuAfaAfgAfL | 1192 A- usCfsuUfuAfaAfcAfaacAfgUfcUfuUfgsa 1238
65759 131815.1 96 131816.1 sa

AD- A- AfsgsAfcUfgUfuUfGfUfuUfaAfaGfaCfuAfL | 1193 A- usAfsgUfcUfuUfaAfacaAfaCfaGfuCfus 1239
65774 131831.1 96 131832.1 usu

AD- A- GfsusUfuGfuUfuAfAfAfgAfcUfgGfgAfgAfL | 1194 A- usCfsuCfcCfaGfuCfuuuAfaAfcAfaAfcs 1240
65778 131807.1 96 131808.1 asg

AD- A- GfsgsGfgGfaGfgAfGfAfuUfaGfaUfuAfaAfL | 1195 A- usUfsuAfaUfcUfaAfucuCfcUfcCfcCfcsa 1241
65773 131805.1 96 131806.1 sa

AD- A- GfsgsGfgAfgGfaGfAfUfuAfgAfuUfaAfaGfL | 1196 A- csUfsuUfaAfuCfuAfaucUfcCfuCfcCfcsc 1242
65789 131825.1 96 131826.1 sa
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ID do Nome do Sequéncia Senso (5" a 3') SEQ Nome do Sequéncia Antissenso (5' a 3') SEQID
Duplex Oligo ID NO: Oligo NO:
Senso Antissenso

AD- A- GfsusUfgGfgGfgAfGfGfaGfaUfuAfgAfuUfL | 1197 A- asAfsuCfuAfaUfcUfccuCfcCfcCfaAfcsu 1243
65783 131809.1 96 131810.1 sc

AD- A- UfsusGfgGfgGfaGfGfAfgAfuUfaGfaUfuAfL | 1198 A- usAfsaUfcUfaAfuCfuccUfcCfcCfcAfasc 1244
65754 131813.1 96 131814.1 su

AD- A- GfsgsGfaGfgAfgAfUfUfaGfaUfuAfaAfgAfL | 1199 A- usCfsuUfuAfaUfcUfaauCfuCfcUfcCfcs 1245
65779 131821.1 96 131822.1 csc

AD- A- UfsusAfgAfuUfaAfAfGfgUfcUfuUfgUfaAfL | 1200 A- usUfsaCfaAfaGfaCfcuuUfaAfuCfuAfas 1246
65791 131851.1 96 131852.1 usc

AD- A- UfsasGfaUfuAfaAfGfGfuCfuUfuGfuAfcUfL | 1201 A- asGfsuAfcAfaAfgAfccuUfuAfaUfcUfasa 1247
65760 131829.1 96 131830.1 su

AD- A- AfsusUfaGfaUfuAfAfAfgGfuCfuUfuGfuAfL | 1202 A- usAfscAfaAfgAfcCfuuuAfaUfcUfaAfusc 1248
65784 131823.1 96 131824.1 su

AD- A- GfsasGfgAfgAfuUfAfGfaUfuAfaAfgGfuAfL | 1203 A- usAfscCfuUfuAfaUfcuaAfuCfuCfcUfcsc 1249
65757 131853.1 96 131854.1 sC

AD- A- GfsgsAfcUfcUfuGfGfAfcUfcUfcUfgCfaAfL 1204 A- usUfsgCfaGfaGfaGfuccAfaGfaGfuCfcs 1250
65775 131847.1 96 131848.1 usc

AD- A- AfscsUfcUfuGfgAfCfUfcUfcUfgCfaAfuAfL9 | 1205 A- usAfsuUfgCfaGfaGfaguCfcAfaGfaGfus 1251
65780 131833.1 6 131834.1 csc

AD- A- AfsgsAfuUfaAfaGfGfUfcUfuUfgUfaCfuAfL | 1206 A- usAfsgUfaCfaAfaGfaccUfuUfaAfuCfus 1252
65756 131839.1 96 131840.1 asa
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[00666] Foirealizado um rastreamento de dose unica destes duplices
em células Cos7 a 1 nm e 50 nm, utilizando o ensaio de luciferase Dual-
Glo® descrito acima. Os resultados dos ensaios sdo providenciados na
Tabela 24.

Tabela 24. Rastreamento de dose unica de HBV usando Ensaio

Dual-Glo Luciferase®

DuplexID 50 nM DESVPAD 1 nM DESVPAD
AD-65776 20,11 4,21 40,79 1,89
AD-65782 26,31 3,10 61,07 9,16
AD-65792 43,31 5,24 61,09 6,02
AD-65781 2577 3,66 39,63 2,87
AD-64304 18,87 1,26 29,72 3,37
AD-65771 17,16 1,78 37,55 2,20
AD-65758 31,74 8,26 65,77 11,05
AD-65777 59,76 11,15 77,63 5,14
AD-61567 17,69 5,29 26,45 5,66
AD-65772 58,07 9,67 75,66 4,92
AD-65767 29,65 1,60 39,64 4,36
AD-65763 25,10 577 47,78 9,99
AD-64281 39,07 6,80 51,46 4,19
AD-64311 20,51 1,96 37,80 3,63
AD-65790 50,41 7,00 70,30 1,95
AD-65761 13,30 4,38 21,14 3,49
AD-65786 12,45 3,51 22,62 0,33
AD-65785 36,87 6,04 51,49 4,18
AD-65787 27,97 5,73 48,18 7,65
AD-65770 22,67 5,39 41,48 8,52
AD-65766 31,44 3,35 50,25 0,45
AD-61555 18,43 10,83 22,61 0,57
AD-65762 18,87 4,86 34,94 4,81
AD-65755 47,03 9,38 83,19 9,68
AD-65788 35,85 10,13 58,07 4,78
AD-65768 24,02 2,49 28,55 2,53
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DuplexID 50 nM DESVPAD 1 nM DESVPAD
AD-61561 8,11 1,29 14,26 2,27
AD-65764 16,89 3,99 29,10 1,03
AD-65753 19,10 2,87 29,79 5,26
AD-65765 55,40 10,72 76,93 8,79
AD-65769 19,24 4,47 23,18 2,54
AD-65759 48,86 4,81 87,31 13,75
AD-65774 102,27 12,33 100,79 3,24
AD-65778 64,39 2,60 80,67 2,59
AD-65773 72,64 7,87 80,80 4,83
AD-65789 73,59 4,35 94,72 3,32
AD-65783 54,41 7,15 84,46 4,32
AD-65754 62,51 4,12 102,63 21,42
AD-65779 47,40 7,51 76,20 2,05
AD-65791 12,09 0,70 19,19 3,46
AD-65760 13,50 4,84 25,37 2,09
AD-65784 19,84 1,27 31,04 3,49
AD-65757 22,66 3,97 24,50 5,81
AD-65775 47,78 3,30 58,81 3,05
AD-65780 29,10 2,87 42,85 2,73
AD-65756 10,49 1,62 19,95 2,58

[00667] Com base nestes ensaios, agentes de RNAI visando cinco
locais em X ORF de HBV (nucleotideos 1551, 1577, 1580, 1806 e 1812
de numero de acesso no Genbank NC _003977.1 foram selecionados
para otimizagdo do composto-protétipo e foram projetados e
sintetizados agentes adicionais. Estes agentes adicionais sao avaliados
em ensaios in vitro como descrito acima. Uma lista detalhada das
sequéncias ndo modificadas adicionais de filamento senso e antissenso
visando o X ORF de HBV é mostrada na Tabela 25. Uma lista detalhada
das sequéncias modificadas adicionais de filamento senso e antissenso
visando o X ORF de HBV é mostrada na Tabela 26.

[00668] Estes agentes de RNAIi foram também avaliados quanto a

eficacia in vivo usando um modelo de camundongo AAV-HBYV (ver, por
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exemplo Yang, et al. (2014) Cell and Mol Immunol 11:71). Este modelo
de camundongo exibe viremia de HBV sustentada apo6s infeccdo com
um virus recombinante adeno-associado (AAV) transportando um
genoma de HBV replicavel. A expressao hepatica do gene HBV nestes
camundongos imita a infeccdo pelo HBV em seres humanos e estes
camundongos apresentam inflamacdo do figado e danos no figado
significativos, manifestados por um aumento dos niveis ALT, fibrose e
esteatose.

[00669] A estes camundongos AAV-HBV foi administrada por via
subcutanea uma dose unica de 3 mg/kg de AD-66808, AD-66809, AD-
66810, AD-66811, AD-66812, AD-66813, AD-66814, AD-66815, AD-
66816 e AD-66817, sendo determinado o nivel de HBsAg no soro dos
animais pré-dose e no dia 14/15 pds-dose. Os resultados destas
experiéncias sao fornecidos na Figura 2 e na Tabela 27 e demonstram
que o0s niveis séricos de HBsAg diminuem apdés uma unica
administracdo destes agentes. A Tabela 27 também apresenta os
resultados de um rastreamento de dose unica em células Cos7
transfectadas com os RNAis de HBV indicados usando o ensaio de
luciferase Dual-Glo®, como descrito acima, para os mesmos agentes de
RNAi. Os dados s&o expressos como porcentagem de mRNA

remanescente em relagdo a controle negativo a 24 horas.
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Tabela 25. Sequéncias Nao Modificadas Senso e Antissenso de X ORF de HBV.

DuplexID Sequéncia Senso Nao Modificada (5'a 3') | SEQ ID NO: | Sequéncia Antissenso Nao Modificada (5' | SEQ ID NO:
ad’)
AD-66808 GUCUGUGCCUUCUCAUCUA 1253 UAGAUGAGAAGGCACAGACUU 1263
AD-66809 GUCUGUGCCUUCUCAUCUA 1254 UAGAUGAGAAGGCACAGACUU 1264
AD-66810 GUGUGCACUUCGCUUCACA 1255 UGUGAAGCGAAGUGCACACUU 1265
AD-66811 GUGUGCACUUCGCUUCACA 1256 UGUGAAGCGAAGUGCACACUU 1266
AD-66812 UGUGCACUUCGCUUCACCUCU 1257 AGAGGUGAAGCGAAGUGCACAUU 1267
AD-66813 UGUGCACUUCGCUUCACCUCU 1258 AGAGGUGAAGCGAAGUGCACAUU 1268
AD-66814 CACCAGCACCAUGCAACUUUU 1259 AAAAGUUGCAUGGUGCUGGUGUU 1269
AD-66815 CACCAGCACCAUGCAACUUUU 1260 AAAAGUUGCAUGGUGCUGGUGUU 1270
AD-66816 CACCAUGCAACUUUUUCACCU 1261 AGGUGAAAAAGUUGCAUGGUGUU 1271
AD-66817 CACCAUGCAACUUUUUCACCU 1262 AGGUGAAAAAGUUGCAUGGUGUU 1272
Tabela 26. Sequéncias Modificadas Senso e Antissenso de X ORF de HBV.
DuplexID SEQID NO: | Sequéncia Antissenso Modificada (5'a 3') | SEQ ID
Sequéncia Senso Modificada (5' a 3') NO:
AD-66808 gsuscuGfuGfCfCfuucucaucual 96 1273 usAfsgauGfaGfAfaggcAfcAfgacsusu 1283
AD-66809 gsuscuGfuGfCfCfuucucaucual 96 1274 UfsAfsgauGfaGfAfaggcAfcAfgacsusu 1284
AD-66810 gsusguGfcAfCfUfucgcuucacal 96 1275 usGfsugaAfgCfGfaaguGfcAfcacsusu 1285
AD-66811 gsusguGfcAfCfUfucgcuucacal 96 1276 UfsGfsugaAfgCfGfaaguGfcAfcacsusu 1286
AD-66812 usgsugcaCfuUfCfGfcuucaccucul 96 1277 asGfsaggUfgAfAfgcgaAfgUfgcacasusu 1287
AD-66813 usgsugcaCfuUfCfGfcuucaccucul 96 1278 AfsGfsaggUfgAfAfgcgaAfgUfgcacasusu 1288
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DuplexID SEQID NO: | Sequéncia Antissenso Modificada (5'a 3') | SEQ ID
Sequéncia Senso Modificada (5' a 3') NO:
AD-66814 csasccagCfaCfCfAfugcaacuuuul 96 1279 asAfsaagUfuGfCfauggUfgCfuggugsusu 1289
AD-66815 csasccagCfaCfCfAfugcaacuuuul 96 1280 AfsAfsaagUfuGfCfauggUfgCfuggugsusu 1290
AD-66816 csasccauGfcAfAfCfuuuuucaccul 96 1281 asGfsgugAfaAfAfaguuGfcAfuggugsusu 1291
AD-66817 csasccauGfcAfAfCfuuuuucaccul 96 1282 AfsGfsgugAfaAfAfaguuGfcAfuggugsusu 1292
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Tabela 27.
Local ID do Duplex In vitro 1Cso Log1o HBsAg KD
(# VRNA") Luc HBV (nM) In Vivo @3 mg/kg
1551 AD-66808 0,187 2,4
(4) AD-66809 0,014 1,46
1577 AD-66810 0,290 1,7
(4) AD-66811 0,029 1,3
1580 AD-66812 0,795 2,19
(4) AD-66813 0,074 >>1,14
1806 AD-66814 0,0002 1,5
(4) AD-66815 0,0001 >>1,56
1812 AD-66816 0,047 1,61
(4) AD-66817 0,0001 1,60

"NUumero de RNAs virais silenciados

Exemplo 6. Rastreamento in vivo de duplices de sRNAI

[00670] Um subconjunto de agentes de RNAi composto-protétipo foi
avaliado quanto a eficacia in vivo usando o modelo de camundongo
AAV-HBV descrito acima. A camundongos AAV-HBV foi administrada
uma dose unica de 3 mg/kg de AD-66019, AD-65375, AD-65047, AD-
65377, AD-66111, AD-65421 ou AD-66110, sendo determinado o nivel
de HBsAg no soro dos animais pré-dose e nos dias 5 e 10 pds-dose.
Como controle, foi administrada a camundongos AAV-HBV uma dose
de 3 mg/kg de uma transteritina de camundongo/rato visando dsRNA
(mrTTR). Os resultados destas experiéncias sdo representados na
Figura 3 e demonstram que os niveis séricos de HBsAg diminuem apos
uma unica administragao destes agentes.

[00671] A Figura 4 € um grafico mostrando a porcentagem também
determinada de HBsAg pré-dose remanescente nos dias 5 e 10 nestes
animais apds a administracdo de uma dose unica de 3 mg/kg. Os
resultados destas experiéncias séo representados na Figura 4. Figura 4
mostra também a porcentagem de HBsAG remanescente no dia 10 pds-

dosagem em relacao a porcentagem de HBsAG remanescente no dia
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10 pos-dosagem em um animal ao qual foram administrados 3 mg/kg
de um dsRNA de controle visando transtiretina de camundongo/rato
(mrTTR).

[00672] Com base, pelo menos em parte, nos resultados dos ensaios
in vitro e in vivo descritos acima, AD-65403, o qual silenciou 3 RNAs de
HBV e AD-66810, o qual silenciou o gene X, foram selecionados como
candidatos a farmacos (DC) para uso em uma monoterapia ou em uma
terapia de combinacéo.

[00673] A Figura 5 demonstra que, no modelo de camundongo AAV-
HBV de infecg&o pelo HBV, uma dose unica de 3 mg/kg de AD-65403
alcanca um silenciamento potente e especifico de HBsAg. Em particular,
uma dose subcutanea unica de 3 mg/kg de AD-65403 alcanga até uma
reducao 3,9 logio dos niveis de HBsAg, com uma reducdo média de
HBsAg de 1,8 log1o 5 a 10 dias apds uma dose unica.

[00674] As Figuras 6A e 6B demonstram que, no modelo de
camundongo AAV-HBV de infeccdo pelo HBV, uma dose subcutanea
unica de 0.3 mg/kg, 1 mg/kg, 3 mg/kg, ou 9 mg/kg de AD-66810 alcanca
um silenciamento potente e especifico de HBsAg, especialmente nas
doses mais elevadas de AD-66810. A diminuigdo porcentual de HBsAg
no soro € mostrada em uma escala padrao na Figura 6A e em uma
escala log1o na Figura 6B.

[00675] A Figura 7 demonstra que, no modelo de camundongo AAV-
HBV da infeccdo pelo HBV, AD-66810 administrado em trés doses
subcutédneas semanais de 3 mg/kg atinge um silenciamento potente e
especifico de HBsAg por um periodo de mais de 4 meses.

Exemplo 7. Tratamento de infeccdao pelo HBV com uma
combinacao de agentes visando HBV

[00676] Um subconjunto de agentes de RNAI foi avaliado quanto a
eficacia in vivo usando o modelo de camundongo AAV-HBV descrito

acima. Aos camundongos AAV-HBV s&o administradas uma ou mais
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doses de AD-65403 e AD-66810, sozinhas ou em combinagdo umas
com as outras. Regimes de dosagens exemplificativos incluem uma
dose unica de RNAI total de 3 mg/kg de AD-65403, 66810-AD, ou uma
combinagao de AD-65403 e AD-66810 (ou seja, 1,5 mg/kg de cada
agente de RNAI para um total de 3 mg/kg de RNAi administrado como
uma mistura ou como duas doses separadas); ou uma unica dose de
0,3 mg/kg, 1 mg/kg, 3 mg/kg ou 9 mg/kg de dose de agente de RNAI
total de AD-65403, 66810-AD, ou uma combinacdo de AD-65403 e AD-
66810. Regimes de doses multiplas exemplificativos incluem, por
exemplo, trés doses semanais, uma por semana usando qualquer um
dos niveis de dosagem fornecidos em regimes de dose unica
exemplificativos. Um agente de RNAI de controle apropriado € também
administrado como um controle como € rotina na arte.

[00677] O nivel de HBsAg € determinado no soro dos animais pré-
dose e a intervalos predeterminados pds-dose, por exemplo, a cada
cinco dias pos-dose até o nivel de HBsAg voltar a linha de base para
todos os animais. A administracdo de AD-65403, 66810-AD, ou uma
combinagdo de AD-65403 e AD-66810 resulta em silenciamento
sustentado e especifico de HBsAg sérico.

Exemplo 8. Tratamento da infecgao por HDV com agentes de RNAI
visando o virus da hepatite B

[00678] O virus da Delta Hepatite (HDV) € um virus RNA defeituoso,
que requer a ajuda do HBV para a sua replicacdo e montagem de novos
virions. Como tal, o HDV apenas é infeccioso na presenca de infec¢ao
ativa de HBV. O genoma do HDV contém apenas uma grelha de leitura
aberta ativamente transcrita que codifica duas isoformas de antigeno de
delta hepatite. Modificagcdes pds-translacionais de pequenos e grandes
antigenos delta (HDAg-S e L-HDAg) envolvendo fosforilacdo e
isoprenilagdo conferem respectivamente a estes antigenos as suas

propriedades especificas. O tratamento eficaz de HBV também ira
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melhorar a infeccdo de HDV.

[00679] E conhecido um modelo de chimpanzé de HDV. Foi avaliado
um subconjunto de agentes de RNAI da invengao quanto a eficacia in
vivo usando o modelo de HDV de chimpanzé ou outro modelo
apropriado de HDV. Aos chimpanzés infectados com HDV séao
administradas uma ou mais doses de AD-65403 e AD-66810, sozinhas
ou em combinacdo umas com as outras. Regimes de dosagens
exemplificativos incluem uma dose unica de agente RNAI total de 3
mg/kg de AD-65403, 66810-AD, ou uma combinagdo de AD-65403 e
AD-66810 (ou seja, 1,5 mg/kg de cada agente de RNAIi para um total de
3 mg/kg de agente de RNAi administrado como uma mistura ou como
duas doses separadas); ou uma unica dose de 0,3 mg/kg, 1 mg/kg, 3
mg/kg ou 9 mg/kg de dose de agente de RNA. total de AD-65403, 66810-
AD, ou uma combinagao de AD-65403 e AD-66810. Regimes de doses
multiplas exemplificativos incluem, por exemplo, trés doses semanais,
uma por semana usando qualquer um dos niveis de dosagem
fornecidos em regimes de dose unica exemplificativos. Um RNAI de
controle apropriado € também administrado como um controle como €&
rotina na arte.

[00680] O nivel de um ou mais dos S-HDAg, L-HDAg e RNA de HDV,
opcionalmente em combinagdo com HBsAg, € determinado no soro dos
animais pré-dose e a intervalos predeterminados pds-dose, por
exemplo, a cada cinco dias para monitorizar os niveis de antigeno ou
de RNA. A administragao de AD-65403, 66810-AD, ou uma combinagao
de AD-65403 e AD-66810 resulta em silenciamento sustentado e
especifica de HBsAg sérico, resultando em uma melhoria de HDV como
demonstra, por exemplo, uma diminui¢do estatisticamente significativa
em um ou mais de S-HDAg, L-HDAg e RNA de HDV. Estes resultados
demonstram que a administragédo de um ou ambos de AD-65403 e AD-
66810 é eficaz no tratamento do HDV.
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EQUIVALENTES

[00681] Os peritos na técnica reconhecerdao, ou serdo capazes de
determinar usando ndo mais do que experimentagao de rotina, muitos
equivalentes das modalidades e métodos especificos aqui descritos.
Tais equivalentes destinam-se a ser englobados pelo escopo das

seguintes reivindicagoes.
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REIVINDICAGOES

1. Agente de RNAI de fita dupla para inibicdo da expressao
do virus da hepatite B (HBV) em uma célula, caracterizado pelo fato de
que o dito agente de RNAI de fita dupla compreende um filamento senso
e um filamento antissenso que forma uma regiao de fita dupla, em que
a dita fita senso compreende 5- GUGUGCACUUCGCUUCACA -3'
(SEQ ID NO:39), e a dita fita antissenso compreende 5'-
UGUGAAGCGAAGUGCACACUU -3' (SEQ ID NO:40),

em que todos os nucleotideos da dita fita senso e todos os
nucleotideos da dita fita antissenso sao nucleotideos modificados,

em que a dita fita senso € conjugada com um ligante ligado
ao terminal 3', e

em que o ligante € um ou mais derivados de GalNAc ligados
através de um ligante ramificado bivalente ou trivalente.

2. Agente de RNAIi de fita dupla, de acordo com a
reivindicagao 1, caracterizado pelo fato de que pelo menos um dos ditos
nucleotideos modificados € um desoéxi-nucleotideo, um nucleotideo de
desoxi-timina (dT) terminal 3', um nucleotideo modificado por 2'-O-
metila, um nucleotideo modificado por 2'-fluoro, um nucleotideo
modificado por 2'-desodxi, um nucleotideo bloqueado, um nucleotideo
desbloqueado, um nucleotideo restrito de forma adaptavel, um
nucleotideo de etila constrito, um nucleotideo abasico, um nucleotideo
modificado por 2’-amino, um nucleotideo modificado por 2'-O-alila, um
nucleotideo modificado por 2'-C-alquila, , um nucleotideo modificado por
2'-metoxietila, um nucleotideo modificado por 2’-O-alquila, um
nucleotideo  morfolino, um  fosforamidato, um nucleotideo
compreendendo uma base nao natural, um nucleotideo modificado por
tetra-hidropirano, um nucleotideo modificado por 1,5-anidroexitol, um
nucleotideo modificado por  cicloexenila, um nucleotideo

compreendendo um grupo de fosforotioato, um nucleotideo que
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compreende um grupo de metilfosfonato, um nucleotideo
compreendendo um 5'-fosfato, ou nucleotideo compreendendo um
imitador de 5'-fosfato.

3. Agente de RNAIi de fita dupla, de acordo com a
reivindicacao 2, caracterizado pelo fato de que o imitador de 5'-fosfato
€ um 5'-vinil fosfato (5'-VP).

4. Agente de RNAi de fita dupla, de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de que o filamento senso
compreende 5'- gsusguGfcAfCfUfucgcuucaca -3' (SEQ ID NO:41) e o
filamento antissenso compreende 5'-
usGfsugaAfgCfGfaaguGfcAfcacsusu -3' (SEQ ID NO:42), em que a, g,
C, € u sdo 2'-O-metila (2'-OMe) A, 2'-OMe G, 2'-OMe C e 2'-OMe U,
respectivamente; Af, Cf, Gf e Uf sdo 2'-fluoro A, 2'-fluoro C, 2'-fluoro G
e 2'-fluoro U, respectivamente; e s € uma ligagao fosforotioato.

5. Agente de RNAI de fita dupla, de acordo com qualquer

uma das reivindicagdes 1 a 4, caracterizado pelo fato de que o ligante é

Ho O
Q H H
HO o\//\\/”\W/N\//\\/N

AcHN

Ho OH
o)
HO o\/\/\”/N/\/\N
AcHN H H

o)
6. Agente de RNAi de fita dupla, de acordo com a
reivindicagdo 5, caracterizado pelo fato de que o agente de RNAIi é

conjugado com o ligante como mostrado no seguinte esquema
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Ho CH

HO o~
AcHN \/\Ag

\Qo
Ho OH oL
0 H H H
HO O\/\/\H/N\/\/N\n/\/o
O

AcHN
o
Ho (OH
o

HO%OMHMHQ
(@]

AcHN

emque XéOouS.

7. Agente de RNAIi de fita dupla, de acordo com a
reivindicacao 1, caracterizado pelo fato de que a fita senso compreende
5'-gsusguGfcAfCfUfucgcuucacal96-3' (SEQ ID NO: 1275) e a fita
antisenso compreende 5'-usGfsugaAfgCfGfaaguGfcAfcacsusu-3' (SEQ
ID NO: 1285), em que “g”, “c”, e “u” sdo 2'-O-metil (2'-OMe) A, 2'-OMe
G, 2'-OMe C e 2'-OMe U, respectivamente; “Af”, “Cf”, “Gf’ e “Uf’ sdo 2'-
fluoro A, 2'-fluoro C, 2'-fluoro G e 2'-fluoro U, respectivamente; “s” € uma
ligacao fosforotioato; e L96 é N- [tris (GalNAc-alquil) -amidodecanoil)] -
4-hidroxiprolinol.

8. Composicao farmacéutica, caracterizada pelo fato de que
compreende

(@) o agente de RNAIi de fita dupla, como definido em
qualguer uma das reivindicacbées 1a 7, e

(b) uma solugdo sem tamponamento ou uma solugdo
tampao.

9. Uso do agente de RNAI de fita dupla, como definido em
qualquer uma das reivindica¢des 1 a 7, ou da composicao farmacéutica,
como definida na reivindicacao 8, caracterizado pelo fato de que é para
a preparacao de um medicamento para inibir a expressao do gene do
virus da hepatite B (HBV) em uma célula, em que o uso compreende:

(a) colocar em contato a célula com o agente de RNAI de fita

Peticao 870220113019, de 05/12/2022, pag. 365/373



4/5

dupla, como definido em qualquer uma das reivindicagbes 1 a 7, ou a
composigdo farmacéutica, como definida na reivindicagao 8; e

(b) manter a célula produzida na etapa (a) durante um tempo
suficiente para obter a degradacéo do transcrito de mRNA de um gene
do HBV, inibindo assim a expresséo do gene do HBV na célula.

10.Uso, de acordo com a reivindicacao 9, caracterizado pelo
fato de que a expressao do gene HBV ou a replicacéo do HBV & inibida
em pelo menos 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95 %, 98% ou
100%,

em que a inibicdo da expressao do gene de HBV ou a
replicacdo do HBV é medida usando um ensaio baseado em Luciferase
a temperatura ambiente.

11. Uso do agente de RNAI de fita dupla, como definido em
qualquer uma das reivindicagbées 1 a 7, ou da composigdo, como
definida na reivindicagdo 8, caracterizado pelo fato de que é para
fabricacdo de um medicamento para reduc¢ao da carga viral de virus da
hepatite B (HBV), em um individuo infectado com HBV.

12. Uso do agente de RNAI de fita dupla, como definido em
qualquer uma das reivindicagbes 1 a 7, ou da composigcao, como
definida na reivindicagdo 8, caracterizado pelo fato de que é para
fabricagdo de um medicamento para tratar uma infecgao por virus da
hepatite B (HBV) ou um disturbio associado a HBV.

13. Uso, de acordo com a reivindicagao 12, caracterizado
pelo fato de que é para tratar infeccéo pelo virus da Hepatite B (HBV).

14. Uso, de acordo com a reivindicagao 12, caracterizado
pelo fato de que o disturbio associado a HBV é infec¢éo pelo virus da
hepatite D (HDV).

15. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 11
a 14, caracterizado pelo fato de que o individuo € um humano.

16. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 11
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a 15, caracterizado pelo fato de que o agente de RNAI de fita dupla &
para ser administrado ao individuo a uma dose baseada em peso de
0,01 mg/kg a 10 mg/kg ou 0,5 mg/kg a 50 mg/kg; uma dose baseada em
peso de 10 mg/kg a 30 mg/kg; uma dose baseada em peso de 3 mg/kg;
uma dose baseada em peso de 10 mg/kg; ou uma dose fixa de 50 mg a
200 mg.

17. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 11
a 16, caracterizado pelo fato de que o agente de RNAI de fita dupla &
para ser administrado em uma composicdo compreendendo uma
nanoparticula, uma particula lipidica de acido nucleico, um dendrimero,
um polimero, lipossomas, transferossomas, um sistema de distribuigdo
catibnico, ou qualquer combinacdo dos mesmos.

18. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 11
a 17, caracterizado pelo fato de que o agente de RNAI de fita dupla é
para ser administrado com um agente terapéutico adicional.

19. Uso, de acordo com a reivindicagao 18, caracterizado
pelo fato de que o agente terapéutico adicional € um agente antiviral,
um inibidor da transcriptase reversa, um estimulador imune, uma vacina
terapéutica, um inibidor da entrada viral, um oligonucleotideo que inibe
a secrec¢ao ou liberacao de HbsAg, um inibidor de capsideo, um inibidor
de DNA do HVB circular covalentemente fechado (ccc), ou uma

combinagao de qualquer um dos anteriores.
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