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RESUMO
“PROCESSO PARA A PRODUGCAO DE UM MEDICAMENTO ESPECIFICO DE
CELULAS E/OU DE TECIDOS E/OU DE ESTADIOS PATOLOGICOS”

As inflamacdes crénicas representam uma esfera problemidtica
a nivel médico cada vez maior, com um grande impacto sécio-
econdémico. 0 factor de transcricéo T-bet induz
especificamente o desenvolvimento das células TH1 e
controla a producdo do INFgama nestas c¢élulas, e estéa
envolvido no aparecimento de reaccdes inflamatdérias
crbénicas e de doencas auto-imunes. A presente invencdo é
relativa a desoxirribozimas compostas por um dominio
catalitico com a sequéncia nucleotidica GGCTAGCTACAACGA ou
com uma sequéncia modificada com uma accdo bioldgica
equiparéavel, que cliva o ARNm do T-bet em todos os pontos
de ligacdo de purina-pirimidina a que estd ligado, com um
dominio de ligacdo do substrato direito, gque se junta na
extremidade 3’ do dominio catalitico, e com um dominio de
ligacédo do substrato esquerdo gque se junta a extremidade 5’
do dominio catalitico, sendo os dois dominios de ligacdo do
substrato por sua vez complementares a duas regides do ARNm
do T-bet, pelo que hibridizam com o ARNm, s&o activos in
vivo e contém a sequéncia tdo69 GGCAATGAA GGCTAGCTACAACGA
TGGGTTTCT ou td70 TCACGGCAA GGCTAGCTACAACGA GAACTGGGT. E
ainda feita a descricdo de um medicamento que contém uma
desoxirribozima destas e a sua utilizacdo na producdo de um
medicamento destinado ao tratamento de inflamacdes
crbénicas, com vista a inibicdo especifica da expressdo do

T-bet em células-alvos de doentes.



DESCRIGAO
“PROCESSO PARA A PRODUGCAO DE UM MEDICAMENTO ESPECIFICO DE
CELULAS E/OU DE TECIDOS E/OU DE ESTADIOS PATOLOGICOS”

A presente invencdo ¢é relativa a um processo para a
producdo de um medicamento especifico de células e/ou de
tecidos e/ou de estadios patoldégicos, adegquado ao

tratamento de inflamacdes crdnicas.

Antecedentes da Invengédo

As inflamacdes crénicas representam uma esfera problematica
a nivel médico cada vez maior com um grande impacto sécio-
econétmico. Neste Aambito estdo sobretudo incluidos os

seguintes grupos de patologias:

- doencas auto-imunes e doencas do foro reumético
(manifestacdes, por exemplo, na pele, nos pulmdes,
rins, sistema vascular, sistema nervoso, tecido
conjuntivo, sistema locomotor, sistema enddcrino)

- reaccdes alérgicas imediatas e asma

- doencas pulmonares obstrutivas crdénicas (DPOC)

- arteriosclerose

- psoriase e eczema de contacto

- reaccdes de rejeicdo crodénicas apds o transplante de

brgdos, medula Ossea

Muitas destas patologias mostram nas uUltimas décadas uma
prevaléncia crescente néao apenas nos paises
industrializados como em certa medida a nivel mundial.
Assim, na Europa, na América do Norte, no Japdo e na

Australia, mais de 20% da populacdo sofre entretanto de



doencas alérgicas e asma. As doencas pulmonares obstrutivas
crbdnicas sdo actualmente a quinta causa de morte a nivel
mundial e irdo representar no ano de 2020, segundo céalculos
da OMS, a terceira causa de morte mais frequente. A
arteriosclerose com as subsequentes patologias enfarte
cardiaco, ataque apopléctico e doenca arterial oclusiva
periférica tomam o primeiro lugar na estatistica mundial de
morbilidade e mortalidade. A psoriase e o eczema de
contacto sdo em conjunto com a neurodermite as doencas

inflamatdérias crénicas da pele mais comuns.

Devido a uma falta de entendimento suficiente até aos dias
de hoje acerca das interaccdes entre factores ambientais e
uma predisposicéo genética, ocorrem desregulacdes
continuadas do sistema imunitdrio. Neste contexto, ¢é

possivel constatar para estas diferentes patologias os

seguintes principios comuns:

(A) Desenvolve-se uma resposta imunitéria excessiva
contra antigénios normalmente inofensivos para os
humanos. Estes antigénios poderdo ser elementos
ambientais (por exemplo, alergénios como pdlenes,
pélos de animais, alimentos, &caros, substidncias
quimicas como conservantes, corantes, detergentes).
Nestes casos, desenvolve-se nos doentes uma reacgéado
alérgica. No caso, por exemplo, de fumadores
activos e passivos, ocorrem doencas pulmonares
obstrutivas crénicas (DPOC). Por outro lado, o
sistema imunitéario também pode reagir contra
componentes do seu préprio organismo, reconhecendo-
0s como estranhos e despoletando contra eles uma
reaccdo inflamatdéria. Nestes casos, desenvolve-se

uma doenca auto-imune. Em todos 0s casos,



antigénios inofensivos e n&o téxicos séo
indevidamente reconhecidos como estranhos ou
perigosos, e acciona-se uma reaccdo inflamatédria

desmedida.

As patologias passam por estéddios que incluem
iniciacdo, progressdo, portanto evolucdo da reaccédo
inflamatéria, e a destruicdo a 1isso associada e a
remodelacdo com perda de funcionalidade orgénica

(designada por remodeling).

As patologias mostram caracteristicas de
especificidade sub-fenotipicas especificas dos

doentes.

Tomam efectivamente parte na iniciacdo, manutencédo
e nos processos de destruicdo e remodelacéo,
componentes da imunidade inata e adgquirida. Sob a
influéncia da imunidade inata (componentes
importantes: células que apresentam antigénios com
as respectivas diversas populacdes e o sistema
complemento), ocorre uma activacéao e uma
diferenciacéo celular do sistema imunitério
adaptativo (componentes importantes: linfdécitos T e
B). As células T assumem funcdes centrais na
progresséao, ao se diferenciarem em efectores
altamente especializados. Neste caso, activam e
adguirem  certos mecanismos efectores, a que
pertencem sobretudo as seguintes funcdes: producédo
de anticorpos, controlo da funcionalidade das
células efectoras do sistema imunitdrio (como, por
exemplo, granulécitos neutréfilos, baséfilos,

eosindfilos), retrocontrolo de funcdes do sistema



imunitdrio inato, influéncia da funcionalidade de
células ndo hematopoiéticas, como, por exemplo,
epitélio, endotélio, tecido conjuntivo, 0sSso e
cartilagem e, sobretudo, células neuronais. Aqgqui
ocorre uma interaccdo particular entre o sistema
imunitdrio e o sistema nervoso, a partir da qual se
desenvolveu o) conceito da interaccéo

neuroimunoldégica no caso das inflamacdes crdnicas.

Devido a complexidade e aos multiplos aspectos dos quadros
clinicos relacionados como inflamacdes crdnicas, é
necessario colocar os seguintes requisitos a um medicamento

6ptimo para o tratamento de doencas:

(1) As patologias manifestam-se em (sub)-fendtipos
especificos do doente. Por isso, € necessario que o0s
medicamentos apresentem uma grande especificidade
relativamente ao doente ou ao caso.

(2) As patologias passam por fases e estéddios. Por
isso, ¢é necessario que o0s medicamentos tenham uma
especificidade para os estéadios ou fases.

(3) As patologias sédo reguladas por células
diferentemente especializadas. Por isso, ¢é necesséario
que os medicamentos intervenham a nivel especifico das
células.

(4) As patologias manifestam-se em diferentes &rgdos
e compartimentos. Por 1isso, é necessario que o0s
medicamentos tenham uma especificidade de
compartimento ou de &4rgéo.

(5) Os medicamentos devem ser adequados a uma terapia
de longo prazo. Deve-se assim evitar reacgdes do
sistema imunitdrio contra os medicamentos.

(6) O perfil de efeitos secundarios dos medicamentos



deve estar numa relacdo médica e ética para com o
nivel de gravidade, o progndéstico e a evolucdo das

patologias numa relacdo aceitéavel.

Nenhuma das terapias estabelecidas hoje em dia disponiveis
contra inflamacdes crénicas satisfaz estes critérios de
forma ideal. A partir do documento DE 695 11 245 T2,
conhece-se o tratamento com a imunoglobulina A e, a partir
do documento DE 695 18 667 T2, a inibicdo da fosfolipase A,
(PLA;) e/ou da transacilase independente da coenzima A
(CoOA-IT). No centro dos conceitos terapéuticos actualmente
estabelecidos encontram-se, para esta patologia, a terapia
anti-inflamaté4ria ndo especifica e a imunossupresséio.
Assim, muitas das substdncias de accdo anti-inflamatdria
ndo-especificas empregues, tais como o ibuprofeno, o &cido
acetilsalicilico e o paracetamol ndo sdo suficientemente
eficazes ou acarretam uma taxa elevada de efeitos
secunddrios indesejados. Em contrapartida, os esterdides
tém uma maior poténcia de eficécia, mas acarretam por seu
lado efeitos secundédrios graves, como hipertonia, diabetes
e osteoporose. 0s medicamentos imunossupressores da nova
geracdo, como, por exemplo, a ciclosporina e o tacrolimus,

mostram hepatotoxicidade e nefrotoxicidade.

Esta situacdo levou a pesquisa e a testes clinicos de uma

série de moléculas mais recentes, que deverdo intervir de

forma especifica nas desregulacdes imunoldgicas e
citobiolbgicas. A estas pertencem as citoquinas, 0s
receptores das citoquinas e as anti-citoquinas. Os

problemas, associados a estas aplicacdes terapéuticas mais
recentes, incluem a falta de especificidade a nivel das
células e dos o6rgédos, o desenvolvimento de reaccdes

imunitdrias indesejadas contra estas moléculas, assim como



uma eficdcia duvidosa em diversos fendtipos.

Procura-se mals recentemente empregar uma nova classe de
moléculas cataliticas, as denominadas “desoxirribozimas”
(ou “ADNzimas”) (Santoro, 1997), como agentes terapéuticos
para a desactivacdo de genes cuja expressdo provoca
doencas. As desoxirribozimas s&o moléculas de cadeia
simples, que se podem em principio ligar a regides
complementares do ARN e desactiva-las por clivagem. A
utilizacdo especifica de desoxirribozimas como agentes
terapéuticos pressupde, porém, Jque 0S genes que originam a
patologia e o resgspectivo ARNm sejam conhecidos com a maior
precisdo possivel. No entanto, tal apenas se verifica até a

data no caso de poucas doencas.

A desoxirribozima descrita no documento WO 01/11023A1 liga
o RelA (p65) mONA e estd assim dirigida contra o factor de
transcricdo NF-¢B, no documento WO 00/42173 é revelada uma
desoxirribozima de ligacdo do ARNm do EGR-1. O documento WO
99/50452 revela uma desoxirribozima 10 - 23, gque pode ser
utilizada num método de diagndstico para encontrar mutacdes
de &cidos nucleicos. Nenhuma das moléculas anti-sentido e
desoxirribozimas actualmente conhecidas pode ser utilizada
na producdo de um medicamento destinado ao tratamento de

inflamacdes crénicas nos doentes.

Objectivo da invengéo

O objectivo da ©presente invengcdo ¢é o de preparar
medicamentos especificos de células e/ou de tecidos e/ou de
estéddios patoldgicos, que levem a desactivacdo funcional de
moléculas de &acido ribonucleico de factores de transcricéo

e factores das vias de transducdo de sinal, cuja expressédo



estd envolvida no aparecimento de reaccdes inflamatdrias
crbdnicas e de doencas auto-imunes, e que sejam adequados ao
tratamento de reaccdes inflamatdrias crdénicas e de doencas
auto-imunes, sendo eliminadas as desvantagens descritas no
estado da técnica.

Além disso, a invencdo tem por objecto um processo para a
producdo de medicamentos especificos de células e/ou de
tecidos e/ou de estéddios de doenca, o qual identifique as
moléculas de &cido ribonucleico de factores de transcricédo
e de factores das wvias de transducdo de sinal, cuja
expressdo estd envolvida no aparecimento de reaccdes
inflamatérias crénicas e de doencas auto-imunes, e as

desactiva funcionalmente nas células-alvos.

O objectivo é atingido, em conformidade com a invencédo, por
meio de desoxirribozimas especificas de acordo com as
reivindicacdées 1 a 5, um processo de acordo com a
reivindicacdo 6, e um medicamento e a sua utilizacdo de
acordo com as reivindicacbes 7 a 9.

A vantagem da invencdo consiste numa desactivacdo funcional
de moléculas de 4acido ribonucleico de factores de
transcricdo e factores das vias de transducdo de sinal,
para diferenciacdo e/ou expressdo de citoquinas envolvidas
no surgimento de reacc¢des inflamatdrias crbénicas e de
doencas auto-imunes, por meio de desoxirribozimas
especificas e/ou de ARNsi. Esta estratégia distingue-se das
preparacdes convencionais, mas também das de terapia
genética, por uma maxima selectividade e uma méxima
especificidade de células e/ou de tecidos e/ou de estéadios
patoldgicos, uma grande estabilidade das moléculas e uma
antigenicidade desprezavel. Conseguem-se condicdes prévias
bptimas para uma terapia de longa duracdo talhada a medida

no caso de doentes com doencas inflamatdrias croédénicas.



Outros detalhes e vantagens da presente invencdo tornam-se
evidentes a partir das figuras e da descricdo gue se

seguem. As figuras mostram:

Fig. 1: Representacdo esquemdtica da transducdo de sinal

na diferenciac&o de células CD4" em célula THI1 ou

TH2 (modificadas de acordo com Ho I. C. e
Glimcher L. H., “Cell” 2002; 109: pag. 109 -
120) .

Fig. 2: Sequéncia nucleotidica do dominio catalitico da
desoxirribozima 10 - 23 e ligacdo a um ARN-alvo,
por meio de emparelhamento de Watson-Crick. (R =

A ou G; Y =UouC, N=A4, G, U ou G). A seta

mostra o ponto de clivagem no ARNm alvo.

Fig. 3: Pool de moléculas especificas de acido
ribonucleico de acordo com a etapa b), em
particular as desoxirribozimas tdl a td70 contra

T-bet e as resgpectivas sequéncias nucleotidicas

(A = adenina, G = guanina, C = citosina, T =
timina)
Fig. 4: Sequéncias nucleotidicas do gene T-bet humano no
alinhamento

Sequéncia 1: T-bet humano da base de dados n.°:
NM 013351.

Sequéncia 2 T-bet humano (sequenciado de
pBluescript-SK).

As bases divergentes estdo com fundo a cinzento.
As localizacbes dos primers (iniciadores) para a
clonagem do T-bet estédo sublinhadas. As

localizacdes de primers para a quantificacéo



Fig.

Fig.

4A:

5:

relativa no LightCycler estdo envoltas por um
risco. A localizacdo das desoxirribozimas td54 e
td69 encontra-se ao mesmo tempo destacada a
cinzento e sublinhada, a td70 esté ainda
evidenciada em letras gordas

(A = adenina, G = guanina, C = citosina, T =

timina)

Sequéncia nucleotidica 1 do gene T-bet humano da
Figura 4, por sua vez estdo identificados com o
fundo a cinzento 0s pares de nucledtidos GT e AT,
entre o0s quais se encontram outros locais de

clivagem de desoxirribozimas.

A electroforese em gel mostra a clivagem de um
ARNm-alvo (neste caso ARNm de T-bet) com
moléculas especificas de &cido ribonucleico de
acordo com a etapa b), agqui desoxirribozimas
modificadas [ (td54m (vestigio 3), tdé69m (vestigio
4) e td70m (vestigio 5)]. As desoxirribozimas
modificadas (0,25 wuM) sdo incubadas durante 30
min nos 37°C com ARNm de T-bet (0,025 uM)
transcrito in vitro num volume de 10 uL com a
seguinte composicdo de reaccdo: 50 mM Tris pH
7,4, 150 mM NaCl, 10 mM MgCl,. Em seguida, separa-
se o0s produtos por electroforese em gel. O
vestigio M contém o padrdo de comprimento também
introduzido de 3 000 Dbases e 2 000 bases, o
vestigio 2 contém como controlo ARNm sem a adicéo
de desoxirribozima. A seta A indica a banda com
substrato (neste caso ARNm de T-bet), a seta B

indica o maior produto de clivagem. O segundo



Fig.

Fig.

6:

7

10

produto de clivagem é mais pequeno e J& ndo se

encontra nesta figura.

Qualificacdo de quantidades de ARNm de T-bet e de
GAPDH no LightCycler, com células tratadas com as
desoxirribozimas tdb54 (A), tde9 (B) e td70 (C).
As células Jurkat E6.1 sdo transfectadas duas
vezes num intervalo de 24 h com as
desoxirribozimas especificas de T-bet tdb4 (4),
tde9 (B) e td70 (C) ou com desoxirribozima sem
sentido como controlo (ndo representado). Em
seguida, purifica-se ARN, realiza-se uma
transcricdo reversa e emprega-se o ADN obtido no
LightCycler. Como padrdo interno, usa-se o GAPDH
(curvas a tracejado). Mostra-se por sua vez
determinacdes quadruplas de células tratadas com
desoxirribozimas especificas de T-bet ou com
desoxirribozima sem sentido. As curvas continuas
mostram a quantidade de T-bet nas células
tratadas com desoxirribozimas especificas de T-
bet, as linhas ponteadas mostram a quantidade de
T-bet nas células tratadas com desoxirribozimas

sem sentido.

Diagrama da quantificacdo relativa do ARNm de T-
bet nas células Jurkat E6.1. As células Jurkat
E6.1 sdo transfectadas duas vezes com as
desoxirribozimas especificas de T-bet td54, tde6e9 e
td70 e isola-se ARN passadas 48 h. Apds uma
transcricdo reversa, determina-se a gquantidade de
ARNm por meio do LightCycler. Como controlo usa-se
a desoxirribozima sem sentido. A quantificacéo

relativa do ARNm de T-bet e de GAPDH ¢ realizada
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de acordo com instrucdes [descritas no “User
Bulletin” #2 (“ABI Prism 7 700 Sequence detection
System User Bulletin” #2 (2001). Quantificacéao
relativa da expresséo genética.

Http://docs.appliedbiosystems.com/pebiodocs/043038

59.pdf)]. Neste caso, pde-se a guantidade de ARNm
de T-bet da experiéncia de controlo com

desoxirribozima sem sentido igual a 100%.

A Figura 1 mostra numa representacéao esqueméatica,
modificada de acordo com Ho I. C. und Glimcher L. H. -
(“Cell” 2002; 109: pé&g. 109 - 120), as relacdes da
transducdo de sinal na diferenciacdo de células CD4" em
células TH1 ou células TH2. A estimulacdo através do
receptor das células T por meio do respectivo complexo de
péptido-MHC induz a expansdo clonal e a diferenciacéo
programada de linfécitos T CD4" em células T auxiliares TH1
ou TH2. A distincdo entre estes dois subtipos é feita com

base nos seus perfis de citoquinas. As células TH1 produzem

interferdo y (INFy), interleucina 2 (IL-2) e factor de
necrose tumoral (, engquanto as células TH2 segregam IL-4,
IL-5, IL-9 e 1IL-13. As infeccdes bacterianas e virais
induzem uma resposta imunitéaria, que ¢é dominada pelas
células TH1. Por outro 1lado, as células TH2 regulam a
producdo de IgE contra parasitas. Neste caso, existe um
equilibrio entre as células THl1 e as TH2. A destruicéo
deste equilibrio origina doencas, estando uma resposta
excessiva das células TH1 associada a doencas auto-imunes,
enquanto as doencas alérgicas tém por base uma resposta

mails forte das células TH2.

Sabe-se que as citoquinas de TH1 estdo envolvidas na

patogénese de doencas auto-imunes, como, por exemplo,
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uveite auto-imune, encefalomielite alérgica experimental,
Diabetes mellitus tipo 1 ou doenca de Crohn, enquanto as
citoquinas de TH2 (IL A, IL-5, 1IL-13 ou IL-9) estédo
envolvidas no aparecimento de doencas das vias
respiratérias inflamatdrias croédénicas, como, por exemplo,
eosinofilia das vias respiratédrias, hipersecrecdo de muco e
hiperreactividade das wvias respiratdérias. A Dbase destas
doencas consiste em alteracdes patofisioldgicas durante a
producdo de citoquinas caracteristicas, por meio de células
TH especificas de antigénio. Assim, os ratos transgénicos,
que sobreexprimem de forma constitutiva nos epitélios das
vias respiratdria as citoquinas de TH2 IL-4, IL-5, IL-13 ou
IL-9, mostram reaccdes inflamatdrias alérgicas tipicas.
Subpopulacdes das células TH2 nos pulmdes e nas vias
respiratdérias provocam nas células TH2 no modelo animal os

sintomas caracteristicos da asma brdéngquica.

Descobriu-se de forma surpreendente gque ao tratamento,
especifico de <células e/ou de tecidos, de inflamacdes
crbénicas e/ou de doencas auto-imunes, se adequam de forma
ideal factores de transcricdo e factores das vias de
transducdo de sinal para a diferenciacdo e/ou expressdo de
citoquinas, que estdo envolvidas no aparecimento de
reacgdes inflamatdérias crdnicas e de doencas auto-imunes,
como, por exemplo, o factor de transcricdo especifico das
células TH1 T-bet e o factor de transcricédo especifico das

células TH2 GATA-3.

O factor de transcricdo especifico das células TH1 T-bet é
sobretudo responsavel pela diferenciacdo das células T CD'
naive em células TH1. A sua expressdo é controlada pelas

vias de transducdo de sinal dos receptores das células T

(TCR) e pelo receptor de INFy/STAT1. O T-bet transactiva o



13

gene do INFy endbgeno e induz a producdo do INFy. Além
disso, induz a alta regulacdo da expressdo proteica de
cadeias de IL-12RB2 e leva a remodelacdo da cromatina de
alelos individuais do INFy. A fung¢do in vivo do T-bet ¢&
confirmada em ratos knock-out (T-bet™”). Embora os ratos
com deficiéncia em T-bet apresentem um desenvolvimento
normal dos linfécitos, as células T CD4" destes ratos néao
produzem INFY, nem com a estimulacdo com anti-CD3/CD28 nem
com PMA/ionomicina. Os ratos deficientes em T-bet ndo
mostram resposta imunitdria a uma infeccdo por L. major,
estando aumentada a gquantidade de citoquinas das TH2.
Conhece-se a funcdo do T-bet em células T das mucosas no
aparecimento de patologias inflamatdérias do intestino.
Estudos no modelo animal mostram um agravamento da colite
em ratos com SCID (severe combined Iimmunodeficiency =
imunodeficiéncia combinada severa) reconstituida apos
transducdo retroviral do T-bet em células T CD4'CD26L" e, ao
inverso, a transferéncia de células T deficientes em T-bet
ndo leva a uma inducdo da colite.

O factor de transcricdo T-bet induz de forma especifica o
desenvolvimento de células TH1 e controla a produgdo do INFY
nestas células. Através da inibicdo do T-bet, muda-se o
equilibrio entre as células THl1 e TH2 a favor das células

TH2.

Outros factores de transcricdo, que desempenham um papel na
diferenciacdo em células TH1 ou <células TH2 e que
participam na origem das reaccdes inflamatdrias crédénicas e
de doencas auto-imunes, apresentam uma expressdo que €& numa
célula-alvo diferente da expressdo numa célula de controlo
e, de acordo com a invencédo, também sdo empregues na

concepcdo de desoxirribozimas especificas e/ou de ARNsi
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para a aplicacéo terapéutica no caso de doencas

inflamatdérias crdénicas:

e STAT4, STATS5a e STAT1 (signal transducer and activator of
transcription = transdutor de sinal e activador de
transcricéio)

e c-Rel

* CREBZ (cAMP response element-binding protein 2 = proteina
de ligacdo ao elemento de resposta ao cAMP 2)

e ATF-2, ATF-2

e Hlx

e TRF-1 (interferon regulatory factor-1 = factor regulador
do interferdo 1)

e c-Maf

e NFAT (Nuclear factor of activated T cells = factor
nuclear de células T activadas)

e NIP45 (NF-AT 1interacting protein 45 = proteina de
interaccdo NF-AT 45)

e APl (Activator Protein 1 = proteina activadora 1)

e Mel-18

e SKAT-2 (SCAN box, KRAB domain associated with a THZ
phenotype = SCAN box, dominio KRAB associado a um fendtipo
TH2)

e CTLA-4 (Cytolytic T lymphocyte-associated antigen 4 =

antigénio 4 associado aos linfdécitos T citoliticos)

Outros factores das vias de transducéo de sinal,
responsdveis pela diferenciacdo e/ou pela expressdo das
citoquinas e que estdo envolvidos no aparecimento de
reaccgdes inflamatdérias crdnicas e de doencas auto-imunes,
apresentam uma expressdo que € numa célula-alvo diferente
da expressdo numa célula de controlo e sdo igualmente

empregues, de acordo com a invencdo, na concepcdo de
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desoxirribozimas especificas e/ou de ARNsi com vista a

aplicacdo terapéutica em doencas inflamatdérias crdédnicas:

e Src gquinase

e Tec guinase

Rlk (Txk nos humanos)
Itk

Tec

RIBP (proteina de ligacdo R1k/Itk)

PLCy (fosfolipase Cyl)

e MAP guinase (proteina quinase activada por mitogénios)

ERK
JNK
P38

MKK (MAP quinase guinase)

MKK1
MKK2
MKK3
MKK4
MKK6
MKK7

e Rac2

e GADD45 (Growth arrest and DNA damage gene 45 = gene de

interrupcdo do crescimento e de ADN danificado 45)

GADD45p
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GADD45y

¢ SOCS (Suppressors of cytokine signalling = supressores da

sinalizacdo mediada por citoquinas)

CIS (Cytokine-induced SH2 ©protein = ©proteina SH2
induzida por citoguinas)

S0CS1

SOCS2

S0CS3

¢ JAK (Janus quinase)

JAKI1
JAK3

e NIP45 (NF-AT interacting protein = proteina de interaccéo

NE-AT)

Em conformidade com a invencdo, prepara-se um medicamento
especifico de células e/ou de tecidos e/ou de estédios
patoldgicos, adequado ao tratamento de inflamacdes
crdnicas.

O medicamento actua preferencialmente nos pontos de
intervencdo das cascatas complexas das desregulacdes
imunoldgicas e citobioldégicas na base das reaccbes
inflamatdérias crdénicas e das doencas auto-imunes. Em termos
preferenciais, trata-se de ©pontos de intervencdo da
regulacdo da diferenciacdo dos factores de transcricéo
envolvidos, como, por exemplo, o factor de transcricdo T-
bet especifico das células TH1. O efeito terapéutico
atingido consiste numa desactivacdo funcional de moléculas

de ARNm por meio de desoxirribozimas especificas e/ou de
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ARNsi. Esta estratégia proporciona uma série de vantagens
em relacdo a preparacdes convencionais mas também de
terapia genética: uma enorme especificidade e uma enorme
selectividade, grande estabilidade das moléculas e uma
antigenicidade desprezavel. Consegue-se condicdes de base
bptimas para uma terapia de longo prazo talhada a medida no

caso de doentes com doencas inflamatdérias crodnicas.

Em conformidade com a invencdo, arranja-se um processo para
a producdo de um medicamento especifico de células e/ou de

tecidos e/ou de estéddios de doenca, gque inclui as seguintes

etapas:

a) Identificacdo de moléculas de &4cido ribonucleico,
cuja expressdo ge distingue numa célula-alvo em
relacdo a expressdo numa célula de controlo.

b) Concepcéo de moléculas especificas de acido
ribonucleico, que se ligam a moléculas de éacido
ribonucleico da etapa a) e as desactivam em termos
funcionais.

c) Introducdo das moléculas especificas de 4cido
ribonucleico da etapa b) em células-alvos.

d) Formulacdo das moléculas especificas de &cido

ribonucleico da etapa b) e/ou de uma célula-alvo da

etapa c¢) num medicamento.

O conceito “especifico de células e/ou de tecidos e/ou de
estddios patoldgicos” significa, no sentido da presente
invencdo, que o medicamento produzido pelo processo de
acordo com a invencdo ¢é, essencialmente, apenas eficaz no
caso de um certo tipo de células (células-alvos) e/ou em
certos tecidos ou o6rgaos e/ou em certos estadios

patoldégicos, e tem wuma influéncia desprezavel noutras
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células (células de controlo), noutros tecidos ou oérgédos.
Em termos preferenciais, o medicamento ¢é eficaz em pelo
menos 2/3 das células-alvos. Com maior preferéncia em pelo
menos 80% e, com total preferéncia, em pelo menos 98% das
células-alvos. Prefere-se ainda que o medicamento produza
efeito em 10%, no méximo, das células-alvos, com maior
preferéncia em 5% no méximo e, com total preferéncia, em <

1% das células de controlo.

0 conceito “identificacéao de moléculas de dcido
ribonucleico, cuja expressdo numa célula-alvo ¢é diferente
da expressdo numa célula de controlo” abrange na presente

invencdo os seguintes pontos:

i) células-alvos sdo células em tecidos e &érgéaos,
que levam de forma conhecida ao aparecimento de uma
patologia, contribuem para ela ou a reforcam, due
sustentam os processos que mantém a doenca, contribuem
para eles ou os reforcam, ou gue levam a sequelas
tardias de uma doenca, contribuem para elas ou as
reforcam. Destas fazem parte, por exemplo, as células
que apresentam certos factores de transcricéo,
segregam hormonas, citoquinas e factores de
crescimento especificos, ou células com receptores de
superficie tipicos.

ii) As células-alvos podem ser isoladas, por exemplo,
por meio de tecnologias gue se baseiem na ligacdo de
anticorpos especificos. Aplica-se neste caso magnetic

beads, que podem ser obtidos da empresa Miltenyi

(Macs-System), Dynal (DynaBeads) ou BD-Bioscience
(iIMAG) . Em alternativa, isto ocorre pela purificacéo
celular através de anticorpos marcados com

fluorescéncia em locais de células, por exemplo, da
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empresa Cytomation (MOFLO) ou BD-Bioscience (FACS-
Vantage). A pureza das células-alvos ¢ de preferéncia
de pelo menos 80%, com maior preferéncia de pelo menos
95% e, com total preferéncia, de pelo menos 99%.

iii) Processos para o isolamento do ARN encontram-se
descritos, por exemplo, in Sambrook and Russel,

a

“Molecular Cloning, A Laboratory Manual”, 3. edicéo,
Cold Spring Harbor Laboratory (2001), Nova Iorque e
Ausubel et al., “Current Protocols in Molecular
Biology”, John Wiley & Sons (1998), Nova Iorque. Além
disso, ¢ possivel ao especialista médio utilizar kits
(Silika-Technology) disponibilizados no mercado, por
exemplo, o RNeasy Kit da empresa Qiagen, para o
isolamento do ARN. Além disso, prefere-se purificar
directamente o ARNm das células-alvos por meio da
utilizacdo de kits comerciais, ©por exemplo, das
empresas Qiagen (Oligotex mRNA kit), Promega
(PolyATractmRNA Isolation System) ou Miltenyl
(mRNAdirect) .

iv) A identificacdo de ARNm, diferentes entre si, ou
seja, ARNm cuja expressdo na célula-alvo é maior do
que na célula de controlo, ocorre, por exemplo, com
chips genéticos disponiveis no mercado (por exemplo,
MWG, CLONTECH) ou com um processo de hibridizacédo de
filtro (ex.: Unigene) de acordo com as instrucdes do
fabricante. Em alternativa, produz-se ARNm
diferenciais por meio da hibridizacdo substractiva de
ADNc, originados anteriormente de ARNm por reaccdo de
TR (RT-reaction). A estes processos conhecidos do
especialista pertencem, por exemplo, o método SSH
(empresa Clontech) ou o método RDA. A uma forma de
aplicacdo também preferida pertence a combinacdo de

tecnologia de chips e hibridizacdo substractiva. A
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identificacdo dos genes expressos de forma diferencial
ocorre pela utilizacéo da tecnologia de chips
recorrendo a programas disponiveis no mercado, por
exemplo, com o programa Vector Xpression da empresa
InforMax. Aquando da utilizacéo da hibridizacéao
substractiva, ocorre, depois do isolamento dos genes
expressos de forma diferencial com base em processos
convencionais familiares ao especialista, como a
clonagem e o posterior sequenciamento (ver, por
exemplo, Sambrook and Russel, "Molecular Cloning, A
Laboratory Manual”, 3.2 edicdo, Cold Spring Harbor
Laboratory” (2001), Nova Iorque e Ausubel et al.,
“Current Protocols in Molecular Biology”, John Wiley &
sSons (1998), Nova Torque), um alinhamento de
sequéncias numa base de dados, como, por exemplo, O
banco de genes (www.ncbi.nlm.nih.gov).

A expressdo na célula-alvo distingue-se da expressédo
numa célula de controlo. Numa forma de execucdo do
processo segundo a invencdo, a expressdo na célula-
alvo ¢é maior do que a expressdo numa célula de
controlo, de preferéncia pelo menos 1,5 vezes maior.
Numa forma de execucdo particularmente preferida, a
expressdo na célula-alvo é pelo menos 5 vezes maior do
que a expressdo numa célula de controlo e, numa forma
de execucdo totalmente preferida, a expressdo apenas
pode ser detectada na célula-alvo e ndo na célula de

controlo.

O conceito “concepcdo de moléculas de acido ribonucleico,
que se ligam a moléculas de &cido ribonucleico da etapa a)
e as desactivam em termos funcionais” abrange, no sentido
da presente invencdo, a utilizacdo de enzimas de ADN

desactivadoras de ARN (desoxirribozimas) e/ou ARN small-
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interfering (ARNsi), que desactivam moléculas de A&cido
ribonucleico em termos funcionais. 0 conceito
desoxirribozimas abrange, neste caso e segundo a invencéo,
moléculas de ADN que reconhecem e <clivam de forma

especifica a sequéncia-alvo do &cido nucleico, tanto ADN

como ARN. Um modelo geral de desoxirribozimas é
representado pelo modelo “10 - 23”. As desoxirribozimas do
modelo 10 - 23 - também denominadas "desoxirribozimas 10 -
23" - tém um dominio 25 catalitico de 15 Aacidos

desoxirribonucleicos, tendo por vizinhos dois dominios de
ligacdo do substrato. O comprimento dos dominios de ligacéo
do substrato é variével, podendo ter o mesmo comprimento ou
diferentes comprimentos. Numa execucao preferida, o
comprimento dos dominios de ligacdo do substrato vai de 6 a
14 nucledbdétidos. Numa execucdo particularmente preferida, os
dominios de ligacdo do substrato sdo completamente
complementares a regido que estd contigua ao ponto de
clivagem. De modo a ligar o ARN-alvo e a cliva-lo, nédo é
contudo imprescindivel que a desoxirribozima seja
totalmente complementar. Estudos in vitro mostram que as
desoxirribozimas do tipo 10 - 23 clivam o ARNm-alvo em

sequéncias de purina-pirimidina.

De modo a utilizar as desoxirribozimas no tratamento de
doencas, ¢é preferivel que essas desoxirribozimas estejam
estabilizadas tanto quanto possivel contra degradacdo no
organismo (no sangue, no meio intracelular, etc.). Uma
execucdo preferida é a introducdo de uma inversdo 3’-37
numa ou em mais extremidades da desoxirribozima. O conceito
inversdo 3’-3’ designa uma ligacdo covalente de fosfato
entre os carbonos 3’ do nucledtido terminal e do nucledtido
adjacente. Este tipo de ligacdo contrasta com a ligacédo

fosfato normal entre os carbonos 3’ e 5’ de nucledtidos
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sequenciais. Em conformidade com isso, prefere-se que o
nucledétido na extremidade 3’ seja inverso ao dominio de
ligacdo do substrato adjacente a extremidade 3’ do dominio
catalitico. Além das inversbes, as desoxirribozimas podem
conter nucledtidos modificados ou compostos nucleotidicos.
Os nucledétidos modificados contém, por exemplo, compostos
de amidato de N3'-P5'-fésforo, substituicbes de 2'-O-metilo
e compostos de péptidos-adcidos nucleicos. A sua producdo é

familiar ao especialista.

Embora os pontos de clivagem de desoxirribozimas potenciais
existam de forma ubigqua, estes encontram-se com frequéncia
bloqueadas pela estrutura secunddria do ARN e 1logo
inacessiveis as desoxirribozimas. Por conseguinte,
selecciona-se dum pool de desoxirribozimas aquelas cujos
pontos de clivagem sédo de livre acesso. Estas
desoxirribozimas seleccionadas estdo activas, «clivam o
ARNm-alvo e desactivam-no com isso em termos funcionais. A
eficiéncia da clivagem do ARNm pelas diferentes
desoxirribozimas é mostrada pelo teste individual de cada
desoxirribozima ou por teste conjunto de varias
desoxirribozimas em “ensaios multiplexing” (descrito, por

exemplo, in Cairns et al., 1999).

O conceito ARNsi abrange, segundo a invencdo, moléculas de
ARN compridas de 21 - 23 bases de cadeia dupla, gque levam a
uma degradacdo esgpecifica do ARNm-alvo complementar 1in
vitro e também in vivo. O especialista conhece, com base na
literatura (por exemplo,
http://www.mpibpc.gwdg.de/abteilungen/100/105/index.html,

como produzir moléculas de ARNsi a partir da sequéncia do

ARNm-alvo.
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A probabilidade de que, entre trés moléculas de ARNsi
escolhidas, se encontre pelo menos uma altamente activa
(inibicdo do ARN-alvo em pelo menos 80%) ¢é indicada na
literatura com o valor de pelo menos 70%. De um pool de
moléculas de ARNsi, selecciona-se aquelas que levam a uma
degeneracdo esgpecifica do ARNm-alvo complementar tanto 1in

vitro como in vivo.

O conceito “introducdo das moléculas especificas de é&cido
ribonucleico da etapa b) em células-alvos” abrange, no
sentido da presente invencdo, a transfeccdo de vectores, em
particular de plasmideos, cosmideos, virus ou
bacteridéfagos, que contém as moléculas de adcido
ribonucleico especificas de acordo com a invencdo acima
descritas, nas células-alvos. Em termos preferenciais, os
vectores adequam-se a transformacdo de células animais e
humanas e permitem a integracdo das moléculas de &cido
ribonucleico segundo a invencdao. Os processos de
transfeccdo, como, por exemplo, lipofeccdo por meio de
DMRIE-C da empresa Invitrogen sédo conhecidos do
especialista a partir da literatura. Em principio, adequam-
se a este fim também os vectores lipossdmicos. As
moléculas-alvos sdo factores de transcricdo, células que
segregam hormonas, citoquinas e factores de crescimento,
mas também células que tém receptores expressos na
superficie.

Como células de controlo recorre-se, no sentido da
invencdo, a células saudaveis do tecido alvo, células do
mesmo tipo de outros compartimentos do mesmo doente ou

também de individuos saudaveis.

A cultura das células-alvos ¢é feita em meios de cultura

adaptados de forma correspondente as necessidades dessas
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células-alvos em termos de pH, temperatura, concentracéo
salina, antibidéticos, vitaminas, oligoelementos e
arejamento. O conceito doente diz do mesmo modo respeito a
humanos e animais vertebrados. Deste modo, o medicamento

pode ser utilizado na medicina humana e veterinéria.

O conceito “formulacdo das moléculas especificas de é&cido
ribonucleico da etapa b) ou de uma célula-alvo da etapa c)
num medicamento” inclui composicdes aceitdveis a nivel
farmacéutico, que contenham modificacdes e “prodrugs”,
desde qgue ndo causem, depois de uma avaliacdo médica
fidvel, uma toxicidade excessiva, 1rritacdes ou reaccdes
alérgicas no doente. 0O termo “prodrug” ¢é relativo a
compostos que sdo transformados para melhorar a absorcéao,

como, por exemplo, através de hidrélise, no sangue.

Em termos preferenciais, a formulacdo permite que as
moléculas especificas de acido ribonucleico sejam
ministradas ao doente na forma de uma composicdo aceitéavel
a nivel farmacéutico, seja por via oral, rectal,
parenteral, intravenosa, intramuscular ou subcuténea,
intracisternal, intravaginal, intraperitoneal, intratecal,
intravascular, local (pbds, pomadas ou gotas) ou na forma de

pulverizacéio.

As formas de dosagem para a administracdo local do
medicamento desta invencéo incluem pomadas, pbs,
pulverizadores ou inaladores. O componente activo é
misturado sob condicdes estéreis com uma substidncia de
suporte aceitédvel a nivel fisioldgico e com possiveis
conservantes, tampdes ou agentes de expansdo, em funcdo do
necessario. O tipo de dosagem ¢é determinado pelo médico

responsavel pelo tratamento em conformidade com os factores
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clinicos. O especialista sabe que o tipo de dosagem depende
de diversos factores, tais como, por exemplo, tamanho
corporal, peso, superficie corporal, idade, sexo ou do
estado geral de saude do doente, mas também do meio a ser
administrado de forma especial, da duracdo e do tipo de
administracéo e de outros medicamentos, que sejam

possivelmente ministrados em paralelo.

0O medicamento produzido pelo processo de acordo com a
invencdo apresenta uma elevada especificidade relativamente
a doente, doenca, estéddio ou fase. Provoca uma intervencdo
egspecifica das células e & especifico de compartimentos e
6rgdos. N&o surgem reaccdes ou apenas muito poucas do
sistema imunitédrio contra o medicamento, e o perfil de
efeitos secundédrios fica numa relacdo aceitédvel em relacéo
ao grau de gravidade, ao progndstico e a evolucdo da
doenca. O medicamento pode ser aplicado na terapia contra
um conjunto de grupos de patologias relacionados com
inflama¢des crénicas, como, por exemplo, doencas auto-
imunes, doencas do foro reumético (manifestacdes, por
exemplo, na pele, nos pulmbdes, rins, sistema vascular,
sistema nervoso, tecido conjuntivo, sistema de locomocéo,
sistema enddédcrino), reaccdes alérgicas do tipo imediato e
asma, doencas pulmonares obstrutivas crdnicas (DPOC) ,
arteriosclerose, psoriase e eczema de contacto, assim como
contra reaccdes de rejeicdo crodénicas apds transplante de

6rgdos e de medula dssea.

Exemplo

a) Identificagdo de moléculas de acido ribonucleico, cuja

expressdo numa célula-alvo é diferente da expressdo numa

célula de controlo
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i) como células-alvos, emprega-se as células CD4"
naives responséaveis pelo aparecimento de reaccgbes
inflamatérias crédnicas.

ii) As células-alvos CD4" sdo isoladas através de
magnetic beads (empresa Miltenyi (Macs-System) Dynal
(DynaBeads) ou BD-BRioscience (iMAG), em alternativa
por meio de anticorpos marcados com fluorescéncia em
locais de células, por exemplo, da empresa Cytomation
(MOFLO) ou BD-Bioscience (FACS-Vantage).

iii) O isolamento do ARN ocorre por um método padréo,
ver Sambrook and Russell, “Molecular Cloning, A
Laboratory Manual”, 3.2 edicdo, Cold Spring Harbor
Laboratory (2001), ©Nova Torque e Ausubel et al.,
“Current Protocols in Molecular Biology”, John Wiley &
Sons (1998), Nova Iorque. Em alternativa, emprega-se
um kit RNeasy da empresa Qiagen, ou ¢é feito o
isolamento directo do ARNm de células-alvos CD4' com o
Oligotex mRNA Kit da empresa Qia-20 gen de acordo com
as instrucdes do fabricante.

iv) A identificacdo de ARNm, que sdo distintos de
forma diferencial, ou seja, ARNm cuja expressdo na
célula-alvo é maior do que na célula de controlo, é
feita por meio de chips de genes (por exemplo, MWG,
CLONTECH) e a identificacdo dos genes expressos de
forma diferencial é feita por meio do Programa Vector
Xpression da empresa Infor-Max.

Os processos de hibridizac&do por filtro (por exemplo,
Unigene) de acordo com as instrugdes do fabricante. O
isolamento dos genes expressos de forma diferencial
inclui clonagem, sequenciamento (de acordo com
instrucdes padrédo, ver, por exemplo, Sambrook and

Russell, “Molecular Cloning, A Laboratory Manual”, 3.°
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edicdo, Cold Spring Harbor Laboratory (2001) e o
alinhamento de sequéncias na base de dados de genes
(www.ncbi.nlm.nih.gov) . A expressao do T-bet
distingue-se na célula-alvo (célula TH1)
comparativamente a expressdo numa célula de controlo

(por exemplo, célula ThO).

b) Concepgédo de moléculas especificas de acido
ribonucleico, que se 1ligam as moléculas de 4acido
ribonucleico da etapa a) e as desactivam em termos

funcionais

A Figura 3 mostra o pool tdl - td78, de acordo com a
invencédo, de desoxirribozimas especificas contra o ARNm do
T-bet. As desoxirribozimas apresentam um comprimento total
de 33 nucledtidos, indo o dominio catalitico central de 15
nucledétidos (em letras mintsculas) corresponder ao dominio
catalitico da desoxirribozima 10 - 23 conhecida (Figura 2).
Este dominio catalitico tem adjacentes dois dominios de
ligacdo do substrato, esquerdo e direito, compostos por 9
nucledétidos, respectivamente (em letras maiutusculas). A
sequéncia nucleotidica dos dominios de ligacdo do substrato
esquerdo e direito é distinta e varia nas desoxirribozimas
tdl a td78, ocorrendo uma ligacdo especifica diferente por

meio de emparelhamento de Watson-Crick ao ARNm de T-bet.

A Figura 2 mostra o modelo geral de ligacdo da
desoxirribozima 10 - 23 a um ARN-alvo opcional marcado com

N, indicando a seta o ponto de clivagem no ARNm-alvo.

Visto saber-se com base na literatura que as
desoxirribozimas separam de forma eficaz o ARNm-alvo em

ligacdes de purina-uracilo na forma de ligacdes de purina-
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citosina, constrdéi-se preferencialmente 5 desoxirribozimas
que separam em ligacgdes de purina-uracilo. O modelo
mostrado na Figura 2 pode ser transferido em termos do seu
funcionamento para a ligacgdo das desoxirribozimas tdl a
td78 ao ARNm do T-bet.

As desoxirribozimas tdl a £d78 sdo empregues sem
modificacdo em experiéncias in vitro, em experiéncias em
culturas de células providas de modificacdes (disponiveis
no mercado pela empresa Eurogentec). Como modificacbdes para

estabilizar e proteger, emprega-se:

1) uma timidina inversa estabilizadora na
extremidade 3’

2) uma marcacdo FAM na extremidade 5’ para avaliar a
eficiéncia de transfeccdo das células por meio de

andlise FACS.

Com vista a representacdo das propriedades de clivagem das
desoxirribozimas e a desactivacdo funcional do ARNm-alvo do
ARNm de T-bet, a transcricdo in vitro do ARNm de T-bet de
sangue completo EDTA humano é realizada por meio do QIAamp-
RNA-Blood-Mini-Kit (Qiagen, Alemanha) de acordo com as
instrucdes do fabricante. A Figura 4 mostra a sequéncia
nucleotidica do T-bet humano, como se pode ver nas entradas
da base de dados [ PubMed
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotid
e)] n.°: NM 013351, sequéncia 1. A transcricdo reversa tem
lugar com o primer de avanco CGGCCCGCTGGA-GAGGAAGC e o
primer reverso CACACACCCACACACAACC de acordo com 0s
procedimentos padrio (ThermoScript da Invitrogen),
amplificando-se um produto PCR com um comprimento de 2 450
nucledétidos. Este produto PCR ¢é <clonado por meio de

processos padrdo no plasmideo pBluescript-SK (Stratagene) e
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sequenciado para fins de teste. A Figura 4 mostra uma
comparacdo da sequéncia de &4cidos nucleicos do T-bet n.°
NM 013351 (sequéncia 1) e da sequéncia sequenciada
(sequéncia 2). Neste —caso, verifica-se que as duas
sequéncias ndo sdo completamente idénticas, estando em vez
trocadas bases individuais. A sequéncia de &4cidos nucleicos
2 do T-bet da Figura 4 constitui nesta invencdo a base da

construcdo de desoxirribozimas contra o ARNm do T-bet.

A Figura 4A mostra a sequéncia nucleotidica da sequéncia 1
do gene do T-bet humano da Figura 4 e estdo ai
identificados com fundo a cinzento por sua vez dois
nucledétidos GT ou AT, entre os gquais se encontram outros

pontos de clivagem de desoxirribozima potenciais.

A producdo do ARNm do T-bet é feita pela linearizacédo do
plasmideo que contém o T-bet pBluescript-SK, por clivagem
com a enzima de restricdo Xba I (Fermentas) e por
transcricdo in vitro de acordo com as instrucdes do
fabricante (Ambion). O ARNm do T-bet encontra-se com um

comprimento de 2 550 nucledétidos ao todo.

As experiéncias de clivagem in vitro do ARNm do T-bet com
as desoxirribozimas (tdl a td78) sdo realizadas num volume
de 10 uL da seguinte composicdo de reaccdo: 50 mM Tris, pH
= 7,4, 150 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 0,25 pM desoxirribozimas e
0,025 uM de ARNm de GATA-3 transcrito in vitro (numa
relacdo de substrato para desoxirribozimas de 1 : 10). As
reaccdes sdo incubadas nos 37°C durante os periodos de
tempo indicados, respectivamente. Através da adicdo de RNA-
Sample-Loading-Buffer (Sigma) contendo formamida e EDTA, a
reaccdo ¢é interrompida. As amostras desnaturadas sé&o

separadas em géis de agarose-TAE a 1,3% e sdo analisadas no
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transiluminador de UV.

A Figura 5 mostra, como resultado da electroforese em gel,
a clivagem do ARNm-alvo do T-bet com desoxirribozimas
modificadas [td54-M (vestigio 3), tde9-M (vestigio 4),
td70-M (vestigio 5)]. O vestigio 2 contém como controlo
ARNm-alvo do T-bet sem a adicdo de desoxirribozima. Um
padrdo de comprimento também veiculado (vestigio M) mostra
tamanhos de banda de 2 000 bp e 3 000 bp. As setas indicam
em A as bandas com o substrato (neste caso ARNm de T-bet) e
B um dos dois produtos de clivagem (o outro produto de

clivagem ndo pode ser visto nesta figura).

A comparacdo entre todas as 78 desoxirribozimas mostra que
as td54, tdoe9 e td70 sdo particularmente activas, em que as
modificacdes nao reduzem a eficécia dessas
desoxirribozimas. A tabela seguinte mostra a classificacéo
das desoxirribozimas tdl a td78 contra o ARNm de T-bet 3 em
4 grupos. Esta classificacdo por grupos é€ feita com base em
testes de actividade realizados in vitro das
desoxirribozimas contra ARNm de T-bet. O grupo 1: grande
actividade de clivagem, grupo 2: actividade média de
clivagem, grupo 3: fraca actividade de clivagem e grupo 4:

sem actividade de clivagem mensuravel.

Grupo td Actividade contra

ARNm de T-bet

1 54, 69, 70 Grande actividade
de clivagem

2 21, 24, 28, 29, 30, 45, 71, 72, 77, 78 Actividade de

clivagem média

3 13, 19, 22, 23, 25, 27, 31, 32, 44, Fraca actividade
40, 47, 48, 50, 51, 53, 55, 50, 57, de clivagen
58, 60, 61, 62, 65, 67, 68, 73, 74, 75
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4 1, 2, 3, 4, 5, o, 7, 8, 9, 10, 11, 12, Sem actividade de
14, 15, 1e6, 17, 18, 20, 26, 33, 34, clivagemn

c) Introdugdo das moléculas especificas de 4cido

ribonucleico da etapa b) em células-alvos

Emprega-se as desoxirribozimas td54, td69 e td70, com e sem

as modificac®es descritas, em células-alvos.

Nesse intuito, faz-se a cultura de células Jurkat E6.1
(human acute T cell leukemia cells) em meio RPMI com 100
U/mL de penicilina, 0,1 mg/mL de estreptomicina e 10% de
FKS nos 37°C, em atmosfera de CO; a 5% humidificada. As
transfeccdes sdo realizadas em placas de 6 cavidades. Para
isso, transfere-se 2 x 10° células Jurkat E6.l1 para meio de
cultura celular Opti-MEM I (Invitrogen) e transfecta-se por
meio de DMRIE-C (Invitrogen) com as desoxirribozimas
modificadas (0,3 uM) (segundo as instrucdes do fabricante
Invitrogen). Passadas 10 horas de incubacdo na incubadora
sob as condig¢des anteriormente referidas, adiciona-se meio
RPMI (com os aditivos acima indicados) e continua-se a
incubacdo durante mais 14 horas. As células sdo lavadas com
meio Opti-MEM e depois de novo transfectadas de acordo com
o protocolo acima descrito. Apds cada transfeccdo, avalia-

se a eficiéncia de transfeccdo por meio de anédlise FACS.

Apds a transfeccdo das células Jurkat E6.1, determina-se
quantitativamente a quantidade de ARNm de T-bet
relativamente a expressdo do ARNm de GAPDH por meio de PCR
em tempo real (LightCycler, Roche), de modo a obter

informacdes reais acerca da eficdcia in vitro das
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desoxirribozimas.

Para fins de anédlise do LightCycler, purifica-se o ARN das
células Jurkat E6.1 por meio do RNeasy Mini Kit (Qiagen,
Alemanha) e normaliza-se seguidamente por fotometria. Apds
transcricdo reversa com SuperScript II (Gibco) de acordo
com as instrucbes do fabricante, segue-se a andalise
quantitativa do T-bet e do ARNm de GAPDH no LightCycler. O
volume total para a PCR é de 20 uL, em que estdo contidos 1
uL de ADN, 1 uL (0,5 uM) de primer sentido e primer anti-
sentido cada, e 10 pL de QuantiTect-SYBR-Green-PCR-Master-
Mix (Qiagen, Alemanha). Os primers de PCR utilizados para o
T-bet s&o: sentido 5’ -CCCACCATGTCCTACTACCG-3'; anti-sentido
5’ -GCAATCTCAGTCCACACCAA-3'. Os primers de PCR para GAPDH
sdo: sentido 5’'-TCTTCTTTTGCGTCGCCAG-3’ e anti-sentido 5'-
AGCCCCAGCCTTCTCCA-3'. As condicdes de PCR sdo: desnaturacéio
(15 min, 95°C), amplificacdo (15 s nos 95°C, 25 s nos 59°C,
25 8 nos 72°C de 50 ciclos) e depois extensdo final de 2
min nos 72°C. A curva de fusdo que se segue é gerada do
seguinte modo: 0 s nos 95°C, 15 s nos 60°C, e depois
aumenta-se a temperatura em etapas de 0,2°C para os 97°C,
medindo-se ao mesmo tempo em continuo a fluorescéncia. A
curva de fusdo serve para fins de controlo interno, visto
que todos os produtos PCR tém uma temperatura de fusédo

especifica.

O SYBR-Green ¢é um corante fluorescente (contido no
QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix), que se liga a cadeia
dupla de ADN. Se durante a extensdo ocorrer a duplicacdo do
ADN, o SYBR-Green ligar-se-lhe-& e gerarda um sinal de
fluorescéncia dependente de ligacdo, que ¢é detectado pelo
LightCycler na extremidade de cada extensdo. Quanto maior a

quantidade de matéria-prima, mais cedo se detecta o aumento
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significativo da fluorescéncia. 0O software do LightCycler
representa em grafico niveis registados de intensidade de

fluorescéncia contra os ciclos.

Na Fig. 6 encontram-se representadas curvas de amplificacédo
do LightCycler de ARNm de T-bet e de GAPDH, apbs o
tratamento de células Jurkat E6.1 com as desoxirribozimas
td54m, td69m e td70m, em comparacdo com a desoxirribozima

sem sentido.

O respectivo “crossing point” (Ct), definido como <ciclo
PCR, no qual a fluorescéncia se distingue pela primeira vez
de forma significativa da fluorescéncia de fundo, &
determinado manualmente com o método de Fit-Point do
software do LightCycler. A quantificacdo relativa do ARNm
de T-bet e de GAPDH em células tratadas com
desoxirribozimas, em comparacdo com células tratadas com
desoxirribozima sem sentido, ¢ realizada de acordo com as
instrucdes descritas no “User Bulletin” #2 (ABI Prism 7 700
Sequence detection System User Bulletin #2 (2001) Relative
quantification of gene expression
http://docs.appliedbiosystems.com/pebiodocs/04303859.pdQf) .
Neste caso, a quantidade de ARNm de T-bet da experiéncia de
controlo ¢é definida para igual a 100%. Os dados da
quantificacéo relativa encontram-se representados em

grafico na Fig. 7.

Em comparacdo com o tratamento com a desoxirribozima sem
sentido, verifica-se que a desoxirribozima tdé69m leva a uma
supressdo de 81,3%, e a desoxirribozima td70m a uma
supressdo de 81,0%, enquanto a desoxirribozima tdb4m né&o

produz qualquer efeito de supressdo sobre o ARNm de T-bet.
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Isso significa que a desoxirribozima tdb4m n&o estéd activa
in vivo, enquanto as desoxirribozimas td69m e td70m também
desactivam em meio celular o ARNm de T-bet. A reducédo
especifica do ARNm de T-bet in vivo pelas desoxirribozimas
td6e9m e td70m representa assim uma ferramenta terapéutica

eficaz no tratamento de doencas inflamatdérias crédnicas.

d) Formulagdo do &cido ribonucleico especifico da etapa

b) e/ou de uma célula-alvo da etapa c) num medicamento

A anédlise de diversas desoxirribozimas com dominio de
ligacdo do substrato especifico de T-bet mostra que as
desoxirribozimas td69 e td70 inibem especificamente a
expressdo do T-bet in vivo e se adequam, como &acido
ribonucleico especifico, a producdo de um medicamento
especifico de células e/ou de tecidos e/ou de estadios

patoldgicos.

Para isso, a td69 (GGCAATGAAggctagctacaacgaTGGGTTTCT) ou a
£d70 (TCACGGCAAggctagctacaacgaGAACTGGGT) ou células
transfectadas com a tdé9m ou a td70m sdo providas, numa
composicdo farmacéutica, de um veiculo aceitdvel a nivel
farmacéutico, por exemplo, lipossomas ou polimeros

biodegradéaveis.

Em alternativa as desoxirribozimas, propde-se para a
inibicdo especifica da expressdo do T-bet e para a producéo
de um medicamento especifico de células e/ou de tecidos

e/ou de estadios patoldgicos, a utilizacdo de ARNsi.

Preferencialmente, trata-se de ARNsi para a inibicdo do T-

bet humano. A producdo do ARNsi é conhecida do especialista
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e encontra-se descrita na literatura. Um exemplo de

sequéncia de ARNsi:

Fonte Sequéncias de &cidos nucleicos
T-bet Cadeia sentido: UCAGCACCAGACAGAGAUGATIT
humano Cadeia anti-sentido: CAUCUCUGUCUGGUGCUGAdTAT

E evidente ao especialista que, com o saber da presente
invencéao, também se possa produzir facilmente
desoxirribozimas especificas ou ARNsi como medicamento no
caso de doencas inflamatdérias crdénicas e de doencas auto-
imunes, que estejam dirigidas contra outros factores de
transcricdo, os quais desempenham um papel na diferenciacéo
em células TH1 ou em células TH2, por exemplo, STAT4,
STAT5a, STAT1, c-Rel, CREB2, ATF-2, ATF-2, Hlx, IRF-1, c-
Maf, NFAT, NIP45, APl1, Mel-18, SKAT-2, CTLA-4 ou contra
outros factores das vias de transducdo de sinal na
diferenciacdo e/ou na expressdo de citoquinas, por exemplo,
Src quinase, Tec guinase, Rlk (Txk nos humanos), Itk, Tec,

RIBP, PLCy, MAP quinase, ERK, JNK, P38, MKK, MKKl, MKK2,

MKK3, MKK4, MKK6, MKK7, RacZ, GADD45, GADD45(, GADD4by,
socs, CIS, SOCSsSl, SOCs2, SOCs3, JAK, JAK1l, JAK3, NIP45.

Estas proteinas apresentam uma expressdo que é maior numa

célula-alvo do gque a expressdo numa célula de controlo.
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<400> 41

ccaccaagag gctagctaca acgacacgtc cac 33

<210> 42
<211> 33
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> desoxirribozima td42 contra ARNm de T-bet
<222> (1)..(33)

<400> 42

gctggtccag gctagctaca acgacaagac cac 33



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<400>

43
33
ADN

Homo sapiens

desoxirribozima td43 contra ARNm de T-bet
(1)..(33)
43

gctctggtag gctagctaca acgacgccag tgg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<221>

<222>

<400>

44
33
ADN

Homo sapiens

desoxirribozima td44 contra ARNm de T-bet

(1)..(33)

44

ctgcacccag gctagctaca acgattgccg ctc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

45
33
ADN

Homo sapiens

desoxirribozima td45 contra ARNm de T-bet

(1)..(33)

33

33

51



<400>

52

45

cacactgcag gctagctaca acgaccactt gcc 33

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<221>

<222>

<400>

46
33
ADN

Homo sapiens

desoxirribozima td46 contra ARNm de T-bet

(1) ..(33)

46

ctttccacag gctagctaca acgatgcacc cac 33

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<221>

<222>

<400>

47
33
ADN

Homo sapiens

desoxirribozima td47 contra ARNm de T-bet

(1) ..(33)

47

gcctttccag gctagctaca acgaactgca ccc 33

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

48
33
ADN

Homo sapiens



<221> desoxirribozima td48 contra ARNm de T-bet
<222> (1) ..(33)

<400> 48

ttcctggcag gctagctaca acgagctgcc ctc

<210> 49
<211> 33
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> desoxirribozima td49 contra ARNm de T-bet
<222> (1).. (33)

<400> 49
gtggacgtag gctagctaca acgaaggcgg ttt

<210> 50

<211> 33

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> desoxirribozima td50 contra ARNm de T-bet

<222> (1)..(33)

<400> 50
ccgggtggag gctagctaca acgagtacag gcg

<210> 51

<211> 33

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> desoxirribozima td51 contra ARNm de T-bet
<222> (1)..(33)

<400> 51
cctggcgcag gctagctaca acgaccagtg cgc

53

33

33

33

33



54

<210> 52

<211> 33

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> desoxirribozima td52 contra ARNm de T-bet
<222> (1) ..(33)

<400> 52
caaatgaaag gctagctaca acgattcctg gcg 33

<210> 53

<211> 33

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> desoxirribozima td53 contra ARNm de T-bet

<222> (1)..(33)

<400> 53

tttcccaaag gctagctaca acgagaaact tcc 33

<210> 54
<211> 33
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> desoxirribozima td54 contra ARNm de T-bet
<222> (1)..(33)

<400> 54
attgttggag gctagctaca acgagccccc ttg 33

<210> 55
<211> 33



55

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> desoxirribozima td55 contra ARNm de T-bet
<222> (1) ..(33)

<400> 55
tgggtcacag gctagctaca acgatgttgg acg 33

<210> 56
<211> 33
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> desoxirribozima td56 contra ARNm de T-bet
222> (1)..(33)

<400> 56
tctgggtcag gctagctaca acgaattgtt gga 33

<210> 57
<211> 33
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> desoxirribozima td57 contra ARNm de T-bet
<222> (1)..(33)

<400> 57
gcacaatcag gctagctaca acgactgggt cac 33



56

<210> 58
<211> 33
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> desoxirribozima td58 contra ARNm de T-bet
<222> (1) ..(33)

<400> 58
ggagcacaag gctagctaca acgacatctg ggt 33

<210> 59
<211> 33
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> desoxirribozima td59 contra ARNm de T-bet
<222> (1) ..(33)

<400> 59
actggagcag gctagctaca acgaaatcat ctg 33

<210> 60
<211> 33
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> desoxirribozima td60 contra ARNm de T-bet
<222> (1) ..(33)



<400>

57

60

atggagggag gctagctaca acgatggagc aca 33

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<221>

<222>

<400>

61
33
ADN

Homo sapiens

desoxirribozima tdé6l contra ARNm de T-bet

(1)..(33)

61

tggtacttag gctagctaca acgaggaggg act 33

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<221>

<222>

<400>

62
33
ADN

Homo sapiens

desoxirribozima td62 contra ARNm de T-bet

(1)..(33)

62

gggctggtag gctagctaca acgattatgg agg 33

<210>
<211>
<212>
<213>

63
33
ADN

Homo sapiens



58

<220>
<221> desoxirribozima td63 contra ARNm de T-bet
<222> (1)..(33)

<400> 63
tcaacgatag gctagctaca acgagcagcc ggg 33

<210> 64
<211> 33
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> desoxirribozima td64 contra ARNm de T-bet
<222> (1)..(33)

<400> o4

cctcaacgag gctagctaca acgaatgcag ccg 33

<210> 65
<211> 33
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> desoxirribozima td65 contra ARNm de T-bet
<222> (1) ..(33)

<400> 65

tcacctcaag gctagctaca acgagatatg cag 33

<210> 66
<211> 33



59

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> desoxirribozima td66 contra ARNm de T-bet
<222> (1) ..(33)

<400> 66
cgtcgttcag gctagctaca acgactcaac gat 33

<210> 67
<211> 33
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> desoxirribozima td67 contra ARNm de T-bet
<222> (1)..(33)

<400> 67
gtaaagatag gctagctaca acgagcgtgt tgg 33

<210> 68
<211> 33
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>
<221> desoxirribozima td68 contra ARNm de T-bet
<222> (1) ..(33)

<400> 68
aagtaaagag gctagctaca acgaatgcgt gtt 33



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>

<222>

<400>

69

33

ADN

Homo sapiens

desoxirribozima td69 contra ARNm de T-bet

(1) ..(33)

69

ggcaatgaag gctagctaca acgatgggtt tct 33

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<221>

<222>

<400>

70
33
ADN

Homo sapiens

desoxirribozima td70 contra ARNm de T-bet

(1)..(33)

70

tcacggcaag gctagctaca acgagaactg ggt 33

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<221>

<222>

<400>

71
33
ADN

Homo sapiens

desoxirribozima td71 contra ARNm de T-bet

(1)..(33)

71

aggcagtcag gctagctaca acgaggcaat gaa 33

60



61

<210> 72
<211> 33
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> desoxirribozima td72 contra ARNm de T-bet
<222> (1)..(33)

<400> 72
atctcggcag gctagctaca acgatctggt agg 33

<210> 73
<211> 33
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> desoxirribozima td73 contra ARNm de T-bet
<222> (1)..(33)

<400> 73
gctgagtaag gctagctaca acgactcggc att 33

<210> 74
<211> 33
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> desoxirribozima td74 contra ARNm de T-bet
<222> (1)..(33)



<400>

74

tattatcaag gctagctaca acgatttcag ctg 33

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<221>

<222>

<400>

75
33
ADN

Homo sapiens

desoxirribozima td75 contra ARNm de T-bet

(1)..(33)

15

gggttattag gctagctaca acgacaattt tca 33

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<221>

<222>

<400>

76
33
ADN

Homo sapiens

desoxirribozima td76 contra ARNm de T-bet

(1)..(33)

16

aaggggttag gctagctaca acgatatcaa ttt 33

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

77
33
ADN

Homo sapiens

62



<221> desoxirribozima td77 contra ARNm de T-bet
<222> (1) ..(33)

<400> 77

ctcccggaag gctagctaca acgacctttg gca

<210> 78
<211> 33
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> desoxirribozima td78 contra ARNm de T-bet
<222> (1)..(33)

<400> 78

gtacatggag gctagctaca acgatcaaag ttc 33

<210> 79
<211> 2588
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> Local de ligacédo da tdb4
<222> (952)..(970)

<220>
<221> Local de ligacdo da tde69
<222> (1096)..(1114)

<220>
<221> Local de ligacdo da td70

33

63



<222>
<400> 79

cggroegetg
ceaggegtea
.ctgoerenct
acggeracgy
catgergacy
CLLgeageac
gggeggeage
cttecttgga
cgagtectte
Lecggacecy
actggagyty
taatcageac
gtcattract
crrgotegac
<gagggcage
geactggatg
gtccaacaat
gratategtt
tatcrttacy
tacteagety
catgtacaca
tgggggagat
ceecgaccry
CCgggateac
ctotgeeect
tggctggect
tatgeggact
€Cagygtece
aggactggge
cagereetee
taagtareey
trggaggaca
tggeecttct

taccagatye

gagaggaage
gaguoeggge
geecateeca
gaaggtgeca
agcaccgage
-cgotactet
crggggtete
geotacgect
cegeegeecy
Cgegeegage
tegyggaaac
cagacagaga
glggcegggc
cagcaccact
atgccaggaa
cgecaggaag
gtgacccaga
gaggtgaacy
ttccaagaaa
aaaattgata
totgtrgaca
CACLactete
cetggecagg
agctatgagy
gggeecacea
gtggcaceec
crgeceatyg
ceeTtggtat
gaaggagact
cetgetgggg
cccaactyag
ccgactaatt
ctgtttagta
Ttectggece

(1100)..(1118)

cegagagety
TeCggtagoy
geecacgega
geoegeceey
cgatgecgay
ACLCYGAGET
cLraceegy
accegeegeg
cggacgeega
teracecyoy
tgagggrege
tgatcateac
tggageecac
gucggtacea
accgeotgta
tttcatttgg
tgartgtget

‘acggagagcc

cecagticat
ataacceott
crageateee
creTegtace
cgaaggatgt
crgagttteg
tgtectacta
agtaceetee
aaLceggees
ggactgagat
craagaggay
teectetec
cagatgacat
tgQgaaacey
glrrggtrygy
acgatgaaac

£egegegect
IC&CCC&CCC
Lectetegeg
gatgggacate
gagcgacgag
gggegegeag
aggegeetty
ACLCCanUey
gggetaccag
geegegrgag
geteaacaac
caageaggga
cagecactac
gaglggcaay
CHLLCAcCTy
gaaactaaag
ccagreecte
Agaggeages
tgcegtgact
tgecaaagyga
crececgeet
caaccagtat

ggttceccag

‘ageagreage

cegaggecag
caagatggec
tggaggetea
TgLoeeeats
gegegtgtee
rrttgataay
gatgaaagga
atgaaggact
gaagrygyge
Ctgagagyeq

gccggaltgag
ggCCCthgg
Lgcgyagagg
glggagiegy
ggceggaige
gacgeggacy
gtgeeegeee
geecggeLTee
ccgggegagy
gacTacgege
caccrgttge
cggeggatgt
aggatgritg
tgogtgcagt
gactccccca
thac;aaca
cataaglace
tgeaacgett
geeraccaga
trecgggaga
ggacccaact
cotgrrccca
gcttactgge
avgaagecty
gaggtectgg
ceggecaget
gaggaacggg
cggccggaat
cectatectt
gaagctgaag
acagaaacag
gagaaggees
traagaagga

tgtecoetty

ggcgtagaag
teececgece
cgggtocteg
grtgtggaga
ctggegeega
2gCYTegege
cgeegageeg
€Cggeycygy
getacgaege
£accegegeg
ggtecaagry
teecattect
tggacgtggt
gtggaaagge
acacaggage
acaagggggc
ageeeegget
ccaacacgea
atgccgagat
actrtgagtc
grcaatrcct

gecgerteta

tgggggrece
cattcttgéc
cacctggage
ggrrecgece
gaccagagga
cragtgarte
ccagtggtga
gacagttita
tgrtattagy

cegetecete

Tritggggtt
ccecatecte

60
120
180
240
300
360

420G

480
540
600
660
720
780
840
300
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
174G
1800
1860
1920

- 1980

2040

64



acctggtact
ggcatgaagg
aggagagtee
taatccctga
agggaaagga
gaggatcaga
tigtttgtyg
tgaatggugg
catgacttic

tgeectaact acagrogtt
aagaagacaa gaaagtﬂtt§
€agotgtgyy acatgyoags
crtttcgtty geatgtgtgt
accatagee €geragogte
teccectget caaacacage
acatctcaag asgcaagata
TTorttcttt ttartrtott
ggatatatte ﬁttttgtctt
aaaaaasa

<210> 80

<211> 2450

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> mutacéao

<222> (134)..(134)

<220>

<221> mutacéo

<222> (310)..(310)

<220>

<221>

<222> (952)..(970)

<220>

<221>

<222> (1096)..(1114)

<220>

<221>

gtgtcttgét
agertttige
acterettee
tecaaaaaga
cteacetgac
g3ARAQYYYL
tggtigtgtg
aggltatita
tgaaataaac

Local de ligacdo da tdb4

Local de ligacédo da td69

Local de ligacdo da td70

TELgetLtes
atctégtggg
tttgtacagt
acaaatacac
trtggacage
tayaaagyog
19ggteraty
rtgtactgag

ataaaactgt

agetggagaa
tgggaggagt
aactitcaac
gtatgttata
tggeotgguc
§93aTYQees
ettt
agtggrater

tazdaaddaa

2100
2160
2220
2280
2340
2400

2460 -

2520
2580
2588

65



<222>

<220>
<221>
<222>

<220>

<221>

<222>

<400> 80

cggoeegety
ceaggegtea
cergotooct
acggetacgg
catgetgacy
ccegeageag
998COgCage
crtecttgya
cgagteette
ceeggacceg
actygaggtg
taatcageac
gteattract
cttggtogac
cgRggacage
gractggaty
gtecaacaat
gcatategrt

fatctttact

mutacao

(1399)..(1399)

mutacao

(1556) .. (1556)

gagaggaage
§ageeCegyc
geeratecca
gaaggtgcca
gocaccgage
cgeracttet
€TogggLete
gectacgeey
cegeegeney
cgcgccgggﬁ
Tegggygaaan
‘ragacagaga
grggreggnc
cageaccact
atgeeagoaa
CgeCAggang
gtgaccoaga
gaggtyaacy
trecaagaaa

(1100)..(1118)

cegagagery
teCegtyggy
greCacgega
geeegeeceg
cgatgoegay
aceeggaged
cotaceegyy
accegeegey
cggacgeega
tetaceegyg
tgagggrege
tgatcateas
tggageceas
gécggtacca
acegectgta
tttcartigy
tgatrgtocy
acggagages

ceeagrreayr

cegegegeet
teoeceaces
CCototegey
gatgggcate
gagegacgag
9g9caCyCag
gggegectty
accccaggey
gggctaccag
geegegigag
gotcaacaac
casgeaggga
cagecactac
gageggeaag
cgtooacecy
gaaactaaay
ceagteeete
agagécagct
tgeegtgact

goLggacgay
ageecteggg
cgcquagagy
gtegagecgy
gaccggacge
gacgeggacy
grgeecgeee
geeggettee
cegagegagy
gactacgege
cacctgttgt
cgacggatgt
aggatgrity
tgggtgeagt
gactecooca
cYgacaaala
cataagtace
tgcaacgett

geetaccags

ggegtagaay

teeeeegece
cgggtecteg
gtigeggaga
ctggegeega
agegrogegg
cgeegageey
ccggcgeeag
geracgeoge
TACCegegeg
ggtecaagtt
teccattect
rggacgtggt
gtggaaaggc
acacaggage
araagyagac
ageeeegget
ccaacacgea
atgccgagat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
260

1020
1080
1140

66



Lisboa,

tacteagitg
catgtacaca
tgggggagat
ceccgacett
cegggaccac
ctetgeeect

tggeLggeet

tatgeggacy
ccagggrece
aggactggac
cageected
taactatite
trggaggaca
tggesetict
caccagatge
Tgecctast
' aagaagacaa
caggtglagg
crrrtegity
accatcagee
tecceetget

acatcicaag

asaattgata
totgtigaca
cactactete
CCTGYELagy
ageratgggy
gggecgacca
gtggeaceee
ctgeeeatygy
cccttggtgt
gaaggagact
cctgotggag
{CLCaacrgayg
ccgactaatt
ctgtrtagta
LTeCtygeee
acagtegret
gaazgtetty
acatgggage
gcatgtgtgt
cgeeagogre
cazacacagt

aagcaagata

ataaccccty
ccageatece
ctetectace
cqaaggatyt
crgagtiteg
tgtectacta
agtacectee
agcecqgyece
ggactygagay
ctaagaggag
CECCTLETLL
cagatgacat

teggaaacyg

grrIggtLgyg
acgatgaaac
accrggrget
ggcatgaagg
aggagactee
taatceotyga
agggaaagga
ggggatcaga
trgtttotag

tgeeaaagga
creeecgeey
caaccagtay
ggttcéccag
ageagrcage
cegaggecay
caagatyggge

9gaggltca

£gCeEecate
gegegteee
tttrgataag
gatgaaagya
atgaaggact
gaagtygeyc
Clgagaugyy

gegrereger

agetreitge
acrttettee
tccaaaaaga
cteacctgac
gaaaagegoc
tggttgtyty

27 de Marco de 2009

ttecoggaga
ggacceaact
cetgrrecea
gertactgye
atgaagoorg
gaggtecrgg
coggecaget

gaggaacygq

cggceggaat
coetatoctt
gaagetgaag
acagaaacag
gagaaggeee
tCaagaagya
tgtoccctty
TrLggrLLce
atctagtggg
Ttegracagt
acaaatacac
t£trggacage
tggaaagggg
tgggtgtgly

acttigagte
gteaattect

geegetteta

tgggggecec

CRTTETLYEC

cacetggage
ggtreageee
gaccagagoa
ccagtgatte
ccagtggtga
gacagtttta
tgrrattage
cegoreecte

TTLLIGUGLE

ceceatecte
ag&tgéagaa
tgggaggagt
aacttrcaac
gtatgttata
rggeotggec
ggaatggcoe

1200
1260
1320
1380
1440
1300
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2180
2220
2280
2340
2400
2450
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REIVINDICAGOES

Desoxirribozimas, caracterizadas por serem compostas

por

- um dominio catalitico com a sequéncia
nucleotidica GGCTAGCTACAACGA ou com uma sequéncia
modificada com uma accdo bioldgica equiparéavel, que
cliva o ARNm de T-bet em todos os pontos de ligacédo de
purina-pirimidina a que esteja ligado,

- um dominio de ligacdo do substrato direito, gque
se junta na extremidade 3’ do dominio catalitico e

- um dominio de ligacdo do substrato esquerdo gue
se junta a extremidade 5’ do dominio catalitico, sendo
0s dois dominios de ligacdo de substrato por sua vez
complementares a duas regides do ARNm de T-bet, pelo
que hibridizam com o ARNm,

- serem activas in vivo e

- conterem a sequéncia £do69 GGCAATGAA
GGCTAGCTACAACGA TGGGTTTCT ou a td70 TCACGGCAA
GGCTAGCTACAACGA GAACTGGGT.

Desoxirribozimas de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizadas por clivarem o dominio catalitico do

ARNm do T-bet num local de ligacdo de purina-uracilo.

Desoxirribozimas de acordo com as reivindicacbes 1 e 2,
caracterizadas por estarem estabilizadas contra a
decomposicdo no organismo, por meio da introducdo de

uma inversdo 37-37.

Desoxirribozimas de acordo com as reivindicacdes 1 a 3,



caracterizadas por estarem estabilizadas contra a
decomposicédo no organismo pela introducéo de

nucledétidos modificados ou de compostos nucleotidicos.

Desoxirribozimas de acordo com as reivindicacdes 1 a 4,
caracterizadas por apresentarem, como modificacdo, uma
timidina inversa na extremidade 3’ e/ou uma marcacio

FAM na extremidade 57.

Processo para a producdo de um medicamento destinado ao

tratamento de inflamacdes crdnicas, caracterizado por

- se determinar células-alvos, nas quais a
expressdo do ARNm do T-bet é maior do que nas células
saudaveis do corpo,

- se desenvolverem desoxirribozimas activas in vivo
de acordo com a reivindicacdo 1, que se ligam ao ARNm
de T-bet e o desactivam em termos funcionais,

- se introduzir as desoxirribozimas activas in vivo
em células-alvos e

- se formular medicamentos que contém as

desoxirribozimas activas in vivo.

Medicamentos que contém uma desoxirribozima de acordo
com as reivindicacdes 2 a 5 e um veiculo aceitéavel a

nivel farmacéutico.

Utilizacdo de uma desoxirribozima de acordo com uma ou
mais das reivindicacdes 1 a 5, na producdo de um
medicamento destinado ao tratamento de inflamacbes

crdénicas.

Utilizacdo de uma desoxirribozima de acordo com uma ou



mais das reivindicacbes 1 a 5, na producdo de um
medicamento para a inibicdo especifica da expressdo do
T-bet em células-alvos de doentes, tendo em wvista o

tratamento de inflamacdes crédnicas.

Lisboa, 27 de Marco de 2009
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tevpigncis de deszoxirribosing

TEICTPCTAgGet sget scascqaBlnOPOETe
SOEECICTEAgRrtagutanaangasGLCTRRCTY
GEGROTDCAgaetagortscascgaltRAROO0E
GRIEERGMgpnt agot aeaogalCCACCRGA
GREGEEESAgget st orangaCORREHECC
GEGCTRARAgGgnt aget soascgaSEECASRRR
COTOEAGGAgaeTagnt sosangaROEOCOITC
GEECTRGCAgyat sgeiscasogaCTTOCOOTA

TOTOCRTAAgrct agetanssogatCERoT oo
CUSTCAGOAgTo AR arsaogaETorPCOGTR
POOCCEECAgy et agu e aegaCEECTOGET
COIOSOCAggot agot 30 SOgRECTRRTCOG
GEARGCAGRYULE R 2 CRaCGAUTCRGEITE
COECERETAGYC Lot 8083 0galtARRERGERR
TRBEAASGAgyotagrtses Ry TLRNCCSCS
TAGTOCTCAggot 3Rt aca angaGaiEatMs
TOOCORACRIECL AQO L ACR A0l TIDAGTOS
TIPCOCCCANge t aoe s angadtE TCCAST
TRAGCHIGAgpotaget acaacgaCOTCASTET
GEALCCACAAGEClAGCUACRAL AR ERTGETTE
DPFISRCOAGTS St LRSS SGIRACATOTRG
ARAATTTRRAREC L s ge L acaatgaCACRRCARE

PEFIGCTGARY T syt aca s TRARCTTRE
TEATGATTAgget sgot a0saoqalToTeTeRG

AGTARATGAgERLaget a0 sgaARRAATIGR
CACARTARAggo g E eSO GRCAGEAAY
GOUEERRCChgye b sgot 30880 AOTARR TR
CORCARAACAQEOE ML RS S OgSCOTETASTE
STCCACARATECtanet aCaacgeATOCTETAS
CCACGEPONAggataget ats a0 ga R ARDATEOYT
LUAAGRCCAGGet aget acaangaCTCORORRA
CCACCRAGAGOU L aget 40 eGRTRORTOORG
COTRSTOCAQEe ot s SugaCARGACTAD
GUPCTCGTARO L age L ac a8 CqalhORAGTGE
CTCCACOCAGeE S gotaca ngaTTECCECTS
LACACTE Aot sgotacaaogCCRCTTERS
CTTTCCALA g taget scasogaTRCASCCAT
SR TCCAS S E NS L AN ga AU TECADDD
TPCCTEGECA oot 50 L ACA 8 Oma RO TROCCPS
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SecquEncia da desowirribozima

”?ﬁuﬁt&TAgﬁat&gataaaamga&wﬁ&ﬁﬁ??@
COGRETORAggetage b acaacgalTACAGGCE
COPRECECAggrtaget acaaogalCAGTRLGL
CARATCAARgortaget aosangaTTICCTGEES
TITCCCARRggotagot acasogaGARACTTCC
ATTETIGGAgc haget ansaugaflOnC TG
THEEETOACAGEO agU a8 ogaTETTGRALE
TEPCEHTAggcrago b acsacgsATTRI TRGCA
SCACAATCAgue baget scesogaCTESSTEAC
GEACCACAAgR ot Ao LanssogeCATLYGRET
ACTOCAGCAgaet agrtacascgadATCATING
ATEEAGGGEAguotagetacasogaTSEAGCACA
TEETACTTAggetage tacsaogarCARSGACT
GRECTEETRAgurtagrtarascgalTATEOAGE

TPCAACOATRgge tage taraacgaBCARDORGG

COPCAACSAggrtagetanaacgad PGCAGLCE
TCADCTCRAQgotagot ansa gaBATATECAG
ﬂGTEGTTuAgg»tagntauaatdacTcAACGaT
GTAAAGATAGoNt agot aCaaoalCTETIES
BAGTRARCAgyoLagot AL OEaATRCATATY
GEUAATGAAQuet agot aCaoQNTERETTTCT
TASGECAAgootaget aC3acgaBARCTGRGT
AGSCAGTCAggctaget acsacgafElRATRAR
ATCTOSECAgactepetaoanogeRCTRETAGS
SUTGAGTAAgucagctacaacgalTCRACATT
TATTATONAggot agetscaacgsTITOAGOTS
GRETTATTAg et aget avasegalAATTTICA
ARBEEETTAggetaget acarogaTATCAATTT
CICOCeGAAgyotagotacasogallTrTEElA
GTACATERAQuetaget acsacgaTlARAGTTC
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Al inhamentos de seqméncias multiplas T-het
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CGGCCCOCTCGAGAGGAAGCCCEAGAGCTGCCECECECCTGCCGGACGAG
GECETAGAAGCCAGECETCAGAGCCCEGRCTCCEETEGEETCCCUCACCO
GECCCTCEERTCCCCCRCCCOCTEC PCCCTGCCCATCCCAGCCCACGCGA
CCCTCTCGCGCOCEEAGGRECERETCCTCEACGGCTACCRGAAGETGCCA
GCCOGCCCCOGATGEGCATCOTCGAGCCOOGTTGCGGAGACATGCTGACG
GGCACCGAGCCOATCCCEGECAGCGACGAGEGCCGEECECCTCECGCCGA
CCCGCAGCACCGLTACTTCTACCCEGAGCCGRECECGCAGGACGCGGACE
AGCETCGCEEERECEECAGCCTEEGRTCTCCCTACCCEGGEEECGCCTTE
GTECCOBCCCCECCEAGCCECTTCCTTEEAGCCTACGCCTACCCECCGCE
ACCCCAGGCGECCEECTTCCCCEECECEEECEAGTCCTTCRCBLCGCOCE
CGGACGUCGABGGUTACCAGCCEGEEUGAGEGLTRCCUCGLOCCGCACCLG
CGCGCLBGECTCTACCCBGRECCGCGTEAGGACTACCCECTACCCELGGE
ACTGGAGETGTCGGEEARACTCAGGETCECECTCAACAACCACC TETTAT
GGPCCAAGTTTAATCAGCACCAGACAGAGATGATCATCACCAAGCAGEGA
CGGCGGATETTCCCATTCCTGTCAT T TACTGTGGCCGGGCTEGAGCCCAC
CAGCCACTACAGGATETTTCTEGACGTEETCTTGETGGACCACCACCACT
CGCGGTACCAGAGCGECARGTGCGTECAGTCTCGAAAGGCCCAGGGCAGE
ATGCCAGGAAACCGCCTGTACGTCCACCCGGACTCCCCCAACACAGGAGE
GCACTGCATGCGCCAGCAACT T TCAT T TGGCAAACTAAAGCTCACAAACA
ACAAGGGGGCETCCAACAATGTGACCCAGATGAT TETGCTCCAGTCCCTC
CATAACTACCAGCCCOGGUTECATATCETTGAGGTRAACGACGGAGAGCC
AGAGGCAGCCTGCAACGCTTCCAACACGCATATCTTTACTTTCCAAGARA
CCCAGTTCATTGCCCTCACTGCC TACCAGAATCCCGAGATTACTCAGCTG
AAAATTGATAATAACCCCTTTGCCAAAGGA&TCCGGGAGAA&TTTGAGTC
AcacEfor@iireacaccactifeCCOTCCOCGCOTEEACCCAACT
TCCTTGGCCGAGECACTACTCTCCTCTCCTACCCARS AR
CCT§$TCCCAGCCGCTTCTACCCCGACCTTCCTGGCCAGGCGAA JHEX
G@@TCCCCAG@CTTACTGGQTGGGGGCCCCCCGGGACCAcaccwﬁ@s&sc
CTGA@@TTCGBGCA@@CAGCE@GAAGCCTGC@&&%@TGCBCTCTGCCCCT
QEGCCCAC ﬁgiccwacraccsaasccascAcg CTGGCACCTGGAGC
chcrsccgﬁé GGCACCCCABRACCOTCCCAAGCRRICEGCCCEEOCAGCT

- GBHrccecoCTARGCGEACTC TCCCCREGEAACCCOECCCTCOAGGCTCA

GAGGGACGGGGACCAGAGG&CCAG ccccccwrvekaﬂmmcweacﬁg
TGCCCOCRECCEECCaGA TC&GGAC:TGGGCGMGG)RGACT

CTAAGAGCAGGCCCERES CCTTCC ACAGCTCCTCC
CCTGCTGGGGCCCCTTCTCCTTTTG&%&AGGAAGCTGAAGGACAﬁﬁww

3 '.”TT?cccancTGAGcaaégencﬁﬁaﬁﬁsaaassnncncnnacah
R T AT GGAGGACACCGACTARY TTGECARACCERTCA
GAGAAGGCCCCCGCTCCCTCTGGCCCTTCTCT%%TT:ﬁg*'

"=AACTTTCAACCTTT

§CCAAAAAGAACAA&QACAcgmwggﬁT ' :
AGGGAAAGGACTCACCTGAC@TTGGACAGCTGGCCTGGGCTCCCCCTGCT
CAAACAcnﬁ@CGesaﬁcaaAGnaaAGGGGCTGGAAAGGGGGGfsrsaecc

Aqgﬁcwcaasaascangjﬁ;;T@@TT§$G§§G§QTQM~'

& AETTTY
rrefacTerchEEcERE CToCRIRAT 1
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Fig. 5
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