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Relatério Descritivo da Patente de Invencdo para
"METODOS E COMPOSICOES PARA O TRATAMENTO DE UM
CASO DE HEMORRAGIA EM UM INDIVIDUO COM HEMOFILIA".
Pedidos de Patente Relacionados
[001] Este pedido reivindica o beneficio de prioridade ao pedido
de patente provisorio US n° 62/530.518, depositado em 10 de julho de
2017, pedido de patente provisorio US n°® 62/599.223, depositado em
sexta-feira, 15 de dezembro de 2017, pedido de patente provisorio US
n° 62/614.111, depositado em 5 de janeiro de 2018, e o pedido de
patente provisorio US n°® 62/673.424, depositado em 18 de maio de
2018. Todo o conteudo de cada um dos pedidos de patente anteriores
esta aqui incorporado, a titulo de referéncia.

[002] Este pedido estd também relacionado ao pedido
internacional PCT/US2016/065245, depositado em 7 de dezembro de
2016, ao pedido de patente provisorio US n°® 62/264.013, depositado
em 7 de dezembro de 2015, pedido de patente provisério US n°
62/315.228, depositado em 30 de marco de 2016, pedido de patente
provisério US n° 62/366.304, depositado em 25 de julho de 2016, e o
pedido de patente provisorio US n° 62/429.241, depositado em 2 de
dezembro de 2016. Todo o conteudo de cada um dos pedidos de
patente anteriores esta aqui incorporado, a titulo de referéncia.

[003] Além disso, este pedido esta relacionado com o pedido de
patente provisorio US n° 61/992.057, depositado em segunda-feira, 12
de maio de 2014, pedido de patente provisério US n° 62/089.018,
depositado em 8 de dezembro de 2014, pedido de patente provisorio
US n° 62/102.281, arquivado em 12 de janeiro de 2015, e pedido
internacional PCT/US2015/030337, depositado em 12 de maio de
2015. Todo o conteudo de cada um dos pedidos de patente anteriores
esta aqui incorporado, a titulo de referéncia.

[004] Este pedido também esta relacionado com o pedido de
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patente provisorio US n° 61/638.952, depositado em quinta-feira, 26 de
abril de 2012, pedido de patente provisério US n° 61/669.249,
depositado em segunda-feira, 9 de julho de 2012, pedido de patente
provisorio US n° 61/734.573, depositado em 7 de dezembro de 2012,
pedido de patente US n° 13/837.129, depositado em marco 15 de
2013, agora patente US n° 9.127.274, U.S. Patente n°pedido de
patente US n° 14/806.084, depositado em 22 de julho de 2015, agora
patente US n° 9.376.680, pedido de patente US n° 15/070.358,
depositado em 15 de marco de 2016, e pedido internacional
PCT/US2013/038218, depositado em 25 de abril de 2013. Este pedido
esta também relacionado ao pedido internacional
PCT/US2012/065601, depositado em 16 de novembro de 2012. Todo
o conteudo de cada um dos pedidos de patente anteriores esta aqui
incorporado, a titulo de referéncia.

Listagem de Sequéncias

[005] O presente pedido contém uma Listagem de Sequéncias
que foi submetida eletronicamente em formato ASCIl e esta aqui
incorporada a titulo de referéncia em sua totalidade A dita cOpia
ASCIl, criada em 2 de julho de 2018, é denominada 117811-
02720 _SL.TXT e tem 21.147 bites de tamanho.

Antecedentes da Invencéo

[006] Serpincl é um membro da super familia do inibidor de
serina protease (serpina). Serpincl é um inibidor da protease
plasmatica que inibe a trombina, bem como outras serinas proteases
ativadas do sistema de coagulacéo, como fatores X, IX, XI, Xll e VIl e,
assim, regula a cascata de coagulacdo sanguinea. A atividade
anticoagulante de Serpincl € aumentada pela presenca de heparina e
outras glicosaminoglicanas relacionadas que catalisam a formacéo de
complexos trombina:antitrombina (TAT).

[007] Disturbios hemorragicos, herdados ou adquiridos, séo as
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condicbes em que é a coagulacdo do sangue é inadequada. Por
exemplo, a hemofilia € um grupo de distlrbios hemorragicos genéticos
hereditarios que prejudica a capacidade do corpo para controlar a
coagulacdo sanguinea ou coagulacdo. A hemofilia A é um disturbio
genético recessivo ligado ao cromossomo X envolvendo uma
deficiéncia no fator VIII de coagulacao funcional e representa 80% dos
casos de hemofilia. A hemofilia B € um distarbio genético recessivo
ligado ligado ao cromossomo X envolvendo uma deficiéncia no fator IX
de coagulacdo funcional. Compreende cerca de 20% dos casos de
hemofilia. A hemofilia C é um distirbio genético autossémico
envolvendo uma deficiéncia no fator Xl de coagulagéo funcional. A
hemofiia C ndo € completamente recessiva, pois individuos
heterozigotos também mostram aumento de hemorragia.

[008] Embora atualmente néo exista cura para a hemofilia, ela
pode ser controlada com infusbes regulares do fator de coagulacéo
deficiente, por exemplo, fator VIII na hemofilia A. No entanto, alguns
hemofilicos desenvolvem anticorpos (inibidores) contra os fatores de
substituicdo dados a eles e, assim, tornam-se refratarios a substituicéo
de fatores de coagulacdo. Por conseguinte, hemorragias em tais
individuos ndo podem ser adequadamente controlados.

[009] O desenvolvimento de inibidores de alta titulagcao para, por
exemplo, fator VIII e outros fatores de coagulacdo € a complicacéo
mais grave da terapia de hemofilia e torna o tratamento de
hemorragias muito desafiador. Atualmente, as Unicas estratégias para
parar hemorragias em tais individuo sdo o uso de "agentes de desvio"
como atividade de desvio de inibidor do fator oito (FEIBA) e fator VIl
recombinante ativado (rFVIla), plasmaférese, substituicdo continua de
fator e terapia de tolerdncia imune, nenhum dos quais ¢é
completamente eficaz. Por conseguinte, existe a necessidade na

técnica para tratamentos alternativos para os individuos com um
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distirbio hemorragicos, como a hemofilia.

Sumaério da Invencéao

[0010] A presente invencao é baseada, pelo menos em parte, na
surpreendente descoberta de que, em individuos com hemofilia, sem
inibidores, e administrados com uma quantidade terapeuticamente
eficaz de uma composicdo de IRNA que afeta a clivagem mediada
pelo complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC) de
transcricoes de RNA de um gene Serpincl, um caso de hemorragia
pode ser tratado com uma quantidade terapeuticamente eficaz de um
fator de substituicdo, como Fator VIl ou Fator XI, que € menos que a
quantidade eficaz que o recomendado do fator de substituicdo, por
exemplo, recomendado pela Federagcao Mundial de Hemofilia (ver, por
exemplo, Srivastava, et al. “Guidelines for the Management of
Hemophilia”, Hemophilia Epub 6 Julho 2012; DOI:10.1111/j.1365-
2516.2012.02909.x) e/ou pela Food and Drug Administration; e que em
individuos com hemofilia, com presenca de inibidores, e administrados
com uma quantidade terapeuticamente eficaz de uma composicao de
IRNA que afeta a clivagem mediada pelo complexo de silenciamento
induzido por RNA (RISC) de transcricoes de RNA de um gene
Serpincl, um caso de hemorragia pode ser tratado com uma
quantidade terapeuticamente eficaz de um agente de desvio, como,
por exemplo, concentrado de complexo de protrombina ativada
(@aPCC) ou Fator Vlla recombinante (rFVlla) que é menos do que a
guantidade eficaz recomendada do agente de desvio, por exemplo,
recomendado pela Federacdo Mundial de Hemofilia (ver, por exemplo,
Srivastava, et al. “Guidelines for the Management of Hemophilia”,
Hemophilia Epub 6 Julho 2012; DOI:10.1111/}.1365-
2516.2012.02909.x) e/ou pela Food and Drug Administration. .

[0011] Assim, em um aspecto a presente invencédo fornece um

método de tratamento de um caso de hemorragia em um individuo
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com um distarbio hemorragico, como a hemofilia sem inibidores. O
método inclui a administracdo ao individuo uma dose fixa de cerca de
30 mg a cerca de 90 mg de um agente de acido ribonucléico (RNAI) de
fita dupla que inibe a expressao de um Serpincl, onde o agente de
RNAI de fita dupla compreende uma fita senso e uma fita antissenso, a
fita antissenso compreendendo uma regido de complementaridade
para um mRNA codificando um Serpincl que compreende pelo menos
15 nucleotideos contiguos que diferem em ndo mais de 3 nucleotideos
da sequéncia de nucleotideos de 5 -
UUGAAGUAAAUGGUGUUAACCAG - 3 (SEQ ID NO: 15), onde
praticamente todos os nucleotideos da fita senso e substancialmente
todos os nucleotideos da fita antissenso sao nucleotideos modificados,
e onde a fita senso estad conjugada com um ligante anexado no 3'-
terminal; e a administracdo ao individuo de uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um fator de substituicdo, onde a
quantidade eficaz do fator de substituicdo € reduzida em comparacao
com a quantidade eficaz recomendada do fator de substituicdo, de
modo a tratar um caso de hemorragia no individuo tendo uma
hemofilia sem inibidores.

[0012] Em outro aspecto, a presente invenc¢éo fornece um método
de tratamento de um caso de hemorragia em um individuo com um
distirbio hemorragico, como a hemofilia com inibidores. Os métodos
incluem a administragéo ao individuo uma dose fixa de cerca de 30 mg
a cerca de 90 mg de um agente de &cido ribonucléico (RNAI) de fita
dupla que inibe a expressédo de Serpincl, onde o agente de RNAI de
fita dupla compreende uma fita senso e uma fita antissenso, a fita
antissenso compreendendo uma regiao de complementaridade para
um MRNA codificando a Serpincl que compreende pelo menos 15
nucleotideos contiguos que diferem em ndo mais de 3 nucleotideos da

sequéncia de nucleotideos de 5 -
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UUGAAGUAAAUGGUGUUAACCAG - 3 (SEQ ID NO: 15), onde
praticamente todos os nucleotideos da fita senso e substancialmente
todos os nucleotideos da fita antissenso séo nucleotideos modificados,
e onde a fita senso estad conjugada com um ligante anexado no 3'-
terminal; e a administracdo ao individuo de uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um agente de desvio, onde a quantidade
eficaz do agente de desvio € reduzida em comparacdo com a
guantidade eficaz recomendada do agente de desvio, de modo a tratar
um caso de hemorragia no individuo tendo uma hemofilia com
inibidores.

[0013] Em um aspecto a presente invencéo fornece um método de
tratamento de um caso de hemorragia em um individuo com um
distirbio hemorragico, como a hemofilia sem inibidores. O método
inclui a administracdo ao individuo uma dose fixa de cerca de 40 mg a
cerca de 90 mg de um agente de acido ribonucléico (RNAI) de fita
dupla que inibe a expressdo de um Serpincl, onde o agente de RNAI
de fita dupla compreende uma fita senso e uma fita antissenso, a fita
antissenso compreendendo uma regido de complementaridade para
um mRNA codificando um Serpincl que compreende pelo menos 15
nucleotideos contiguos que diferem em ndo mais de 3 nucleotideos da
sequéncia de nucleotideos de 5 -
UUGAAGUAAAUGGUGUUAACCAG - 3 (SEQ ID NO: 15), onde
praticamente todos os nucleotideos da fita senso e substancialmente
todos os nucleotideos da fita antissenso sao nucleotideos modificados,
e onde a fita senso estad conjugada com um ligante anexado no 3'-
terminal; e a administracdo ao individuo de uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um fator de substituicdo, onde a
quantidade eficaz do fator de substituicdo é reduzida em comparacao
com a quantidade eficaz recomendada do fator de substituicdo, de

modo a tratar um caso de hemorragia no individuo tendo uma
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hemofilia sem inibidores.

[0014] Em outro aspecto, a presente invencgao fornece um método
de tratamento de um caso de hemorragia em um individuo com um
distarbio hemorragico, como a hemofilia com inibidores. Os métodos
incluem a administrac&o ao individuo uma dose fixa de cerca de 40 mg
a cerca de 90 mg de um agente de acido ribonucléico (RNAI) de fita
dupla que inibe a expressao de Serpincl, onde o agente de RNAI de
fita dupla compreende uma fita senso e uma fita antissenso, a fita
antissenso compreendendo uma regidao de complementaridade para
um mRNA codificando a Serpincl que compreende pelo menos 15
nucleotideos contiguos que diferem em ndo mais de 3 nucleotideos da
sequéncia de nucleotideos de 5 -
UUGAAGUAAAUGGUGUUAACCAG - 3 (SEQ ID NO: 15), onde
praticamente todos os nucleotideos da fita senso e substancialmente
todos os nucleotideos da fita antissenso sao nucleotideos modificados,
e onde a fita senso estad conjugada com um ligante anexado no 3'-
terminal; e a administracdo ao individuo de uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um agente de desvio, onde a quantidade
eficaz do agente de desvio é reduzida em comparacdo com a
guantidade eficaz recomendada do agente de desvio, de modo a tratar
um caso de hemorragia no individuo tendo uma hemofilia com
inibidores.

[0015] O agente de RNAI de fita dupla pode ser administrado ao
individuo em duas ou mais doses.

[0016] Em algumas modalidades, o agente de RNAI de fita dupla é
administrado ao individuo uma vez por més, uma vez a cada cinco
semanas, uma vez a cada seis semanas, uma vez a cada sete
semanas, uma vez a cada dois meses, uma vez por trimestre, ou
conforme necessario.

[0017] Em uma modalidade, o agente de RNAI de fita dupla é
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administrado ao individuo uma vez por més. Em outra modalidade, o
agente de RNAI de fita dupla é administrado ao individuo uma vez a
cada seis semanas. Em uma modalidade, o agente de RNAI de fita
dupla é administrado ao individuo uma vez a cada 2 meses. Em ainda
outra modalidade, o agente de RNAI de fita dupla é administrado ao
individuo uma vez por trimestre.

[0018] O agente de RNAI de fita dupla pode ser administrado ao
individuo como, por exemplo, uma dose fixa de entre cerca de 25 mg a
cerca de 100 mg, por exemplo, entre cerca de 25 mg a cerca de 95
mg, entre cerca de 25 mg a cerca de 90 mg, entre cerca de 25 mg a
cerca de 85 mg, entre cerca de 25 mg a cerca de 80 mg, entre cerca
de 25 mg a cerca de 75 mg, entre cerca de 25 mg a cerca de 70 mg,
entre cerca de 25 mg a cerca de 65 mg, entre cerca de 25 mg a cerca
de 60 mg, entre cerca de 25 mg a cerca de 50 mg, entre cerca de 50 a
cerca de 100 mg, entre cerca de 50 mg a cerca de 95 mg, entre cerca
de 50 mg a cerca de 90 mg, entre cerca de 50 mg a cerca de 85 mg,
entre cerca de 50 mg a cerca de 80 mg, entre cerca de 30 a cerca de
100 mg, entre cerca de 30 mg a cerca de 90 mg, entre cerca de 30 mg
a cerca de 80 mg, entre cerca de 40 a cerca de 100 mg, entre cerca de
40 mg a cerca de 90 mg, entre cerca de 40 mg a cerca de 80 mg,
entre cerca de 60 a cerca de 100 mg, entre cerca de 60 mg a cerca de
90 mg, entre cerca de 25 mg a cerca de 55 mg, entre cerca de 25 mg
a cerca de 65 mg, entre cerca de 30 mg a cerca de 95 mg, entre cerca
de 30 mg a cerca de 85 mg, entre cerca de 30 mg a cerca de 75 mg,
entre cerca de 30 mg a cerca de 65 mg, entre cerca de 30 mg a cerca
de 55 mg, entre cerca de 40 mg a cerca de 95 mg, entre cerca de 40
mg a cerca de 85 mg, entre cerca de 40 mg a cerca de 75 mg, entre
cerca de 40 mg a cerca de 65 mg, entre cerca de 40 mg a cerca de 55
mg, ou entre cerca de 45 mg a cerca de 95 mg.

[0019] Em algumas modalidades, o agente de RNAI de fita dupla
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pode ser administrado em uma dose fixa de cerca de 25 mg, cerca de
30 mg, cerca de 35 mg, cerca de 40 mg, cerca de 45 mg, cerca de 50
mg, cerca de 55 mg, cerca de 60 mg, cerca de 65 mg, cerca de 70 mg,
cerca de 75 mg, cerca de 80 mg, cerca de 85 mg, cerca de 90 mg,
cerca de 95 mg ou cerca de 100 mg.

[0020] Em algumas modalidades, o agente de RNAI de fita dupla é
administrado ao individuo em uma dose fixa de cerca de 25 mg; ou em
uma dose fixa de cerca de 50 mg; ou em uma dose fixa de cerca de 80
mg; ou em uma dose fixa de cerca de 100 mg.

[0021] Em uma modalidade, o agente de RNAI de fita dupla é
administrado ao individuo subcutaneamente.

[0022] Em uma modalidade, o individuo € um ser humano.

[0023] A hemofilia pode ser hemofilia A, hemofilia B ou hemofilia
C.

[0024] Em uma modalidade, todos os nucleotideos da fita senso e
todos os nucleotideos da fita antissenso sao nucleotideos modificados.
[0025] Em uma modalidade, os nucleotideos modificados sé&o
selecionados de forma independente do grupo consistindo em
nucleotideo modificado 2'-deso6xi-2'-fluoro, nucleotideo modificado 2'-
deséxi, um nucleotideo bloqueado, um nucleotideo abéasico, um
nucleotideo 2'-amino-modificado, um nucleotideo 2'-alquil- modificado,
um nucleotideo morfolino, um fosforamidato, e uma base nao natural
compreendendo nucleotideo.

[0026] A regido de complementaridade pode ser de pelo menos 17
nucleotideos de comprimento ou 19 nucleotideos de comprimento.
[0027] Em uma modalidade, a regido de complementaridade tem
entre 19 e 21 nucleotideos de comprimento. Em outra modalidade, a
regido de complementaridade tem entre 21 e 23 nucleotideos de
comprimento.

[0028] Em uma modalidade, cada fita tem mais de 30 nucleotideos
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de comprimento.

[0029] Pelo menos uma fita do agente de RNAI de fita dupla pode
compreender uma saliéncia 3’ de pelo menos 1 nucleotideo ou uma
saliéncia 3’ de pelo menos 2 nucleotideos, como, por exemplo, 2, 3, 4,
5 6, 7, 9, 10, 11, 12, 13, 14 ou 15 nucleotideos. Em outras
modalidades, pelo menos uma fita do agente de RNAi compreende
uma saliéncia 5 de pelo menos 1 nucleotideo. Em certas
modalidades, pelo menos uma fita compreende uma saliéncia 5’ de
pelo menos 2 nucleotideos, por exemplo, 2, 3, 4,5, 6, 7, 9, 10, 11, 12,
13, 14 ou 15 nucleotideos. Ainda em outras modalidades, ambas as
extremidades 3' e 5' de uma fita do agente de RNAi compreende uma
saliéncia de pelo menos 1 nucleotideo.

[0030] Em certas modalidades, o ligante €é wuma N-
acetilgalactosamina (GalNAc). O ligante pode ser uma ou mais
GalNAc fixada ao agente de RNAI através de um ligante monovalente,
bivalente ou trivalente ramificado. O ligante pode ser conjugado com a
extremidade 3' da fita senso do agente de RNAIi de fita dupla, a
extremidade 5' da fita senso do agente de RNAIi de fita dupla, a
extremidade 3’ da fita antissenso do agente de RNAI de fita dupla ou a
extremidade 5’ da fita antissenso do agente de RNAI de fita dupla.
[0031] Em algumas modalidades, os agentes de RNAI de fita dupla
da invencdo compreendem uma pluralidade, por exemplo, 2, 3, 4, 5 ou
6, de GalNAc, cada um independentemente ligado a uma pluralidade
de nucleotideos do agente de RNAI de fita dupla através de uma
pluralidade de ligantes monovalentes.

[0032] Em certas modalidades, o ligante é
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[0033] Em uma modalidade, o agente de RNAI é conjugado com o

ligante, como mostra o seguinte esquema
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[0034] Em uma modalidade, o X é O.

[0035] Em uma modalidade, a regido de complementaridade
consiste na sequéncia de nucleotideos de 5'-
UUGAAGUAAAUGGUGUUAACCAG-3’(SEQ ID NO: 15).

[0036] Em uma modalidade, o agente de RNAIi de fita dupla
compreende uma fita senso compreendendo a sequéncia de
nucleotideos de 5’- GGUUAACACCAUUUACUUCAA -3’ (SEQ ID NO:
16), e uma fita antissenso compreendendo a sequéncia de
nucleotideos de 5-UUGAAGUAAAUGGUGUUAACCAG-3(SEQ ID
NO: 15).

[0037] Em uma modalidade, a fita senso compreende 5'-
GfsgsUfuAfaCfaCfCfAfuUfuAfcUfuCfaAf — 3’ (SEQ ID NO:13) e a fita
antis-senso compreende 5’- usUfsgAfaGfuAfaAfuggUfgUfuAfaCfcsasg
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-3’ (SEQ ID NO:14), em que a, ¢, g e u sao 2’-O-metila (2'-OMe) A, C,
G, ou U; Af, Cf, Gf ou Uf sdo 2’-fluoro A, C, G ou U; e s € um
acoplamento fosforotioato.

[0038] Em uma modalidade, a fita senso compreende 5'-
GfsgsUfuAfaCfaCfCfAfuUfuAfcUfuCfaAf — 3’ (SEQ ID NO:13) e a fita
antissenso compreende 5’- usUfsgAfaGfuAfaAfuggUfgUfuAfaCfcsasg
— 3’ (SEQ ID NO:14), em que a, c, g e u séo 2’-O-metila (2'-OMe) A, C,
G, ou U; Af, Cf, Gf ou Uf sdo 2'-fluoro A, C, G ou U; e s é um
acoplamento fosforotioato; e em que a fita senso esta conjugada com

o ligante, como mostra o0 seguinte esquema
5

AN

0
0=P-X

c|> OH
\Mml S
N
Ho (OH
° 6 H NS o
HO N A~CN
AcHN \/\/\g \E
%o NN O%H
HO “~

HO (OH
&&0
HO N>>"N"0

AchN ,emque X é OouS.

[0039] Em uma modalidade, o agente é administrado como uma
composicao farmacéutica. Em uma modalidade, o agente de RNAi é
administrado em uma solucdo sem tampao, como solugao salina ou
agua.

[0040] Em outra modalidade, o siRNA é administrado com uma
solucdo tampéo, como uma solucédo tampao compreendendo acetato,
citrato, prolamina, carbonato ou fosfato ou qualquer combinacéo
destes. Em uma modalidade, a solucdo tampao é solucédo salina
tamponada com fosfato (PBS).

[0041] Em uma modalidade, a administracdo do agente dsRNA ao
individuo diminui a atividade da Serpincl por cerca de 75% ou mais.
[0042] Em uma modalidade, o fator de substituicdo € o Fator VIII.

A gquantidade terapeuticamente eficaz do Fator VIII administrada ao
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individuo pode ser menos que 200 Ul/kg, ou menos que cerca de 190
Ul/kg, ou menos que cerca de 180 Ul/kg, ou menos que cerca de 170
Ul/kg, ou menos que cerca de 160 Ul/kg, ou menos que cerca de 150
Ul/kg, ou menos que cerca de 140 Ul/kg, ou menos que cerca de 130
Ul/kg, ou menos que cerca de 120 Ul/kg, ou menos que cerca de 110
Ul/kg, ou menos que cerca de 100 Ul/kg, ou menos que cerca de 90
Ul/kg, ou menos que cerca de 80 Ul/kg, ou menos que cerca de 70
Ul/kg, ou menos que cerca de 60 Ul/kg, ou menos que cerca de 50
Ul/kg, ou menos que cerca de 40 Ul/kg, ou menos que 30 Ul/kg, ou
menos que cerca de 20 Ul/kg, ou menos que cerca de 10 Ul/kg. Em
uma modalidade, a quantidade terapeuticamente eficaz do Fator VI
administrada ao individuo € de cerca de uma vez e meia a cerca de
cinco vezes menor do que a quantidade eficaz recomendada do Fator
VIIl, por exemplo, uma dose de cerca de 5 Ul/kg a cerca de 20 Ul/kg,
ou cerca de 10 Ul/kg a cerca de 20 Ul/kg, por exemplo, cerca de 5, 10,
15, ou 20 Ul/kg. Em uma modalidade, o caso de hemorragia € um
caso de hemorragia moderada. Em outra modalidade, o caso de
hemorragia € um caso importante de hemorragia.

[0043] Em outra modalidade, o fator de substituicdo é o Fator IX.
A gquantidade terapeuticamente eficaz do Fator IX pode ser menos que
200 Ul/kg, ou menos que cerca de 190 Ul/kg, ou menos que cerca de
180 Ul/kg, ou menos que cerca de 170 Ul/kg, ou menos que cerca de
160 Ul/kg, ou menos que cerca de 150 Ul/kg, ou menos que cerca de
140 Ul/kg, ou menos que cerca de 130 Ul/kg, ou menos que cerca de
120 Ul/kg, ou menos que cerca de 110 Ul/kg, ou menos que cerca de
100 Ul/kg, ou menos que cerca de 90 Ul/kg, ou menos que cerca de
80 Ul/kg, ou menos que cerca de 70 Ul/kg, ou menos que cerca de 60
Ul/kg, ou menos que cerca de 50 Ul/kg, ou menos que cerca de 40
Ul/kg, ou menos que 30 Ul/kg, ou menos que cerca de 20 Ul/kg, ou

menos que cerca de 10 Ul/kg. Em uma modalidade, a quantidade
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terapeuticamente eficaz do Fator IX administrada ao individuo € de
cerca de duas vez a cerca de seis vezes menor do que a quantidade
eficaz recomendada do Fator IX, por exemplo, uma dose de cerca de
10 Ul/kg a cerca de 30 Ul/kg, ou cerca de 20 Ul/kg a cerca de 30
Ul/kg, por exemplo, cerca de 10, 15, 20, 25, ou cerca de 30 Ul/kg. Em
uma modalidade, o caso de hemorragia € um caso de hemorragia
moderada. Em outra modalidade, o caso de hemorragia é um caso
importante de hemorragia.

[0044] Em uma modalidade, o agente de desvio é concentrado de
complexo de protrombina ativado (aPCC). A quantidade
terapeuticamente eficaz do aPCC pode ser menos que cerca de 100
U/kg, ou menos que cerca de 90 U/kg, ou menos que cerca de 80
U/kg, ou menos que cerca de 70 U/kg, ou menos que cerca de 60
U/kg, ou menos que cerca de 50 U/kg, ou menos que cerca de 40
U/kg, ou menos que cerca de 30 U/kg, ou menos que cerca de 20 U/kg
ou menos que cerca de 10 U/kg. Em uma modalidade, a quantidade
terapeuticamente eficaz do aPCC administrada ao individuo é de cerca
de duas vezes a cerca de trés vezes menor do que a quantidade
eficaz recomendada do aPCC, por exemplo, uma dose de cerca de 30
a cerca de 50 U/kg. Em uma modalidade, o caso de hemorragia € um
caso de hemorragia moderada. Em outra modalidade, o caso de
hemorragia € um caso importante de hemorragia.

[0045] Em outra modalidade, o agente de desvio € fator Vlla
recombinante (rFVlla). A quantidade terapeuticamente eficaz do
agente de desvio pode ser menos que cerca de 120 pg/kg, ou menos
que cerca de 110 pg/kg, ou menos que cerca de 100 pg/kg, ou menos
que cerca de 90 ug/kg, ou menos que cerca de 80 ug/kg, ou menos
que cerca de 70 pg/kg, ou menos que cerca de 60 pg/kg, ou menos
que cerca de 50 ug/kg, ou menos que cerca de 40 ug/kg, ou menos

que cerca de 30 ug/kg ou menos que cerca de 20 pg/kg. Em uma
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modalidade, a quantidade terapeuticamente eficaz do rFVlla
administrada ao individuo é de cerca de duas vezes menor do que a
guantidade eficaz recomendada do rFVlla, por exemplo, uma dose de
cerca de 45 pg/kg. Em uma modalidade, o caso de hemorragia é um
caso de hemorragia moderada. Em outra modalidade, o caso de
hemorragia € um caso importante de hemorragia.

[0046] Em um aspecto, a presente invencao fornece um método
de tratamento de um caso de hemorragia em um individuo com
hemofilia A, hemofilia B ou hemofilia C, sem inibidores. Os métodos
incluem a administracdo, por exemplo, por via subcutédnea, ao
individuo uma dose fixa de cerca de 80 mg de um agente de acido
ribonucléico (RNAI) de fita dupla que inibe a expressdo de Serpincl,
onde o agente de RNAI de fita dupla compreende uma fita senso e
uma fita antissenso, em que a fita senso compreende 5'-
GfsgsUfuAfaCfaCfCfAfuUfuAfcUfuCfaAf — 3’ (SEQ ID NO:13) e a fita
antissenso compreende 5’- usUfsgAfaGfuAfaAfuggUfgUfuAfaCfcsasg
-3’ (SEQ ID NO:14), sendo a, ¢, g e u sdo 2'-O-metil (2-OMe) A, C, G,
ou U; Af, Cf, Gf ou Uf sdo 2'-fluoro A, C, G ou U; e s é um
acoplamento fosforotioato; e em que a extremidade 3’ da fita senso

esta conjugada com o ligante, como mostra o seguinte esquema
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administracdo ao individuo de uma quantidade terapeuticamente
eficaz de um fator de substituicdo, onde a quantidade eficaz do fator

de substituicdo é reduzida em comparacdo com a quantidade eficaz
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recomendada do fator de substituicdo, de modo a tratar um caso de
hemorragia no individuo tendo uma hemofilia sem inibidores.

[0047] Em outro aspecto, a presente invenc¢ao fornece um método
de tratamento de um caso de hemorragia em um individuo com
hemofilia A, hemofilia B ou hemofilia C, com inibidores. Os métodos
incluem a administracdo, por exemplo, por via subcutéanea, ao
individuo uma dose fixa de cerca de 80 mg de um agente de &cido
ribonucléico (RNAI) de fita dupla que inibe a expressdo de Serpincl,
onde o agente de RNAI de fita dupla compreende uma fita senso e
uma fita antissenso, em que a fita senso compreende 5'-
GfsgsUfuAfaCfaCfCfAfuUfuAfcUfuCfaAf — 3’ (SEQ ID NO:13) e a fita
antissenso compreende 5’- usUfsgAfaGfuAfaAfuggUfgUfuAfaCfcsasg
-3’ (SEQ ID NO:14), sendo a, ¢, g e u sdo 2'-O-metil (2-OMe) A, C, G,
ou U; Af, Cf, Gf ou Uf sdo 2'-fluoro A, C, G ou U; e s &€ um
acoplamento fosforotioato; e em que a extremidade 3’ da fita senso

esta conjugada com o ligante, como mostra 0 seguinte esquema
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[0048] AcHN o H , em que X é

O ou S; e a administracdo ao individuo de uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um agente de desvio, onde a quantidade
eficaz do agente de desvio é reduzida em comparacdo com a
guantidade eficaz recomendada do agente de desvio, de modo a tratar
um caso de hemorragia no individuo tendo uma hemofilia com
inibidores.

[0049] Em uma modalidade, uma dose fixa do agente de RNAI é
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administrada ao individuo subcutaneamente.

[0050] Em uma modalidade, a dose fixa do agente de RNAi é
administrada ao individuo uma vez por més.

[0051] A hemofilia pode ser hemofilia A, hemofilia B ou hemofilia
C.

Breve Descri¢cao dos Desenhos

[0052] A Figura 1A é um grafico representando os efeitos de uma
dose Unica subcutanea de 0,03 mg/kg de AT3SC-001 sobre os niveis
de geracdo de trombina plasméatica em um individuo humano
saudavel.

[0053] A Figura 1B é um grafico representando os efeitos de uma
dose Unica subcutanea de 0,03 mg/kg de AT3SC-001 sobre os niveis
de geracdo de trombina plasmatica em um individuo humano
saudavel.

[0054] A Figura 1C é um grafico representando os efeitos de uma
dose Unica subcutanea de 0,03 mg/kg de AT3SC-001 sobre os niveis
de geracdo de trombina plasmatica em um individuo humano
saudavel.

[0055] A Figura 1D é um grafico representando os efeitos de uma
dose Unica subcutanea de 0,03 mg/kg de AT3SC-001 sobre os niveis
de geracdo de trombina plasméatica em um individuo humano
saudavel.

[0056] A Figura 2A € um grafico representando os efeitos de uma
dose Unica subcutanea de 0,03 mg/kg de AT3SC-001 sobre 0s niveis
de proteina AT (Serpincl) plasmatica em um individuo humano
saudavel.

[0057] A Figura 2B € um grafico representando os efeitos de uma
dose Unica subcutanea de 0,03 mg/kg de AT3SC-001 sobre os niveis
de proteina AT (Serpincl) plasmatica em um individuo humano

saudavel.
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[0058] A Figura 3 é um grafico representando a associagao entre a
porcentagem inativagdo de AT (Serpincl) e o aumento de
percentagem no pico de geracao de trombina em individuos saudaveis
administrados por uma Uunica dose subcutdnea de 0,03 mg/kg de
AT3SC-001.

[0059] A Figura 4 é um grafico representando os efeitos de varias
doses de 0,015 mg/kg, 0,045 mg/kg ou 0,075 mg/kg de AT3SC-001
sobre os niveis de proteina AT (Serpincl) plasmatica em individuos
humanos com hemofilia A ou B.

[0060] A Figura 5A é um grafico representando os efeitos de varias
doses de 0,225 mg/kg, 0,450 mg/kg, 0,900 mg/kg, 1,800 mg/kg, ou 80
mg de AT3SC-001 sobre os niveis de proteina AT (Serpincl)
plasmatica em um individuos humano tendo hemofilia A ou B.

[0061] A Figura 5B é um grafico representando o efeito
dependente da dose de AT3SC-001 sobre os niveis de proteina AT
(Serpincl) plasmatica em individuos humanos.

[0062] A Figura 6A é um gréfico representando o efeito de varias
doses de 0,015 mg/kg ou 0,045 mg/kg de AT3SC-001 sobre os niveis
de pico da trombina em individuos humanos com hemofilia A ou B.
[0063] A Figura 6B é um grafico representando o efeito de varias
doses de 0,015 mg/kg ou 0,045 mg/kg de AT3SC-001 sobre a geracao
de trombina como uma percentagem de mudanca em relacdo a
avaliacéo inicial em individuos humanos com hemofilia A ou B.

[0064] A Figura 7 é um grafico mostrando o efeito de véarias doses
de 0,045 mg/kg de AT3SC-001 no tempo de formacao do coagulo, e
no tempo de coagulacdo em um individuo com hemofilia A (individuo
101-009).

[0065] A Figura 8 é um gréafico mostrando a reducdo média
maxima de AT pela dose equivalente mensal.

[0066] A Figura 9 é um grafico mostrando o efeito de varias doses
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de AT3SC-001 sobre a geracdo da trombina pela reducdo de AT em
guartis.

[0067] Figura 10A é um grafico representando a atividade de AT
relativa em relacdo a percentagem do pico de geracdo de trombina
alcancada com o Fator VIII conforme determinado em um individuo
administrado com 225 mcg/kg gM de AT3SC-001.

[0068] A Figura 10B é um gréfico representando a atividade de AT
relativa em relacdo a percentagem do pico de geracdo de trombina
alcangcada com Fator VIII conforme determinado em um individuo
administrado com 1800 mcg/kg gM de AT3SC-001.

[0069] A Figura 10C é um grafico representando a atividade de AT
relativa em relacdo a percentagem do pico de geracdo de trombina
alcancada com Fator VIII conforme determinado em um individuo
administrado com 80 mg gM de AT3SC-001.

[0070] A Figura 11 é um grafico mostrando o efeito de varias
doses de AT3SC-001 sobre os casos hemorragicos pela reducédo de
AT em quatrtis.

[0071] A Figura 12 é uma tabela que mostra os dados de casos
hemorragicos para os individuos inscritos na Parte C do estudo clinico
de Fase | de AT3SC-001.

[0072] Figura 13A é um gréfico que mostra a taxa de hemorragia
anual média (ABR) antes do inicio do estudo, na parte inicial do
estudo, e durante a parte de observacdo do estudo para todas as
coortes de dosagem na Parte C do estudo clinico de Fase | de AT3SC-
001.

[0073] A Figura 13B é um gréfico que mostra a taxa de hemorragia
anual média (ABR) antes do inicio do estudo, na parte inicial do
estudo, e durante a parte de observacdo do estudo para a coorte
mensal de 80 mg (80 mg gM x3) na Parte C do estudo clinico de Fase
| de AT3SC-001.
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[0074] A Figura 14A é um gréfico representando a atividade de AT
relativa em relacdo a percentagem do pico de geracdo de trombina
alcancada com Fator VIII conforme determinado em um individuo
inibidor administrado com uma dose fixa mensal de 50 mg de AT3SC-
001.

[0075] A Figura 14B é um gréfico representando a atividade de AT
relativa em relacdo a percentagem do pico de geracdo de trombina
alcancada com Fator VIII conforme determinado em um individuo
inibidor administrado com uma dose fixa mensal de 50 mg de AT3SC-
001.

[0076] A Figura 14C é um grafico representando a atividade de AT
relativa em relacdo a percentagem do pico de geracdo de trombina
alcancada com Fator VIII conforme determinado em um individuo
inibidor administrado com uma dose fixa mensal de 50 mg de AT3SC-
001.

[0077] A Figura 14D é um grafico representando a atividade de AT
relativa em relacdo a percentagem do pico de geracdo de trombina
alcangcada com Fator VIII conforme determinado em um individuo
inibidor administrado com uma dose fixa mensal de 50 mg de AT3SC-
001.

[0078] A Figura 14E é um gréfico representando a atividade de AT
relativa em relacdo a percentagem do pico de geracdo de trombina
alcancada com Fator VIII conforme determinado em um individuo
inibidor administrado com uma dose fixa mensal de 50 mg de AT3SC-
001.

[0079] A Figura 14F é um grafico representando a atividade de AT
relativa em relacdo a percentagem do pico de geracdo de trombina
alcancada com Fator VIII conforme determinado em um individuo
inibidor administrado com uma dose fixa mensal de 50 mg de AT3SC-
001.
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[0080] A Figura 15 € um grafico representando o efeito de varias
doses de 50 mg ou 80 mg de AT3SC-001 sobre a atividade média de
AT (Serpincl) em relacdo a avaliacdo inicial em individuos humanos
com hemofilia A ou B com inibidores.

[0081] A Figura 16 € um grafico mostrando que a reducdo do
efeito de AT de varias doses de 50 mg de AT3SC-001 se correlaciona
com aumento da geracdo de trombina em um individuo com hemofilia
A.

[0082] A Figura 17A é uma tabela que mostra os dados de casos
hemorragicos para os individuos inscritos na Parte D do estudo clinico
de Fase | de AT3SC-001.

[0083] Figura 17B é um grafico que mostra a taxa de hemorragia
anual média (ABR) antes do inicio do estudo, na parte inicial do
estudo, e durante a parte de observacdo do estudo para todos os
individuos na Parte D do estudo clinico de Fase | de AT3SC-001.
[0084] A Figura 18 é um grafico representando o efeito de varias
doses de 80 mg de AT3SC-001 sobre a atividade média de AT
(Serpincl) em relacdo a avaliacdo inicial em um individuo humano
com hemofilia sem inibidores no estudo de extenséo aberto (OLE) de
Fase Il de AT3SC-001.

[0085] A Figura 19A é um gréfico representando o efeito de varias
doses de 50 mg ou 80 mg de AT3SC-001 sobre a atividade média de
AT (Serpincl) em relacdo a avaliagdo inicial em individuos humanos
com hemofilia A ou B com ou sem inibidores no estudo de extensao
aberto (OLE) de Fase Il de AT3SC-001.

[0086] A Figura 19B é um gréfico representando o efeito de varias
doses de 50 mg ou 80 mg de AT3SC-001 sobre o pico de geracéo de
trombina em individuos humanos com hemofilia A ou B com ou sem
inibidores no no estudo de extensdo aberto (OLE) de Fase Il de

AT3SC-001. A parte sombreada do grafico representa o alcance dos
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niveis do pico de trombina observados em voluntarios humanos sadios
(HV) administrado com AT3SC-001 e com menos de 25% de
inativacdo de AT no ensaio de Fase | de AT3SC-001 descrito no
Exemplo 1. A linha tracejada através do intervalo de HV representa o
nivel médio do pico de trombina observado em voluntarios humanos
sadios (HV) e com menos de 25% de inativacdo de AT administrados
com AT3SC-001 no ensaio de Fase | de AT3SC-001 descrito no
Exemplo 1.

[0087] Figura 20A é um grafico que mostra a taxa de hemorragia
anual média (ABR) antes do inicio do estudo, na parte inicial do
estudo, e durante a parte de observacdo do estudo para individuos
com hemofilia A ou B sem inibidores dos individuos do estudo clinico
OLE de Fase Il de AT3SC-001.

[0088] Figura 20B é um grafico que mostra a taxa de hemorragia
anual média (ABR) antes do inicio do estudo, na parte inicial do estudo
e durante a parte de observacdo do estudo para os individuos com
hemofilia A ou B com inibidores dos individuos no estudo clinico OLE
de Fase Il de AT3SC-001.

[0089] A Figura 21 € uma tabela que mostra as caracteristicas dos
casos de hemorragia experimentados naos pacientes com hemofilia A
ou B com ou sem inibidores no estudo clinico OLE de Fase Il de
AT3SC-001.

[0090] A Figura 22 é uma tabela que mostra a gestéo de casos de
hemorragia experimentados em pacientes com hemofilia A ou B sem
inibidores no estudo clinico OLE de Fase Il de AT3SC-001.

[0091] A Figura 23 € uma tabela que mostra as caracteristicas dos
casos de hemorragia experimentados em pacientes com hemofilia A
ou B com inibidores no estudo clinico OLE de Fase Il de AT3SC-001.
[0092] A Figura 24A é um grafico que mostra o efeito de uma dose

fixa mensal de 50 mg ou 80 mg de AT3SC-001 na quantidade de Fator
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VIII necesséaria para gerenciar hemorragias em individuos com
hemofilia A, sem inibidores.

[0093] A Figura 24B € um grafico que mostra o efeito de uma dose
fixa mensal de 50 mg ou 80 mg de AT3SC-001 na quantidade de Fator
IX necesséaria para gerenciar hemorragias em individuos com hemofilia
B, sem inibidores.

[0094] A Figura 24C é um grafico que mostra o efeito de uma dose
fixa mensal de 50 mg ou 80 mg de AT3SC-001 na quantidade de
rFVlla necessdéria para gerenciar hemorragias em individuos com
hemofilia A ou B, com inibidores.

[0095] A Figura 24D é um grafico que mostra o efeito de uma dose
fixa mensal de 50 mg ou 80 mg de AT3SC-001 na quantidade de
aPCC necessaria para gerenciar hemorragias em individuos com
hemofilia A ou B, com inibidores.

[0096] A Figura 25A é um grafico representando o efeito da adicéo
de aPCC sobre a geracao da trombina em amostras de plasma de um
individuo com hemofilia A com inibidores antes (linha inferior) e depois
(linha superior) que o individuo foi administrado com AT3SC-001.
[0097] A Figura 25B é um grafico representando o efeito da adicéo
de rFVlla sobre a geracdo da trombina em amostras de plasma de um
individuo com hemofilia A com inibidores antes (linha inferior) e depois
(linha superior) que o individuo foi administrado com AT3SC-001.
[0098] A Figura 26A € um grafico representando o efeito da adicado
da aPCC sobre a geracao da trombina em amostras de plasma de um
individuo com hemofilia A sem inibidores antes (linha inferior) e depois
(linha superior) que o individuo unto foi administrado de AT3SC-001.
[0099] A Figura 26B é um grafico representando o efeito da adi¢cdo
de rFVlla sobre a geracdo da trombina em amostras de plasma de um
individuo com hemofilia A sem inibidores antes (linha inferior) e depois

(linha superior) que o individuo foi administrado com AT3SC-001.
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[00100] A Figura 26C € um grafico representando o efeito da adi¢éo
de aPCC sobre a geragao da trombina em amostras de plasma de um
individuo com hemofilia A sem inibidores antes (linha inferior) e depois
(linha superior) que o individuo foi administrado com AT3SC-001.
[00101] A Figura 26D € um grafico representando o efeito da adi¢éo
de rFVlla sobre a geracdo da trombina em amostras de plasma de um
individuo com hemofilia A sem inibidores antes (linha inferior) e depois
(linha superior) que o individuo unto foi administrado de AT3SC-001.
[00102] A Figura 26E é um gréfico representando o efeito da adi¢ao
da aPCC sobre a geracao da trombina em amostras de plasma de um
individuo com hemofilia A sem inibidores antes (linha inferior) e depois
(linha superior) que o individuo unto foi administrado de AT3SC-001.
[00103] A Figura 26F é um grafico representando o efeito da adicéo
de rFVlla sobre a geracdo da trombina em amostras de plasma de um
individuo com hemofilia A sem inibidores antes (linha inferior) e depois
(linha superior) que o individuo unto foi administrado de AT3SC-001.
[00104] A Figura 26G é um grafico representando o efeito da adi¢éo
da aPCC sobre a geracao da trombina em amostras de plasma de um
individuo com hemofilia A sem inibidores antes (linha inferior) e depois
(linha superior) que o individuo unto foi administrado de AT3SC-001.
[00105] A Figura 26H é um grafico representando o efeito da adicao
de rFVlla sobre a geracdo da trombina em amostras de plasma de um
individuo com hemofilia A sem inibidores antes (linha inferior) e depois
(linha superior) que o individuo unto foi administrado de AT3SC-001.
[00106] A Figura 261 é um grafico representando o efeito da adicéo
da aPCC sobre a geracao da trombina em amostras de plasma de um
individuo com hemofilia A sem inibidores antes (linha inferior) e depois
(linha superior) que o individuo unto foi administrado de AT3SC-001.
[00107] A Figura 26J é um gréfico representando o efeito da adi¢éo

de rFVlla sobre a geracdo da trombina em amostras de plasma de um
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individuo com hemofilia A sem inibidores antes (linha inferior) e depois
(linha superior) que o individuo foi administrado com AT3SC-001.
[00108] A Figura 26K é um gréfico representando o efeito da adicéo
da aPCC sobre a geragcao da trombina em amostras de plasma de um
individuo com hemofilia A sem inibidores antes (linha inferior) e depois
(linha superior) que o individuo unto foi administrado de AT3SC-001.
[00109] A Figura 26L é um grafico representando o efeito da adi¢ao
de rFVlla sobre a geracdo da trombina em amostras de plasma de um
individuo com hemofilia A sem inibidores antes (linha inferior) e depois
(linha superior) que o individuo unto foi administrado de AT3SC-001.
[00110] A Figura 26M é um gréfico representando o efeito da adi¢ao
da aPCC sobre a geracao da trombina em amostras de plasma de um
individuo com hemofilia A sem inibidores antes (linha inferior) e depois
(linha superior) que o individuo unto foi administrado de AT3SC-001.
[00111] A Figura 26N € um grafico representando o efeito da adi¢éo
de rFVlla sobre a geracdo da trombina em amostras de plasma de um
individuo com hemofilia A sem inibidores antes (linha inferior) e depois
(linha superior) que o individuo foi administrado com AT3SC-001.
[00112] A Figura 27A é um grafico representando o efeito de varias
doses de AT3SC-001 sobre a geracédo da trombina pela reducéo de
AT em quartis no estudo de extensao aberto (OLE) de Fase I/Il.
[00113] A Figura 27B € um gréfico representando o efeito simulado
de varias doses de AT3SC-001 sobre a geracdao da trombina pela
reducao de AT em quartis.

[00114] A Figura 27C € um grafico de dispersao representando a
forte correlacdo entre o TG simulado (Figura 27B) e TG medido
(Figura 27A).

[00115] A Figura 28A representa simulado em curvas de geracgao
da trombina silicio para varios niveis AT e 0,1% do Fator FVIII

(simulando uma hemofilia grave).
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[00116] A Figura 28B € uma representacdo do mapa de calor do
pico de trombina em varias doses de Fator VIII (dose Unica) e nivel de
AT para hemofilia A grave.

[00117] A Figura 28C € uma representacdo do mapa de calor do
pico de trombina em diversas doses FIX (dose Unica) e no nivel de AT
para hemofilia B grave.

[00118] A Figura 29A é um grafico representando o potencial do
pico simulado da trombina (nM) em funcao do tempo de 5, 10, 20 e 50
Ul/kg do Fator FVIIl com AT em 100%.

[00119] A Figura 29B € um grafico representando o potencial de
pico simulado da trombina (nM) em func&o do tempo de 5, 10, 20 Ul/kg
do Fator FVIIl com AT em 20% da avaliagao inicial.

Descri¢édo Detalhada da Invencgao

[00120] A presente invencao é baseada, pelo menos em parte, na
surpreendente descoberta de que, em individuos com hemofilia (por
exemplo, hemofilia A, hemofilia B ou hemofilia C), sem inibidores, e
administrados com uma quantidade terapeuticamente eficaz de uma
composigao de iRNA que afeta a clivagem mediada pelo complexo de
silenciamento induzido por RNA (RISC) de transcricdes de RNA de um
gene Serpincl, um caso de hemorragia pode ser tratado com uma
guantidade terapeuticamente eficaz de um fator de substituicdo, como
Fator VIII ou Fator Xl, que é menos que a quantidade eficaz que o
recomendado do fator de substituicdo, por exemplo, recomendado
pela Federacdo Mundial de Hemofilia (ver, por exemplo, Srivastava, et
al. “Guidelines for the Management of Hemophilia”, Hemophilia Epub
6 Julho 2012; DOI:10.1111/}.1365-2516.2012.02909.x; estando a
totalidade de seu contetudo aqui incorporada, a titulo de referéncia)
e/ou a Food and Drug Administration (ver, por exemplo, a bula do
produto ADVATE (fator anti-hemofilico (recombinante)); 11/2016; a

bula do produto BeneFIX (Fator IX de coagulacdo (Recombinante);
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11/2011; estando a totalidade de seu conteddo aqui incorporada, a
titulo de referéncia. Assim, a presente invencéo fornece um meétodo de
tratamento de um caso de hemorragia em um individuo com hemofilia
sem inibidores. O método inclui a administracdo ao individuo uma
dose fixa de cerca de 30 mg a cerca de 90 mg de um agente de acido
ribonucléico (RNAI) de fita dupla que inibe a expressdao de um
Serpincl, onde o agente de RNAI de fita dupla compreende uma fita
senso e uma fita antissenso, a fita antissenso compreendendo uma
regido de complementaridade para um mMRNA codificando um
Serpincl que compreende pelo menos 15 nucleotideos contiguos que
diferem em n&o mais de 3 nucleotideos da sequéncia de nucleotideos
de 5 - UUGAAGUAAAUGGUGUUAACCAG - 3’ (SEQ ID NO: 15),
onde praticamente todos o0s nucleotideos da fita senso e
substancialmente todos os nucleotideos da fita antissenso séo
nucleotideos modificados, e onde a fita senso esta conjugada com um
ligante anexado no 3'-terminal; e a administragédo ao individuo de uma
guantidade terapeuticamente eficaz de um fator de substituicdo, onde
a quantidade eficaz do fator de substituichio €é reduzida em
comparacdo com a quantidade eficaz recomendada do fator de
substituicdo, de modo a tratar um caso de hemorragia no individuo
tendo uma hemofilia sem inibidores.

[00121] Em outro aspecto, a presente invencao fornece um método
de tratamento de um caso de hemorragia em um individuo com
hemofilia sem inibidores. O método inclui a administracdo ao individuo
uma dose fixa de cerca de 40 mg a cerca de 90 mg de um agente de
acido ribonucléico (RNAI) de fita dupla que inibe a expressdo de um
Serpincl, onde o agente de RNAI de fita dupla compreende uma fita
senso e uma fita antissenso, a fita antissenso compreendendo uma
regiao de complementaridade para um mRNA codificando um

Serpincl que compreende pelo menos 15 nucleotideos contiguos que
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diferem em n&o mais de 3 nucleotideos da sequéncia de nucleotideos
de 5 - UUGAAGUAAAUGGUGUUAACCAG - 3’ (SEQ ID NO: 15),
onde praticamente todos o0s nucleotideos da fita senso e
substancialmente todos os nucleotideos da fita antissenso séo
nucleotideos modificados, e onde a fita senso esta conjugada com um
ligante anexado no 3'-terminal; e a administracdo ao individuo de uma
guantidade terapeuticamente eficaz de um fator de substituicdo, onde
a quantidade eficaz do fator de substituicio € reduzida em
comparagdo com a quantidade eficaz recomendada do fator de
substituicdo, de modo a tratar um caso de hemorragia no individuo
tendo uma hemofilia sem inibidores.

[00122] A presente invencdo também é baseada, pelo menos em
parte, na descoberta de que, em individuos com hemofilia (por
exemplo, hemofilia A, hemofilia B ou hemofilia C), com inibidores, e
administrados com uma quantidade terapeuticamente eficaz de uma
composicao de iRNA que afeta a clivagem mediada pelo complexo de
silenciamento induzido por RNA (RISC) de transcricdes de RNA de um
gene Serpincl, um caso de hemorragia pode ser tratado com uma
guantidade terapeuticamente eficaz de um agente de desvio, como um
complexo de protrombina ativado (aPCC) ou Fator Vllla (rFVlla)
recombinante, que é menos que a quantidade eficaz que o
recomendado do agente de desvio, por exemplo, recomendado pela
Federacdo Mundial de Hemofilia (ver, por exemplo, Srivastava, et al.
“Guidelines for the Management of Hemophilia”, Hemophilia Epub 6
Julho 2012; DOI:10.1111/1.1365-2516.2012.02909.x) e/ou a Food and
Drug Administration (ver, por exemplo, a bula do produto NovoSeven
RT, Fator VIIA de coagulacdao (Recombinante); 07/2014; bula do
produto FEIBA, complexo de coagulacdo anti-inibidor; 11/2013;
estando a totalidade de seu conteddo aqui incorporada, a titulo de

referéncia).
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[00123] Consequentemente, em outro aspecto, a presente invencgao
fornece um método de tratamento de um caso de hemorragia em um
individuo com hemofilia com inibidores. Os métodos incluem a
administracdo ao individuo uma dose fixa de cerca de 30 mg a cerca
de 90 mg de um agente de acido ribonucléico (RNAI) de fita dupla que
inibe a expressdo de Serpincl, onde o agente de RNAI de fita dupla
compreende uma fita senso e uma fita antissenso, a fita antissenso
compreendendo uma regido de complementaridade para um mRNA
codificando a Serpincl que compreende pelo menos 15 nucleotideos
contiguos que diferem em ndo mais de 3 nucleotideos da sequéncia
de nucleotideos de 5" - UUGAAGUAAAUGGUGUUAACCAG - 3’ (SEQ
ID NO: 15), onde praticamente todos os nucleotideos da fita senso e
substancialmente todos o0s nucleotideos da fita antissenso sé&o
nucleotideos modificados, e onde a fita senso esta conjugada com um
ligante anexado no 3'-terminal; e a administracdo ao individuo de uma
quantidade terapeuticamente eficaz de um agente de desvio, onde a
guantidade eficaz do agente de desvio € reduzida em comparacgao
com a quantidade eficaz recomendada, por exemplo, aprovada pelo
Food and Drug Administration, do agente de desvio, de modo a tratar
um caso de hemorragia no individuo tendo uma hemofilia sem
inibidores.

[00124] Em outro aspecto, a presente invencao fornece um método
de tratamento de um caso de hemorragia em um individuo com
hemofilia com inibidores. Os métodos incluem a administracdo ao
individuo uma dose fixa de cerca de 40 mg a cerca de 90 mg de um
agente de acido ribonucléico (RNAI) de fita dupla que inibe a
expressdo de Serpincl, onde o agente de RNAI de fita dupla
compreende uma fita senso e uma fita antissenso, a fita antissenso
compreendendo uma regido de complementaridade para um mRNA

codificando a Serpincl que compreende pelo menos 15 nucleotideos
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contiguos que diferem em ndo mais de 3 nucleotideos da sequéncia
de nucleotideos de 5" - UUGAAGUAAAUGGUGUUAACCAG - 3’ (SEQ
ID NO: 15), onde praticamente todos os nucleotideos da fita senso e
substancialmente todos os nucleotideos da fita antissenso séo
nucleotideos modificados, e onde a fita senso esta conjugada com um
ligante anexado no 3'-terminal; e a administracdo ao individuo de uma
guantidade terapeuticamente eficaz de um agente de desvio, onde a
quantidade eficaz do agente de desvio € reduzida em comparacao
com a quantidade eficaz recomendada, por exemplo, aprovada pelo
Food and Drug Administration, do agente de desvio, de modo a tratar
um caso de hemorragia no individuo tendo uma hemofilia sem
inibidores.

[00125] Os agentes de iIRNA para uso nos métodos da invencdo,
em geral, incluem uma fita de RNA (a fita antissenso), com uma regiao
que é de cerca de 30 nucleotideos ou menos de 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, 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, cuja regido é substancialmente complementar a pelo
menos parte de uma transcricdo do mRNA de um gene Serpincl.
[00126] Em outras modalidades, uma ou ambas as fitas dos
agentes de RNAI de fita dupla da invencéo é de até 66 nucleotideos de
comprimento, por exemplo, 36-66, 26-36, 25-36, 31-60, 22-43, 27-53
nucleotideos de comprimento, com uma regido de pelo menos 19
nucleotideos contiguos que é substancialmente complementar de, pelo
menos, uma parte de uma transcricdo do mRNA de um gene Serpincl.

Em algumas modalidades, as fitas senso e antissenso formam um
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duplex de 18-30 nucleotideos contiguos.

[00127] Em algumas modalidades, os agentes de iRNA para uso
nos metodos da invencédo incluem uma fita de RNA (a fita antissenso),
gue pode ser de até 66 nucleotideos de comprimento, por exemplo,
36-66, 26-36, 25-36, 31-60, 22-43, 27-53 nucleotideos de
comprimento, com uma regido de pelo menos 19 nucleotideos
contiguos que é substancialmente complementar de, pelo menos, uma
parte de uma transcricdo do mRNA de um gene Serpincl. Em
algumas modalidades, tais agentes de IRNA tendo maiores fitas
antissenso de comprimento podem incluir uma segunda fita de RNA (a
fita senso) de 20 a 60 nucleotideos de comprimento em que as fitas
senso e antissenso formam um duplex de 18-30 nucleotideos
contiguos.

[00128] A descricdo detalhada a seguir revela como fazer e usar
composicdes contendo IRNAs para inibir a expressdao de um gene de
Serpincl, bem como composi¢des, usos, e métodos para o tratamento
de individuos com doencas e disturbios que se beneficiariam de
inibicdo e/ou a reducéo da expresséo desse gene.

|. Definicbes

[00129] Para que a presente invencao possa ser mais prontamente
compreendida, certos termos sé@o primeiro definidos. Além disso, deve
notar-se que, sempre que um valor ou faixa de valores de um
parametro sdo enumerados, pretende-se que o0s valores e faixas
intermediarios para os valores enumerados também destinam-se a ser
parte desta invencao.

[00130] Os artigos "o/a" e "um/uma" sao usados aqui para se referir
a um ou a mais de um (ou seja, a pelo menos um) do objeto gramatical
do artigo. A titulo de exemplo, "um elemento"” significa um elemento ou
mais de um elemento, por exemplo, uma pluralidade de elementos.

[00131] O termo "incluindo" é usado aqui para significar, e € usado
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de forma intercambidvel com, a frase "incluindo, mas néo se limitando
a".

[00132] O termo "ou" € usado aqui para significar, e € usado de
forma intercambiavel com o termo "e/ou”, a menos que o contexto
indique claramente o contrario.

[00133] Como usado aqui, "Serpincl” refere-se a um polipeptideo
especifico expressado em uma célula. Serpincl também é conhecido
como inibidor de serpina peptidase, subtipo C; (antitrombina; AT),
membro 1; antitrombina Ill; AT3; antitrombina; e heparina cofator 1. A
sequéncia de uma transcricdo do mRNA de Serpincl humano pode
ser encontrada em, por exemplo, Genbank, n°® de acesso
Gl:254588059 (NM_000488; SEQ ID NO:1). A sequéncia de mRNA de
Serpincl rhesus pode ser encontrada em, por exemplo, Genbank, n°
de acesso GI:157167169 (NM_001104583; SEQ ID NO:2). A
sequéncia de mMRNA de Serpincl de camundongo pode ser
encontrada em, por exemplo, Genbank, n® de acesso GIl:237874216
(NM_080844; SEQ ID NO:3). A sequéncia de um mRNA de Serpincl
de rato pode ser encontrada em, por exemplo, Genbank, n° de acesso
G1:58865629 (NM_001012027; SEQ ID NO:4).

[00134] O termo "Serpincl" como usado aqui também se refere a
um polipeptideo especifico expressado em uma célula por variacbes
de sequéncia de DNA que ocorrem naturalmente do gene Serpincl,
como um polimorfismo de nucleotideo Unico no gene Serpincl.
Numerosos SNPs dentro do gene Serpincl foram identificados e
podem ser encontrados em, por exemplo, dbSNP NCBI (ver, por
exemplo, www.ncbi.nlm.nih.gov/snp). Exemplos né&o limitantes de
SNPs dentro do gene Serpincl podem ser encontrados em dbSNP
NCBI, N°. De acesso rs677; rs5877; rs5878; rs5879; rs941988;
rs941989: rs1799876; rs19637711; rs2008946; e rs2227586.

[00135] Como usado aqui, um "individuo"” € um animal, como um
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mamifero, incluindo um primata (como um humano, um primata néo
humano, como, por exemplo, um macaco e um chimpanzé), um néo
primata (como uma vaca, um porco, um camelo, uma lhama, um
cavalo, uma cabra, um coelho, uma ovelha, um hamster, uma cobaia,
um gato, um cachorro, 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, como um ser humano
sendo tratado ou avaliado para uma doenca, um distarbio ou uma
condicdo que possa beneficiar de redugcéo na expresséo de Serpincl,;
um ser humano em risco para uma doenca, um disturbio ou uma
condicdo que possa se beneficiar de reducdo na expressao de
Serpincl; um ser humano com uma doenca, um distirbio ou uma
condicdo que possa se beneficiar da reducdo na expressédo de
Serpincl; e/ou ser humano sendo tratado para uma doenca, um
distirbio ou uma condicdo que possa se beneficiar da reducdo na
expresséo de Serpincl conforme descrito neste documento.

[00136] Como usado aqui, 0s termos “"tratar" ou "tratamento" se
referem a um resultado benéfico ou desejado, incluindo, mas se nao
limitando a, alivio ou melhoria de um ou mais sintomas, diminuindo o
grau de hemorragia, estado estabilizado (ou seja, nao piora) de
hemorragia, melhoria ou paliacdo de hemorragia, se detectavel ou
indetectavel, ou resolvendo a hemorragia. “Tratamento” pode significar
também prolongar a sobrevida em relagdo a sobrevida esperada na
auséncia de tratamento. Nos métodos da invencéo, o tratamento inclui
a procura de tratamento e controle de episédios de hemorragia,
manejo perioperatdrio de hemorragia e profilaxia de rotina para reduzir
a frequéncia de episodios de hemorragia.

[00137] O termo "menor" no contexto do nivel de um Serpincl em
um individuo ou um marcador ou sintoma de doenca refere-se a uma

diminuicdo estatisticamente significante em tal nivel. A diminuicdo
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pode ser, por exemplo, de 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 menos 70%, pelo
menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos 90%,
pelo menos 95%, ou mais, e € preferencialmente para um nivel aceito
como dentro da faixa de normal para um individuo sem tal disturbio.
[00138] Como usado aqui, "prevenir" ou "prevencao”, quando usado
em referéncia a uma doenca, um distirbio ou uma condicdo da
mesma, que se beneficiaria de uma reducao da expressao de um gene
Sertpincl, refere-se a uma reducdo na probabilidade de que um
individuo vai desenvolver um sintoma associado a tal doenca, disturbio
ou condi¢ao, por exemplo, um sintoma como uma hemorragia. A
probabilidade de desenvolver uma hemorragia é reduzida, por
exemplo, quando um individuo com um ou mais fatores de risco para
uma hemorragia ou falha em desenvolver uma hemorragia ou
desenvolve uma hemorragia com menor gravidade em relacdo a uma
populacédo com fatores de risco e ndo recebendo tratamento conforme
descrito neste documento. A incapacidade de desenvolver uma
doenca, um distarbio ou uma condicdo, ou a reducdo no
desenvolvimento de um sintoma associado como uma doenga, um
distdrbio ou uma condi¢do (por exemplo, por, pelo menos, cerca de
10% em uma escala clinicamente aceitavel para essa doenca ou
distarbio), ou a exposicdo de atraso dos sintomas (por exemplo, por
dias, semanas, meses ou anos) € considerado uma prevencéao eficaz.
[00139] Como usado aqui, o termo "disturbio hemorragico" é uma
doenca ou um distarbio que resulta em ma coagulacéo do sangue e/ou
sangramento excessivo. Um disturbio hemorragico pode ser uma
desordem hereditaria, como uma hemofilia e doenca de von

Willebrand, ou um distarbio adquirido, associado com, por exemplo,

Peticéo 870200003204, de 08/01/2020, pag. 95/349



35/216

coagulacdo intravascular disseminada, eclampsia associada a
gravidez, deficiéncia de vitamina K, um distdrbio auto-imune, doenca
inflamatoria intestinal, colite ulcerativa, uma desordem dermatolégica
(por exemplo, a psoriase, pénfigo), uma doenca respiratéria (por
exemplo, asma, doenca pulmonar obstrutiva crénica), uma reacao
alérgica medicamentosa, por exemplo, o resultado de medicamentos,
como aspirina, heparina e warfarina, diabetes, infeccao por hepatite B
aguda, infeccao por hepatite C aguda, uma malignidade ou tumor
sélido (por exemplo, prostata, pulmao, colon, pancreas, estbmago,
ducto biliar, cabeca e pescoco, colo uterino, mama, melanoma, rim,
e/ou de uma malignidade hematolégica). Em uma modalidade, um
distirbio hemorragico hereditario € uma hemofilia, por exemplo,
hemofilia A, B ou C. Em uma modalidade, um individuo com um
distirbio hemorragico hereditario, como, por exemplo, uma hemofilia,
desenvolveu inibidores, por exemplo, inibidores aloanticorpo para
substituir terapias da coagulacéo e é aqui referido como um "individuo
inibidor". Em uma modalidade, o individuo inibidor tem hemofilia A.
Em outra modalidade, o individuo inibidor tem hemofilia B. Em ainda
outra modalidade, o individuo inibidor tem hemofilia C.

[00140] Em uma modalidade, um distdrbio hemorragico é um
disturbio hemorragico raro (RBD). Um RBD pode ser um RBD
adquirido ou um RBD hereditario. RBDs hereditarios incluem disturbios
associados a deficiéncias dos fatores de coagulacéo fibrinogénio, FlI,
FV, FV combinado e FVIII, FVII, FX, FXI, FXIIl, e deficiéncia congénita
de fatores dependentes de vitamina K (VKCFDs). Eles séao
geralmente transmitidos como condicbes autossdmicas recessivas,
embora, em alguns casos, como, por exemplo, FXI e
disfibrinogenemia, pode ser dominante autossoémico. RBDs sé&o
relatados na maioria das popula¢cdes, com uma incidéncia homozigota

ou heterozigota dupla variando de 1 em 500.000 para deficiéncia de
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FVII a 1 em 2 a 3 milhGes para deficiéncias de FXIll e protrombina.
Frequéncia relativa varia entre as populacdes, sendo maior onde
unibes consanguineas ou endogamicas sdo comuns, com aumento da
frequéncia de genes mutantes especificos.

[00141] RBDs exemplificadores incluem afibrinogenemia
(fibrinogénio, deficiéncia do Fator 1); hipofibrinogenemia (fibrinogénio,
deficiéncia do Fator I); disfibrinogenemia (fibrinogénio; deficiéncia do
Fator 1); hipodisfibrinogenemia (fibrinogénio; deficiéncia do Fator I);
hipoprotrombinemia (protrombina; deficiéncia do Fator Il); deficiéncia
de protrombina (protrombina; deficiéncia do Fator Il); trombofilia
(protrombina; deficiéncia do Fator |Il); deficiéncia congénita de
antitrombina Il (tromboplastina; Fator lllI; fator tecidual); parahemofilia
(proaccelerina; Fator V; fator labil); Doenca de Owren (proaccelerina;
Fator V; fator labil); resisténcia a proteina C ativada (proaccelerina;
Fator V; fator labil); Doenca de Alexander (fator estavel proconvertina;
fator VII); deficiencia congénita de proconvertina/Fator VIl (fator
estavel proconvertina; Fator VII); deficiéncia de Stuart-Prower (fator
Stuart-Prower; Fator X); deficiéncia congénita do Fator Xllla/b (é fator
estabilizador de fibrina; Fator Xlll); deficiéncia herdada do Fator Xl
(fator estabilizador de fibrina; Fator XIlIl); e deficiéncia do Fator
estabilizador de fibrina (fator estabilizador de fibrina; Fator XIII).
[00142] “Quantidade terapeuticamente eficaz", conforme usado
neste documento, destina-se a incluir a quantidade de um agente de
RNAI que, quando administrada a um individuo com um disturbio
hemorragico e hemorragia, € suficiente para afetar o tratamento da
doenca (por exemplo, diminuindo, melhorando ou mantendo a doenca
existente ou um ou mais sintomas da doenca). A "quantidade
terapeuticamente eficaz" pode variar dependendo do agente de RNAI,
como o agente é administrado, a doenca e sua gravidade e a historia,

idade, peso, historico familiar, composicdo genética, os tipos de
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tratamentos concomitante ou anteriores, se houver, e outras
caracteristicas individuais do individuo a ser tratado.

[00143] “Quantidade profilaticamente eficaz", conforme usado aqui,
destina-se a incluir a quantidade de um IRNA que, quando
administrado a um individuo com um distlrbio hemorragico, mas néao
com sangramento, por exemplo, um individuo com um distarbio
hemorragico e programado para cirurgia (por exemplo, tratamento
perioperatorio), € suficiente para prevenir ou atenuar a doenca ou a
um ou mais sintomas da doencga. Atenuar a doenca inclui retardar o
curso da doenca ou reducdo da severidade da doenca com
desenvolvimento posterior. A "quantidade profilaticamente eficaz"
pode variar dependendo do RNAIi, como o0 agente € administrado, o
grau do risco da doenca e a historia, idade, peso, historico familiar,
composicdo genética, os tipos de tratamentos concomitante ou
anteriores, se houver, e outras caracteristicas individuais do paciente a
ser tratado.

[00144] “Uma quantidade terapeuticamente eficaz" ou "quantidade
profilaticamente eficaz" também inclui uma quantidade de agente de
RNAI que produz algum efeito local ou sistémico desejado em uma
razoavel razdo de beneficio/risco aplicavel a qualquer tratamento. O
iIRNA empregado nos métodos da presente invencdo pode ser
administrado em uma quantidade suficiente para produzir uma razao
razoavel de beneficio/risco aplicavel a esse tipo de tratamento.

[00145] A "quantidade terapeuticamente eficaz de um fator de
substituicao" e a “quantidade terapeuticamente eficaz recomendada de
um agente de desvio" sao as doses de fator de substituicdo ou agente
de desvio, respectivamente, suficiente para gerar trombina e resolver
uma hemorragia e/ou suficiente para alcancar um nivel de pico de fator
plasmatico em um individuo com uma hemorragia como fornecido pela

Federacdo Mundial de Hemofilia (ver, por exemplo, Srivastava, et al.
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“Guidelines for the Management of Hemophilia”, Hemophilia Epub 6
Julho 2012; DOI:10.1111/}.1365-2516.2012.02909.x; a bula do produto
ADVATE (fator anti-hemofilico (Recombinante)); 11/2016; e a bula do
produto BeneFIX (Fator IX de coagulacdo (Recombinante); 11/2011.
Todo o contetudo de cada um dos anteriores estdo aqui incorporados,
a titulo de referéncia.

[00146] Por exemplo, a dose recomendada do fator de substituicao
ou agente de desvio para um individuo com uma pequena hemorragia
€ a dose suficiente para alcancar o nivel do pico plasméatico do fator
VIIl de cerca de 10 a 40 Ul/dL; a dose recomendada de fator de
substituicdo ou agente de desvio para um individuo com uma
hemorragia moderada € a dose suficiente para alcancar um nivel do
pico plasmatico do Fator VIII de cerca de 30 a 60 Ul/dL, a dose
recomendada de fator de substituicdo ou agente de desvio para um
individuo com uma grande hemorragia € a dose suficiente para
alcancar o nivel do pico plasmatico do Fator VIII de cerca de 60 a 100
Ul/dL, a dose recomendada de fator de substituicdo ou agente de
desvio de um individuo é a dose perioperatoriamente suficiente para
alcancar um nivel do pico plasmatico do Fator VIl de cerca de 30 a 60
ul/dL (ver, por exemplo, Tabelas 1 e 2 e a bula do produto ADVATE
(fator anti-hemofilico (recombinante)); 11/2016).

[00147] A dose recomendada de fator de substituicdo ou agente de
desvio para um individuo com uma pequena hemorragia € a dose
suficiente para alcancar o nivel do pico plasmatico do Fator IX de
cerca de 10 a 30 Ul/dL, a dose recomendada de fator de substituicéo
ou agente de desvio para um individuo com uma hemorragia
moderada é a dose suficiente para alcancar o nivel do pico plasmatico
do Fator I1X de cerca de 25 a 50 Ul/dL, a dose recomendada de fator
de substituicdo ou agente de desvio para um individuo com uma

grande hemorragia € a dose suficiente para alcancar o nivel do pico
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plasmatico do Fator IX de cerca de 50 a 100 Ul/dL.

[00148] A frase "farmaceuticamente aceitavel” é utilizada aqui para
se referir a esses compostos, materiais, composi¢coes, e/ou que formas
de dosagem que sdo, no escopo do julgamento médico, adequados
para 0 uso em contato com os tecidos de individuos humanos e
animais sem excesso de toxicidade, irritacdo, reacdo alérgica, ou outro
problema ou complicagdo, compativel com uma relacao risco/beneficio
razoavel.

[00149] A frase "carreador farmaceuticamente aceitavel’, como
usado aqui, significa um material farmaceuticamente aceitavel,
composi¢ao ou veiculo, como o enchimento liquido ou sdlido, diluente,
excipiente, auxiliar de fabricacdo (por exemplo, lubrificante, talco
magneésio, calcio e estearato de zinco, acido estérico), ou material
encapsulando o solvente, envolvido no carregamento ou transporte do
composto do individuo de um 6rgédo, ou parte do corpo, para outro
orgdo ou parte do corpo. Cada carreador tem que ser "aceitavel" no
senso de ser compativel com os outros ingredientes da composicéo e
nao deletério para o individuo sendo tratado. Alguns exemplos de
materiais que podem servir como Vveiculos farmaceuticamente
aceitaveis incluem: (1) acucares, como lactose, glicose e sacarose; (2)
amidos, como o amido de milho e amido de batata; (3) celulose, e
seus derivados, como a carboximetilcelulose de sodio, etil celulose e
acetato de celulose; (4) tragacanto em po; (5) malte; (6) gelatina; (7)
agentes lubrificantes, como estado de magnésio, lauril sulfato de sodio
e talco; (8) excipientes, como manteiga de cacau e ceras supositorias;
(9) 6leos, como 6leo de amendoim, 6leo de algodao, 6leo de cartamo,
oleo de gergelim, azeite, 6leo de milho e 6leo de soja; (10) glicois,
como propileno glicol; (11) poliois, como glicerina, sorbitol, manitol e
polietilenoglicol; (12) ésteres, como oleato de etila e laurato de etila;

(13) agar; (14) agentes de tamponamento, como, por exemplo,
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hidroxido de magnésio e hidroxido de aluminio; (15) acido alginico;
(16) agua livre de pirogénios; (17) solucdo salina isotdnica; (18)
solucdo de Ringer; (19) alcool etilico; (20) solucbes tampao de pH;
(21) poliésteres, policarbonatos e/ou polianidridos; (22) agentes de
volume, como polipeptideos e aminoacidos (23), componente de soro,
como albumina sérica, HDL e LDL; e (22) outras substancias
compativeis ndo toéxicas empregadas em formulac6es farmacéuticas.
[00150] Neste documento, "sequéncia-alvo"” refere-se a uma porgao
contigua da sequéncia de nucleotideos de uma molécula de mRNA
formada durante a transcricdo de um gene Serpincl, incluindo mRNA
gue é um produto de processamento de RNA de um produto de
transcricdo primaria. Em uma modalidade, a parte alvo da sequéncia
sera, pelo menos, suficientemente longa para servir como substrato
para a clivagem iRNA-dirigida em ou perto da parte da sequéncia de
nucleotideos de uma molécula de mMRNA formada durante a
transcricdo de um gene Serpincl.

[00151] A sequéncia-alvo pode ser de cerca de 9 a 36 nucleotideos
de comprimento, por exemplo, cerca de 15 a 30 nucleotideos de
comprimento. Por exemplo, a sequéncia-alvo pode ser de cerca de 15
a 30 nucleotidos, 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. Faixas e comprimentos intermediarios para as faixas e
comprimentos enumerados acima também estdo previstos para ser
parte da invengao.

[00152] Como usado aqui, o termo “fita compreendendo uma

sequéncia" refere-se a um oligonucleotideo compreendendo uma
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cadeia de nucleotideos que €é descrita pela referida sequéncia usando
o padrdo de nomenclatura de nucleotideos.

[00153] “G", "C", "A", "T" e "U", cada um geralmente representa um
nucleotideo contendo guanina, citosina, adenina, timidina e uracila
como base, respectivamente. No entanto, sera entendido que o termo
“ribonucleotideo” ou "nucleotideo” também pode se referir a um
nucleotideo modificado, conforme detalhado abaixo, ou uma por¢éo de
substituicdo (ver, por exemplo, Tabela 1). O versado na técnica esta
bem ciente de que a guanina, citosina, adenina e uracila podem ser
substituidas por outras porcdes sem alterar substancialmente as
propriedades de emparelhamento de bases de um oligonucleotideo
compreendendo um nucleotideo carregando tal porcéo de substituicao.
Por exemplo, sem limitacdo, um nucleotideo compreendendo inosina
como sua base pode emparelhar a base com nucleotideos contendo
adenina, citosina ou uracila. Assim, nucleotideos contendo uracila,
guanina ou adenina podem ser substituidos nas sequéncias de
nucleotideos de dsRNA com destaque na invencao por um nucleotideo
contendo, por exemplo, inosina. Em outro exemplo, a adenina e a
citosina em qualquer lugar do oligonucleotideo pode ser substituida
com guanina e uracila, respectivamente, para formar o
emparelhamento de bases G-U Wobble com o mRNA alvo.
Sequéncias contendo tais porcdes de substituicdo sdo adequadas
para as composi¢cdes e metodos destacados na invencao.

[00154] Os termos "IRNA", "agente de RNAI," "agente de iIRNA",
"agente de interferéncia de RNA", usados como sinbnimos neste
documento, se referem a um agente que contém RNA como o termo &
definido aqui, e que media a clivagem alvo de uma transcricado de RNA
através de uma via do complexo de silenciamento induzido por RNA
(RISC). O iRNA direciona a degradacado especifica de sequéncia do

MRNA através de um processo conhecido como interferéncia de RNA
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(RNAI). O iRNA modula, por exemplo, inibe a expressédo de Serpincl
em uma célula, por exemplo, uma célula dentro de um individuo, como
um individuo mamifero.

[00155] Em uma modalidade, o agente de RNAIi da invencéo inclui
um RNA de fita simples que interage com uma sequéncia de RNA
alvo, como, por exemplo, uma sequéncia de mRNA alvo de Serpincl,
para direcionar a clivagem do RNA alvo. Sem o desejo de se vincular a
teoria, acredita-se que RNA de fita dupla longa introduzido em células
€ decomposto por um tipo de siRNA por uma endonuclease tipo lll,
conhecida como Dicer (Sharp et al. (2001) Genes Dev. 15:485). Dicer,
uma enzima tipo ribonuclease-lll, processa o0 dsRNA em RNAs
interferentes de 19 a 23 par de bases com duas saliéncias
caracteristicas de base 3’ (Bernstein et al., (2001) Nature 409:363). Os
SiRNAs sao entdo incorporados em um complexo de silenciamento
induzido por RNA (RISC) onde uma ou mais helicases desenrola o
duplex siRNA, permitindo que a fita antissenso complementar guie o
reconhecimento alvo (Nykanen, et al., (2001) Cell 107:309). Na
ligacdo ao mMRNA alvo apropriado, uma ou mais endonucleases dentro
do RISC cliva o alvo para induzir o silenciamento (Elbashir, et al.,
(2001) Genes Dev. 15:188). Assim, em um aspecto, a invencao refere-
se a um RNA de fita simples (siRNA) gerado dentro de uma célula e
gue promove a formacdo de um complexo RISC para efetivar o
silenciamento do gene alvo, ou seja, um gene Serpincl. Por
conseguinte, o termo "siRNA" também é usado aqui para se referir a
uma RNAIi como descrito acima.

[00156] Em outra modalidade, o agente RNAIi pode ser um siRNA
de fita simples que é introduzido em uma célula ou um organismo para
inibir um MRNA alvo. Agentes RNAi de fita simples se ligam a
endonuclease RISC, Argonaute 2, que cliva 0 mRNA alvo. Os siRNAs

de fita simples sdo geralmente de 15 a 30 nucleotideos e sé&o
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guimicamente modificados. O design e teste de siRNAs de fita simples
sao descritos na Patente US N° 8.101.348 e em Lima et al., (2012) Cell
150: 883-894, cada uma das quais esta aqui incorporada, a titulo de
referéncia. Qualguer uma das sequéncias de nucleotideos antissenso
descritas aqui podem ser usadas como um siRNA de fita simples como
descrito aqui ou como quimicamente modificado pelos métodos
descritos em Lima et al., (2012) Cell 150:883-894.

[00157] Em outra modalidade, um "iRNA" para uso em
composicdes, usos, e métodos da invencdo € um RNA de fita dupla e
€ aqui referido como um "agente RNAIi de fita dupla”, "molécula de
RNA de fita dupla (dsRNA)", "agente dsRNA" ou "dsRNA". O termo
"dsRNA", refere-se a um complexo de moléculas de acido ribonucléico,
tendo uma estrutura duplex compreendendo duas fitas anti-paralelas e
substancialmente complementares de acido nucleico, referido como
tendo orientagdes "senso" e "antissenso" com relagcdo a um RNA alvo,
ou seja, um gene Serpincl. Em algumas modalidades da invencao,
um RNA de fita dupla (dsRNA) provoca a degradacdo de uma RNA
alvo como, por exemplo, um mRNA, através de um mecanismo pos-
transcricional de silenciamento de genes referido aqui como RNA de
interferéncia ou RNA..

[00158] Em geral, a maioria dos nucleotideos de cada fita de uma
molécula de dsRNA sado ribonucleotideos, mas, como descrito em
detalhes aqui, cada uma ou ambos as fitas também pode incluir um ou
mais nao ribonucleotideos, como, por exemplo, um
desoxirribonucleotideo e/ou um nucleotideo modificado. Além disso,
como wusado neste pedido, um "agente RNAI" pode incluir
ribonucleotideos com modificagces quimicas; um agente de RNAI
pode incluir modificagdes substanciais em varios nucleotideos.

[00159] Como usado aqui, o termo "nucleotideo modificado" refere-

se a um nucleotideo tendo, de forma independente, uma por¢cdo de

Peticéo 870200003204, de 08/01/2020, pag. 104/349



44/216

acucar modificada, um acoplamento de internucleotideo modificado,
e/ou uma nucleobase modificada. Assim, o termo nucleotideos
modificados englobam substituicdes, adicbes ou remocdo de, por
exemplo, um grupo funcional ou &tomo, para acoplamentos
internucleosideos, porcbes de acucar ou nucleobases. As
modificacbes adequadas para uso dos agentes da invencao incluem
todos os tipos de modificagbes descritas aqui ou conhecidas na
técnica. Tais alteragdes, como usado em uma molécula do tipo SiRNA,
sao abrangidas pelo "agente RNAI" para os efeitos do presente
relatorio e reivindicacoes.

[00160] A regidao duplex pode ser de qualquer comprimento que
permite a degradacédo especifica de uma RNA alvo desejado através
de uma via de RISC, e podem variar de cerca de 9 a 36 pares de base
em comprimento, por exemplo, cerca de 15 a 30 pares de base 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 base em comprimento, 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 base em comprimento. Faixas e
comprimentos intermediarios para as faixas e comprimentos
enumerados acima também estdo previstos para ser parte da
invencao.

[00161] As duas fitas que formam a estrutura duplex podem ser
diferentes por¢cdes de uma molécula de RNA maior, ou elas podem ser
moléculas de RNA separadas. Onde as duas fitas sdo parte de uma

molécula maior, e, portanto, estdo ligadas por uma cadeia ininterrupta
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de nucleotideos entre a extremidade 3’ de uma fita e a extremidade 5’
da outra fita formando a estrutura duplex, a cadeia de RNA de
conexéo é referida como um "lagco em forma de grampo (hairpin)”. Um
laco em forma de grampo pode compreender, pelo menos, um
nucleotideo ndo pareado. Em algumas modalidades, o laco em forma
de grampo compreende 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, ou pelo menos 23 nucleotideos
geneticamente modificados.

[00162] Onde as duas fitas substancialmente complementares de
dsRNA sdo compreendidas por diferentes moléculas de RNA, essas
moléculas ndo precisam, mas podem ser ligadas covalentemente.
Onde as duas fitas estao ligadas covalentemente por outros meios que
nao uma cadeia ininterrupta de nucleotideos entre a extremidade 3’ de
uma fita e a extremidade 5’ da outra fita formando a estrutura duplex, a
estrutura de conexdo é referida como um "ligante". As fitas de RNA
podem ter o0 mesmo ou um numero diferente de nucleotideos. O
namero maximo de pares de base € o numero de nucleotideos na
menor fita do dsRNA menos quaisquer saliéncias que estdo presentes
no duplex. Além da estrutura duplex, o RNAI pode incluir uma ou mais
saliéncias de nucleotideos.

[00163] Em uma modalidade, um agente de RNAI da invencao inclui
um dsRNA de 24 a 30 nucleotideos que interage com uma sequéncia
de RNA alvo, como, por exemplo, uma sequéncia de mRNA alvo de
Serpincl, para direcionar a clivagem do RNA alvo. Sem o desejo de se
vincular a teoria, o0 RNA de fita dupla longa introduzido em células é
decomposto por um tipo de siRNA por uma endonuclease tipo IlI,
conhecida como Dicer (Sharp et al. (2001) Genes Dev. 15:485). Dicer,
uma enzima tipo ribonuclease-lll, processa o dsRNA em RNAs

interferentes de 19 a 23 par de bases com duas saliéncias
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caracteristicas de base 3’ (Bernstein et al., (2001) Nature 409:363). Os
SiRNAs sao entdo incorporados em um complexo de silenciamento
induzido por RNA (RISC) onde uma ou mais helicases desenrola o
duplex siRNA, permitindo que a fita antissenso complementar guie o
reconhecimento alvo (Nykanen, et al.,, (2001) Cell 107:309). Na
ligacdo ao mMRNA alvo apropriado, uma ou mais endonucleases dentro
do RISC cliva o alvo para induzir o silenciamento (Elbashir, et al.,
(2001) Genes Dev. 15:188).

[00164] Como usado aqui, o termo "saliéncia de nucleotideo"
refere-se a pelo menos um nucleotideo sem par que se projeta a partir
da estrutura duplex de um iRNA, por exemplo, um dsRNA. Por
exemplo, quando uma extremidade 3’ de uma fita de dsRNA se
estende além da extremidade 5’ da outra fita, ou vice-versa, ha uma
saliéncia de nucleotideos. Um dsRNA pode compreender uma
saliéncia de pelo menos um nucleotideo; em alternativa, a saliéncia
pode compreender pelo menos dois nucleotideos, pelo menos trés
nucleotideos, pelo menos quatro nucleotideos, pelo menos cinco
nucleotideos ou mais. Uma saliéncia de nucleotideos pode
compreender ou consistir em um analogo de nucleotideo/nucleosideo,
incluindo um desoxirribonucleotideo/nucleosideo. A saliéncia(s)
pode(m) ser na fita senso, na fita antissenso ou qualquer combinagao
destas. Além disso, o(s) nucleotideo(s) de uma saliéncia pode estar
presente na extremidade 5', 3' ou ambas as extremidades de uma fita
antissenso ou senso de um dsRNA.

[00165] Em uma modalidade, a fita antissenso de um dsRNA tem
um nucleotideo 1-10, por exemplo, um 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9 ou 10
nucleotideo, saliéncia na extremidade 3' e/ou 5. Em uma modalidade,
a fita senso de um dsRNA tem um nucleotideo 1-10, por exemplo, um
1, 2, 3,4,5, 6, 7, 8 9 ou 10 nucleotideo, sali€ncia na extremidade 3'

e/ou 5. Em outra modalidade, um ou mais dos nucleotideos na
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saliéncia € substituido por um tiofosfato de nucleosideo.

[00166] Em certas modalidades, a saliéncia na fita senso ou fita
antissenso, ou ambos, pode incluir comprimentos estendidos mais
longos que 10 nucleotideos, por exemplo, 10-30 nucleotideos, 10-25
nucleotideos, 10-20 nucleotideos ou 10-15 nucleotideos de
comprimento. Em certas modalidades, uma saliéncia estendida é na
fita senso do duplex. Em certas modalidades, uma saliéncia estendida
esta presente na extremidade 3' da fita senso do duplex. Em certas
modalidades, uma saliéncia estendida esta presente na extremidade 5'
da fita senso do duplex. Em certas modalidades, uma saliéncia
estendida é na fita antissenso do duplex. Em certas modalidades, uma
saliéncia estendida esta presente na extremidade 3' da fita antissenso
do duplex. Em certas modalidades, uma saliéncia estendida esta
presente na extremidade 5' da fita antissenso do duplex. Em certas
modalidades, um ou mais dos nucleotideos na saliéncia estendida é
substituido por um tiofosfato de nucleosideo.

[00167] “‘Cega" ou "extremidade cega" significa que existem
nucleotideos ndo pareados na extremidade do agente RNAIi de fita
dupla, ou seja, nenhuma saliéncia de nucleotideos. Um RNAi com
"extremidade cega" € um dsRNA que tem fita dupla encalhado ao
longo de todo o seu comprimento, ou seja, henhuma saliéncia de
nucleotideo em qualquer extremidade da molécula. Os agentes RNAI
da invencéo incluem agentes RNAi com saliéncias de nucleotideos em
uma extremidade (ou seja, agentes com uma saliéncia e uma
extremidade cega) ou com saliéncias de nucleotideos em ambas as
extremidades.

[00168] O termo “fita antissenso" ou "fita guia" refere-se a fita de um
IRNA, como, por exemplo, um dsRNA, que inclui uma regido que é
substancialmente complementar a uma sequéncia-alvo, por exemplo,

um mMmRNA de Serpincl. Como usado aqui, 0o termo "regido de
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complementaridade” refere-se a regido na fita antissenso que é
substancialmente complementar a uma sequéncia, por exemplo, uma
sequéncia-alvo, por exemplo, uma sequéncia de nucleotideo de
Serpincl, conforme definido aqui. Quando a regido de
complementaridade n&o é totalmente complementar a sequéncia-alvo,
0S ndo pareamentos podem ser nas regides internas ou terminais da
molécula. Geralmente, os ndo pareamentos mais tolerados estdo nas
regides terminais, por exemplo, dentro de 5, 4, 3, ou 2 nucleotideos do
terminal 5' e/ou 3' do iIRNA.

[00169] O termo “fita senso," ou "fita passageira" como usado aqui,
refere-se a fita de um IRNA que inclui uma regido que é
substancialmente complementar a uma regiao da fita antissenso, como
€ esse termo definido aqui.

[00170] Como usado aqui, o termo "regido de clivagem" refere-se a
uma regido que esta localizada imediatamente adjacente ao sitio de
clivagem. O sitio de clivagem, é o sitio sobre o alvo em que ocorre a
clivagem. Em algumas modalidades, a regido de clivagem
compreende trés bases em cada extremidade do, e imediatamente
adjacente ao, sitio de clivagem. Em algumas modalidades, a regido de
clivagem compreende duas bases em cada extremidade de, e
imediatamente adjacente ao, sitio de clivagem. Em algumas
modalidades, ao sitio de clivagem ocorre especificamente no sitio
ligado por nucleotideos 10 e 11 da fita antissenso, e a regido de
clivagem compreende nucleotideos 11, 12 e 13.

[00171] Como usado aqui, e salvo indicagcdo em contrario, o0 termo
"complementar”, quando usado para descrever uma primeira
sequéncia de nucleotideos em relacdo a uma segunda sequéncia de
nucleotideos, refere-se a capacidade de um oligonucleotideo ou
polinucleotideo compreendendo a primeira sequéncia de nucleotideos

hibridizar e formar uma estrutura duplex sob determinadas condicdes
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com um oligonucleotideo ou polinucleotideo compreendendo a
segunda sequéncia de nucleotideos, como serd compreendido pelo
versado na técnica. Tais condicbes podem ser, por exemplo,
condi¢Oes rigorosas, onde as condi¢cdes rigorosas podem incluir: 400
mM NacCl, 40 mM PIPES pH 6,4, 1 mM EDTA, 50°C ou 70°C por 12-16
horas seguido por lavagem (ver, por exemplo, “Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Sambrook, et al. (1989) Cold Spring Harbor
Laboratory Press). Outras condi¢cGes, como condicdes fisiologicamente
relevantes que podem ser encontradas dentro de um organismo,
podem se aplicar. O versado na técnica sera capaz de determinar o
conjunto de condicdes mais adequadas para um teste de
complementaridade de duas sequéncias de acordo com a melhor
aplicacdo dos nucleotideos hibridizados.

[00172] Sequéncias complementares dentro de um IiRNA, por
exemplo, dentro de um dsRNA, conforme descrito aqui incluem
emparelhamento de base do oligonucleotideo ou polinucleotideo
compreendendo uma primeira sequéncia de nucleotideo a um
oligonucleotideo ou polinucleotideo compreendendo uma segunda
sequéncia de nucleotideo ao longo de todo o comprimento de uma ou
de ambas as sequéncias de nucleotideo. Essas sequéncias podem
ser referidas como “"totalmente complementar" em relagdo umas as
outras aqui. No entanto, quando uma primeira sequéncia é referida
como "substancialmente complementar® em relacdo a uma segunda
sequéncia aqui, as duas sequéncias podem ser totalmente
complementares, ou podem formar um ou mais, mas geralmente nao
mais de 5, 4, 3 ou 2 pares de base ndo pareados mediante a
hibridacdo para um duplex de até 30 pares de base, enquanto mantém
a capacidade de hibridizar sob as condi¢cdes mais relevantes para sua
melhor aplicacdo, por exemplo, inibicdo da expressdo do gene através

de uma via de RISC. No entanto, onde dois oligonucleotideos séo
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concebidos para formar, mediante hibridacdo, um ou mais saliéncias
de fita simples, tais saliéncias ndo devem ser consideradas como nao
pareamento no que diz respeito a determinacdo de
complementaridade. Por exemplo, um dsRNA compreendendo um
oligonucleotideo de 21 nucleotideos de comprimento e outro
oligonucledtido de 23 nucleotideos de comprimento, onde o
oligonucleotideo mais longo compreende uma sequéncia de 21
nucleotideos que é totalmente complementar ao oligonucleotideo mais
curto, pode ainda ser referido como "totalmente complementar” para
0S propoésitos descritos aqui.

[00173] Sequéncias "complementares”, conforme usado aqui, pode
também incluir ou ser formada inteiramente de pares de bases nao
Watson-Crick e/ou pares de base formados a partir de nucleotideos
modificados e n&o natural, na medida em que 0s requisitos acima com
respeito a sua capacidade de hibridizar estdo cumpridos. Tais pares
de base ndo Watson-Crick incluem, mas nao estdo limitados a,
pareamento de bases Wobble ou Hoogstein G:U.

[00174] Os termos “"complementar”, "totalmente complementar" e
"substancialmente complementar" aqui pode ser usado em relacdo ao
pareamento de base entre a fita senso e a fita antissenso de um
dsRNA, ou entre a fita antissenso de um agente de iRNA e uma
sequéncia-alvo, como sera entendido a partir do contexto do seu uso.
[00175] Como usado aqui, um polinucleotideo que &
"substancialmente complementar a pelo menos parte de” um RNA
mensageiro (MmRNA) refere-se a um polinucleotideo que é
substancialmente complementar a uma por¢do contigua do mRNA de
interesse (por exemplo, um mMRNA que codifica Serpincl). Por
exemplo, um polinucleotideo € complementar a, pelo menos, uma
parte de um mRNA de Serpincl se a sequéncia for substancialmente

complementar a uma porcdo nao interrompida de um mMRNAL
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codificando Serpincl.

[00176] Assim, em algumas modalidades, os polinucleotideos de
fita antissenso descritos aqui sdo totalmente complementar a
sequéncia alvo de Serpincl. Em outras modalidades, os
polinucleotideos de fita antissenso descritos aqui Sséo
substancialmente complementar a sequéncia alvo de Serpincl e
compreendem uma sequéncia de nucleotideos contiguos que é, pelo
menos, cerca de 80% complementar ao longo de todo o comprimento
a regido equivalente da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID NO:1
ou um fragmento da SEQ ID NO:1, como cerca de 85%, cerca de 86%,
cerca de 87%, cerca de 88%, cerca de 89%, cerca de 90%, cerca de
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%
complementares.

[00177] Em uma modalidade, o agente RNAI da invencao inclui uma
fita senso que € substancialmente complementar a um polinucleotideo
antissenso que, por sua vez, é complementar a sequéncia alvo de
Serpincl, e onde o polinucleotideo de fita senso compreende uma
sequéncia de nucleotideos contiguos que €, pelo menos, cerca de
80% complementar ao longo de todo o comprimento a regido
equivalente da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID NO:5 ou um
fragmento de qualquer uma das SEQ ID NO:5, como, por exemplo,
cerca de 85%, cerca de 86%, cerca de 87%, cerca de 88%, cerca de
89%, cerca de 90%, cerca de 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% complementares.

[00178] Em um aspecto da invencdo, um agente para uso nos
meétodos e nas composi¢des da invencdo é uma molécula de RNA de
fita simples antissenso que inibe um mMRNA alvo através de um

mecanismo de inibicdo antissenso. A molécula de RNA de fita simples
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antissenso é complementar a uma sequéncia com o0 mRNA alvo. Os
oligonucleotideos de fita simples antissenso podem inibir a translacéo
em uma forma estequiométrica por emparelhamento de bases ao
MRNA e obstruindo fisicamente a maquina de translagéo, ver Dias, N.
et al., (2002) Mol Cancer Ther. 1:347-355. A molécula de RNA de fita
simples antis-senso pode ser de cerca de 15 a cerca de 30
nucleotideos de comprimento e tém uma sequéncia que é
complementar a uma sequéncia-alvo. Por exemplo, a molécula de
RNA de fita simples antisense pode compreender uma sequéncia que
€, pelo menos, de cerca de 15, 16, 17, 18, 19, 20, ou mais
nucleotideos contiguos a partir de qualquer uma das sequéncias
antissenso descritas aqui.

[00179] O termo "inibicdo", conforme usado aqui, é usado de forma
intercambidvel com "reducdo”, "silenciamento”, "regulacdo negativa",
"supressao” e outros termos similares, e inclui qualquer nivel de
inibicao.

[00180] A frase "inibicdo da expressdo de um Serpincl”, conforme
usado aqui, inclui a inibicdo da expressédo de qualquer gene Serpincl
(como, por exemplo, um gene Serpincl de camundongo, um gene
Serpincl de rato, um gene Serpincl de macaco, ou de um gene
Serpincl humano), bem como variantes ou mutantes de um gene
Serpincl que codifica uma proteina Serpincl.

[00181] “Inibicdo da expressdao de um gene Serpinc1" inclui
qualquer nivel de inibicdo de um gene Serpincl, por exemplo, pelo
menos supressdo parcial da expressdo de um gene Serpincl, como
uma inibicdo por, pelo menos, cerca de 5%, pelo menos cerca de 10%,
pelo menos cerca de 15%, pelo menos cerca de 20%, pelo menos
cerca de 25%, pelo menos cerca de 30%, pelo menos cerca de 35%,
pelo menos cerca de 40%, pelo menos cerca de 45%, pelo menos

cerca de 50%, pelo menos cerca de 55%, pelo menos cerca de 60%,
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pelo menos cerca de 65%, pelo menos cerca de 70%, pelo menos
cerca de 75%, pelo menos cerca de 80%, pelo menos cerca de 85%,
pelo menos cerca de 90%, pelo menos cerca de 91%, pelo menos
cerca de 92%, pelo menos cerca de 93%, pelo menos cerca de 94%,
pelo menos cerca de 95%, pelo menos cerca de 96%, pelo menos
cerca de 97%, pelo menos cerca de 98%, ou, pelo menos, cerca de
99%.

[00182] A expressao de um gene Serpincl pode ser avaliada com
base no nivel de qualquer variavel associada com a expressao do
gene Serpincl, por exemplo, nivel de mRNA de Serpincl, nivel de
proteina de Serpincl, ou, por exemplo, niveis do complexo
trombina:antitrombina como uma medida de potential de geracao de
trombina, tempo de sangramento, tempo de protrombina (TP),
contagem de plaquetas, e/ou tempo de tromboplastina parcial ativada
(@PTT). A inibicdo pode ser avaliada por uma diminuicdo de um nivel
absoluto ou relativo de uma ou mais dessas variaveis em comparacao
com um nivel de controle. O nivel de controle pode ser qualquer tipo
de controle, que é usado na técnica, por exemplo, um nivel de base de
pré-dose, ou um determinado nivel de um individuo similar, célula, ou
amostra que é nao tratada ou tratada com um controle (como, por
exemplo, controle s6 com tamp&o ou controle de agente inativo).
[00183] Em uma modalidade, pelo menos supressdo parcial da
expressdo de um gene Serpincl é avaliada por uma reducdo da
guantidade de mRNA de Serpincl, que pode ser isolado ou detectado
em uma primeira célula ou grupo de células em que um gene Serpincl
€ transcrito e que tenha ou tenham sido tratados de tal forma que a
expressdo de um gene Serpincl € inibida, em comparacdo a uma
segunda célula ou grupo de ceélulas, substancialmente idéntico a
primeira célula ou grupo de células, mas que tem ou nao foram

tratados (células controle). O grau de inibicdo pode ser expressado
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em termos de

(MRNA em células controle) — (MRNA em células tratadas) X 100%

(mMRNA em células controles)

[00184] A frase "colocar a célula em contato com um agente RNAI,"
como um dsRNA, como usado aqui, inclui contactar uma célula por
guaisquer meios possiveis. Colocar uma célula em contato com um
agente RNAI inclui colocar uma célula in vitro em contato com o iRNA
ou colocar uma célula in vivo em contato com o iRNA. O contato pode
ser feito direta ou indiretamente. Assim, por exemplo, o agente RNAI
pode ser colocado em contato fisico com a célula pelo individuo que
executa o método, ou, em alternativa, o agente RNAi pode ser
colocado em uma situagcdo que permita ou faca com que
subsequentemente entre em contato com a célula.

[00185] Contactando uma célula in vitro pode ser feito, por exemplo,
incubando a célula com o agente RNAi. Contactando uma célula in
vivo pode ser feito, por exemplo, injetando o0 agente RNAI em ou perto
do tecido quando a célula esta localizada, ou pela injecdo do agente
RNAiI em outra area, por exemplo, na corrente sanguinea ou no
espaco subcutaneo, de tal forma que o agente ira subsequente
alcancar o tecido onde a célula a ser contactada esta localizada. Por
exemplo, o agente RNAI pode conter e/ou ser acoplado a um ligante,
por exemplo, GalNAc3, que direciona o agente RNAI para um sitio de
interesse, por exemplo, o figado. Combinacdes de métodos in vitro e in
vivo para contatar também s&o possiveis. Por exemplo, uma ceélula
pode também ser colocada em contato in vitro com um agente RNAI e,
subsequente, transplantada para um individuo.

[00186] Em uma modalidade, colocar uma célula em contato com
um iRNA inclui "introduzir" ou "entregar o iRNA na célula”, facilitando

ou afetando a ingestdo ou absorcdo dentro da célula. Absorcéo ou
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ingestdo de um IRNA pode ocorrer através de seus processos
celulares ativos ou difusivos, ou por agentes auxiliares ou dispositivos.
A introducdo de um iRNA em uma célula pode ser in vitro e/ou in vivo.
Por exemplo, para introducgao in vivo, o iRNA pode ser injetado em um
tecido local ou administrado sistemicamente. A aplicacdo in vivo pode
ser feita também por um sistema de aplicacdo de beta-glucano, como
aquelas descritas nas patentes US n° 5.032.401 e 5.607.677 e
patente dos EUA N° 2005/0281781, estando a totalidade de seu
conteudo aqui incorporada, a titulo de referéncia, Introducdo in vitro
em uma célula inclui métodos conhecidos na técnica, como a
eletroporacdo e lipofeccdo. Outras abordagens s&o descritas aqui
abaixo e/ou séo conhecidas na técnica.

Il. Métodos da Invencdao

[00187] A presente invencdo fornece métodos terapéuticos para
tratar um caso de hemorragia em individuos com uma hemofilia (por
exemplo, hemofilia A, hemofilia B ou hemofilia C), que inclui
administrar ao individuo um agente de iRNA ou uma composicao
farmacéutica compreendendo um agente de iRNA da invengao, por
exemplo, em uma quantidade que reduz a atividade de Serpincl no
individuo por cerca de 75% ou mais, e um fator de substituicdo ou um
agente de desvio em uma quantidade terapeuticamente eficaz que é
reduzida, em comparacdo a quantidade terapeuticamente eficaz
recomendada do fator de substituicdo ou do agente de desvio, por
exemplo, recomendado pela Federagcdo Mundial de Hemofilia (ver, por
exemplo, Srivastava, et al. “Guidelines for the Management of
Hemophilia”, Hemophilia Epub 6 Julho 2012; DOI:10.1111/j.1365-
2516.2012.02909.x) e/ou a Food and Drug Administration (ver, por
exemplo, a bula do produto ADVATE (fator anti-hemofilico
(recombinante)); 11/2016; a bula do produto BeneFIX (Fator IX de

coagulacdo (Recombinante); 11/2011) (por exemplo, uma quantidade
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suficiente para gerar trombina e resolver uma hemorragia (formar um
coagulo). Todo o conteudo de cada um dos anteriores estdo aqui
incorporados, a titulo de referéncia.

[00188] Como descrito nos exemplos abaixo, foi
surpreendentemente descoberto que, em individuos com uma
hemofilia, por exemplo, hemofilia A, hemofilia B ou hemofilia C, com ou
sem inibidores, a administracdo de um agente RNAI que inibe a
expressdo de Serpincl em uma quantidade que reduz a atividade de
Serpincl no individuo por cerca de 75% ou mais, reduz a taxa de
hemorragia anual média e a taxa de hemorragia anual espontanea e
gue a hemorragia pode ser gerenciada (trombina é gerada e a
hemorragia é resolvida) com um fator de substituicdo ou agente de
desvio em uma quantidade terapeuticamente eficaz que € reduzida em
comparacgédo com a quantidade terapeuticamente eficaz recomendada
do fator de substituicdo ou agente de desvio.

[00189] Fatores de substituicdo adequados para uso nos métodos
da invencédo incluem Fator VIIl, por exemplo, Advate, Eloctate,
Haemate, Helixate, Immunate, Octanate, Recombinate e Refacto ou
Fator 1X, por exemplo, Aimafix, Benefix, Immunine e Refacto. Agentes
de desvio adequados para uso nos meétodos da invencdo incluem
concentrados de complexo protrombinico ativado (aPCC), por
exemplo, FEIBA e Prothromplex, e fator VII recombinante (rFVlla), por
exemplo, NovoSeven.

[00190] O fator de substituicdo pode ser o Fator VIl e a quantidade
terapeuticamente eficaz do fator de substituicdo administrado ao
individuo nos métodos da invencdo é uma dose suficiente para
alcancar o nivel do pico plasmatico do Fator VIIlI de cerca de 10-100
Ul/dL, por exemplo, cerca de 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60,
65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 ou cerca de 100 Ul/dL.

[00191] Por exemplo, a quantidade terapeuticamente eficaz do fator
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de substituicdo do Fator VIII administrada ao individuo pode ser menos
gue 200 Ul/kg, ou menos que cerca de 190 Ul/kg, ou menos que cerca
de 180 Ul/kg, ou menos que cerca de 170 Ul/kg, ou menos que cerca
de 160 Ul/kg, ou menos que cerca de 150 Ul/kg, ou menos gue cerca
de 140 Ul/kg, ou menos que cerca de 130 Ul/kg, ou menos que cerca
de 120 Ul/kg, ou menos que cerca de 110 Ul/kg, ou menos que cerca
de 100 Ul/kg, ou menos que cerca de 90 Ul/kg, ou menos que cerca
de 80 Ul/kg, ou menos que cerca de 70 Ul/kg, ou menos que cerca de
60 Ul/kg, ou menos que cerca de 50 Ul/kg, ou menos que cerca de 40
Ul/kg, ou menos que 30 Ul/kg, ou menos que cerca de 20 Ul/kg, ou
menos que cerca de 10 Ul/lkg. Em uma modalidade, a quantidade
terapeuticamente eficaz do Fator VIII administrada ao individuo é de
cerca de uma vez e meia a cerca de cinco vezes menor do que a
quantidade eficaz recomendada do fator de substituicdo, por exemplo,
como uma dose de cerca de 5 Ul/kg a cerca de 20 Ul/kg, ou cerca de
10 Ul/kg a cerca de 20 Ul/kg, por exemplo, 5, 10, 15, ou 20 Ul/kg. Em
uma modalidade, o caso de hemorragia € um caso de hemorragia
moderada. Em outra modalidade, o caso de hemorragia é um caso
importante de hemorragia.

[00192] O fator de substituicdo pode ser o Fator IX e a quantidade
terapeuticamente eficaz do fator de substituicdo administrado ao
individuo nos métodos da invencdo é uma dose suficiente para
alcancar o nivel do pico plasmatico do Fator IX de cerca de 10-100
ul/dL, por exemplo, cerca de 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60,
65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 ou cerca de 100 Ul/dL.

[00193] Por exemplo, a quantidade terapeuticamente eficaz do fator
de substituicdo do Fator IX pode ser menos que 200 Ul/kg, ou menos
que cerca de 190 Ul/kg, ou menos que cerca de 180 Ul/kg, ou menos
que cerca de 170 Ul/kg, ou menos que cerca de 160 Ul/kg, ou menos

que cerca de 150 Ul/kg, ou menos que cerca de 140 Ul/kg, ou menos
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que cerca de 130 Ul/kg, ou menos que cerca de 120 Ul/kg, ou menos
gue cerca de 110 Ul/kg, ou menos que cerca de 100 Ul/kg, ou menos
que cerca de 90 Ul/kg, ou menos que cerca de 80 Ul/kg, ou menos
gue cerca de 70 Ul/kg, ou menos que cerca de 60 Ul/kg, ou menos
que cerca de 50 Ul/kg, ou menos que cerca de 40 Ul/kg, ou menos
que 30 Ul/kg, ou menos que cerca de 20 Ul/kg, ou menos que cerca
de 10 Ul/kg. Em uma modalidade, a quantidade terapeuticamente
eficaz do Fator 1X administrada ao individuo & de cerca de duas vez a
cerca de seis vezes menor do que a quantidade eficaz recomendada
do fator de substituicdo, por exemplo, uma dose de cerca de 10 Ul/kg
a cerca de 30 Ul/kg, ou cerca de 20 Ul/kg a cerca de 30 Ul/kg, como
cerca de 10, 15, 20, 25, ou cerca de 30 Ul/kg. Em uma modalidade, o
caso de hemorragia € um caso de hemorragia moderada. Em outra
modalidade, o caso de hemorragia é um caso importante de
hemorragia.

[00194] O agente de desvio pode ser aPCC e a quantidade
terapeuticamente eficaz do agente de desvio administrada ao individuo
nos métodos da invencdo € uma dose suficiente para gerar trombina e
resolver uma hemorragia.

[00195] Por exemplo, a quantidade terapeuticamente eficaz do
agente de desvio aPCC pode ser menos que cerca de 100 U/kg, ou
menos que cerca de 90 U/kg, ou menos que cerca de 80 U/kg, ou
menos que cerca de 70 U/kg, ou menos que cerca de 60 U/kg, ou
menos que cerca de 50 U/kg, ou menos que cerca de 40 U/kg, ou
menos que cerca de 30 U/kg, ou menos que cerca de 20 U/kg ou
menos que cerca de 10 U/kg. Em uma modalidade, a quantidade
terapeuticamente eficaz de aPCC administrada ao individuo é de cerca
de duas vez a cerca de trés vezes menor do que a quantidade eficaz
recomendada do fator de substituicdo, por exemplo, uma dose de
cerca de 30 Ul/kg a cerca de 50 Ul/kg, como cerca de 30, 35, 40, 45

Peticéo 870200003204, de 08/01/2020, pag. 119/349



59/216

ou 50 Ul/kg. Em uma modalidade, o caso de hemorragia € um caso de
hemorragia moderada. Em outra modalidade, o caso de hemorragia €
um caso importante de hemorragia.

[00196] O agente de desvio pode ser rFVila e a quantidade
terapeuticamente eficaz do agente de desvio administrada ao individuo
nos métodos da invencdo € uma dose suficiente para gerar trombina e
resolver uma hemorragia.

[00197] Por exemplo, a quantidade terapeuticamente eficaz do
agente de desvio rFVlla € menos que cerca de 120 pg/kg, ou menos
que cerca de 110 ug/kg, ou menos que cerca de 100 pg/kg, ou menos
que cerca de 90 pg/kg, ou menos que cerca de 80 ug/kg, ou menos
que cerca de 70 pg/kg, ou menos que cerca de 60 pg/kg, ou menos
que cerca de 50 pg/kg, ou menos que cerca de 40 pg/kg, ou menos
que cerca de 30 pg/kg ou menos que cerca de 20 pg/kg. Em uma
modalidade, a quantidade terapeuticamente eficaz do rFVlla
administrada ao individuo é de cerca de duas vezes menor do que a
guantidade eficaz recomendada do fator de substituicdo, por exemplo,
uma dose de cerca de 45 ug/kg. Em uma modalidade, o caso de
hemorragia € um caso de hemorragia moderada. Em outra
modalidade, o caso de hemorragia é um caso importante de
hemorragia.

[00198] Em algumas modalidades, o agente de RNAiI ¢é
administrado a uma dose fixa de entre cerca de 25 mg a cerca de 100
mg, por exemplo, entre cerca de 25 mg a cerca de 95 mg, entre cerca
de 25 mg a cerca de 90 mg, entre cerca de 25 mg a cerca de 85 mg,
entre cerca de 25 mg a cerca de 80 mg, entre cerca de 25 mg a cerca
de 75 mg, entre cerca de 25 mg a cerca de 70 mg, entre cerca de 25
mg a cerca de 65 mg, entre cerca de 25 mg a cerca de 60 mg, entre
cerca de 25 mg a cerca de 50 mg, entre cerca de 50 a cerca de 100

mg, entre cerca de 50 mg a cerca de 95 mg, entre cerca de 50 mg a
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cerca de 90 mg, entre cerca de 50 mg a cerca de 85 mg, entre cerca
de 50 mg a cerca de 80 mg, entre cerca de 30 a cerca de 100 mg,
entre cerca de 30 mg a cerca de 90 mg, entre cerca de 30 mg a cerca
de 80 mg, entre cerca de 40 a cerca de 100 mg, entre cerca de 40 mg
a cerca de 90 mg, entre cerca de 40 mg a cerca de 80 mg, entre cerca
de 60 a cerca de 100 mg, entre cerca de 60 mg a cerca de 90 mg,
entre cerca de 25 mg a cerca de 55 mg, entre cerca de 25 mg a cerca
de 65 mg, entre cerca de 30 mg a cerca de 95 mg, entre cerca de 30
mg a cerca de 85 mg, entre cerca de 30 mg a cerca de 75 mg, entre
cerca de 30 mg a cerca de 65 mg, entre cerca de 30 mg a cerca de 55
mg, entre cerca de 40 mg a cerca de 95 mg, entre cerca de 40 mg a
cerca de 85 mg, entre cerca de 40 mg a cerca de 75 mg, entre cerca
de 40 mg a cerca de 65 mg, entre cerca de 40 mg a cerca de 55 mg,
ou entre cerca de 45 mg a cerca de 95 mg.

[00199] Em algumas modalidades, o agente de RNAiI ¢é
administrado em uma dose fixa de cerca de 25 mg, cerca de 30 mg,
cerca de 35 mg, cerca de 40 mg, cerca de 45 mg, cerca de 50 mg,
cerca de 55 mg, cerca de 60 mg, cerca de 65 mg, cerca de 70 mg,
cerca de 75 mg, cerca de 80 mg, cerca de 85 mg, cerca de 90 mg,
cerca de 95 mg ou cerca de 100 mg.

[00200] Em uma modalidade, o agente de RNAIi é administrado ao
individuo a uma dose que diminui a atividade de Serpincl por cerca de
75% ou mais.

[00201] Consegquentemente, em um aspecto, a presente invencao
fornece um método de tratamento de um caso de hemorragia em um
individuo com hemofilia sem inibidores. O método inclui a
administracdo ao individuo uma dose fixa de cerca de 30 mg a cerca
de 90 mg de um agente de acido ribonucléico (RNAI) de fita dupla que
inibe a expressao de um Serpincl (por exemplo, uma quantidade que

reduz a atividade de Serpincl no individuo em cerca de 75% ou mais),

Peticéo 870200003204, de 08/01/2020, pag. 121/349



61/216

onde o agente de RNAI de fita dupla compreende uma fita senso e
uma fita antissenso, a fita antissenso compreendendo uma regiao de
complementaridade para um mRNA codificando um Serpincl que
compreende pelo menos 15 nucleotideos contiguos que diferem em
mais de 3 nucleotideos da sequéncia de nucleotideos de 5 -
UUGAAGUAAAUGGUGUUAACCAG - 3 (SEQ ID NO: 15), onde
praticamente todos os nucleotideos da fita senso e substancialmente
todos os nucleotideos da fita antissenso sao nucleotideos modificados,
e onde a fita senso estad conjugada com um ligante anexado no 3'-
terminal; e a administracdo ao individuo de uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um fator de substituicdo, onde a
quantidade eficaz do fator de substituicdo é reduzida em comparacgao
com a quantidade eficaz recomendada do fator de substituicdo (por
exemplo, uma quantidade suficiente para alcancar o nivel do pico
plasmatico do Fator VIII de cerca de 10-100 IU/dL (por exemplo, uma
dose de menos de cerca de 200 Ul/kg do Fator VIII, por exemplo, uma
dose de cerca de 5 a cerca de 20 Ul/kg do Fator VIII); ou uma
quantidade suficiente para alcancar o nivel do pico plasmatico do Fator
IX de cerca de 10-100 Ul/dl (por exemplo, uma dose de menos de
cerca de 200 Ul/kg do Fator IX, por exemplo, uma dose de cerca de 10
a cerca de 30 Ul/kg do Fator 1X)), de modo a tratar um caso de
hemorragia no individuo tendo uma hemofilia sem inibidores.

[00202] Em outro aspecto, a presente invencao fornece um método
de tratamento de um caso de hemorragia em um individuo com
hemofilia com inibidores. O método inclui a administracéo ao individuo
uma dose fixa de cerca de 30 mg a cerca de 90 mg de um agente de
acido ribonucléico (RNAI) de fita dupla que inibe a expressao de
Serpincl (por exemplo, uma quantidade que reduz a atividade de
Serpincl no individuo em cerca de 75% ou mais), onde o agente de

RNAI de fita dupla compreende uma fita senso e uma fita antissenso, a
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fita antissenso compreendendo uma regido de complementaridade
para um mRNA codificando um Serpincl que compreende pelo menos
15 nucleotideos contiguos que diferem em mais de 3 nucleotideos da
sequéncia de nucleotideos de 5 -
UUGAAGUAAAUGGUGUUAACCAG - 3 (SEQ ID NO: 15), onde
praticamente todos os nucleotideos da fita senso e substancialmente
todos os nucleotideos da fita antissenso sdo nucleotideos modificados,
e onde a fita senso estad conjugada com um ligante anexado no 3'-
terminal; e a administracdo ao individuo de uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um agente de desvio, onde a quantidade
eficaz do agente de desvio € reduzida em comparacdo com a
guantidade eficaz recomendada do agente de desvio (por exemplo,
uma quantidade suficiente para gerar trombina e resolver uma
hemorragia, por exemplo, uma dose de menos de cerca de 100 U/kg
de aPCC (por exemplo, uma dose de cerca de 30 a 50 U/kg de aPCC);
uma dose de menos de cerca de 120 [Ig/kg de rFVlla (por exemplo,
uma dose de cerca de 45 Og/kg de rFVlla)), de modo a tratar um caso
de hemorragia no individuo tendo uma hemofilia com inibidores.

[00203] Em outro aspecto, a presente invencao fornece um método
de tratamento de um caso de hemorragia em um individuo com
hemofilia sem inibidores. O método inclui a administracdo ao individuo
uma dose fixa de cerca de 40 mg a cerca de 90 mg de um agente de
acido ribonucléico (RNAI) de fita dupla que inibe a expressédo de um
Serpincl (por exemplo, uma quantidade que reduz a atividade de
Serpincl no individuo em cerca de 75% ou mais), onde o agente de
RNAI de fita dupla compreende uma fita senso e uma fita antissenso, a
fita antissenso compreendendo uma regido de complementaridade
para um mRNA codificando um Serpincl que compreende pelo menos
15 nucleotideos contiguos que diferem em mais de 3 nucleotideos da

sequéncia de nucleotideos de 5 -
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UUGAAGUAAAUGGUGUUAACCAG - 3 (SEQ ID NO: 15), onde
praticamente todos os nucleotideos da fita senso e substancialmente
todos os nucleotideos da fita antissenso s&o nucleotideos modificados,
e onde a fita senso estad conjugada com um ligante anexado no 3'-
terminal; e a administracdo ao individuo de uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um fator de substituicdo, onde a
quantidade eficaz do fator de substituicdo € reduzida em comparacéo
com a quantidade eficaz recomendada do fator de substituicdo (por
exemplo, uma quantidade suficiente para alcancar o nivel do pico
plasmatico do Fator VIII de cerca de 10-100 IU/dL (por exemplo, uma
dose de menos de cerca de 200 Ul/kg do Fator VIII, por exemplo, uma
dose de cerca de 5 a cerca de 20 Ul/kg do Fator VIII); ou uma
guantidade suficiente para alcancar o nivel do pico plasméatico do Fator
IX de cerca de 10-100 Ul/dl (por exemplo, uma dose de menos de
cerca de 200 Ul/kg do Fator IX, por exemplo, uma dose de cerca de 10
a cerca de 30 Ul/kg do Fator 1X)), de modo a tratar um caso de
hemorragia no individuo tendo uma hemofilia sem inibidores.

[00204] Em outro aspecto, a presente invencao fornece um método
de tratamento de um caso de hemorragia em um individuo com
hemofilia com inibidores. O método inclui a administracdo ao individuo
uma dose fixa de cerca de 40 mg a cerca de 90 mg de um agente de
acido ribonucléico (RNAI) de fita dupla que inibe a expressdo de
Serpincl (por exemplo, uma quantidade que reduz a atividade de
Serpincl no individuo em cerca de 75% ou mais), onde o agente de
RNAI de fita dupla compreende uma fita senso e uma fita antissenso, a
fita antissenso compreendendo uma regido de complementaridade
para um mRNA codificando um Serpincl que compreende pelo menos
15 nucleotideos contiguos que diferem em mais de 3 nucleotideos da
sequéncia de nucleotideos de 5 -
UUGAAGUAAAUGGUGUUAACCAG - 3 (SEQ ID NO: 15), onde
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praticamente todos os nucleotideos da fita senso e substancialmente
todos os nucleotideos da fita antissenso sdo nucleotideos modificados,
e onde a fita senso estad conjugada com um ligante anexado no 3'-
terminal; e a administragdo ao individuo de uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um agente de desvio, onde a quantidade
eficaz do agente de desvio é reduzida em comparacdo com a
quantidade eficaz recomendada do agente de desvio (por exemplo,
uma quantidade suficiente para gerar trombina e resolver uma
hemorragia, por exemplo, uma dose de menos de cerca de 100 U/kg
de aPCC (por exemplo, uma dose de cerca de 30 a 50 U/kg de aPCC);
uma dose de menos de cerca de 120 ug/kg de rFVlla (por exemplo,
uma dose de cerca de 45 Og/kg de rFVlla)), de modo a tratar um caso
de hemorragia no individuo tendo uma hemofilia com inibidores.

[00205] Em um aspecto a presente invencdo fornece um agente de
acido ribonucléico (RNAI) de fita dupla que inibe a expressdo de um
Serpincl adequado para administracdo a um individuo uma dose fixa
de cerca de 30 mg a 90 mg (por exemplo, uma quantidade que reduz a
atividade de Serpincl no individuo por cerca de 75% ou mais); e um
fator de substituicdo adequado para a administragcdo de um individuo
em uma dose que é reduzida em comparacdo com a quantidade
terapeuticamente eficaz recomendada do fator de substituicdo (por
exemplo, uma quantidade suficiente para alcancar um nivel de pico
plasmatico do Fator VIII de cerca de 10-100 Ul/dL (por exemplo, uma
dose de menos de cerca de 200 Ul/kg de Fator VIII, por exemplo, uma
dose de cerca de 5 a cerca de 20 Ul/kg do Fator VIII); ou uma
guantidade suficiente para alcancar o nivel do pico plasméatico do Fator
IX de cerca de 10-100 Ul/dl (por exemplo, uma dose de menos de
cerca de 200 Ul/kg do fator IX, por exemplo, uma dose de cerca de 10
a cerca de 30 Ul/kg do Fator IX)) para uso em um método ou

tratamento de um caso de hemorragia em um individuo com uma
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hemofilia, por exemplo, hemofilia A, hemofilia B ou hemofilia C, sem
inibidores. O agente RNAi compreende uma fita senso e uma fita
antissenso, a fita antissenso compreendendo uma regido de
complementaridade para um Serpincl que codifica um mRNAL1 que
compreende pelo menos 15 nucleotideos contiguos diferente em néo
mais de 3 nucleotideos da sequéncia de nucleotideos 5 -
UUGAAGUAAAUGGUGUUAACCAG - 3 (SEQ ID NO: 15), onde
praticamente todos os nucleotideos da fita senso e substancialmente
todos os nucleotideos da fita antissenso sdo nucleotideos modificados,
e onde a fita senso esta conjugada com um ligante fixado no 3'-
terminal.

[00206] Em outro aspecto a presente invencao fornece um agente
de acido ribonucléico (RNAI) de fita dupla que inibe a expressao de um
Serpincl adequado para administracdo a um individuo uma dose fixa
de cerca de 30 mg a 90 mg (por exemplo, uma quantidade que reduz a
atividade de Serpincl no individuo por cerca de 75% ou mais); e um
agente de desvio adequado para a administracdo de um individuo em
uma dose que € reduzida em comparacdo com a quantidade
terapeuticamente eficaz recomendada do fator de substituicdo (por
exemplo, uma quantidade suficiente para gerar trombina e resolver
uma hemorragia, por exemplo, uma dose de menos de cerca de 100
U/kg de aPCC (por exemplo, uma dose de cerca de 30 a 50 U/kg de
um aPCC); uma dose de menos de cerca de 120 [Ig/kg de rFVlla (por
exemplo, uma dose de cerca de 45 0Jg/kg de rFVlla)), para uso em um
método ou tratamento de um caso de hemorragia em um individuo
com uma hemofilia, por exemplo, hemofilia A, hemofilia B ou hemofilia
C, com inibidores. O agente RNAiI compreende uma fita senso e uma
fita antissenso, a fita antissenso compreendendo uma regido de
complementaridade para um Serpincl que codifica um mRNAL1 que

compreende pelo menos 15 nucleotideos contiguos diferente em néo
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mais de 3 nucleotideos da sequéncia de nucleotideos 5 -
UUGAAGUAAAUGGUGUUAACCAG - 3 (SEQ ID NO: 15), onde
praticamente todos os nucleotideos da fita senso e substancialmente
todos os nucleotideos da fita antissenso sdo nucleotideos modificados,
e onde a fita senso esta conjugada com um ligante fixado no 3'-
terminal.

[00207] Em um aspecto a presente invencgéo fornece um agente de
acido ribonucléico (RNAI) de fita dupla que inibe a expressdo de um
Serpincl adequado para administracdo a um individuo uma dose fixa
de cerca de 40 mg a 90 mg (por exemplo, uma quantidade que reduz a
atividade de Serpincl no individuo por cerca de 75% ou mais); e um
fator de substituicdo adequado para a administragcdo de um individuo
em uma dose que € reduzida em comparacdo com a quantidade
terapeuticamente eficaz recomendada do fator de substituicdo (por
exemplo, uma quantidade suficiente para alcancar um nivel de pico
plasmatico do Fator VIII de cerca de 10-100 Ul/dL (por exemplo, uma
dose de menos de cerca de 200 Ul/kg de Fator VIII, por exemplo, uma
dose de cerca de 5 a cerca de 20 Ul/kg do Fator VIII); ou uma
guantidade suficiente para alcancar o nivel do pico plasmatico do Fator
IX de cerca de 10-100 Ul/dl (por exemplo, uma dose de menos de
cerca de 200 Ul/kg do fator IX, por exemplo, uma dose de cerca de 10
a cerca de 30 Ul/kg do Fator IX)) para uso em um método ou
tratamento de um caso de hemorragia em um individuo com uma
hemofilia, por exemplo, hemofilia A, hemofilia B ou hemofilia C, sem
inibidores. O agente RNAi compreende uma fita senso e uma fita
antissenso, a fita antissenso compreendendo uma regido de
complementaridade para um Serpincl que codifica um mRNAL que
compreende pelo menos 15 nucleotideos contiguos diferente em néao
mais de 3 nucleotideos da sequéncia de nucleotideos 5 -
UUGAAGUAAAUGGUGUUAACCAG - 3 (SEQ ID NO: 15), onde
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praticamente todos os nucleotideos da fita senso e substancialmente
todos os nucleotideos da fita antissenso sdo nucleotideos modificados,
e onde a fita senso esta conjugada com um ligante fixado no 3'-
terminal.

[00208] Em outro aspecto a presente invengado fornece um agente
de acido ribonucléico (RNAI) de fita dupla que inibe a expressdo de um
Serpincl adequado para administracdo a um individuo uma dose fixa
de cerca de 40 mg a 90 mg (por exemplo, uma quantidade que reduz a
atividade de Serpincl no individuo por cerca de 75% ou mais); € um
agente de desvio adequado para a administragcdo de um individuo em
uma dose que € reduzida em comparacdo com a quantidade
terapeuticamente eficaz recomendada do fator de substituicao (por
exemplo, uma quantidade suficiente para gerar trombina e resolver
uma hemorragia, por exemplo, uma dose de menos de cerca de 100
U/kg de aPCC (por exemplo, uma dose de cerca de 30 a 50 U/kg de
um aPCC); uma dose de menos de cerca de 120 pg/kg de rFVlla (por
exemplo, uma dose de cerca de 45 pg/kg de rFVlla)), para uso em um
método ou tratamento de um caso de hemorragia em um individuo
com uma hemofilia, por exemplo, hemofilia A, hemofilia B ou hemofilia
C, com inibidores. O agente RNAi compreende uma fita senso e uma
fita antissenso, a fita antissenso compreendendo uma regido de
complementaridade para um Serpincl que codifica um mMRNA1 que
compreende pelo menos 15 nucleotideos contiguos diferente em néao
mais de 3 nucleotideos da sequéncia de nucleotideos 5'-
UUGAAGUAAAUGGUGUUAACCAG - 3 (SEQ ID NO: 15), onde
praticamente todos os nucleotideos da fita senso e substancialmente
todos os nucleotideos da fita antissenso séo nucleotideos modificados,
e onde a fita senso esta conjugada com um ligante fixado no 3'-
terminal.

[00209] Nos métodos e usos anteriores, em uma modalidade, a
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regido de complementaridade consiste na sequéncia de nucleotideos
de 5’-UUGAAGUAAAUGGUGUUAACCAG-3’(SEQ ID NO: 15).

[00210] Em uma modalidade, o agente de RNAi de fita dupla
compreende uma fita senso compreendendo a sequéncia de
nucleotideos de 5’- GGUUAACACCAUUUACUUCAA -3’(SEQ ID NO:
16), e uma fita antissenso compreendendo a sequéncia de
nucleotideos de 5-UUGAAGUAAAUGGUGUUAACCAG-3’(SEQ ID
NO: 15).

[00211] Em uma modalidade, a fita senso compreende 5’-
GfsgsUfuAfaCfaCfCfAfuUfuAfcUfuCfaAf — 3’ (SEQ ID NO:13) e a fita
antis-senso compreende 5’- usUfsgAfaGfuAfaAfuggUfgUfuAfaCfcsasg
-3’ (SEQ ID NO:14), em que a, ¢, g e u sao 2’-O-metila (2'-OMe) A, C,
G, ou U; Af, Cf, Gf ou Uf sdo 2'-fluoro A, C, G ou U; e s é um
acoplamento fosforotioato.

[00212] Em uma modalidade, a fita senso compreende 5'-
GfsgsUfuAfaCfaCfCfAfuUfuAfcUfuCfaAf — 3’ (SEQ ID NO:13) e a fita
antissenso compreende 5’- usUfsgAfaGfuAfaAfuggUfgUfuAfaCfcsasg
— 3’ (SEQ ID NO:14), em que a, c, g e u sdo 2’-O-metila (2'-OMe) A, C,
G, ou U; Af, Cf, Gf ou Uf sdo 2'-fluoro A, C, G ou U; e s € um
acoplamento fosforotioato; e em que a fita senso esta conjugada com

o ligante, como mostra o0 seguinte esquema
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[00213] Em uma modalidade, o agente € administrado como uma

composicdo farmacéutica. Em uma modalidade, o agente de RNAI é
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administrado em uma solucdo sem tampéo, como solucdo salina ou
agua.

[00214] Em outra modalidade, o agente RNAi é administrado com
uma solugdo tampao, como uma solucdo tamp&o compreendendo
acetato, citrato, prolamina, carbonato ou fosfato ou qualquer
combinacado destes. Em uma modalidade, a solucédo tampéao € solucéo
salina tamponada com fosfato (PBS).

[00215] Em um aspecto a presente invencao fornece um agente de
acido ribonucléico (RNAI) de fita dupla que inibe a expressdo de um
Serpincl adequado para administracdo a um individuo uma dose fixa
de cerca de 80 mg (por exemplo, uma quantidade que reduz a
atividade de Serpincl no individuo por cerca de 75% ou mais); e um
fator de substituicdo adequado para a administracdo de um individuo
em uma dose que é reduzida em comparacdo com a quantidade
terapeuticamente eficaz recomendada do fator de substituicao (por
exemplo, uma quantidade suficiente para alcancar um nivel de pico
plasmatico do Fator VIII de cerca de 10-100 Ul/dL (por exemplo, uma
dose de menos de cerca de 200 Ul/kg de Fator VIII, por exemplo, uma
dose de cerca de 5 a cerca de 20 Ul/kg do Fator VIII); ou uma
guantidade suficiente para alcancar o nivel do pico plasméatico do Fator
IX de cerca de 10-100 Ul/dl (por exemplo, uma dose de menos de
cerca de 200 Ul/kg do fator IX, por exemplo, uma dose de cerca de 10
a cerca de 30 Ul/lkg do Fator IX)) para uso em um método ou
tratamento de um caso de hemorragia em um individuo com uma
hemofilia, por exemplo, hemofilia A, hemofilia B ou hemofilia C, sem
inibidores. O agente RNAiI compreende uma fita senso e uma fita
antissenso, em que a fita senso compreende @ 5'-
GfsgsUfuAfaCfaCfCfAfuUfuAfcUfuCfaAf — 3’ (SEQ ID NO:13) e a fita
antissenso compreende 5’- usUfsgAfaGfuAfaAfuggUfgUfuAfaCfcsasg
-3’ (SEQ ID NO:14), em que a, ¢, g e u sao 2’-O-metila (2'-OMe) A, C,
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G, ou U; Af, Cf, Gf ou Uf sdo 2’-fluoro A, C, G ou U; e s é um
acoplamento fosforotioato; e em que a extremidade 3’ da fita senso

esta conjugada com o ligante, como mostra o seguinte esquema
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[00216] Em outro aspecto a presente invencao fornece um agente
de acido ribonucléico (RNAI) de fita dupla que inibe a expressao de um
Serpincl adequado para administracdo a um individuo uma dose fixa
de cerca de 80 mg (por exemplo, uma quantidade que reduz a
atividade de Serpincl no individuo por cerca de 75% ou mais); e um
agente de desvio adequado para a administracdo de um individuo em
uma dose que € reduzida em comparacdo com a quantidade
terapeuticamente eficaz recomendada do fator de substituicdo (por
exemplo, uma quantidade suficiente para gerar trombina e resolver
uma hemorragia, por exemplo, uma dose de menos de cerca de 100
U/kg de aPCC (por exemplo, uma dose de cerca de 30 a 50 U/kg de
um aPCC); uma dose de menos de cerca de 120 [Ig/kg de rFVlla (por
exemplo, uma dose de cerca de 45 0Jg/kg de rFVlla)), para uso em um
método ou tratamento de um caso de hemorragia em um individuo
com uma hemofilia, por exemplo, hemofilia A, hemofilia B ou hemofilia
C, com inibidores. O agente RNAiI compreende uma fita senso e uma
fita antissenso, em que a fita senso compreende 5'-
GfsgsUfuAfaCfaCfCfAfuUfuAfcUfuCfaAf — 3’ (SEQ ID NO:13) e a fita
antissenso compreende 5’- usUfsgAfaGfuAfaAfuggUfgUfuAfaCfcsasg
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-3’ (SEQ ID NO:14), em que a, ¢, g e u sao 2’-O-metila (2'-OMe) A, C,
G, ou U; Af, Cf, Gf ou Uf sdo 2-fluoro A, C, G ou U; e s € um
acoplamento fosforotioato; e em que a extremidade 3’ da fita senso

estd conjugada com o ligante, como mostra o seguinte esquema
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[00217] Em uma modalidade, uma dose fixa do agente de RNAI é
adequada para administracdo subcutanea.

[00218] Em uma modalidade, a dose fixa do agente de RNAI é
adequada para administracdo ao individuo uma vez ao més.

[00219] A presente invencdo também fornece métodos de
prevencdo de pelo menos um sintoma em um individuo tendo um
distarbio que se beneficiariam com a reducdo na expressdo de
Serpincl, como, por exemplo, um distdrbio hemorrégico, por exemplo,
uma hemofilia. Os métodos incluem a administracdo ao individuo de
uma dose efetiva profilatica, por exemplo, uma quantidade que reduz a
atividade de Serpincl no individuo por cerca de 75% ou mais, por
exemplo, uma dose fixa de cerca de 25 mg a cerca de 100 mg do
agente de iRNA, por exemplo, dsRNA, da invencéo (por exemplo, uma
composicdo farmacéutica compreendendo um dsRNA da invencéo),
prevenindo, portanto, pelo menos um sintoma no individuo com uma
desordem que se beneficiaria com a reducdo na expressdo de
Serpincl. Em uma modalidade, os métodos incluem a administracao
ao individuo de uma dose efetiva profilatica, por exemplo, uma dose

fixa de cerca de 50 mg do agente de IRNA, por exemplo, dsRNA, da
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invencdo, (por exemplo, uma composicdo farmacéutica
compreendendo um dsRNA da invencgao), prevenindo, portanto, pelo
menos um sintoma no individuo com uma desordem que se
beneficiaria com a reducdo na expressao de Serpincl. Em outra
modalidade, os métodos incluem a administracdo ao individuo de uma
dose efetiva profilatica, por exemplo, uma dose fixa de cerca de 80
mg, do agente de IRNA, por exemplo, dsRNA, da invencéo, (por
exemplo, uma composicdo farmacéutica compreendendo um dsRNA
da invencao), prevenindo, portanto, pelo menos um sintoma no
individuo tendo um disturbio que se beneficiaria com a reducdo na
expresséo de Serpincl.

[00220] Em outro aspecto, a presente invencao fornece métodos de
tratar um individuo com um distarbio que se beneficiaria com a
reducdo na expressdo de Serpincl, como, por exemplo, um distarbio
hemorragico, por exemplo, uma hemofilia, que inclui a administragcéo
ao individuo, por exemplo, um humano, uma dose terapeuticamente
efetiva, por exemplo, uma quantidade que reduz a atividade de
Serpincl no individuo por cerca de 75% ou mais, por exemplo, uma
dose fixa de cerca de 25 mg a a cerca de 100 mg, de um agente de
IRNA alvejando um Serpincl gene ou uma composi¢cao farmacéutica
compreendendo um agente de iRNA alvejando um gene Serpincl, de
modo a tratar o individuo com um disturbio que se beneficiaria com a
reducdo na expressdo de Serpincl. Em uma modalidade, os métodos
incluem a administracdo ao individuo de uma dose terapeuticamente
eficaz, por exemplo, uma dose fixa de cerca de 50 mg do agente de
IRNA, por exemplo, dsRNA, da invencdo, (por exemplo, uma
composicdo farmacéutica compreendendo um dsRNA da invencao),
tratando, portanto, o individuo com uma desordem que se beneficiaria
com a reducao na expressdo de Serpincl. Em outra modalidade, os

métodos incluem a administracdo ao individuo de uma dose
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terapeuticamente eficaz, por exemplo, uma dose fixa de cerca de 80
mg, do agente de IRNA, por exemplo, dsRNA, da invencéo, (por
exemplo, uma composicdo farmacéutica compreendendo um dsRNA
da invencéo), tratando, portanto, o individuo tendo um disturbio que se
beneficiaria com a redugdo na expressao de Serpincl.

[00221] Em outro aspecto, a invencdo fornece usos de uma dose
profilaticamente eficaz, por exemplo, uma quantidade que reduz a
atividade de Serpincl no individuo por cerca de 75% ou mais, por
exemplo, uma dose fixa de cerca de 25 mg a cerca de 100 mg, de um
IRNA, como, por exemplo, um dsRNA, da invencao para prevenir pelo
menos um sintoma de um individuo que sofre de um distlrbio que se
beneficiaria de uma reducao e/ou inibicdo da expressao de Serpincl,
como um disturbio hemorragico, por exemplo, uma hemofilia. Em uma
modalidade, a invencéo fornece usos de uma dose profilaticamente
eficaz, por exemplo, uma dose fixa de cerca de 50 mg, de um iRNA,
como, por exemplo, um dsRNA, da invencédo para prevenir pelo menos
um sintoma de um individuo que sofre de um distarbio que se
beneficiaria de uma reducao e/ou inibicdo da expressédo de Serpincl,
como um distirbio hemorragico, por exemplo, uma hemofilia. Em
outra modalidade, a invencdo fornece usos de uma dose
profilaticamente eficaz, por exemplo, uma dose fixa de cerca de 80
mg, de um iRNA, como, por exemplo, um dsRNA, da invencédo para
prevenir pelo menos um sintoma de um individuo que sofre de um
distarbio que se beneficiaria de uma reducdo e/ou inibicdo da
expressao de Serpincl, como um disturbio hemorragico, por exemplo,
uma hemofilia.

[00222] Em outro aspecto, a presente invencao fornece usos de
uma dose profilaticamente eficaz, por exemplo, uma quantidade que
reduz a atividade de Serpincl no individuo por cerca de 75% ou mais,

por exemplo, uma dose fixa de cerca de 25 mg a cerca de 100 mg, de
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um agente de IRNA da invencdo na fabricacdo de um medicamento
para prevenir pelo menos um sintoma de um individuo que sofre de
um distirbio que se beneficiaria de uma reducdo e/ou inibicdo da
expressao de Serpincl, como um distirbio hemorrégico, por exemplo,
uma hemofilia. Em uma modalidade, a presente invencéo fornece usos
de uma dose profilaticamente eficaz, por exemplo, uma dose fixa de
cerca de 50 mg, de um agente de iIRNA da invencéo na fabricagao de
um medicamento para prevenir pelo menos um sintoma de um
individuo que sofre de um distarbio que se beneficiaria de uma
reducdo e/ou inibicdo da expressdo de Serpincl, como um disturbio
hemorragico, por exemplo, uma hemofilia. Em outra modalidade, a
presente invencao fornece usos de uma dose profilaticamente eficaz,
por exemplo, uma dose fixa de cerca de 80 mg, de um agente de iRNA
da invencdo na fabricacdo de um medicamento para prevenir pelo
menos um sintoma de um individuo que sofre de um disturbio que se
beneficiaria de uma reducédo e/ou inibicdo da expressédo de Serpincl,
como um disturbio hemorragico, por exemplo, uma hemofilia.

[00223] Em outro aspecto, a presente invencdo fornece usos de
uma dose terapeuticamente eficaz, por exemplo, uma quantidade que
reduz a atividade de Serpincl no individuo por cerca de 75% ou mais,
por exemplo, uma dose fixa de cerca de 25 mg a cerca de 100 mg, de
um agente de iRNA da invencao para tratar um individuo, por exemplo,
um individuo que se beneficiaria de uma reducdo e/ou inibicdo da
expressdo de Serpincl. Em uma modalidade, a presente invencao
fornece usos de uma dose terapeuticamente eficaz, por exemplo, uma
dose fixa de cerca de 50 mg, de um agente de iRNA da invencao para
tratar um individuo, por exemplo, um individuo que se beneficiaria de
uma reducdo e/ou inibicAo da expressdo de Serpincl. Em outra
modalidade, a presente invencdo fornece usos de uma dose

terapeuticamente eficaz, por exemplo, uma dose fixa de cerca de 80
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mg, de um agente de iIRNA da invencdo no tratamento de um
individuo, por exemplo, um individuo que se beneficiaria de uma
reducédo e/ou inibicdo da expresséo de Serpincl.

[00224] Em ainda outro aspecto, a presente invencao fornece o uso
de um agente de iRNA, por exemplo, um dsRNA, da invencéao
alvejando 0 gene Serpincl ou uma composicdo farmacéutica
compreendendo uma dose terapeuticamente eficaz, por exemplo, uma
guantidade que reduz a atividade de Serpincl no individuo por cerca
de 75% ou mais, por exemplo, uma dose fixa de cerca de 25 mg a
cerca de 100 mg, de um agente de iRNA alvejando um gene Serpincl
na fabricacdo de um medicamento para tratar um individuo, por
exemplo, um individuo que se beneficiaria de uma reducdo e/ou
inibicdo da expressdo de Serpincl, como um distarbio hemorragico,
por exemplo, uma hemofilia. Em uma modalidade, a presente invencgéo
fornece uso de um agente de IRNA, por exemplo, um dsRNA, da
invengdo alvejando um gene Serpincl ou uma CcoOmposi¢ao
farmacéutica compreendendo uma dose terapeuticamente eficaz, por
exemplo, uma dose fixa de cerca de 50 mg, de um agente de iRNA
alvejando um gene Serpincl na fabricacdo de um medicamento para o
tratamento de um individuo, como, por exemplo, um individuo que se
beneficiaria de uma reducao e/ou inibicdo da expressédo de Serpincl,
como um individuo com um disturbio hemorragico, por exemplo, uma
hemofilia. Em outra modalidade, a presente invencéo fornece usos de
um agente de iIRNA, por exemplo, um dsRNA, da invencéo alvejando
um gene Serpincl ou uma composicdo farmacéutica compreendendo
uma dose terapeuticamente eficaz, como, por exemplo, uma dose fixa
de cerca de 80 mg, de um agente de iRNA alvejando um gene
Serpincl na fabricacdo de um medicamento para o tratamento de um
individuo, por exemplo, um individuo que se beneficiaria de uma

reducédo e/ou inibicdo da expressao de hemorragico, por exemplo, uma
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hemofilia.

[00225] Em algumas modalidades da invencéo, por exemplo,
gquando uma agente de RNAi compreende uma fita senso e uma fita
antissenso, a fita antissenso compreendendo uma regido de
complementaridade para um Serpincl que codifica um mMRNA1 que
compreende pelo menos 15 nucleotideos contiguos diferente em néo
mais de 3 nucleotideos da sequéncia de nucleotideos 5 -
UUGAAGUAAAUGGUGUUAACCAG - 3 (SEQ ID NO: 15), onde
praticamente todos os nucleotideos da fita senso e substancialmente
todos os nucleotideos da fita antissenso sao nucleotideos modificados,
e onde a fita senso esta conjugada com um ligante fixado no 3'-
terminal, tal agente € administrado em uma dose fixa de cerca de 25
mg a cerca de 100 mg, por exemplo, em uma dose fixa de 25 mg; ou
em uma dose fixa de 50 mg; ou em uma dose fixa de 80 mg; ou a uma
dose fixa de cerca de 100 mg. Em uma modalidade, a dose fixa é 50
mg. Em outra modalidade, a dose fixa € 80 mg.

[00226] Consequentemente, em um aspecto, a invengcao apresenta
métodos de prevencdo de pelo menos um sintoma em um individuo
tendo um distarbio que se beneficiariam com a reducéo na expressao
de Serpincl, como, por exemplo, um distirbio hemorragico, por
exemplo, uma hemofilia. Os métodos incluem a administracdo ao
individuo uma dose profilaticamente eficaz, por exemplo, uma
quantidade que reduz a atividade de Serpincl no individuo em cerca
de 75% ou mais, por exemplo, uma dose fixa de cerca de 25 mg a
cerca de 100 mg de um agente de acido ribonucléico (RNAI) de fita
dupla compreendendo uma fita senso e uma fita antissenso, a fita
antissenso compreendendo uma regiao de complementaridade para
um MRNA codificando um Serpincl que compreende pelo menos 15
nucleotideos contiguos que diferem em mais de 3 nucleotideos da

sequéncia de nucleotideos de 5 -
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UUGAAGUAAAUGGUGUUAACCAG - 3 (SEQ ID NO: 15), onde
praticamente todos os nucleotideos da fita senso e substancialmente
todos os nucleotideos da fita antissenso séo nucleotideos modificados,
e onde a fita senso estad conjugada com um ligante anexado no 3'-
terminal (por exemplo, uma composicéo farmacéutica compreendendo
o0 agente de RNAI), prevenindo, portanto, pelo menos um sintoma no
individuo tendo uma desordem que se beneficiaria com a reducdo na
expressdo de Serpincl. Em uma modalidade, a dose fixa € 50 mg. Em
outra modalidade, a dose fixa € 80 mg.

[00227] Em outro aspecto, a presente invencao fornece métodos de
tratar um individuo com um distarbio que se beneficiaria com a
reducdo na expressao de Serpincl, como, por exemplo, um disturbio
hemorragico, por exemplo, uma hemofilia, que inclui a administracéao
ao individuo, por exemplo, um humano, uma dose terapeuticamente
efetiva, por exemplo, uma quantidade que reduz a atividade de
Serpincl no individuo por cerca de 75% ou mais, por exemplo, uma
dose fixa de cerca de 25 mg a cerca de 100 mg de um agente de acido
ribonucléico (RNAI) de fita dupla compreendendo uma fita senso e
uma fita antissenso, a fita antissenso compreendendo uma regiao de
complementaridade para um mMRNA codificando Serpincl que
compreende pelo menos 15 nucleotideos contiguos que diferem em
nao mais de 3 nucleotideos da sequéncia de nucleotideos de &' -
UUGAAGUAAAUGGUGUUAACCAG - 3 (SEQ ID NO: 15), onde
praticamente todos os nucleotideos da fita senso e substancialmente
todos os nucleotideos da fita antissenso s&o nucleotideos modificados,
e onde a fita senso estad conjugada com um ligante anexado no 3'-
terminal ou uma composicdo farmacéutica compreendendo o agente
de RNAI alvejando um gene Serpincl tratando, portanto, pelo menos
um sintoma no individuo tendo uma desordem que se beneficiaria com

a reducao na expresséao de Serpincl. Em uma modalidade, a dose fixa
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€ 50 mg. Em outra modalidade, a dose fixa € 80 mg.

[00228] Em outro aspecto, a invencéo fornece usos de uma dose
profilaticamente eficaz, por exemplo, uma quantidade que reduz a
atividade de Serpincl no individuo em cerca de 75% ou mais, por
exemplo, uma dose fixa de cerca de 25 mg a cerca de 100 mg de um
agente de acido ribonucléico (RNAI) de fita dupla compreendendo uma
fita senso e uma fita antissenso, a fita antissenso compreendendo uma
regidao de complementaridade para um mRNA codificando um
Serpincl que compreende pelo menos 15 nucleotideos contiguos que
diferem em mais de 3 nucleotideos da sequéncia de nucleotideos de 5’
- UUGAAGUAAAUGGUGUUAACCAG - 3 (SEQ ID NO: 15), onde
praticamente todos os nucleotideos da fita senso e substancialmente
todos os nucleotideos da fita antissenso sao nucleotideos modificados,
e onde a fita senso estad conjugada com um ligante anexado no 3'-
terminal para prevenir pelo menos um sintoma de um individuo que
sofre de um distarbio que se beneficiaria de uma reducédo e/ou inibicdo
da expressdo de Serpincl, como um distarbio hemorragico, por
exemplo, uma hemofilia. Em uma modalidade, a dose fixa é 50 mg.
Em outra modalidade, a dose fixa € 80 mg.

[00229] Em outro aspecto, a invencao fornece usos de uma dose
profilaticamente eficaz, por exemplo, uma quantidade que reduz a
atividade de Serpincl no individuo em cerca de 75% ou mais, por
exemplo, uma dose fixa de cerca de 25 mg a cerca de 100 mg de um
agente de acido ribonucléico (RNAI) de fita dupla compreendendo uma
fita senso e uma fita antissenso, a fita antissenso compreendendo uma
regidao de complementaridade para um mRNA codificando um
Serpincl que compreende pelo menos 15 nucleotideos contiguos que
diferem em mais de 3 nucleotideos da sequéncia de nucleotideos de 5’
- UUGAAGUAAAUGGUGUUAACCAG - 3’ (SEQ ID NO: 15), onde

praticamente todos os nucleotideos da fita senso e substancialmente
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todos os nucleotideos da fita antissenso séo nucleotideos modificados,
e onde a fita senso estad conjugada com um ligante anexado no 3'-
terminal na fabricacdo de um medicamento para prevenir pelo menos
um sintoma de um individuo que sofre de um distarbio que se
beneficiaria de uma reducéo e/ou inibicdo da expressédo de Serpincl,
como um distarbio hemorragico, por exemplo, uma hemofilia. Em uma
modalidade, a dose fixa € 50 mg. Em outra modalidade, a dose fixa é
80 mg.

[00230] Em outro aspecto, a invencéo fornece usos de uma dose
terapeuticamente eficaz, por exemplo, uma quantidade que reduz a
atividade de Serpincl no individuo em cerca de 75% ou mais, por
exemplo, uma dose fixa de cerca de 25 mg a cerca de 100 mg de um
agente de acido ribonucléico (RNAI) de fita dupla compreendendo uma
fita senso e uma fita antissenso, a fita antissenso compreendendo uma
regidao de complementaridade para um mRNA codificando um
Serpincl que compreende pelo menos 15 nucleotideos contiguos que
diferem em mais de 3 nucleotideos da sequéncia de nucleotideos de 5’
- UUGAAGUAAAUGGUGUUAACCAG - 3 (SEQ ID NO: 15), onde
praticamente todos os nucleotideos da fita senso e substancialmente
todos os nucleotideos da fita antissenso sao nucleotideos modificados,
e onde a fita senso estad conjugada com um ligante anexado no 3'-
terminal para tratar um individuo, por exemplo, um individuo que se
beneficiaria de uma reducéo e/ou inibicdo da expressédo de Serpincl.
Em uma modalidade, a dose fixa € 50 mg. Em outra modalidade, a
dose fixa € 80 mg.

[00231] Em ainda outro aspecto, a invencao fornece uso de um
agente de IRNA, por exemplo, um dsRNA, da invencao alvejando um
gene Serpincl ou uma composicao farmacéutica compreendendo uma
dose terapeuticamente eficaz, por exemplo, uma quantidade que reduz

a atividade de Serpincl no individuo em cerca de 75% ou mais, por
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exemplo, uma dose fixa de cerca de 25 mg a cerca de 100 mg de um
agente de acido ribonucléico (RNAI) de fita dupla compreendendo uma
fita senso e uma fita antissenso, a fita antissenso compreendendo uma
regido de complementaridade para um mRNA codificando um
Serpincl que compreende pelo menos 15 nucleotideos contiguos que
diferem em mais de 3 nucleotideos da sequéncia de nucleotideos de 5’
- UUGAAGUAAAUGGUGUUAACCAG - 3 (SEQ ID NO: 15), onde
praticamente todos os nucleotideos da fita senso e substancialmente
todos os nucleotideos da fita antissenso sdo nucleotideos modificados,
e onde a fita senso estad conjugada com um ligante anexado no 3'-
terminal na fabricacdo de um medicamento para tratar um individuo,
por exemplo, um individuo que se beneficiaria de uma reducéo e/ou
inibicho da expressdo de Serpincl, como um individuo tendo um
distirbio hemorragico, por exemplo, uma hemofiia. Em uma
modalidade, a dose fixa € 50 mg. Em outra modalidade, a dose fixa é
80 mg.

[00232] Os métodos e usos da invencdo incluem a administracao
de uma composicdo descrita aqui, tal expressdo do gene alvo
Serpincl esta diminuida, como por cercade 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29,
30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48,
49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67,
68, 69, 70, 71, 72,73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, ou cerca de 80 dias. Em
uma modalidade, a expressédo do gene alvo Serpincl € diminuida por
uma duracéo prolongada, por exemplo, pelo menos cerca de sete dias
ou mais, por exemplo, cerca de uma semana, duas semanas, trés
semanas, cerca de quatro semanas, cerca de cinco semanas, cerca
de seis semanas, cerca de dois meses, cerca de um trimestre, ou
mais.

[00233] Reducdo da expressdo génica pode ser avaliada por

Peticéo 870200003204, de 08/01/2020, pag. 141/349



81/216

gualquer método conhecido na técnica. Por exemplo, uma reducdo na
expressao de Serpincl pode ser determinada através da determinacao
do nivel de expressdo de mRNA de Serpincl usando os métodos de
rotina pelo versado na técnica, por exemplo, Northern blotting, qRT-
PCR, determinando o nivel de proteina de Serpincl usando os
meétodos de rotina para um versado na técnica, como Western blotting,
técnicas imunoldgicas, e/ou por determinacdo de uma atividade
biologica de Serpincl, como, por exemplo, afetando uma ou mais
moléculas associadas com o mecanismo de coagulacdo do sangue
celular (ou em uma configuragao in vivo, a coagulacado do sangue em
si). Em uma modalidade, tempo de geracdo de trombina, tempo de
formacdo do coagulo e/ou tempo de coagulacdo sdo determinados
para avaliar a expressdo de Serpincl usando, por exemplo, analise
Tromboelastometria ROTEM® do sangue total.

[00234] Administracdo do dsRNA de acordo com os métodos e
usos da invencao pode resultar em uma reducdo da gravidade, dos
sinais, sintomas e/ou marcadores de tais doencas ou distlrbios em um
paciente com uma doenga associada a Serpincl. "Reducao", neste
contexto, significa uma diminuicao estatisticamente significante em tal
nivel. A reducdo pode ser, por exemplo, de 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%.

[00235] Eficacia do tratamento ou prevencédo de doencas pode ser
avaliada, por exemplo, medindo a progressédo da doenca, a remissao
da doenca, a gravidade dos sintomas, a frequéncia de hemorragia, a
reducdo da dor, a qualidade de vida, a dose de um medicamento
necessario para sustentar um efeito do tratamento, o nivel de um
marcador de doenca ou qualquer outro parametro mensuravel
apropriado para uma determinada doenca a ser tratada ou direcionada

para a prevencdo. E bem dentro da capacidade de um versado na
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técnica monitorar a eficacia do tratamento ou prevencédo através da
medicao de qualquer um desses parametros, ou qualquer combinacao
de parametros. Por exemplo, a eficacia do tratamento de um disturbio
hemorragico pode ser avaliada, por exemplo, por monitorizacao
periodica de niveis trombina:anti-trombina. As comparacfes das
Gltimas leituras com os valores iniciais fornecem uma indicacdo ao
médico se o tratamento é eficaz. E bem dentro da capacidade de um
versado na técnica monitorar a eficacia do tratamento ou prevencao
através da medicdo de qualquer um desses parametros, ou qualquer
combinacdo de parametros. Em conexdo com a administracdo de um
IRNA alvejando Serpincl ou sua composi¢cdo farmacéutica, "eficaz
contra” um disturbio hemorragico indica que a administracdo em uma
forma clinicamente adequada resulta em um efeito benéfico por, pelo
menos, uma fragdo estatisticamente significativa de pacientes, como a
melhora dos sintomas, uma cura, uma reducdo da doenca,
prolongamento da vida, melhoria da qualidade de vida, ou outro efeito
geralmente reconhecido como positivo pelos médicos familiarizados
com o tratamento de distlrbios hemorragicos e as respectivas causas.
[00236] Um tratamento ou efeito preventivo € evidente quando ha
uma melhora estatisticamente significativa em um ou mais parametros
do status da doenga, ou por uma falha de agravamento ou para
desenvolver sintomas que de outra forma seriam antecipados. Como
um exemplo, uma mudanca favoravel de, pelo menos, 10% em um
parametro mensuravel da doenca, e, de preferéncia, pelo menos, 20%,
30%, 40%, 50% ou mais, pode ser indicativa de tratamento eficaz. A
eficacia de um determinado medicamento de iIRNA ou formulagéo
desse medicamento pode também ser analisada usando um modelo
animal experimental para determinada doencga, conhecido na técnica.
Ao usar um modelo animal experimental, a eficacia do tratamento é

evidenciada quando uma reducéo estatisticamente significativa em um

Peticéo 870200003204, de 08/01/2020, pag. 143/349



83/216

marcador ou sintoma é observado.

[00237] Alternativamente, a eficacia pode ser medida por uma
reducdo na severidade da doenca como determinado por um versado
na técnica de diagndstico baseado na gravidade da doenca
clinicamente aceitavel de uma escala de classificagcdo. Qualquer
mudanca positiva, por exemplo, resultando em diminuicdo da
gravidade da doenca medida usando a escala adequada, representa
um tratamento adequado, usando uma formulacdo de iRNA ou iIRNA
conforme descrito aqui.

[00238] O iRNA (ou composicbes farmacéuticas compreendendo o
iIRNA) pode ser administrado ao individuo cerca de uma vez por
semana, duas vezes por més, cerca de uma vez a cada seis semanas,
cerca de uma vez a cada 2 meses ou uma vez a cada trimestre.
[00239] O agente de iRNA de fita dupla pode ser administrado ao
individuo como uma ou mais doses. Por exemplo, um agente de iRNA
de fita dupla pode ser administrado a um individuo como uma dose
mensal de cerca de 0,200 mg/kg a cerca de 1,825 mg/kg.
Alternativamente, um agente de iRNA de fita dupla pode ser
administrado a um individuo em uma dose fixa de cerca de 25 mg a
cerca de 100 mg.

[00240] Em uma modalidade, um agente de RNAIi de fita dupla
compreendendo uma fita senso e uma fita antissenso, a fita antissenso
compreendendo uma regido de complementaridade para um Serpincl
gue codifica um mMRNAL1 que compreende pelo menos 15 nucleotideos
contiguos diferente em ndo mais de 3 nucleotideos da sequéncia de
nucleotideos 5 - UUGAAGUAAAUGGUGUUAACCAG - 3 (SEQ ID
NO: 15), onde praticamente todos os nucleotideos da fita senso e
substancialmente todos o0s nucleotideos da fita antissenso sé&o
nucleotideos modificados, e onde a fita senso esta conjugada com um

ligante fixado no 3'-terminal € administrado ao individuo a uma dose

Peticéo 870200003204, de 08/01/2020, pag. 144/349



84/216

fixa de cerca de 25 mg a cerca de 100 mg, por exemplo, cerca de 25
mg; cerca de 50 mg, 80 mg ou 100 mg. Em uma modalidade, a dose
fixa € 50 mg. Em outra modalidade, a dose fixa € 80 mg.

[00241] A administracdo pode ser repetida, por exemplo, em uma
base regular, como, por exemplo, mensalmente, durante um més, dois
meses, trés meses, quatro meses ou mais. Apos um regime inicial de
tratamento, o tratamento pode ser administrado em uma base menos
frequente. Por exemplo, apos a administragcdo mensal por trés meses,
a administracédo pode ser repetida uma vez por trimestre, por um ano
ou mais.

[00242] Assim, em algumas modalidades, o agente de RNAi é
administrado em um regime de dosagem que inclui uma "fase de
carga" de administracdes espacadas que podem ser seguidas por uma
"fase de manutencdo”, em que o agente de RNAi é administrado em
intervalos mais espacados.

[00243] Um cronograma posolégico de carregamento e/ou um
cronograma posolégico de manutencdo pode, opcionalmente, ser
repetido para uma ou mais iteracBes. O numero de iteracbes pode
depender da realizacdo de um efeito desejado, por exemplo, a
supressédo de um gene Serpincl e/ou a realizacdo de um efeito
profilatico ou terapéutico, por exemplo, aumentar a coagulacdo do
sangue, reduzir o tempo de formacéo do coagulo, e/ou reduzir o tempo
de coagulacéo.

[00244] A administracdo do iIRNA pode reduzir os niveis de
Serpincl, por exemplo, em uma célula, um tecido, sangue, urina ou
outro compartimento do paciente por, 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%,
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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.

[00245] O IiRNA pode ser administrado por infusdo intravenosa
durante um periodo de tempo, como durante 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.

[00246] Antes da administracdo de uma dose completa do iRNA, os
pacientes podem ser administrados com uma dose menor, como uma
infus&o de 5%, e monitorados por efeitos adversos, como uma reacao
alérgica. Em outro exemplo, o paciente pode ser monitorado para
efeitos imunoestimuladores indesejaveis, como aumento de niveis da
citocina (por exemplo, o TNF-alfa ou INF-alfa).

[00247] Devido aos efeitos inibitorios sobre a expressdo de
Serpincl, uma composicdo de acordo com a invencdo ou uma
composicao farmacéutica preparada resultante desta pode melhorar a
gualidade de vida.

[00248] Um IRNA da invencdo pode ser administrado na forma
“inativada", ou como um "iRNA livre". Um IiRNA inativado é
administrado na auséncia de uma composicao farmacéutica. O iRNA
inativado pode estar em uma solucdo tampao adequada. A solugéo
tampéo pode compreender acetato, citrato, prolamina, carbonato ou
fosfato, ou qualquer combinacdo destes. Em uma modalidade, a
solucdo tampdao é solucéo salina tamponada com fosfato (PBS). O pH
e a osmolaridade da solucdo tampéo contendo o iRNA podem ser
ajustados de forma que € adequado para administragdo a um
individuo.

[00249] Alternativamente, um IiRNA da invencdo pode ser
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administrado como uma composicao farmacéutica, como uma
formulacé&o lipossomal de dsRNA.

[00250] Individuos que se beneficiariam de uma reducédo e/ou
inibicdo da expressao do gene Serpincl sdo aqueles com um distarbio
hemorragico, por exemplo, um distirbio hemorragico hereditario ou
adquirido, conforme descrito aqui. Em uma modalidade, um individuo
com um distarbio hemorragico hereditario, tem uma hemofilia, por
exemplo, hemofilia tipo A, B, ou C. Em uma modalidade, um individuo
com um disturbio hemorragico hereditario, por exemplo, uma hemdfilia,
€ um individuo inibidor (um individuo que se tornou refratario a
substituicdo de fatores de coagulagcdo). Em uma modalidade, o
individuo inibidor tem hemofilia A. Em outra modalidade, o individuo
inibidor tem hemofilia B. Em ainda outra modalidade, o individuo
inibidor tem hemofilia C. O tratamento de um individuo que se
beneficiaria de uma reducdo e/ou inibicdo da expressdo do gene
Serpincl inclui tratamento terapéutico (por exemplo, em demanda, por
exemplo, o sujeito estd com hemorragia (sangramento espontaneo ou
sangramento como resultado de trauma), e falhando em coagular) e
profilatico (por exemplo, o individuo ndo esta com hemorragia e/ou
estd sendo submetido a cirurgia).

[00251] A invencéo ainda fornece métodos e usos para 0 uso de um
IRNA ou uma composicao farmacéutica deste, por exemplo, para tratar
um individuo que se beneficiaria com a reducdo e/ou inibicdo da
expressdo de Serpincl, como, por exemplo, um individuo com um
distirbio hemorragico, em combinacdo com outros metodos
farmacéuticos e/ou outros terapéuticos, por exemplo, com os métodos
farmacéuticos e/ou terapéuticos conhecidos, por exemplo, aqueles
atualmente empregados para tratar esses disturbios.

[00252] Por exemplo, em certas modalidades, um IRNA

direcionando o Serpincl € administrado em combinacdo com, por
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exemplo, um agente util no tratamento de um distirbio hemorragico
como descrito aqui. Por exemplo, métodos terapéuticos e terapéutica
adicional adequados para tratar um individuo que se beneficiaria da
reducdo da expressdo de Serpincl, por exemplo, um individuo com
um distarbio hemorragico, inclui plasma fresco congelado (FFP); FVila
recombinante; FIX recombinante; concentrados de FIX; inativados de
virus, concentrados de FVIII contendo VWF; terapia de
dessensibilizacdo que pode incluir grandes doses de FVIII ou FIX,
junto com esteroides ou imunoglobulina intravenosa (IVIG) e
ciclofosfamida; plasmaférese em conjunto com imunossupressao e
infusdo de FVIII ou FIX, com ou sem terapia antifibrinolitica; inducao
de tolerancia imune (ITIl), com ou sem terapia imunossupressora (por
exemplo, ciclofosfamida, prednisona e/ou anti-CD20); acetato de
desmopressina [DDAVP]; antifibrinoliticos, como acido aminocaprdéico
e acido tranexamico; concentrado de complexo de protrombina ativado
(PCC); agentes anti-hemofilicos;  corticosterdides;  agentes
imunossupressores; e estrogénios.

[00253] O iRNA e um agente terapéutico e/ou tratamento adicional
pode ser administrado ao mesmo tempo e/ou na mesma combinacéo,
por exemplo, por via parenteral, ou o agente terapéutico adicional
pode ser administrado como parte de uma composi¢cdo separada ou
em tempos separados por outro método conhecido na técnica ou
descrito aqui.

[00254] Em uma modalidade, a presente invencao fornece métodos
para tratar um individuo que sofre de um distdrbio hemorragico, por
exemplo, uma hemofilia, para administragdo por via subcutanea do
composto da presente invencdo AT3SC-001 (AD-57213 - fita senso:
5’- GfsgsUfuAfaCfaCfCfAfuUfuAfcUfuCfaAf — 3’ (SEQ ID NO:13) e fita
antissenso: 5’- usUfsgAfaGfuAfaAfuggUfgUfuAfaCfcsasg — 3’ (SEQ ID
NO:14), em que a, ¢, g e u sdo 2-O-metil (2-OMe) A, C, G ou U; Af,
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Cf, Gf ou Uf sdo 2'-fluoro A, C, G ou U; e s € um acoplamento de
fosforotioato) em uma dose fixa de cerca de 25 mg a cerca de 100 mg,
por exemplo, uma dose fixa de cerca de 25 mg, cerca de 50 mg, cerca
de 80 mg ou cerca de 100 mg (por exemplo, uma quantidade que
reduz a atividade de Serpincl no individuo por cerca de 75% ou mais).
Em uma modalidade, a dose fixa € 50 mg. Em outra modalidade, a
dose fixa € 80 mg.

lll. IRNAs para Uso nos Métodos da Invencao

[00255] Os métodos descritos aqui sao para o uso do agente de
RNAI de fita dupla melhorados que inibem a expressdo de um gene
Serpincl em uma célula, como uma célula dentro de um individuo, por
exemplo, um mamifero, como um ser humano com um disturbio
associado a Serpincl, por exemplo, um disturbio hemorragico, por
exemplo, hemofilia.

[00256] Assim, a invencao fornece agentes de RNAI de fita dupla
com modificagdes quimicas capazes de inibir a expressdo de um
gene-alvo (ou seja, um gene Serpincl) in vivo. Em certos aspectos da
invencdo, substancialmente todos os nucleotideos de um iRNA da
invencdo sao modificados. Em outras modalidades da invencéo, todos
os nucleotideos de um iIRNA da invencdo sdo modificados. Os iRNAs
da invencdo, em que "substancialmente todos os nucleotideos séo
modificados" s&o, em grande medida, mas nao totalmente modificados
e podem incluir ndo mais de 5, 4, 3, 2, ou 1 nucleotideos nao
modificados.

[00257] O agente de RNAi compreende uma fita senso e uma fita
antissenso. Cada fita do agente de RNAIi pode variar de 12-30
nucleotideos de comprimento. Por exemplo, cada fita pode ter entre
14-30 nucleotideos de comprimento, 17-30 nucleotideos de
comprimento, 19-30 nucleotideos de comprimento, 25-30 nucleotideos

de comprimento, 27-30 nucleotideos de comprimento, 17-23
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nucleotideos de comprimento, 17-21 nucleotideos de comprimento,
17-19 nucleotideos de comprimento, 19-25 nucleotideos de
comprimento, 19-23 nucleotideos de comprimento, 19-21 nucleotideos
de comprimento, 21-25 nucleotideos de comprimento ou 21-23
nucleotideos de comprimento.

[00258] A fita senso e fita antissenso normalmente formam um RNA
de fita dupla duplex ("dsRNA"), também referido aqui como um "agente
de RNAIL" A regido duplex de um agente de RNAI pode ter 12-30
pares de nucleotideos de comprimento. Por exemplo, a regido duplex
pode ter entre 14-30 pares de nucleotideos de comprimento, 17-30
pares de nucleotideos de comprimento, 27-30 pares de nucleotideos
de comprimento, 17-23 pares de nucleotideos de comprimento, 17-21
pares de nucleotideos de comprimento, 17-19 pares de nucleotideos
de comprimento, 19-25 pares de nucleotideos de comprimento, 19-23
pares de nucleotideos de comprimento, 19- 21 pares de nucleotideos
de comprimento, 21-25 pares de nucleotideos de comprimento ou 21-
23 pares de nucleotideos de comprimento. Em outro exemplo, a
regido duplex é selecionada a partir de 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25, 26 e 27 nucleotideos de comprimento.

[00259] Em uma modalidade, o agente de RNAIi pode conter uma
ou mais regides de saliéncia e/ou grupos capping nas extremidades 3/,
5, ou ambas as extremidades de uma ou de ambas as fitas. A
saliéncia pode ter de 1 a 6 nucleotideos de comprimento, por exemplo
2 a 6 nucleotideos de comprimento, 1 a 5 nucleotideos de
comprimento, 2 a 5 nucleotideos de comprimento, 1 a 4 nucleotideos
de comprimento, 2 a 4 nucleotideos de comprimento, 1 a 3
nucleotideos de comprimento, 2 a 3 nucleotideos de comprimento ou 1
a 2 nucleotideos de comprimento. As saliéncias podem ser o resultado
de uma fita sendo mais longa do que a outra, ou o resultado de duas

fitas do mesmo comprimento a ser escalonada. A saliéncia pode
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formar um ndo pareamento com o MRNA alvo ou pode ser
complementar as sequéncias genéticas sendo alvo ou pode ser uma
outra sequéncia. A primeira e a segunda fita também podem ser
unidas, por exemplo, por bases adicionais para formar uma forma de
grampo, ou por outros ligantes nédo base.

[00260] Em wuma modalidade, os nucleotideos na regido de
saliéncia do agente de RNAI podem ser cada um independentemente
um nucleotideo modificado ou ndo modificado, incluindo, mas nao
limitado a 2'-acucar modificado, como, 2-F, 2’-O-metilaila, timidina (T),
2'-O-metoxietil-5-metiluridina (Teo), 2'-O-metoxetiladenosina (Aeo), 2'-
O-metoxietil-5-metilcitidina (m5Ceo0), e as suas combinacdes. Por
exemplo, TT pode ser uma sequéncia de saliéncia para qualquer
extremidade em cada fita. A saliéncia pode formar um ndo pareamento
com o mRNA alvo ou pode ser complementar as sequéncias genéticas
sendo alvo ou pode ser uma outra sequéncia.

[00261] As saliéncias 5 ou 3’ na fita senso, fita antissenso ou
ambas as fitas do agente de RNAi podem ser fosforiladas. Em
algumas modalidades, a(s) regido(des) de saliéncia contém dois
nucleotideos tendo um fosforotioato entre os dois nucleotideos, onde
os dois nucleotideos podem ser iguais ou diferentes. Em uma
modalidade, a saliéncia esti presente na extremidade 3' da fita senso,
da fita antissenso, ou ambas as fitas. Em uma modalidade, essa
saliéncia 3' esta presente na fita antissenso. Em uma modalidade,
essa saliéncia 3' esta presente na fita senso.

[00262] O agente de RNAI pode conter apenas uma saliéncia unica,
gue pode reforgar a atividade de interferéncia do RNAI, sem afetar sua
estabilidade global. Por exemplo, a saliéncia de fita simples pode estar
localizada na extremidade 3'-terminal da fita senso ou,
alternativamente, na extremidade 3'-terminal doa fita antissenso. O

RNAi pode também ter uma extremidade cega localizada na
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extremidade 5' da fita antissenso (ou a extremidade 3' da fita senso)
ou vice-versa. Geralmente, a fita antissenso do RNAi tem uma
saliéncia de nucleotideo na extremidade 3', e a extremidade 5' é cega.
Sem ater-se a teoria, a extremidade cega assimétrica na extremidade
5' da fita antissenso e saliéncia da extremidade 3' da fita antissenso
favorecem o carregamento da fita guia em processo de RISC.

[00263] Qualguer um dos acidos nucleicos em destague na
invencdo pode ser sintetizado e/ou modificado por métodos bem
estabelecidos na técnica, como os descritos em “Current protocols in
nucleic acid chemistry,” Beaucage, S.L. et al. (Edrs.), John Wiley &
Sons, Inc., New York, NY, EUA, aqui incorporado por referéncia.
Modificagdes incluem, por exemplo, modificagcdes da extremidade, por
exemplo, modificagcbes da extremidade 5' (fosforilagcdo, conjugacéo,
acoplamentos invertidos) ou modificagbes da extremidade 3'
(conjugacédo, nucleotideos do DNA, acoplamentos invertidos, etc);
modificacbes de base, por exemplo, substituicdo de com bases de
estabilizacdo, bases de desestabilizacdo, ou bases que formam pares
de bases com um repertdrio ampliado de parceiros, remocao de bases
(nucleotideos abasicos) ou bases conjugadas; modificagcdes de acucar
(por exemplo, na posicdo 2' ou posicao 4') ou substituicdo do acucar;
e/ou modificagcbes de cadeia principal, incluindo modificacdo ou
substituicdo de acoplamentos de fosfodiéster. Exemplos especificos
de compostos de iRNA util nas modalidades descritas aqui incluem,
mas nao estdo limitados a RNAs contendo cadeias principais
modificadas ou ndo acoplamentos de internucleosideo natural. RNAs
com cadeias principais modificadas incluem, entre outros, aqueles que
nao tém um atomo de fosforo na cadeia principal. Para efeitos da
presente especificacdo, e como as vezes referenciado na técnica, 0s
RNAs modificados que ndo tém um atomo de fésforo em sua cadeia

principal de internucleosideo também pode ser considerado
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oligonucleosideos. Em algumas modalidades, um iRNA modificado
tera um atomo de fosforo em sua cadeia principal de internucleosiideo.
[00264] Cadeias principais de RNA modificado incluem, por
exemplo, fosforotioatos, fosforotioatos quirais, fosforoditioatos,
fosfotriésteres, aminoalquilfosfotrieésteres, 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, e tendo acoplamentos
normais 3'-5', analogos 2'-5'-ligados destes, e aqueles com polaridade
invertida, em que os pares adjacentes de unidades de nucleosideo
estdo ligados 3'-5' a 5'-3' ou 2'-5' a 5'-2'. Varios sais, misturas de sais e
formas de acido livre também estéo incluidos.

[00265] Patentes US representativas que ensinam a preparagao do
acoplamento contendo fésforo acima, incluem, mas ndo estédo
limitados a, patentes US 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 patentes US RE39464, cada uma das quais esta aqui
incorporada, a titulo de referéncia.

[00266] Cadeias principais de RNA modificados que n&o incluem
um atomo de fésforo nelas tém cadeias principais que sdo formadas
por acoplamentos internucleosideos de alquila ou cicloalquila de
cadeia curta ou acoplamentos internucleosideos mistos de alquila ou

cicloalquila, ou um ou mais acoplamentos internucleosideos
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heteroatdbmicos ou heterociclicos de cadeia curta. Estes incluem os
que tém acoplamentos morfolino (formado, em parte, da porgédo do
acucar de um nucleosideo); cadeias principais de siloxano; cadeias
principais de sulfeto, sulféxido e sulfona; cadeias principais de
formacetil e tioformacetil; cadeias principais de formacetil e
tioformacetil de metileno; alceno contendo cadeias principais; cadeias
principais de sulfamato, cadeias principais de metileneimino e
metilenehidrazino; cadeias principais de sulfonato e sulfonamida;
cadeias principais de amida; e outros tendo partes componentes
misturados N, O, S e CH2.

[00267] Patentes US representativas que ensinam a preparagao do
oligonucleosideos, incluem, mas nao estdo limitados a, patentes US
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, cada uma das quais estd aqui incorporada, a titulo de
referéncia.

[00268] Em outras modalidades, miméticos de RNA adequados séo
contemplados para uso em iRNAs, em que tanto o aclUcar e 0
acoplamento internucleosideo, ou seja, a cadeia principal, das
unidades de nucleotideo sédo substituidos por novos grupos. As
unidades de base sdo mantidas para a hibridizagcdo com um composto
alvo de acidos nucleicos apropriados. Um desses compostos
oligoméricos, um mimético de RNA que foi mostrado como tendo
excelentes propriedades de hibridizac&do, é referido como um &cido
nucleico peptidico (PNA). Em compostos PNA, a cadeia principal do
acucar de um RNA é substituida com uma amida contendo cadeia
principal, em particular uma cadeia principal de aminoetilglicina. As

nucleobases sdo mantidas e ligadas direta ou indiretamente aos
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atomos de nitrogénio aza da porcdo amida da cadeia principal.
Patentes US representativas que ensinam a preparacao de compostos
de PNA incluem, mas nado estdo limitadas a, patentes US n°s
5.539.082; 5.714.331 e 5.719.262, cada uma das quais esta aqui
incorporada, a titulo de referéncia. Compostos de PNA adicionais
adequados para uso em iRNAs da invencdo sdo descritos em, por
exemplo, Nielsen et al., Science, 1991, 254, 1497-1500.

[00269] Algumas modalidades em destaque na invencao incluem
RNAs com cadeias principais de fosforotioato e oligonucleosideos com
cadeias principais de heteroatomo e, em particular, --CH2--NH--CH2-,
--CH2--N(CH3)--O--CH2-- [conhecido como cadeia principal de
metileno (metilimino) ou de MMI], --CH2--O--N(CH3)--CH2--, --CH2--
N(CH3)--N(CH3)--CH2-- and --N(CH3)--CH2--CH2-- [onde a cadeia
principal nativa de fosfodiéster é representada como --O--P--O--CH2--]
da patente US n° 5.489.677 referida acima e as cadeias principais de
amida da patente US n° 5.602.240 referida acima. Em algumas
modalidades, os RNAs em destagues aqui tém estruturas de cadeia
principal de morfolino da patente US n° 5.034.506 acima referida.
[00270] Os RNAs modificados também podem conter uma ou mais
porcdes de acucar substituido. O iRNAs, por exemplo, dsRNAs
destacados aqui podem incluir um dos seguintes na 2'-posi¢cao: OH; F;
O-, S- ou N-alquil; O-, S-, ou N-alquenil; O-, S- ou N-alquinil; oi O-
alquil-O-alquila, onde o alquila, alquenil e alquinil podem ser
substituidos ou ndo substituidos alquila C1 a Cio ou alquenila e
alquinila C> a Cio. Modificagcbes adequadas exemplares incluem
O[(CH2)nO] mCHsz, O(CH2).n\OCHs, O(CH2)nNH2, O(CH2) nCHzs,
O(CH2)nONHz, € O(CH2)nON[(CH2)nCHz)]2, onde n e m séo de 1 a
cerca de 10. Em outras modalidades, os dsRNAs incluem um dos
seguintes na posicdo 2" alquila inferior C1 a Cio, alquila, alcarila,

aralquila, O-alcarila ou O-aralquila inferior substituida, SH, SCHs,
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OCN, ClI, Br, CN3s, CF3, OCF3, SOCH3z, SO2CH3, ONO2, NO2, N3, NH>,
heterocicloalquila, heterocicloalcarila, aminoalquilamino,
polialquilamino, silil substituido, um grupo de clivagem de RNA, um
grupo repoérter, um intercalador, um grupo para melhorar as
propriedades farmacocinéticas de um IiRNA, ou um grupo para
melhorar as propriedades farmacodinamicas de um iRNA, e outros
substituintes tendo propriedades semelhantes. Em algumas
modalidades, a modificacdo inclui um 2' metoxietoxi (2'-O--
CH2CH20CH?3, 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 modificacdo exemplar € o 2'-dimetilaminooxietoxi,
ou seja, um grupo O(CH2)2ON(CHs)2, também conhecido como 2'-
DMAOE, conforme descrito em exemplos neste documento abaixo, e
2'-dimetilaminoetoxietoxi (também conhecido na técnica como 2'-O-
dimetilaminoetoxietil ou 2'-DMAEOE), ou seja, 2'-O--CH2--O--CH>--
N(CH2)a.

[00271] Outras modificacbes incluem 2’-metdxi (2'-OCH3), 2'-
aminopropoxi (2'-OCH2CH2CH2NH2) e 2'-fluoro (2'-F). Modificacdes
semelhantes também podem ser feitas em outras posi¢cdes sobre o
RNA de um iRNA, particularmente a posicdo 3' do acglcar no
nucleotideo 3’ terminal ou em dsRNAs 2'-5' ligados e a posi¢ao 5' do
terminal 5’. Os iRNAs também podem ter miméticos de agucar como
porcdes ciclobutil no lugar do acucar pentofuranosila. Patentes US
representativas que ensinam a preparacao de tais estruturas de
acucar modificadas, incluem, mas nao estéao limitados a, patentes US
n° 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, algumas das quais sdo de propriedade

comum desse pedido. Todo o conteudo de cada um dos anteriores
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estdo aqui incorporados, a titulo de referéncia.

[00272] Um iRNA também pode incluir modificacbes ou
substituicbes de nucleobase (frequentemente referida na técnica
apenas como ‘"base"). Como wusado aqui, nucleobases "néao
modificadas” ou "natural”, incluem as bases purinas adenina (A) e
guanina (G), e as bases pirimidina timina (T), citosina (C) e uracila (U).
Nucleobases modificadas incluem outras nucleobases naturais e
sintéticas, como deoxi-timina (dT), 5-metilcitosina (5-me-C), 5-
hidroximetil citosina, xantina, hipoxantina, 2-aminoadenina, 6-metil e
outros derivados alquila de adenina e guanina, 2-propil e outros
derivados alquila de adenina e guanina, 2-tiouracila, 2-tiotimina, 2-
tiocitosina, 5-halouracil e citosina, 5-propinil uracil e citosina, 6-azo
uracila, citosina e timina, 5-uracil (pseudouracil), 4-tiouracila, 8-halo, 8-
amino, 8-tiol, 8-tioalquila, 8-hidroxil anal e outras adeninas e guaninas
8-substituidas, 5-halo, especialmente 5-bromo, 5-trifluorometil e outras
uracilas 5-substituidas e citosinas, 7-metilguanina, e 7-metiladenina, 8-
azaguanina e 8-azaadenina, 7-deazaguanina e 7-daazaadenina e 3-
deazaguanina e 3-deazaadenina. Outras nucleobases incluem aquelas
descritas na patente US N° 3.687.808, aquelas descritas em Modified
Nucleosides in Biochemistry, Biotechnology and Medicine, Herdewijn,
P. ed. Wiley-VCH, 2008; aquelas descritas na The Concise
Encyclopedia Of Polymer Science And Engineering, pages 858-859,
Kroschwitz, J. L, ed. John Wiley & Sons, 1990, aquelas descritas por
Englisch et al., Angewandte Chemie, International Edition, 1991, 30,
613, e aquelas descritas por Sanghvi, Y S., Chapter 15, dsRNA
Research and Applications, pages 289-302, Crooke, S. T. and Lebleu,
B., Ed.,, CRC Press, 1993. Algumas destas nucleobases séao
particularmente U(teis para aumentar a afinidade de ligacdo dos
compostos oligoméricos destacadas na invencdo. Estes incluem

pirimidinas 5-substituidas, 6-azapirimidinas e N-2, N-6 e 0-6 purinas
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substituidas, incluindo 2-aminopropiladenina, 5-propiniluracila, e 5-
propinilcitosina. Substituicbes 5-metilcitosina mostraram aumentar a
estabilidade duplex de &cidos nucleicos por 0,6-1,2°C (Sanghvi, Y. S.,
Crooke, S. T. and Lebleu, B., Eds., dsSRNA Research and Applications,
CRC Press, Boca Raton, 1993, pp. 276-278) e sdo substituicbes de
base exemplares, mais particularmente quando combinadas com
modificacBes de acucar 2'-O-metoxietila.

[00273] Patentes US representativas que ensinam a preparacao de
certas das nucleobases modificadas observadas acima, incluem, mas
nao estadao limitados a, patentes US n° 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, cada uma
das quais esté aqui incorporada, a titulo de referéncia.

[00274] O RNA de um iRNA também pode ser modificado para
incluir um ou mais por¢des de acucar biciclico. Um "agUcar biciclico” é
um anel furanosil modificado pela ponte de dois &atomos. Um
"nucleosideo biciclico” ("BNA") é um nucleosideo tendo um
agrupamento de acucar compreendendo uma ponte que liga dois
atomos de carbono do anel de acucar, formando um sistema de anel
biciclico. Em certas modalidades, a ponte liga o carbono 4' e o carbono
2' do anel de acucar. Assim, em algumas modalidades um agente da
invengao pode incluir o RNA de um iRNA também pode ser modificado
para incluir um ou mais acidos nucleicos bloqueados (LNA). Um acido
nucleico bloqueado e um nucleotideo tendo agrupamento ribose
modificado em que o agrupamento de ribose compreende uma ponte
que liga os carbonos 2' e 4. Em outras palavras, um LNA é um

nucleotideo compreendendo um agrupamento de acucar biciclico
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compreendendo uma ponte 4'-CH2-O-2'. Esta estrutura efetivamente
"bloqueia” a ribose no conformacao estrutural 3'-endo. A adicdo de
acidos nucleicos bloqueados para os siRNAs foi mostrada aumentar a
estabilidade de siRNA no soro, e para reduzir 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).

[00275] Exemplos de nucleosideos biciclicos para uso nos
polinucleotideos da invencao incluem, sem limitagdo, nucleosideos
compreendendo uma ponte entre os atomos de anel ribosil 4’ e 2'. Em
certas modalidades, os agentes polinucleotidicos antissenso da
invencdo incluem um ou mais nucleosideos biciclicos compreendendo
uma ponte 4' a 2'. Exemplos de tais nucleosideos biciclicos com
pontes 4' a 2', incluem, mas ndo estdo limitados a, 4'-(CH2)—O-2'
(LNA); 4'-(CH2)—S-2'; 4'-(CH2)2—0-2' (ENA); 4'-CH(CH3)—O0-2'
(também conhecido como ‘"etil limitado" ou "cEt") e 4'-
CH(CH20CH3)—O0-2' (e analogos destes; ver, por exemplo, patente
US N° 7.399.845); 4'-C(CH3)(CH3)—O0-2' (e analogos destes; ver, por
exemplo, a patente US n° 8.278.283); 4-CH2—N(OCH3)-2' (e
analogos deste; ver patente US n° 8.278.425); 4'-CH2—O—N(CH3)-2'
(ver, por exemplo, patente US n° 2004/0171570); 4'-CH2—N(R)—O-2',
onde R é H, alquila C1-C12, ou um grupo de protecdo (ver, por
exemplo, patente US 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 analogos destes; ver, por exemplo, patente US
n°® 8.278.426). Todo o conteudo de cada um dos anteriores estdo aqui
incorporados, a titulo de referéncia.

[00276] Patentes US e publicacbes de patentes adicionais
representativas que ensinam a preparacdo de nucleotideos de acido

nucleico blogueados incluem, mas nao estdo limitados a, 0s seguintes:
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patentes US n° 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; US 2008/0039618; e US 2009/0012281, cada
uma das quais esta aqui incorporada, a titulo de referéncia.

[00277] Qualguer um dos nucleosideos biciclicos anteriores podem
ser preparados com uma ou mais configuracbes de acucar
estereoquimica, incluindo, por exemplo, a-L-ribofuranose e [(-D-
ribofuranose (ver WO 99/14226).

[00278] O RNA de um iRNA também pode ser modificado para
incluir um ou mais nucleotideos etilicos restritos. Como usado aqui, um
"nucleotideo etilico restrito" ou "cEt" € um acido nucleico bloqueado
compreendendo um agrupamento de aguUcar biciclico compreendendo
uma ponte 4'-CH(CH3)-0-2'. Em uma modalidade, um nucleotideo
etilico restrito esta na conformacéao S referida aqui como "S-cEt".
[00279] Um iRNA da invencdo também pode incluir um ou mais
"nucleotideos conformacionalmente restrito" ("CRN"). CRN sao
analogos de nucleotideos com um [i7 conectando os carbonos C2’ e
C4’ de ribose ou os carbonos C3 e C5' de ribose. CRN bloqueia o anel
de ribose em uma conformacdo estavel e aumenta a afinidade de
hibridacdo para mRNA. O ligante € de comprimento suficiente para
colocar o oxigénio em uma posicédo ideal para estabilidade e afinidade,
resultando em menor enrugamento do anel de ribose.

[00280] Publicacdes representativas que ensinam a preparagao de
certos CRN observados acima incluem, mas ndo estdo limitadas a,
publicacdo de patente US n° 2013/0190383 e publicacdo PCT WO
2013/036868, cada uma das quais esta aqui incorporada, a titulo de
referéncia.

[00281] Um ou mais dos nucleotideos de um iRNA da invencéo

podem incluir também um nucleotideo substituido hidroxiila.metila Um
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"nucleotideo substituido hidroximetil* é um 2'-3'-seco-nucleotideo
aciclico, também referido como uma modificagcdo "acido nucleico
desbloqueado” ("UNA").

[00282] As publicacbes US representativas que ensinam a
preparacdo de UNA incluem, mas nao estédo limitadas a, patentes US
n°® 8.314.227, e publicacbes de patente US Nos. 2013/0096289;
2013/0011922; e 2011/0313020, cada uma das quais esta aqui
incorporada, a titulo de referéncia.

[00283] Modificagbes potencialmente estabilizantes para as
extremidades das 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-deoxitimidina  (éter), N-(aminocaproil)-4-hidroxiprolinol
(Hyp-C6-amino), 2-docosanoil-uridina-3"-fosfato, base invertida dT(idT)
e outros. Revelacdo desta modificacdo pode ser encontrada na
publicacdo do PCT n° WO 2011/005861.

A. iIRNAs modificados compreendendo motivos da invencao

[00284] Em certos aspectos da invencao, os agentes de RNAI de
fita dupla da invencédo incluem agentes com modificacbes quimicas
como, por exemplo, revelado na Aplicacdo Provisoria US n°
61/561,710, depositado em 18 de novembro de 2011, ou, na
PCT/US2012/065691, depositada em 16 de novembro de 2012, cada
um das quais esta aqui incorporado, a titulo de referéncia.

[00285] Como mostrado aqui, na aplicacdo proviséria n°
61/561,710, e no PCT/US2012/065691, um resultado superior pode
ser obtido através da introducdo de um ou mais motivos de trés
modificacdes idénticas em trés nucleotideos consecutivos em uma fita
senso e/ou fita antissenso do agente de RNAI, especialmente em ou
perto do sitio de clivagem. Em algumas modalidades, a fita senso e

fita antissenso do agente de RNAI pode n&o ser completamente
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modificado. A introducdo destes motivos interrompe o padrdo de
modificacdo, se presente, da fita senso e/ou fita antissenso. O agente
de RNAI pode opcionalmente ser conjugado com um ligante GalNAc
derivado, por exemplo, na fita senso. Os agentes de RNAI resultantes
apresentam atividade de silenciamento génico superior.

[00286] Mais especificamente, foi surpreendentemente descoberto
gue quando a fita senso e fita antissenso do agente de RNAI de fita
dupla s&@o modificadas para ter um ou mais motivos de trés
modificagOes idénticas em trés nucleotideos consecutivos em ou perto
do sitio de clivagem de pelo menos uma fita de um agente de RNAI, a
atividade de silenciamento génico do agente de RNAi foi
superiormente potenciada.

[00287] Em uma modalidade, o agente de RNAi € um bluntmer de
extremidade dupla de 19 nucleotideos de comprimento, onde o a fita
senso contém pelo menos um motivo de trés modificacdes 2'-F em trés
nucleotideos consecutivos nas posicbes 7, 8, 9 da extremidade 5'. A
fita antissenso contém pelo menos um motivo de trés modificagdes 2’-
O-metila em trés nucleotideos consecutivos nas posi¢ées 11, 12, 13
da extremidade 5'.

[00288] Em outra modalidade, o agente de RNAi € um bluntmer de
extremidade dupla de 20 nucleotideos de comprimento, onde a fita
senso contém pelo menos um motivo de trés modificacdes 2'-F em trés
nucleotideos consecutivos nas posicoes 8, 9, 10 da extremidade 5'. A
fita antissenso contém pelo menos um motivo de trés modificagdes 2’-
O-metila em trés nucleotideos consecutivos nas posi¢cdes 11, 12, 13
da extremidade 5'.

[00289] Em ainda outra modalidade, o agente de RNAi € um
bluntmer de extremidade dupla de 21 nucleotideos de comprimento,
onde o a fita senso contém pelo menos um motivo de trés

modificacdes 2'-F em trés nucleotideos consecutivos nas posicoes 9,
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10, 11 da extremidade 5'. A fita antissenso contém pelo menos um
motivo de trés modificagcbes 2’-O-metila em trés nucleotideos
consecutivos nas posicdes 11, 12, 13 da extremidade 5'.

[00290] Em uma modalidade, o agente de RNAiI compreende uma
fita senso de 21 nucleotideos e uma fita antissenso de 23
nucleotideos, onde a fita senso contém pelo menos um motivo de trés
modificagbes 2'-F em trés nucleotideos consecutivos nas posicoes 9,
10, 11 da extremidade 5'; a fita antissenso contém pelo menos um
motivo de trés modificacbes 2’-O-metila em trés nucleotideos
consecutivos nas posicoes 11, 12, 13 da extremidade 5', onde uma
extremidade do agente de RNAI é cega, enquanto a outra extremidade
compreende uma saliéncia de 2 nucleotideos. Preferencialmente, a
saliéncia de 2 nucleotideos é a extremidade 3' da fita antissenso.
Quando a saliéncia de 2 nucleotideos é a extremidade 3' da fita
antissenso, pode haver duas ligacdes internucleotideo fosforotioato
entre o terminal de trés nucleotideos, onde dois dos trés nucleotideos
sdo os nucleotideos da saliéncia, e o terceiro nucleotideo é um
nucleotideo emparelhado ao lado do nucleotideo de saliéncia. Em uma
modalidade, o agente de RNAIi além disso tem dois acoplamentos
internucleotideo de fosforotioato entre o terminal de trés nucleotideos
tanto a extremidade 5' da fita senso como na extremidade 5' da fita
antissenso. Em uma modalidade, cada nucleotideo na fita senso e a
fita antissenso do agente de RNAI, incluindo os nucleotideos que sé&o
parte dos motivos sédo nucleotideos modificados. Em uma modalidade
cada residuo é modificado de forma independente com um 2’-O-metila
ou 3’-fluoro, por exemplo, em um motivo alternado. Opcionalmente, o
agente de RNAI ainda inclui um ligante (de preferéncia GalNAc3).
[00291] Em uma modalidade, o agente de RNAi compreende a fita
senso e fita antissenso, onde o agente de RNAi compreende uma

primeira fita tendo um comprimento que é de, pelo menos, 25 e, no
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maximo, de 29 nucleotideos e uma segunda fita tendo um
comprimento que € no maximo de 30 nucleotideos com pelo menos
um motivo de trés modificagdes 2’-O-metila em trés nucleotideos
consecutivos na posicao 11, 12, 13 a partir da extremidade 5'; em que
a extremidade 3' da primeira fita e da extremidade 5' da segunda fita
formam uma extremidade cega e a segunda fita é de 1 a 4
nucleotideos de comprimento na sua extremidade 3' do que a primeira
fita, onde a regido duplex que é de pelo menos 25 nucleotideos de
comprimento, e a segunda fita é suficientemente complementar a um
analogo de mRNA alvo ao longo de pelo menos 19 nucleotideos do
comprimento da segunda fita para reduzir a expressdo do gene alvo
guando o agente de RNAI € introduzido em uma célula de mamiferos,
e em que a clivagem dicer do agente de RNAi resulta
preferencialmente em um siRNA compreendendo a extremidade 3'
final da segunda fita, reduzindo assim a expressao do gene-alvo no
mamifero. Opcionalmente, o agente de RNAI inclui ainda um ligante.
[00292] Em uma modalidade, a fita senso do agente de RNAI
contém pelo menos um motivo de trés modificagbes idénticas em trés
nucledtidos consecutivos, onde um dos motivos ocorre no sitio de
clivagem na fita senso.

[00293] Em uma modalidade, a fita antissenso do agente de RNAI
também pode conter pelo menos um motivo de trés modificacdes
idénticas em trés nucleotideos consecutivos, onde um dos motivos
ocorre no ou perto do sitio de clivagem na fita antissenso.

[00294] Para um agente de RNAi com uma regido duplex de 17-23
nucleotideos de comprimento, o sitio de clivagem da fita antissenso é
normalmente em torno de 10, 11 e 12 posicbes da extremidade 5'.
Assim, os motivos de trés modificacbes idénticas podem ocorrer nas
posi¢cdes 9, 10, 11, posi¢des 10, 11; 12; posi¢cbes 11, 12, 13; posi¢coes

12, 13, 14 ou posicbes 13, 14, 15 da fita antissenso, a contagem
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comecando a partir do primeiro nucleotideo da extremidade 5' da fita
antissenso, ou, a contagem comecando a partir do 1° de nucleotideos
pareado na regido duplex da extremidade 5' da fita antissenso. O sitio
de clivagem na fita antissenso também pode mudar, de acordo com o
comprimento da regido duplex do RNAI da extremidade 5'.

[00295] A fita senso do agente do RNAI pode conter pelo menos um
motivo de trés modificacbes idénticas em trés nucleotideos
consecutivos no sitio de clivagem da fita; e a fita antissenso pode ter
pelo menos um motivo de trés modificacdes idénticas em trés
nucleotideos consecutivos em ou perto do sitio de clivagem da fita.
Quando a fita senso e a fita antissenso formam um dsRNA duplex, a
fita senso e a fita antissenso podem ser orientadas de forma que um
motivo de trés nucleotideos na fita senso e um motivo de trés
nucleotideos na fita antissenso tém pelo menos uma sobreposicdo de
nucleotideos, ou seja, pelo menos um dos trés nucleotideos do motivo
na fita senso forma um par de base com pelo menos um dos trés
nucleotideos do motivo na fita antissenso. Alternativamente, pelo
menos dois nucleotideos podem se sobrepor, ou todos os trés
nucleotideos podem se sobrepor.

[00296] Em uma modalidade, a fita senso do agente de RNAI pode
conter mais de um motivo de trés modificacbes idénticas em trés
nucleotideos consecutivos. O primeiro motivo pode ocorrer em ou
perto do sitio de clivagem da fita e a outros motivos pode ser uma
modificacdo da asa. O termo "modificacdo da asa" neste documento
refere-se a um motivo ocorrendo em outra parte da fita que é separada
do motivo no ou perto do sitio de clivagem da mesma fita. A
modificacdo da asa é adjacente para o primeiro motivo ou € separada
por pelo menos um ou mais nucleotideos. Quando os motivos séo
imediatamente adjacentes uns aos outros, entdo, a quimica dos

motivos sdo distintas umas das outras e quando 0S motivos Sao

Peticéo 870200003204, de 08/01/2020, pag. 165/349



105/216

separados por um ou mais nucleotideos que os produtos quimicos
podem ser os mesmos ou diferentes. Duas ou mais modificacdes de
asa podem estar presentes. Por exemplo, quando duas modificacdes
de asa estdo presentes, cada modificacdo de asa pode ocorrer em
uma extremidade em relacdo ao primeiro motivo que esta no ou perto
do sitio de clivagem em ambos os lados do motivo principal.

[00297] Como na fita senso, a fita antissenso do agente de RNAI
também pode conter pelo menos um motivo de trés modificacdes
idénticas em trés nucleotideos consecutivos, com pelo menos um dos
motivos ocorrendo no ou perto do sitio de clivagem na fita. Esta fita
antissenso também pode conter uma ou mais modificacdes da asa em
um alinhamento semelhante as modificacbes da asa que podem estar
presentes na fita senso.

[00298] Em uma modalidade, a modificag&o da asa na fita senso ou
fita antissenso do agente de RNAI normalmente n&o incluem o
primeiro um ou dois nucleotideos terminais na extremidade 3', 5' ou
ambas as extremidades da fita.

[00299] Em outra modalidade, a modificacdo da asa na fita senso
ou na fita antissenso do agente de RNAi normalmente nao inclui o
primeiro um ou dois nucleotideos pareados na regido duplex noa
extremidade 3', 5' ou ambas as extremidades da fita.

[00300] Quando a fita senso e a fita antissenso do agente de RNAI
cada contém pelo menos uma modificacéo da asa, as modificacdes da
asa podem cair na mesma extremidade da regido duplex e possuem
uma sobreposicédo de um, dois ou trés nucleotideos.

[00301] Quando a fita senso e a fita antissenso do agente de RNAI
cada conter pelo menos duas modificacdes da asa, a fita senso e a
fita antissenso podem ser orientadas de forma a que duas
modificacdes cada de uma fita cai em uma extremidade da regiéao

duplex, tendo uma sobreposicdo de um, dois ou trés nucleotideos;
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duas modificacdes cada de uma fita cai sobre a outra extremidade da
regido duplex, com uma sobreposicdo de um, dois ou trés
nucleotideos; duas modificacbes uma fita cai em cada lado do motivo
principal, tendo uma sobreposicédo de um, dois ou trés nucleotideos na
regido duplex.

[00302] Em uma modalidade, cada nucleotideo na fita senso e a fita
antissenso do agente de RNAI, incluindo os nucleotideos que sao
parte dos motivos podem ser modificados. Cada nucleotideo pode ser
modificado com a mesma ou diferente modificacdo que pode incluir
uma ou mais a alteracdo de um ou ambos dos oxigénios de fosfato
nao ligante e/ou de um ou mais dos oxigénios de fosfato ligados;
alteracdo de um componente do acucar ribose como, por exemplo, do
2" hidroxila no acucar ribose; substituicdo indiscriminada do
agrupamento de fosfato com ligantes "defosfo"; modificagdo ou
substituicdo de uma base de ocorréncia natural; e a substituicdo ou
modificacdo da cadeia principal ribose-fosfato.

[00303] Como acidos nucleicos sdo polimeros de subunidades,
muitas das modificagcdes ocorrem em uma posicdo que € repetida
dentro de um acido nucleico, por exemplo, uma modificacdo de uma
base, ou um agrupamento de fosfato, ou um O nao ligante de um
agrupamento fosfato. Em alguns casos a modificacdo ocorrerd em
todas as posicdes de sujeitas no acido nucléico, mas em muitos casos
nao. A titulo de exemplo, uma modificacdo s6 pode ocorrer em uma
posicdo 3' ou 5' terminal, s6 pode ocorrer em uma regido terminal,
como, por exemplo, em uma posicdo em um nucleotideo terminal ou
nos ultimos 2, 3, 4, 5, ou 10 nucleotideos de uma fita. Uma
modificacdo pode ocorrer em uma regido de fita dupla, uma regiao de
fita Gnica ou em ambas. Uma modificacdo pode ocorrer apenas na
regido de fita dupla de um RNA ou s6 pode ocorrer em uma regiao de

fita simples de um RNA. Por exemplo, uma modificacdo de
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fosforotioato em uma posi¢cdo O néo ligante s6 pode ocorrer em um ou
ambos o0s términos, s pode ocorrer em uma regido terminal, como,
por exemplo, em uma posicdo em um nucleotideo terminal ou nos
altimos 2, 3, 4, 5, ou 10 nucleotideos de uma fita, ou pode ocorrer em
regides de fita dupla e de fita simples, sobretudo nos términos. A
extremidade 5' ou extremidades podem ser fosforiladas.

[00304] Pode ser possivel, por exemplo, melhorar a estabilidade,
para incluir bases especificas em saliéncias, ou para incluir
nucleotideos modificados ou substitutos de nucleotideos, em
saliéncias de fita simples, por exemplo, em uma saliéncia 5' ou 3', ou
em ambos. Por exemplo, pode ser desejavel a inclusdo de
nucleotideos purina nas saliéncias. Em algumas modalidades todas
ou algumas das bases em uma saliéncia 3' ou 5 podem ser
modificada, por exemplo, com uma modificacdo descrita aqui. As
modificacdes podem incluir, por exemplo, o uso de modificacbes na
posicao 2' do acgucar ribose com modificagcdes que sado conhecidas na
técnica, por exemplo, o uso de desoxiribonucleotidideos, 2'-desoxi-2'-
fluoro (2'-F) ou 2’-O-metila modificados em vez do riboacucar da
nucleobase, e modificacbes no grupo fosfato como, por exemplo,
modificacbes fosforotioato. Saliéncias ndo precisam ser homoélogas
com a sequéncia-alvo.

[00305] Em uma modalidade, cada residuo da fita senso e fita
antissenso € modificado de forma independente com o LNA, HNA,
CeNA-2'-metoxietila, 2’-O-metilaila, 2'-O-alila, 2'-C-alila, 2'-desoxi, 2'-
hidroxi, ou 2'-fluoro. As fitas podem conter mais de uma modificac&o.
Em uma modalidade, cada residuo da fita senso e fita antissenso é
modificado de forma independente com 2’-O-metila ou 2'-fluoro.
[00306] Pelo menos duas diferentes modificacbes estao
normalmente presentes na fita senso e fita antissenso. Essas duas

modificagcdes podem ser as modificacbes 2’-O-metila ou 2'-fluoro, ou
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outras.

[00307] Em wuma modalidade, o Na e/ou Nb compreende
modificacbes de um padrdo alternado. O termo "motivo alternando”
como usado aqui refere-se a um motivo tendo uma ou mais
modificacdes, cada modificacdo ocorrendo em nucleotideos alternados
de uma fita. O nucleotideo alternado pode referir-se a um por cada
outro nucleotideo ou um por cada trés nucleotideos, ou um padréo
semelhante. Por exemplo, se A, B e C representam cada um um tipo
de modificagdo do nucleotideo, o motivo alternado pode ser
“ABABABABABAB...,” “AABBAABBAABB...,” “AABAABAABAAB...,”
“AAABAAABAAAB...,” “AAABBBAAABBB...,” ou
“ABCABCABCABC...,” etc.

[00308] O tipo de modificacdes contidas no motivo alternado pode
ser a mesma ou diferente. Por exemplo, se A, B, C, D cada um
representa um tipo de modificacdo no nucleotideo, o padrdo alternado,
ou seja, modificacbes em cada outro nucleotideo, pode ser o mesmo,
mas cada uma da fita senso ou fita antissenso pode ser selecionada a
partir de varias possibilidades de modificagdes dentro do motivo
alternado como “ABABAB...”, “ACACAC...” “BDBDBD...” ou
“CDCDCD...,” etc.

[00309] Em uma modalidade, o agente de RNAi da invencao
compreende o padrédo de modificacdo para o motivo alternado na fita
senso em relacédo ao padrédo de modificacdo para o motivo alternado
na fita antissenso esta deslocado. O deslocamento pode ser tal que o
grupo modificado de nucleotideos da fita senso corresponde a um
diferente grupo modificado de nucleotideos da fita antissenso e vice-
versa. Por exemplo, a fita senso quando pareada com a fita antissenso
no duplex dsRNA, o motivo alternado na fita senso pode comecar com
"ABABAB" a partir de 5 3' da fita e o motivo alternado na fita

antissenso pode comecar com "BABABA" a partir de 5'-3' da fita dentro
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da regido duplex. Como outro exemplo, o motivo alternado na fita
senso pode comegar com "AABBAABB" a partir de 5' 3' da fita e 0
motivo alternado na fita antissenso pode comecar com "BBAABBAA"
de 5'-3' da fita dentro da regido duplex, de modo que ha uma mudanca
completa ou parcial dos padrées de modificacdo entre a fita senso e a
fita antissenso.

[00310] Em uma modalidade, o agente de RNAi compreende o
padrao do motivo alternado da modificagdo 2’-O-metila e modificacéo
2'-F na fita senso inicialmente, tem uma mudanca em relacdo ao
padrao do motivo alternado da modificagdo 2’-O-metila e modificacéo
2'-F da fita antissenso inicialmente, ou seja, o nucleotideo modificado
2’-O-metila nos pares de base na fita senso com um nucleotideo
modificado 2'-F na fita antissenso e vice-versa. A posicao 1 da fita
senso pode comecar com a modificacdo 2'-F, e a posicado 1 da fita
antissenso pode comecar com a modificagao 2’-O-metilaila.metila
[00311] A introducdo de um ou mais motivos de trés modificacdes
idénticas em trés nucleotideos consecutivos para a fita senso e/ou fita
antissenso interrompe o padrao de modificag&o inicial presente na fita
senso e/ou fita antissenso. Esta interrupcdo da modificagcado do padrao
da fita senso e/ou fita antissenso, introduzindo um ou mais motivos de
trés modificacdes idénticas em trés nucleotideos consecutivos para a
fita senso e/ou fita antissenso surpreendentemente potencializa a
atividade de silenciamento génico para o gene-alvo.

[00312] Em uma modalidade, quando o motivo de trés modificacOes
idénticas em trés nucleotideos consecutivos é introduzido em qualquer
uma das fitas, a modificacdo do nucleotideo ao lado do motivo é uma
modificacao diferente do que a modificacdo do motivo. Por exemplo, a
porcdo da sequéncia contendo o motivo € “...NaYYYNDb...,” onde "Y"
representa a modificacdo do motivo de trés modificagdes idénticas em

trés nucleotideos consecutivos, e "Na" e "Nb" representam uma
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modificacdo para o nucleotideo ao lado do motivo "YYY" que é
diferente da modificacdo de Y, e onde Na e Nb podem ser
modificacdes iguais ou diferentes. Alternativamente, Na e/ou Nb
podem estar presentes ou ausentes quando ha uma modificacdo de
asa presente.

[00313] O agente de RNAIi pode incluir ainda pelo menos um
acoplamento internucleotideo e fosforotioato ou metilfosfonato. A
modificacdo de acoplamento internucleotideo de fosforotioato e
metilfosfonato pode ocorrer em qualgquer nucleotideo da fita senso ou
fita antissenso ou ambas as fitas em qualquer posicdo da fita. Por
exemplo, a modificacdo do acoplamento de internucleotideo pode
ocorrer em cada nucleotideo na fita senso e/ou fita antissenso; cada
modificacdo do acoplamento internucleotideo pode ocorrer em um
padréo alternado na fita senso e/ou fita antissenso; ou a fita senso ou
fita antissenso pode conter ambas as modificacbes de acoplamento
internucleotideo em um padrdo alternado. O padrdo alternado da
modificacdo do acoplamento internucleotideo na fita senso pode ser o
mesmo ou diferente da fita antissenso, e o padrédo alternado da
modificacdo do acoplamento internucleotide na fita senso pode ter um
deslocamento em relagcdo ao padrdo alternado de modificacdo de
acoplamento internucleotideo sobre a fita antissenso.

[00314] Em uma modalidade, o RNAi compreende uma modificacéo
de acoplamento internucleotideo de fosforotioato e metilfosfonato na
regido de saliéncia. Por exemplo, a regido de saliéncia pode conter
dois nucleotideos tendo um acoplamento internucleotideo de
fosforotioato e metilfosfonato entre os dois nucleotideos. Modificacdes
do acoplamento Internucleotideo também podem ser feitas para ligar
0s nucleotideos de saliéncia com 0s nucleotideos pareados terminais
da regido duplex. Por exemplo, pelo menos 2, 3, 4, ou todos os

nucleotideos de saliéncia podem ser ligados através de acoplamentos
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internucleotideos de fosforotioato ou metilfosfonato e, opcionalmente,
pode haver mais acoplamentos internucleotideos de fosforotioato e
metilfosfonato ligando o nucleotideo de saliéncia com um nucleotideo
pareado que fica ao lado do nucleotideo de saliéncia. Por exemplo,
pode haver pelo menos dois acoplamentos internucleotideo de
fosforotioato entre os trés nucleotideos terminal, onde dois dos trés
nucleotideos séo os nucleotideos de saliéncia, e o terceiro nucleotideo
€ um nucleotideo pareado ao lado do nucleotideo de saliéncia. Estes
trés nucleotideos terminais podem ter na extremidade 3' da fita
antissenso, uma extremidade 3' da fita senso, a extremidade 5' da fita
antissenso, e/ou a extremidade 5' da fita antissenso.

[00315] Em uma modalidade, a saliéncia de 2 nucleotideos é a
extremidade 3' da fita antissenso,e pode haver duas ligacoes
internucleotideo fosforotioato entre o terminal de trés nucleotideos,
onde dois dos trés nucleotideos sdo os nucleotideos da saliéncia, e o
terceiro nucleotideo é um nucleotideo emparelhado ao lado do
nucleotideo de saliéncia. = Opcionalmente, o agente de RNAIi pode
além disso ter dois acoplamentos internucleotideo de fosforotioato
entre o terminal de trés nucleotideos tanto a extremidade 5' da fita
senso como na extremidade 5' da fita antissenso.

[00316] Em uma modalidade, o agente de RNAi compreende um
nao pareamento(s) com o alvo, dentro do duplex, ou suas
combinacdes. Um "ndo pareamento” pode ser pareamento de bases
nao candnico ou outro que ndo pareamento candnico de nucleotideos.
O nado pareamento pode ocorrer na regido de saliéncia ou regido
duplex. O par de base pode ser classificado com base na sua
propensao para promover a dissociacado ou fusao (por exemplo, sobre
a energia livre de associagao ou dissociacdo de um par em particular,
a abordagem mais simples € examinar os pares em um par de bases

individual, embora préximo vizinho ou andalise semelhante também
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possa ser usado). Em termos de promocéo da dissociacdo: A:U é
preferido sobre G:C; G:U é preferido sobre G:C; e I:C é preferido sobre
G:C (I=inosina). Nao pareamento, por exemplo, pareamentos nao
canbnicos ou outros que ndo canbnicos (conforme ja descrito neste
documento) sdo preferidos sobre pareamentos candnicos (A:T, A:U,
G:C); e pareamentos que incluem uma base universal sdo preferidos
sobre pareamentos canbnicos. Uma "base universal" é uma base que
apresenta a capacidade de substituir qualquer uma das quatro bases
normal (G, C, A e U) sem desestabilizar significativamente as
interacbes de pares de base vizinhas ou interromper a utilidade
bioquimica funcional esperada do oligonucleotideo modificado.
Exemplos n&o limitantes de bases universais incluem 2'-desoxinosina
(desoxinucleotideo hipoxantia) ou seus derivados, analogos nitroazol e
bases de ligacdo ndo hidrogénio aromaticos hidrofébicos.

[00317] Em uma modalidade, o agente de RNAi compreende, pelo
menos, um dos primeiros pares de base 1, 2, 3, 4, ou 5 dentro das
regibes duplex da extremidade 5 da fita antissenso
independentemente selecionado a partir do grupo de: A:U, G:U, I.C, e
pares ndo pareados, como, por exemplo, ndo canbnico ou outro que
nao pareamento candnico ou pareamentos que incluem uma base
universal, para promover a dissociacdo da fita antissenso na
extremidade 5' do duplex.

[00318] Em uma modalidade, o nucleotideo na posicao 1 dentro da
regido duplex a partir da extremidade 5' na fita antissenso é
selecionado do grupo consistindo de A, dA, dU, U e dT.
Alternativamente, pelo menos um dos primeiros pares de base 1, 2 ou
3 na regido duplex da extremidade 5' da fita antissenso é um par de
base AU. Por exemplo, o primeiro par de base na regido duplex da
extremidade 5' da fita antissenso é um par de base AU.

[00319] Em outra modalidade, o nucleotideo na extremidade 3' da
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fita senso é desoxi-timida (dT). Em outra modalidade, o mucleotideo
na extremidade 3' da fita antissenso € desoéxi-timina (dT). Em uma
modalidade, ha uma sequéncia curta de nucleotideos desoxi-timina,
por exemplo, dois nucleotideos dT na extremidade 3' da fita senso
e/ou fita antissenso.
[00320] Em uma modalidade, a sequéncia de fita senso pode ser
representado pela formula (1):

5' np-Na-(X X X)i-Nb-Y Y Y -Nb-(Z Z Z)j-Na-nq 3'(l)

em que:

I € ] sdo cada independente O ou 1;

p e q sédo cada independente 0-6;

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

cada Nb independente representa uma sequéncia de
oligonucleotideos compreendendo 0-10 nucleotideos modificados;

Cada np e ng independentemente representa um
nucleotideo de saliéncia;

em que Nb e Y ndo tém a mesma modificacdo; e

XXX, YYY e ZZZ cada independentemente representa um
motivo de trés idénticas modificacbes em trés nucleotideos
consecutivos. De preferéncia YYY sé&o todos nucleotideos modificados
2'-F.
[00321] Em uma modalidade, o Na e/ou Nb compreende
modificacdes de padréo alternado.
[00322] Em uma modalidade, o motivo YYY ocorre no ou perto do
sitio de clivagem da fita senso. Por exemplo, quando o agente de
RNAI tem uma regido duplex de 17-23 nucleotideos de comprimento, o

motivo YYY pode ocorrer em ou perto do sitio de clivagem (por
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exemplo, pode ocorrer nas posicoes 6, 7, 8,7, 8,9, 8,9, 9, 10, 10, 11,
10, 11,12 ou 11, 12, 13) - a fita senso, a conta comeg¢ando no primeiro
nucleotideo, a partir da extremidade 5'; ou, opcionalmente, a contagem
comecando no primeiro nucleotideo pareado com a regido duplex, a
partir da extremidade 5'.
[00323] Em uma modalidade,ié 1ejé0,ouié0ejé 1, ouambos
i e j sdao 1. A fita senso, portanto, pode ser representada pelas
seguintes formulas:

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

5' np-Na-XXX-Nb-YYY-Na-nq 3' (Ic); ou

5' np-Na-XXX-Nb-YYY-Nb-ZZZ-Na-nq 3' (Id).
[00324] Quando a fita senso € representada pela formula (Ib), Nb
representa uma sequéncia de oligonucleotideos compreendendo 0-10,
0-7, 0-5, 0-4, 0-2 ou O nucleotideos modificados. @ Cada Na
independente pode representar uma sequéncia de oligonucleotideos
compreendendo 2-20, 2-15 ou 2-10 nucleotideos modificados.
[00325] Quando a fita senso é representada como a formula (Ic), 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 Na
independente representa uma sequéncia de oligonucleotideos
compreendendo 2-20, 2-15 ou 2-10 nucleotideos modificados.
[00326] Quando a fita senso é representada pela formula (Id), cada
Nb representa  independentemente uma  sequéncia de
oligonucleotideos compreendendo 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2 ou O
nucleotideos modificados. De preferéncia, Nb is 0, 1, 2, 3, 4, 5 ou 6.
Cada Na independente representa uma sequéncia de
oligonucleotideos compreendendo 2-20, 2-15 ou 2-10 nucleotideos
modificados.
[00327] Cada um dos X, Y e Z podem ser 0s mesmos ou diferentes

uns dos outros.
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[00328] Em outras modalidades, i€ 0 e j é 0, e a fita senso pode ser
representada pela formula:
5'np-Na-YYY- Na-nq 3' (1a).

[00329] Quando a fita senso é representada pela formula (la), cada
Na independentemente pode representar uma sequéncia de
oligonucleotideos compreendendo 2-20, 2-15 ou 2-10 nucleotideos
modificados.
[00330] Em uma modalidade, a sequéncia de fita antissenso do
RNAI pode ser representada pela formula (11):

5'nq’-Na'-(Z’Z'Z"k-Nb'-Y'Y'Y'-Nb'-(X'X"X")I-N"a-np’ 3' (1))

em que:

k e | sdo cada independente O ou 1;

p’ e q' sdo cada independente 0-6;

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

cada Nb’ independente representa uma sequéncia de
oligonucleotideos compreendendo 0-10 nucleotideos modificados;

Cada np’ e nqg independentemente representa um
nucleotideo de saliéncia;

em que Nb’ e Y’ ndo tém a mesma modificagao;

e

XXX, YYY e ZZ’Z cada independentemente representa
um motivo de trés idénticas modificacbes em trés nucleotideos
consecutivos.
[00331] Em wuma modalidade, o Na' e/ou Nb’ compreende
modificagbes de padréo alternado.
[00332] Em uma modalidade, o motivo Y'Y’Y’ ocorre no ou perto do

sitio de clivagem da fita antissenso. Por exemplo, quando o agente de
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RNAI tem uma regido duplex de 17-23 nucleotideos de comprimento, 0
motivo Y'Y'Y’ pode ocorrer nas posi¢des 9, 10, 11;10, 11, 12; 11, 12,
13; 12, 13, 14; ou 13, 14, 15 da fita antissenso, com a conta
comecando no primeiro nucleotideo, a partir da extremidade 5'; ou,
opcionalmente, a contagem comecando no primeiro nucleotideo
pareado com a regido duplex, a partir da extremidade 5. De
preferéncia, o motivo Y'Y'Y' ocorre nas posi¢des 11, 12, 13.

[00333] Em uma modalidade, o motivo Y'Y'Y' sdo todos os
nucleotideos modificados 2'-OMe.

[00334] Em uma modalidade, k ¢ 1 el é0,oukéO0elél, ou
ambos k e [ séo 1.

[00335] A fita antissenso, portanto, pode ser representada pelas
seguintes formulas:

[00336] 5'ng-Na’-Z'Z'Z'-Nb"-Y'Y'Y'-Na'-np’ (lIb);

[00337] 5'ng’-Na’-Y'Y'Y'-Nb'-X'X'X"-np’ 3' (lIc); ou

[00338] 5'ng’-Na'’- Z'Z'Z-Nb’-Y'Y'Y'-Nb'- X'X'X'-Na'-np’ 3' (Iid).
[00339] Quando a fita antissenso é representada pela formula (11b),
Nb’ representa uma sequéncia de oligonucleotideos compreendendo
0-10, 0-7, 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2 ou O nucleotideos modificados. Cada
Na’ independente representa uma sequéncia de oligonucleotideos
compreendendo 2-20, 2-15 ou 2-10 nucleotideos modificados.

[00340] Quando a fita antissenso é representada como a férmula
(llc), Nb’ representa uma sequéncia de oligonucleotideos
compreendendo 0-10, 0-7, 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2 ou O nucleotideos
modificados. Cada Na’ independente representa uma sequéncia de
oligonucleotideos compreendendo 2-20, 2-15 ou 2-10 nucleotideos
modificados.

[00341] Quando a fita antissenso € representada como formula
(Ild), cada Nb’ representa independentemente uma sequéncia de
oligonucleotideos compreendendo 0-10, 0-7, 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2 ou
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0 nucleotideos modificados. Cada Na’ independente representa uma
sequéncia de oligonucleotideos compreendendo 2-20, 2-15 ou 2-10
nucleotideos modificados. De preferéncia, Nbis 0, 1, 2, 3, 4, 5 ou 6.
[00342] Em outras modalidades, k € 0 e | € 0, e a fita antissenso
pode ser representada pela férmula:

5 np’-Na’-Y’Y’Y’- Na’-nqg’ 3' (la).
[00343] Quando a fita antissenso € representada como férmula
(Ila), cada Na’ independentemente representar uma sequéncia de
oligonucleotideos compreendendo 2-20, 2-15 ou 2-10 nucleotideos
modificados.
[00344] Cada um dos X, Y e Z podem ser oS mesmos ou
diferentes uns dos outros.
[00345] Cada residuo da fita senso e fita antissenso pode ser
modificado de forma independente com o LNA, HNA, CeNA-2'-
metoxietila, 2’-O-metilaila, 2'-O-alila, 2'-C-alila, 2'-hidroxila, ou 2'-fluoro.
Por exemplo, cada nucleotideo da fita senso e fita antissenso é
modificado de forma independente com 2’-O-metila ou 2'-fluoro. Cada
X, Y, Z, X, Y eZ, em particular, pode representar uma modificacao 2’-
O-metila ou uma modificacdo 2'-fluoro.
[00346] Em uma modalidade, a fita senso do agente de RNAI pode
conter o motivo YYY ocorrendo nas posi¢cdes 9, 10 e 11 da fita quando
a regido duplex é 21 nt, a contagem comecando do 1° nucleotideo da
extremidade 5, ou, opcionalmente, a contagem comegando a partir do
1° nucleotideos pareado na regido duplex, a partir da extremidade 5'; e
Y representa a modificacdo 2'-F. A fita senso podera conter
adicionalmente o motivo XXX ou motivos ZZZ como modificacdes asa
na extremidade oposta da regido duplex; e XXX e ZZZ cada
independentemente representa  uma modificagdo 2'-OMe ou
modificacao 2'-F.

[00347] Em uma modalidade a fita antissenso pode conter o motivo
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Y'Y'Y' ocorrendo nas posi¢cfes 11, 12, 13 da fita, a contar comecando
do 1° nucleotideo da extremidade 5, ou, opcionalmente, a contagem
comecando partir do 1° nucleotideo pareado na regido duplex, a partir
da extremidade 5'; e Y' representa a modificagdo 2’-O-metilaila.metila
A fita antt-senso podera conter o motivo X'X'X' ou motivos Z'Z'Z' como
modificacdo de asa na extremidade oposta da regido duplex; e X'X'X' e
Z'7'Z' cada um de forma independente representa uma modificagao 2'-
OMe ou modificacdo 2'-F.
[00348] A fita senso representada por qualquer uma das féormulas
acima (la), (Ib), (Ic) e (Id) forma um duplex com uma fita antissenso
sendo representado por qualquer uma das formulas (l1a), (1lb), (lic) e
(Ild), respectivamente.
[00349] Consequentemente, os agentes de RNAI para uso nos
métodos da invengdo podem incluir uma fita senso e uma fita
antissenso, cada uma tendo 14 a 30 nucleotideos, o RNAIi duplex
representado pela férmula (l11):

senso: 5' np -Na-(X X X)i -Nb- Y Y Y -Nb -(Z Z 2)j]-Na-nq 3'

antissenso: 3' np’-Na’-(X’X'X")k-Nb’-Y'Y'Y'-Nb’-(Z'Z'Z")|-Na’-
nqg %'

(1)

em que:

I, ], k, e | sdo cada independente O ou 1;

P, p’,q € g’ sdo cada independente 0-6;

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

cada Nb e Nb’ independente representa uma sequéncia de
oligonucleotideos compreendendo 0-10 nucleotideos modificados;

em que
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cada np’, np, nq’ e ng, cada um dos quais podem ou nao
estar presentes, independentemente representa um nucleotideo de
saliéncia; e

XXX, YyyY, zzz, XXX, YYY' e 277 cada
independentemente representa um motivo de trés idénticas
modificacdes em trés nucleotideos consecutivos.
[00350] Em uma modalidade,ié0ejéO;ouiélejéO;ouiélej
€1;ouiejsdo0; ouambosiejsdo 1l. Em outra modalidade, k é 0 e |
é0;oukéleléeO; kéOelél;ouamboskelsédo0; ouamboskel
sao 1.
[00351] Combinacbes exemplares da fita senso e fita antissenso
formando um RNAI duplex incluem as férmulas abaixo:

5np-Na-YYY-Na-ng?3

3'np’-Na’-Y'Y'Y'-Na’'nq’ 5'

(Ila)

5np-Na-YYY-Nb-ZZZ-Na-nq 3

3'np’-Na’-Y'Y'Y'-Nb’-Z'Z'Z'-Na’'nq’ 5'

(I1b)

5 np-Na- X X X-Nb-Y Y Y -Na-nq3

3' np’-Na’-X'X'X"-Nb’-Y'Y'Y'-Na’-nq’ 5'

(Iic)

5 np-Na-XXX-Nb-YYY-Nb-ZZZ-Na-ng 3

3'np’-Na’-X'X'X"-Nb’-Y'Y'Y'-Nb’-Z'Z'Z"-Na-nq’ 5'

(1nd)

5-Na-YYY-Na-3

3'np’-Na’-Y'Y'Y' -Na’ 5'
(Ille)
[00352] Quando o agente de RNAIi € representado pela férmula
(Illa), cada Na independentemente representa uma sequéncia de

oligonucleotideos compreendendo 2-20, 2-15 ou 2-10 nucleotideos
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modificados.

[00353] Quando o agente de RNAIi € representado pela férmula
(Ilb), cada Nb independentemente representa uma sequéncia de
oligonucleotideos compreendendo 1-10, 1-7, 1-5 ou 1-4 nucleotideos
modificados. Cada Na independente representa uma sequéncia de
oligonucleotideos compreendendo 2-20, 2-15 ou 2-10 nucleotideos
modificados.

[00354] Quando o agente de RNAIi é representado como formula
(Illc), cada Nb, Nb’ 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 independente representa uma
sequéncia de oligonucleotideos compreendendo 2-20, 2-15 ou 2-10
nucleotideos modificados.

[00355] Quando o agente de RNAI é representado como férmula
(Illd), cada Nb, Nb’ 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, Na’ independente representa
uma sequéncia de oligonucleotideos compreendendo 2-20, 2-15 ou 2-
10 nucleotideos modificados. Cada um de Na, Na’, Nb e Nb'
independentemente compreende modificacdes do padrao alternado.
[00356] Quando o agente de RNAIi é representado como formula
(Illd), cada Nb, Nb’ 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, Na’' independente representa
uma sequéncia de oligonucleotideos compreendendo 2-20, 2-15 ou 2-
10 nucleotideos modificados. Cada um de Na, Na’, Nb e Nb'
independentemente compreende modificacdes do padrao alternado.
[00357] Quando o agente de RNAI é representado como a formula
(Ille),cada Na e Na' independentemente representa uma sequéncia de

oligonucleotideos compreendendo 0-25 nucleotideos que sao
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modificados ou ndo modificados ou suas combinagdes, cada
sequéncia, compreendendo, pelo menos, dois nucleotideos
modificados de forma diferente.

[00358] Cada um dos X, Y e Z nas férmulas (lll), (llla), (111b), (lllic),
(I11d) e (llle) podem ser os mesmos ou diferentes uns dos outros.
[00359] Quando o agente de RNAI é representado pela férmula (111),
(ll1a), (lb), (llic), (lid), e (llle) 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 base com os correspondentes nucleotideos Y'; ou todos os trés
nucleotideos Y formam pares de base com o0s correspondentes
nucleotideos Y.

[00360] Quando o agente de RNAI € representado pela férmula
(111b) ou (llld), pelo menos um dos nucleotideos Z pode formar um par
de base com um dos nucleotideos Z'. Alternativamente, pelo menos
dois dos nucleotideos Z formam pares de base com o correspondente
nucleotideo Z'; ou todos os trés do Z nucleotideos formam pares de
base com os correspondentes nucleotideos Z'.

[00361] Quando o agente de RNAI é representado como formula
(llic) ou (1lld), pelo menos um dos nucleotideos Y pode formar um par
de bases com um dos nucleotideos Y’. Alternativamente, pelo menos
dois dos nucleotideos X formam pares de base com o correspondente
nucleotideo X'; ou todos os trés nucleotideos X formam pares de base
com o correspondente nucleotideo X'.

[00362] Em uma modalidade, a modificacdo no nucleotideo Y é
diferente do que a modificacdo no nucleotideo Y', a modificacdo no
nucleotideo Z é diferente da modificacdo do nucleotideos Z', e/ou a
modificacdo no nucleotideo X é diferente do que a modificagdo no
nucleotideo X'.

[00363] Em uma modalidade, quando o agente de RNAi é
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representado pela férmula (llld), as modificacbes Na sdo modificacdes
2’-O-metila ou 2'-fluoro. Em outra modalidade, quando o agente de
RNAI é representado pela formula (llld), as modificacbes de Na sé&o
modificagdes 2’-O-metilaa ou 2'-fluoro e np' >0 e pelo menos um np’
esta ligado a um nucleotideo vizinho via acoplamento fosforotioato.
Em outra modalidade, quando o agente de RNAI é representado pela
férmula (llld), as modificagdes Na sdo modificagdes 2’-O-metilaa ou 2'-
fluoro, np' >0 e pelo menos um np’ estd ligado a um nucleotideo
vizinho via acoplamento fosforotioato, e a fita senso esta conjugada
com um ou mais derivados GalNAc conectados através de um ligante
ramificado monovalente, bivalente ou trivalente. Em outra modalidade,
quando o agente de RNAIi é representado pela férmula (llid), as
modificacbes Na sdao modificagdes 2’-O-metila ou 2'-fluoro, np' >0 e
pelo menos um np’ esta ligado a um nucleotideo vizinho via
acoplamento fosforotioato, a fita senso inclui pelo menos um
acoplamento fosforotioato, e a fita senso esta conjugada a um ou mais
derivados GalNAc conectados através de um ligante ramificado
monovalente, bivalente ou trivalente.

[00364] Em uma modalidade, quando o agente de RNAi é
representado pela férmula (llla), as modificaces Na sdo modificacdes
2’-O-metila ou 2'-fluoro, np' >0 e pelo menos um np’ esta ligado a um
nucleotideo vizinho através de acoplamento fosforotioato, a fita senso
inclui pelo menos um acoplamento fosforotioato, e a fita senso esta
conjugada a um ou mais derivados GalNAc conectados através de um
ligante ramificado monovalente, bivalente ou trivalente.

[00365] Em uma modalidade, o agente de RNAi € um multimero
contendo pelo menos dois duplex representados pela formula(lll),
(ll1a), (Mb), (llic), (ld) e (llle), onde os duplex sédo conectados por um
ligante. O ligante pode ser clivavel ou nao clivavel. Opcionalmente, o

multimero compreende ainda um ligante. Cada uma dos duplex pode
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direcionar o mesmo gene ou dois genes diferentes; ou cada um dos
duplex pode alvejar o mesmo gene em dois sitios diferentes de
destino.

[00366] EmM uma modalidade, o agente de RNAi é um multimero
contendo trés, quatro, cinco, seis ou mais duplexes representados pela
formula(lll), (la), (lb), (llic), (llid) e (llle), onde os duplex sé&o
conectados por um ligante. O ligante pode ser clivavel ou néo clivavel.
Opcionalmente, o multimero compreende ainda um ligante. Cada uma
dos duplex pode direcionar o mesmo gene ou dois genes diferentes;
ou cada um dos duplex pode alvejar o0 mesmo gene em dois sitios
diferentes de destino.

[00367] Em uma modalidade, dois agentes de RNAI representados
pela formula (1), (llla), (Ilib), (llic), (llid) e (llle) s&o ligados uns aos
outros na extremidade 5', e uma ou ambas as extremidades 3' e s&o
opcionalmente conjugados a um ligante. Cada uma dos agentes pode
direcionar o mesmo gene ou dois genes diferentes; ou cada um dos
agentes pode alvejar o mesmo gene em dois sitios diferentes de
destino.

[00368] Varias publicacbes descrevem agentes de RNAI
multiméricos que podem ser usados nos métodos da invencédo. Essas
publicacbes incluem WO2007/091269, patente US n° 7858769,
W02010/141511, W02007/117686, W02009/014887 e
W02011/031520, cada uma das quais esta aqui incorporada, a titulo
de referéncia.

[00369] O agente de RNAI que contém conjugacfes de um ou mais
agrupamento de carboidrato a um agente de RNAI pode otimizar uma
ou mais propriedades do agente de RNAi. Em muitos casos, 0
agrupamento de carboidratos sera fixado a uma subunidade
modificada do agente de RNAIi. Por exemplo, o acUcar ribose de uma

ou mais subunidades de ribonucleotideo de um agente de dsRNA
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pode ser substituido por outro agrupamento, por exemplo, um
carreador ndo carboidrato (de preferéncia ciclico) ao qual esta fixado
um ligante carboidrato. Uma subunidade de ribonucleotideo em que o
acucar ribose da subunidade foi assim substituido € referido aqui como
uma subunidade de modificacdo de substituicdo de ribose (RRMS).
Um carreador ciclo pode ser um sistema de anel carbociclico, ou seja,
todos os atomos do anel sdo atomos de carbono, ou um sistema de
anel heterociclico, ou seja, um ou mais atomos do anel pode ser um
heteroatomo como, por exemplo, nitrogénio, oxigénio, enxofre. O
carreador ciclico pode ser um sistema de anel monociclico, ou pode
conter dois ou mais anéis, por exemplo, anéis fundidos. O carreador
ciclico pode ser um sistema de anel totalmente saturado, ou pode
conter uma ou mais ligacoes duplas.

[00370] O ligante pode ser fixado ao polinucleotideo através de um
carreador. Os carreadores incluem (i) pelo menos um "ponto de
fixagdo da cadeia principal”, preferencialmente "dois pontos de fixag&o
da cadeia principal” e (ii) pelo menos "um ponto de fixacdo de
amarracédo”. Um "ponto de fixacdo da cadeia principal”, como usado
aqui, refere-se a um grupo funcional, por exemplo, um grupo hidroxila,
ou de um modo geral, uma ligacdo disponivel para, e que é adequada
para a incorporacédo do carreador para a cadeia principal, como, por
exemplo, fosfato ou fosfato modificado, como, por exemplo, contendo
enxofre, cadeia principal de um &cido ribonucléico. Um "ponto de
fixacdo de amarracado" (TAP) em algumas modalidades refere-se a um
atomo de anel constituinte do carreador ciclico, como, por exemplo,
um atomo de carbono ou um heteroatomo (distinto de um atomo que
fornece um ponto de fixagcdo de cadeia principal), que conecta um
agrupamento selecionado. O agrupamento pode ser, por exemplo, um
carboidrato, por exemplo, monossacarideo, dissacarideo,

trissacarideo, tetrassacarideo, oligossacarideos e polissacarideos.
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Opcionalmente, o agrupamento selecionado estd conectado atraves
de uma amarracdo ao carreador ciclico. Assim, o carreador ciclico
frequentemente inclui um grupo funcional, por exemplo, um grupo
amino, ou de um modo geral, fornece uma ligacdo, que é adequada
para incorporacdo ou amarracdo de outra entidade quimica, por
exemplo, um ligante para o anel constituinte.

[00371] Os agentes de RNAI podem ser conjugados a um ligante
através de um carreador, onde o carreador pode ser um grupo ciclico
ou grupo aciclico; de preferéncia, o grupo ciclico é selecionado a partir
de pirrolidinila, pirazolinila, pirazolidinila, imidazolinila, imidazolidinila,
piperidinila, piperazinila, [1,3]dioxolano, oxazolidinila, isoxazolidinila,
morfolinila, tiazolidinila, isotiazolidinila, quinoxalinila, piridazinonila,
tetrahidrofurila e decalina, de preferéncia, o grupo aciclico é
selecionado a partir da cadeia principal de serinol ou cadeia principal
de dietanolamina.

[00372] Em algumas modalidade especificas, o agente de RNAI
para uso nos metodos da invencdo € AT3SC-001 (AD-57213 -Fita
senso: 5- GfsgsUfuAfaCfaCfCfAfuUfuAfcUfuCfaAf — 3 (SEQ ID
NO:13) e Fita antissenso: 5’- usUfsgAfaGfuAfaAfuggUfgUfuAfaCfcsasg
-3’ (SEQ ID NO:14), em que a, ¢, g e u sao 2’-O-metila (2'-OMe) A, C,
G, ou U; Af, Cf, Gf ou Uf sdo 2’-fluoro A, C, G ou U; e s € um
acoplamento fosforotioato.

[00373] Esses agentes podem incluir ainda um ligante.

Ligantes

[00374] Os agentes de RNA de fita dupla (dsRNA) da invencgao
podem ser opcionalmente conjugados a um ou mais ligantes. O
ligante pode ser fixado a fita senso, fita antissenso ou ambas as fitas,
na extremidade 3', extremidade 5' ou ambas as extremidades. Por
exemplo, o ligante pode ser conjugado com a fita senso. Em

modalidades preferidas, o ligante € conjugado para a extremidade 3'
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da fita senso.

[00375] Em uma modalidade, o ligante € um carboidrato conjugado,
como um monossacarideo. Em uma modalidade, o ligante € uma N-
acetilgalactosamina (GalNAc) ou derivado de GalNAc. Em certas
modalidades da invenc¢éo, a GalNAc ou derivado de GalNAc € ligado a
um agente de iRNA da invencao através de um ligante monovalente.
Em algumas modalidades, a GalNAc ou o derivado de GalNAc é ligado
a um agente de iRNA da invencdo através de um ligante bivalente.
Ainda em outras modalidades da invencao, a GalNAc ou derivado de
GalNAc é ligado a um agente de iRNA da invencédo através de um
ligante trivalente.

[00376] Em uma modalidade, um carboidrato conjugado para uso
em composicdes e meétodos da invencdo € selecionado do grupo

consistindo em:

o Formula Il,

H Formula lll,
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[00377] Em uma modalidade, a GalNAc ou um derivado de GalNAc
€ GalNAc3:
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[00378] Em algumas modalidades, o ligante, por exemplo, ligante
GalNAc, é anexado a extremidade 3' do agente de RNAi. Em uma
modalidade, o agente de RNAi é conjugado com o ligante, por

exemplo, ligante GalNAc, como mostra o seguinte esquema
N

AN ]
|

o=

Ho OH
OAcHN \/\/\g N \E
Ho OH oL 4
R o N N o N
H oy \/\/\n/ ~ \n/\/
o] 0 o] o]
Ho OH
\&&/0
HO N">>"N"0
AcHN \/\/ET’H H

[00379] emque Xé OouS. Em uma modalidade, o X é O.

[00380] Uma grande variedade de entidades pode ser acoplada aos
agentes de RNAI da presente invencao. Agrupamentos preferidos séo
ligantes, que sdo acoplados, de preferéncia covalentemente, quer
diretamente, quer indiretamente, através de uma amarracdo de
intervencgao.

[00381] Em modalidades preferidas, um ligante altera a distribuicéo,
o direcionamento ou ciclo de vida da molécula em que se incorpora.
Em modalidades preferidas, um ligante fornece uma maior afinidade
por um alvo selecionado, por exemplo, molécula, célula ou tipo de
célula, compartimento, receptor, por exemplo, um compartimento
celular ou de o6rgéaos, tecido, 6rgdo ou regido do corpo, como, por
exemplo, comparado com uma espécie ausente como um ligante.
Ligantes proporcionando uma melhor afinidade por um alvo
selecionado também s&o chamados de ligantes de alvo.

[00382] Alguns ligantes podem ter propriedades endossomoliticas.
Os ligantes endossomoliticos promovem a lise do endossomo e/ou
transporte da composicédo da invencéo, ou de seus componentes, do

endossomo para o citoplasma da célula. O ligante endossomolitico
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pode ser um peptideo polianiénico ou peptideo mimético que mostra
atividade da membrana dependente de pH e fusogenicidade. Em uma
modalidade, o ligante endossomolyitico assume a sua conformacéao
ativa no pH endossomal. A conformacédo “ativa” € a conformacgao em
gue os ligantes endossomoliticos promovem a lise do endossomo e/ou
transporte da composicédo da invencéo, ou de seus componentes, do
endossomo para o citoplasma da célula. Ligantes endossomoliticos
exemplares incluem o peptideo GALA (Subbarao et al., Biochemistry,
1987, 26: 2964-2972), o peptideo EALA (Vogel et al., J. Am. Chem.
Soc., 1996, 118: 1581-1586), ae seus derivados (Turk et al., Biochem.
Biophys. Acta, 2002, 1559: 56-68). Em uma modalidade, o
componente endossomolitico pode conter um grupo quimico (por
exemplo, um amino-acido), que ird sofrer uma mudanca na carga ou
protonacdo em resposta a uma mudanca no pH. O componente
endossomolitico pode ser linear ou ramificado.

[00383] Os ligantes podem melhorar o transporte, a hibridagéo, e
propriedades de especificidade e podem também melhorar a
resisténcia de nuclease do oligoribonucleotideo resultante natural ou
modificado, ou uma molécula polimérica compreendendo qualquer
combinacdo de mondmeros descritos aqui e/ou ribonucleotideos
naturais ou modificados.

[00384] Ligantes em geral podem incluir modificadores terapéuticos,
por exemplo, para melhorar a absorcdo; compostos de diagnostico ou
grupos reporter, por exemplo, para distribuicdo de monitoramento;
agentes de ligacdo cruzada; e agrupamentos conferindo resisténcia a
nuclease. Exemplos gerais incluem lipideos, esteroides, vitaminas,
acucares, proteinas, peptideos, poliaminas e imitacdes de peptideo.
[00385] Os ligantes podem incluir uma substancia que ocorre
naturalmente, como uma proteina (por exemplo, albumina sérica

humana (HSA), lipoproteina de baixa densidade (LDL), lipoproteina de
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alta densidade (HDL), ou globulina); um carboidrato (por exemplo, um
dextrano, pululano, quitina, quitosana, inulina, ciclodextrina ou acido
hialurénico); ou um lipideo. O ligante pode ser também uma molécula
recombinante ou sintética, como, por exemplo, um polimero sintético,
por exemplo, um &cido poliamino sintético, um oligonucleotideo (por
exemplo, um aptamero). Exemplos de acidos poliamino que incluem
acido poliamino é uma polilisina (PLL), &cido poli L aspartico, acido L
glutdmico, copolimero de anidrido de acido estireno-maleico,
copolimero poli (L-lactideo-co-glicolizado), copolimero de anidrido
maleico éter divinilico, copolimero N-(2-hidroxipropil)metacrilamida
(HMPA), polietileno glicol (PEG), alcool polivinilico (PVA), poliuretano,
poli(acido 2-etilacrilico), polimeros de N-isopropilacriamida, ou
polifosfazina. Exemplo de poliaminas incluem: polietilenimina, polilisina
(PLL), espermina, espermidina, poliamina, pseudopeptideo-poliamina,
poliamina peptidomimético, dendrimero de poliamina, arginina,
amidina, protamina, lipidios catibnicos, porfirinas catidnicas, sal
guaternario de uma poliamina, ou um peptideo alfa helicoidal.

[00386] Ligantes também pode incluir grupos alvo, p. ex., um
agente alvo de célula ou tecido, por exemplo, uma lectina,
glicoproteina, lipidios ou proteinas, por exemplo, um anticorpo, que se
liga a um determinado tipo de célula, como uma célula renal. Um
grupo alvo pode ser uma tirotrofina, melanotropin, LECTINA,
glicoproteina, a proteina A do surfactante, carboidrato mucina, vacina
polivalente polivalente de lactose, galactose, N-acetil-galactosamina,
manose multivalente N-acetil-gulucosamina, fucose multivalente,
poliaminoacidos glicosilados, galactose multivalente, transferrina,
bisfosfonato, poliglutamato, poliaspartato, um lipideo, colesterol, um
esterdide, acidos biliares, folato, vitamina B12, biotina, um peptideo
RGD, um peptideo RGD mimético ou um aptamero.

[00387] Outros exemplos de ligantes incluem corantes, agentes de
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intercalamento (por exemplo, acridinas), reticuladores (por exemplo,
psoraleno, mitomicina C), porfirinas (TPPC4, texafirina, Sapirina),
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (por exemplo, fenazina,
dihidrofenazina), ou endonucleases artificiais ou um quelante (por
exemplo, EDTA), moléculas lipofilicas, por exemplo, colesterol, acido
colico, acido acético adamantano, acido butirico 1-pireno, di-
hidrotestosterona, 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 O3-
(oleoil)colénico, dimetoxitritila, ou fenoxazina) e conjugadosde
peptideo (por exemplo, peptideo antennapedia, peptideo Tat), agentes
alquilantes, fosfato, amino, mercapto, PEG (por exemplo, PEG-40K),
MPEG, MPEG [2], poliamino, alquila, alquila substituida, marcadores
radiomarcados, enzimas, haptenos (por exemplo, biotina), facilitadores
de transporte/ absorcdo (por exemplo, aspirina, vitamina E, acido
félico), ribonucleases sintéticas (por exemplo, imidazol, bisimidazol,
histamina, clusters de imidazol, conjugados de acridina-imidazol,
complexos Eu3+ de tetraazamacrociclos), dinitrofenila, HRP ou AP.
[00388] Ligantes podem ser proteinas, por exemplo, glicoproteinas
ou peptideos, por exemplo, moléculas com uma afinidade especifica
por um co-ligante, ou anticorpos, por exemplo, um anticorpo que se
liga a um determinado tipo de célula, como uma célula cancerosa,
célula endotelial ou célula 0ssea. Ligantes podem incluir também
horménios e receptores hormonais. Eles também podem incluir
espécies nao peptidias, como lipideos, lectinas, carboidratos,
vitaminas, cofatores, lactose multivalente, galactose multivalente, N-
acetil-galactosamina, manose multivalente N-acetil-gulucosamina,
fucose multivalente ou aptameros. O ligante pode ser, por exemplo,
um lipopolissacarideo, um ativador da p38 MAP quinase, ou um
ativador de NF-kB.
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[00389] O ligante pode ser uma substancia, por exemplo, um
farmaco, que pode aumentar a absor¢cdo do agente iRNA para a
célula, por exemplo, interrompendo o citoesqueleto da célula, por
exemplo, interrompendo os microtubulos da célula, microfilamentos
elou filamentos intermediarios. O farmaco pode ser, por exemplo,
taxon, vincristina, vimblastina, citocalasina, nocodazol, japlakinolide,
latrunculina A, faloidina swinholide A, indanocina ou mioservina.
[00390] O ligante pode aumentar a absorcdo do oligonucleotideo
para dentro da célula, por exemplo, ativando uma resposta
inflamatoria. Ligantes exemplares que teria tal efeito incluem fator de
necrose tumoral alfa (TNFalfa), interleucina-1 beta ou gama-interferon.
[00391] Em um aspecto, o ligante € um lipideo ou molécula a base
de lipidios. Tal lipideo ou molécula a base de lipidios de preferéncia
liga uma proteina sérica, por exemplo, albumina sérica humana (HSA).
Um ligante de ligacdo HSA permite a distribuicdo do conjugado a um
tecido alvo, por exemplo, um tecido alvo ndo rim do corpo. Por
exemplo, o tecido-alvo pode ser o figado, incluindo as células do
parénquima do figado. Outras moléculas que podem se ligar a HSA
podem também ser usadas como ligantes. Por exemplo, nhaproxeno
ou aspirina podem ser usados. Um lipidio ou um ligante a base de
lipidio pode (a) aumentar a resisténcia a degradacdo do conjugado, (b)
aumentar o direcionamento ou o transporte para uma célula-alvo ou
membrana celular, e/ou (c) pode ser usado para ajustar a ligacdo a
uma proteina sérica, por exemplo, HSA.

[00392] Um ligante a base de lipideo pode ser usado para modular,
por exemplo, controlar a ligagcdo do conjugado a um tecido alvo. Por
exemplo, um lipideo ou ligante a base de lipideo que se liga a HSA
mais fortemente sera menos provavel de ser direcionado para o rim e,
portanto, menos provavel de ser eliminado do corpo. Um lipideo ou um

ligante a base de lipideo que se liga ao HSA menos fortemente pode

Peticéo 870200003204, de 08/01/2020, pag. 196/349



136/216

ser usado para direcionar o conjugado para o rim.

[00393] Em uma modalidade preferida, o ligante a base de lipideo
se liga ao HSA. Preferencialmente, ele se liga ao HSA com uma
afinidade suficiente tal que o conjugado sera preferencialmente
distribuido a um tecido ndo renal. No entanto, € preferivel que a
afinidade ndo seja tao forte que a ligacdo HSA-ligante ndo possa ser
revertida.

[00394] Em outra modalidade preferida, o ligante a base de lipideo
se liga fracamente ao HSA ou nem se liga, de tal forma que o
conjugado sera distribuido preferencialmente para o rim. Outros
grupamentos que direcionam para células renais também podem ser
usados no lugar de em adicdo do ligante a base de lipideo.

[00395] Em outro aspecto, o ligante é um agrupamento, por
exemplo, uma vitamina, que é tomada por uma célula-alvo, por
exemplo, uma células de proliferacdo. Estes sdo particularmente Uteis
para tratar distarbios caracterizados por proliferacdo de células
indesejaveis, como, por exemplo, do tipo maligno ou ndo maligno, por
exemplo, células cancerosas. Vitaminas exemplares incluem vitamina
A, E e K. Outras vitaminas exemplares incluem vitaminas do complexo
B, por exemplo, &cido félico, B12, riboflavina, biotina, piridoxal ou
outras vitaminas ou nutrientes absorvidas por células cancerosas.
Também estédo incluidas HAS, lipoproteina de baixa densidade (LDL) e
lipoproteina de alta densidade (HDL).

[00396] Em outro aspecto, o ligante € um agente de permeacao
celular, de preferéncia um agente de permeacao celular helicoidal. De
preferéncia, o agente é anfipatico. Um agente exemplar € um peptideo
como tat ou antennapedia. Se o agente for um peptideo, ele pode ser
modificado, incluindo um peptidomimeético, invertbmeros ou ligagdes
pseudo-peptidicas ou ndo peptidicas e uso de D-aminoéacidos. O

agente helicoidal é preferencialmente um agente alfa-hélice, que de
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preferéncia tem uma fase lipofilica e uma lipofébica.

[00397] O ligante pode ser um peptideo ou peptideo mimético.
Uma peptideo mimético (também referido agqui como um oligopeptideo
mimético) € uma molécula capaz de dobrar em uma estrutura
tridimensional similar a um peptideo natural. O peptideo ou
agrupamento peptideo mimético pode ter aproximadamente 5-50
aminoacidos de comprimento, como, por exemplo, cerca de 5, 10, 15,
20, 25, 30, 35, 40, 45, ou 50 aminoacidos. Um peptideo ou peptideo
mimeético pode ser, por exemplo, um peptideo de permeacdo celular,
peptideo catidnico, peptideo anfipatico, ou peptideo hidrofébico (por
exemplo, consistindo principalmente de Tyr, Trp ou Phe). O
agrupamento de peptideo pode ser um peptideo dendrimero, um
peptideo contido ou peptideo reticulado. Em outra alternativa, o
agrupamento de peptideo pode incluir uma sequéncia de translocacao
de membrana hidrofébica (MTS). Um peptideo exemplar contendo
MTS hidrofébico € RFGF tendo a sequéncia de aminoé&cidos
AAVALLPAVLLALLAP (SEQ ID NO: 9). Um analogo RFGF (por
exemplo, sequéncia de aminoacidos AALLPVLLAAP (SEQ ID NO: 10))
contendo um MTS hidrofébico pode também ser um agrupamento
alvo. O agrupamento de peptideo pode ser um peptideo de "entrega”,
0 que pode transportar grandes moléculas polares, incluindo
peptideos, oligonucleotideos e proteinas através das membranas
celulares.  Por exemplo, sequéncias da proteina Tat do VIH
(GRKKRRQRRRPPQ (SEQ ID NO: 11)) e a proteina da Drosophila
Antennapedia (RQIKIWFQNRRMKWKK (SEQ ID NO: 12)) foram
encontrados como sendo capaz de funcionar como peptideos de
entrega. Um peptideo ou peptideo mimético podem ser codificados
por uma sequéncia aleatoria de DNA, como um peptideo identificado a
partir de uma biblioteca de exibicdo de fagos, ou uma biblioteca

combinatéria de uma esfera-um-composto (OBOC) (Lam et al., Nature,
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354:82-84, 1991). De preferéncia, o peptideo ou peptideo mimético
amarrado a um agente de iRNA através de uma unidade monomérica
incorporada é um peptideo direcionando a célula como um peptideo
arginina-glicina-acido aspartico (RGD), ou imitacdo de RGD. Um
agrupamento de peptideo pode variar em comprimento de cerca de 5
aminoacidos a cerca de 40 aminoacidos. Os agrupamentos de
peptideo podem ter uma modificacdo estrutural, como, por exemplo,
para aumentar a estabilidade ou propriedades conformacionais diretas.
Qualguer uma das modificacdes estruturais descritas abaixo podem
ser usadas.Um agrupamento de peptideo RGD pode ser usado para
direcionar uma célula tumoral, como uma célula tumoral endotelial ou
uma célula tumoral do cancer de mama (Zitzmann et al., Cancer Res.,
62:5139-43, 2002). Um peptideo RGD pode facilitar o direcionamento
de um agente iIRNA a tumores de uma variedade de outros tecidos,
incluindo o pulméo, rim, baco ou figado (Aoki et al., Cancer Gene
Therapy 8:783-787, 2001). De preferéncia, o peptideo RGD ira facilitar
o direcionamento de um agente de iRNA para o rim. O peptideo RGD
pode ser linear ou ciclico, e pode ser modificado, como, por exemplo,
glicosilado ou metilado para facilitar o direcionamento de tecidos
especificos. Por exemplo, um peptideo RGD glicosilado pode entregar
um agente de iRNA a uma célula tumoral expressando aVi33 (Haubner
et al., Jour. Nucl. Med., 42:326-336, 2001). Peptideos que direcionam
marcadores enriquecidos em células proliferativas podem ser usados.
Por exemplo, RGD contendo peptideos e peptideos miméticos pode
alvejar as células do cancer, em particular as células que apresentam
uma integrina. Assim, pode-se usar peptideos RGD, peptideos
ciclicos contendo RGD, peptideos RGD que incluem D-aminoécidos,
bem como imitadores de RGD sintético. Além do RGD, pode-se usar
outros agrupamentos que alvejam o ligante integrina. Geralmente, tais

ligantes podem ser usados para controlar as ceélulas proliferativas e
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angiogénese. Conjugados preferenciais deste tipo de ligante
direcionam PECAM-1, VEGF, ou outro gene do cancer, como, por
exemplo, um gene de cancer descrito aqui.

[00398] Um "peptideo de permeacdo celular" é capaz de permear
uma ceélula, por exemplo, uma célula microbiana, como uma célula
bacteriana ou fungica, ou uma célula de mamiferos, como uma célula
humana. Um peptideo de permeacéo celular microbiana pode ser, por
exemplo, um peptideo linear a-hélice (por exemplo, LL-37 ou Ceropin
P1), um peptideo contendo ligagdo bissulfeto (por exemplo, a-
defensina, B-defensina ou bactenecina) ou um peptideo contendo
apenas um ou dois aminoacidos dominantes (por exemplo, PR-39 ou
indolicidina). Um peptideo de permeacao celular também pode incluir
um sinal de localizacdo nuclear (NLS). Por exemplo, um peptideo de
permeacdo celular pode ser um peptideo anfipatico bipartido, como
MPG, que € derivado do dominio de peptideo de fusdo do HIV-1 gp4l
e 0 NLS do antigeno grande T SV40 (Simeoni et al., Nucl. Acids Res.
31:2717-2724, 2003).

[00399] Em uma modalidade, um peptideo de direcionamento pode
ser um peptideo ampifatico a-hélice. Peptideos a-helicoidal anfipaticos
exemplares incluem, mas nao estdo limitados a, cecropinas,
licotoxinas, paradaxinas, buforina, CPF, peptideo tipo bombinina
(BLP), catelicidinas, ceratotoxinas, peptideos S. clava, peptideos
antimicrobianos intestinais de mixina (HFIAPs), magaininas,
brevininas-2, dermaseptinas, melitinas, pleurocidina, peptideos H2A,
peptideos Xenopus, esculentinis-1 e caerinas. Uma seérie de fatores
sera, de preferéncia, considerada para manter a integridade da
estabilidade da hélice. Por exemplo, um nimero maximo de residuos
de estabilizacdo da hélice seréo utilizados (por exemplo, leu, ala, ou
lys), e um numero minimo de residuos de desestabilizacdo da hélice

serdo utilizados (por exemplo, prolina, ou unidades ciclica e
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monomeéricas). O residuo capping sera considerado (por exemplo Gly
€ um residuo N-capping exemplificador e/ou amidacdo C-terminal
pode ser usado para fornecer uma ligacdo H extra para estabilizar a
hélice). A formacdo de pontes de sal entre residuos com cargas
opostas, separados por posicdes i £ 3, ou i =+ 4 pode proporcionar
estabilidade. Por exemplo, residuos catidnicos, como a lisina, arginina,
homo-arginina, ornitina ou histidina pode formar pontes de sal com os
residuos aniénicos de glutamato ou aspartato.

[00400] Peptideo e ligantes peptideo miméticos incluem aqueles
gue tém peptideos de ocorréncia natural ou modificados, por exemplo,
D ou L peptideos; peptideos a, B ou vy; N-metil-peptideos;
azapeptideos; peptideos tendo uma ou mais amida, ou seja, peptideo,
acoplamentos substituidos por um ou mais ureia, tioureia, carbamatos,
ou acoplamentos sulfonila ureia; ou peptideos ciclicos.

[00401] O ligante alvo pode ser qualquer ligante que é capaz de
direcionar um receptor especifico. Exemplos sao: folato, GalNAc,
galactose, manose, manose-6P, clusters de aclUcares como cluster
GalNAc, cluster de manose, cluster de galactose ou um apatamero.
Um cluster é uma combinacéo de duas ou mais unidades de acucar. O
ligantes alvo também incluem ligantes do receptor de integrina,
ligantes do receptor de quimiocina, transferrina, biotina, ligantes do
receptor de serotonina, PSMA, endotelina, GCPII, somatostatina,
ligantes LDL e HDL. Os ligantes também pode ser baseado em acidos
nucleicos, por exemplo, um aptamero. O aptamero pode nao ser
modificado ou qualquer combinac&o de modificacbes descritas aqui.
[00402] Agentes de liberacdo endossomal incluem imidazois, poli
ou oligoimidazois, PEls, peptideos, peptideos fusogénicos,
natriuréticos, policaboxilatos, poliacations, cations ou anions oligo ou
poli mascarados, acetais, poliacetais, cetais/policeiyais, ortoésteres,

polimeros com cargas catibnicas ou anidnicas mascaradas ou
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desmascaradas, dendrimeros com cargas anibnicas ou catidnicas
mascaradas ou desmascaradas.

[00403] Modulador PK significa modulador de farmacocinética.
Moduladores PK incluem lip6filos, acidos biliares, esteroides, analogos
de fosfolipideos, peptideos, agentes de ligacdo de proteinas, PEG,
vitaminas etc. Moduladores PK exemplificadores incluem, mas néo
estdo limitados a, colesterol, acidos graxos, acido colico, acido
litocolico, dialquilglicerideos, diacilglicerideos, fosfolipideos,
esfingolipideos, naproxeno, ibuprofeno, vitamina E, biotina, etc.
Oligonucleotideos que compreendem uma série de acoplamentos
fosforotioato também sao conhecidos para se ligar a proteinas séricas,
assim oligonucleotideos curtos, por exemplo, oligonucleotideos de
cerca de 5 bases, 10 bases, 15 bases ou 20 bases, compreendendo
varios acoplamentos fosforotioato na cadeia principal também séo
propicios para a presente invencdo como ligantes (por exemplo, como
ligantes de modulagao PK).

[00404] Além disso, aptameros que ligam os componentes séricos
(por exemplo, proteinas séricas) sdo também propicios para a
presente invengcao como ligantes de modulacédo PK.

[00405] Outros conjugados ligantes propicios para a invencado sao
descritos nos pedidos de patente US USSN: 10/916.185, depositado
em 10 de agosto de 2004; USSN: 10/946.873, depositado em 21 de
setembro de 2004; USSN: 10/833.934, depositado em 3 de agosto de
2007; USSN: 11/115.989, depositado em 27 de abril de 2005; e USSN:
11/944.227 depositado em 21 de novembro de 2007, que sao
incorporados por referéncia em sua totalidade para todos os fins.
[00406] Quando dois ou mais ligantes estao presentes, os ligantes
podem todos ter as mesmas propriedades, todos terem propriedades
diferentes ou alguns ligantes tém as mesmas propriedades enquanto

outros tém propriedades diferentes. Por exemplo, um ligante pode ter
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propriedades de direcionamento, atividade endossomolitica ou
propriedades de modulagcdo PK. Em uma modalidade preferida, todos
os ligantes tém propriedades diferentes.

[00407] Os ligantes podem ser acoplados aos oligonucleotideos em
varios lugares, por exemplo, extremidade 3', extremidade 5' e/ou a
uma posicao interna. Em modalidades preferidas, o ligante é fixado
aos oligonucleotideos através de uma amarracao de intervencdo, por
exemplo, um carreador descrito aqui. O ligante ou ligante de
amarracdo pode estar presente em um mondmero quando o
mondmero é incorporado na fita crescente. Em algumas modalidades,
o ligante pode ser incorporado através de acoplamento a um
mondémero “precursor’ ap6s 0 mondmero “precursor’ ter sido
incorporado a fita crescente. Por exemplo, um monémero tendo, por
exemplo, uma amarragcdo amino-terminada (ou seja, ndo tendo ligante
associado), por exemplo, TAP-(CH2)nNH2 pode ser incorporado em
uma fita de oligonucleotideo de crescimento. Em uma operacao
subsequente, ou seja, apds a incorporacdo do mondémero precursor na
fita, um ligante com um grupo eletrofilico, como, por exemplo, um éster
pentafluorofenil ou grupo aldeido, pode ser posteriormente fixado ao
modmero precursor pelo acoplamento do grupo eletrofilico do ligante
com o0 grupo nucleofilico terminal da amarracdo do monbmero
precursor.

[00408] Em outro exemplo, um mondémero tendo um grupo quimico
adequado para tomar parte na reacdo Click Chemistry pode ser
incorporado, por exemplo, uma amarracéo/ligante terminado em azida
ou alcino. Em uma operacdo subsequente, ou seja, apdés a
incorporacdo do mondmero precursor na fita, um ligante tendo grupo
quimico complementar, como, por exemplo, um alcino ou uma azida
pode ser fixado ao monémero precursor por acoplamento do alcino e

da azida juntos.
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[00409] Para oligonucleotideos de fita dupla, os ligantes podem ser
fixados a um ou ambas as fitas. Em algumas modalidades, um agente
de iIRNA de fita dupla contém um ligante conjugado a fita senso. Em
outras modalidades, um agente de iRNA de fita dupla contém um
ligante conjugado a fita antissenso.

[00410] Em algumas modalidades, o ligante pode ser conjugado a
nucleobases, agrupamentos de acucar ou acoplamentos
internucleosideos de moléculas de acidos nucleicos. Conjugacao para
nucleobases de purina ou seus derivados pode ocorrer em qualquer
posicdo, incluindo atomos endociclicos e exociclicos. Em algumas
modalidades, as posi¢des 2, 6, 7 ou 8 de uma nucleobase de purina
estdo fixadas a um agrupamento conjugado. Conjugacédo de
nucleobases de pirimidina ou seus derivados, também pode ocorrer
em qualquer posicdo. Em algumas modalidades, as posicdes 2,5 e 6
de uma nucleobase de pirimidina podem ser substituidas com um
agrupamento conjugado. A conjugacao aos agrupamentos de acucar
de nucleosideos pode ocorrer em qualguer aomo de carbono.
Exemplo de atomos de carbono de um agrupamento de acgUcar que
pode ser fixado a um agrupamento conjugado incluindo &tomos de
carbono 2', 3' e 5. A posicdo 1 também pode ser fixada a um
agrupamento conjugado, como em uma residuo abasico.
Acoplamentos internucleosidicos também podem conter ter
agrupamentos conjugados. Para acoplamentos contendo fésforo (por
exemplo, fosfodiéster fosforotioato, fosforoditiotato, fosforoamidato, e
similares), o agrupamento conjugado pode ser fixado diretamente ao
atomo de fosforo ou a um atomo O, N ou S ligado ao atomo de fésforo.
Para acoplamentos internucleosidicos contendo amina ou amida (por
exemplo, PNA), o agrupamento conjugado pode ser fixado ao atomo
de nitrogénio da amina ou amida ou a um &tomo de carbono

adjacente.
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[00411] Qualquer ligante adequado no dominio do RNA de
interferéncia pode ser usado, embora o ligante seja tipicamente um
carboidrato, por exemplo, monossacarideo (como uma GalNAc),
dissacarideo, trissacarideo, tetrassacarideo, polissacarideo.

[00412] Ligantes que conjugam o ligante ao acido nucléico incluem
agueles discutidos acima. Por exemplo, o ligante pode ser um ou mais
derivados de GalNAc (N-acetilglucosamina) fixados através de um
ligante monovalente, bivalente ou trivalente ramificado.

[00413] Em uma modalidade, o dsRNA da inven¢do é conjugado
com um ligante ramificada bivalente e trivalente, inclui as estruturas

mostradas em qualquer férmula (1V) - (VII):

PZA_QZA_RzA. = TZA_LZA P3A-Q3A—R3A‘ T3A_L3A
q q3A
vwu N
2B_2B 2B | 2B_| 2B 3B_3B_p 3B 3B_| 38
P-"-Q“"-R B T<P-L \i\P -Q°"-R 3B T°°-L
q q
Formula (IV) Formula (V)
P4A_Q4A_R4A ] T4A_L4A
4A
q
4B_4B_p 4B | 4B_| 4B
P*™-Q™-R 1B T*°-L
q
Formula (VI)
, ou
B PSA_QSA_RSA | T5A_5A
5A
q
PSB-QSB-RSB]iTSB-LSB
5B
q
| p5C_5C_p5C] 5C_| 5C
P°~-Q°~-R 5C T°>~-L
q
Formula (VII)

[00414] em que:
[00415] g®A OB, oA g°B, g*A O%B, g4, g°® e g°C representam de

forma independente para cada ocorréncia 0-20 e onde a unidade de
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repeticdo pode ser igual ou diferente;

[00416] PZA, PZB, P3A, PSB, P4A, P4B, PSA, PSB, PSC, TZA, TZB, T3A, TSB,
T4, T4B, T4, T°B, T°C sdo cada um independentemente para cada
ocorréncia ausente, CO, NH, O, S, OC(0O), NHC(O), CH2, CH2NH ou
CH20;

[00417] QZA’ QZB’ QBA’ QSB’ QAA, QAB, QSA, QSB’ QSC sio
independentemente para cada ocorréncia ausente, alquileno, alquileno
substituido em que um ou mais metilenos pode ser interrompido ou
terminado por um ou mais dos O, S, S(0), SOz, N(RV), C(R")=C(R”),
C=C ou C(O);

[00418] R?, R?B, R®A, R%B, R*, R, R, R%, R°C¢ sio cada um
independentemente para cada ocorréncia ausente,

[00419] NH, O, S, CH,, C(0)O, C(O)NH, NHCH(R®C(0O), -C(O)-

(@]
L P o
Ho | %N\ .., N\
CH(R?®)-NH-, CO, CH=N-O, =N« N X ,

s—s
JJ’\( AN c—s
SN N ou heterociclila;

[00420] L2A, L28, L3A, L3B, LA, L%, L%, L8 e L°C representam o
ligante; isto é, cada um de forma independente para cada ocorréncia
de um monossacarideo (como GalNAc), dissacarideo, trissacarideo,
tetrassacarpideo, oligossacarideo ou polissacarideo; e

[00421] R2?é H ou cadeia lateral de aminoacidos.

[00422] Derivados de GalNAc de conjugacédo trivalente séao
particularmente Uteis para uso com agentes de RNAI para inibir a

expressdo de um gene-alvo, como as da formula (VII):
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PSALQSARSA ’ — T5A_| 5A
q

5B_)5B_R 5B 5B_| 5B
PSBQB.RIB ——T0L
q
PSC_QSC_RSC ]7T5C_LSC
5C
q
Formula (VII)

[00423] em que L%, L°8 e L°C representam um monossacarideo,
como derivado de GalNAc.

[00424] Exemplos de grupos ligantes ramificados bivalentes e
trivalentes conjugando derivados de GalNAc incluem, mas néo estéo
limitados a, 0s seguintes compostos:

HO OH
0 H H
HO O\/\/\n/N\/\/N
O

AcHN
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[00425] Patentes US representativas que ensinam a preparagao
dos conjugados de RNA, incluem, mas nao estao limitados a, patentes
US 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;
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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; 5585481; 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,
cada uma das quais esta aqui incorporada, a titulo de referéncia.
[00426] N&o é necessario para todas as posicdes em um
determinado composto ser uniformemente modificado, e, na verdade,
mais do que uma das referidas modificagdes podem ser incorporadas
em um Unico composto ou mesmo em um unico nucleosideo dentro de
um iRNA. A presente invencdo inclui também compostos de iRNA que
SA0 compostos quimericos.

[00427] Compostos de iIRNA “quiméricos" ou "quimeras", no
contexto da presente invencdo, sdo compostos de IRNA, de
preferéncia dsRNAs, que contém duas ou mais regides quimicamente
distintas, cada uma composta de, pelo menos, uma unidade
monomérica, isto €, um nucleotideo no caso de composto dsRNA.
Estes iIRNAs normalmente contém pelo menos uma regido onde o
RNA é modificado de forma a conferir ao iRNA maior resisténcia a
degradacdao de nuclease, aumento da absorcédo celular, e/ou uma
maior afinidade de ligagdo para o acido nucleico alvo. Uma regido
adicional do IRNA pode servir como substrato para enzimas capazes
de clivagem de RNA:DNA ou RNA:RNA hibridos. A titulo de exemplo,
a RNase H é uma endonuclease celular que cliva a fita de RNA de um
RNA:DNA duplex. A ativagcdo de RNase H, portanto, resulta em
clivagem do RNA alvo, potencializando, assim, muito a eficacia da
inibicdo de IRNA da expressdo do gene. Consequentemente, 0s
resultados comparaveis muitas vezes pode ser obtido com iRNAs mais
curtos quando dsRNAs quiméricos sdo usados, em compara¢ao com

dsRNAs desoéxi fosforotioato hibridizando a mesma regido alvo. A
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clivagem do RNA alvo pode ser rotineiramente detectada por
electroforese em gel e, se necessario, associadas as técnicas de
hibridacéo de acidos nucléicos conhecidas no campo.

[00428] Em certos casos, 0 RNA de um iRNA pode ser modificado
por um grupo nao ligante. Um nimero de moléculas néo ligantes foram
conjugadas a iRNAs para reforcar a atividade, distribuicdo celular ou
absorcao celular do iRNA, e os procedimentos para a realizacdo de
tais conjugacdes estdo disponiveis na literatura cientifica. Tais
agrupamentos nao ligante incluiram agrupamentos de lipidios, como o
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), cacido 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. USA, 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,
residuos dodecandiol ou undecil (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 trietilammoniol,2-di-O-hexadecil-rac-glicero-
3-H-fosfonato (Manoharan et al., Tetrahedron Lett., 1995, 36:3651;
Shea et al.,, Nucl. Acids Res., 1990, 18:3777), uma cadeia de
poliamina ou um polietilenoglicol (Manoharan et al., Nucleosides &
Nucleotides, 1995, 14:969), ou acido acético adamantano (Manoharan
et al., Tetrahedron Lett., 1995, 36:3651), uma porcao palmitila (Mishra
et al., Biochim. Biophys. Acta, 1995, 1264:229), ou uma porcao
octadecilamina ou hexilamino-carbonil-oxicolesterol (Crooke et al., J.
Pharmacol. Exp. Ther., 1996, 277:923). Patentes dos Estados Unidos
representativas que ensinam a preparacao de tais conjugados de RNA

foram listadas acima. Protocolos de conjugacao tipica envolvem a
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sintese de um RNAs com um amino ligante em uma ou mais posices
da sequéncia. O grupo amino é entdo reagido com a molécula sendo
conjugada usando acoplamento adequado ou reagentes de ativagao.
A reacdo de conjugacao pode ser realizada quer com o RNA ainda
ligado ao suporte solido, ou apés a clivagem do RNA, em fase de
solucdo. Purificacdo do conjugado de RNA por HPLC geralmente
oferece o0 conjugado puro.

[00429] Em algumas modalidades, um agente de RNAI de fita dupla
da invencédo é AT3SC-001 (AD-57213).

VI. Aplicacdo de um iRNA da invencao

[00430] A aplicacdo de um iRNA da invencdo para uma célula, por
exemplo, uma célula dentro de um individuo, como um individuo
humano (por exemplo, um individuo que precisa da mesma, como um
individuo com um distarbio hemorragico) pode ser alcancada em um
namero de maneiras diferentes. Por exemplo, a aplicacdo pode ser
feita colocando uma célula em contato com um iRNA da invenc¢ao quer
in vitro quer in vivo. A aplicacao in vivo pode ser feita diretamente pela
administracdo de uma composi¢cdo compreendendo um iRNA, como,
por exemplo, um dsRNA, para um individuo. Alternativamente, a
aplicacao in vivo pode ser feita indiretamente pela administracao de
um ou mais vetores que codificam e direcionam a expressao do iRNA.
Estas alternativas sao discutidas mais adiante.

[00431] Em geral, qualquer método que libera uma molécula de
acido nucleico (in vitro ou in vivo) pode ser adaptado para uso com um
IRNA da invencgéo (ver, por exemplo, Akhtar S. e Julian RL. (1992)
Trends Cell. Biol. 2(5):139-144 e W094/02595, os quais estao aqui
incorporados a titulo de referéncia em sua totalidade). Para a
aplicagéo in vivo, fatores a serem considerados, a fim de liberar uma
molécula de iRNA, incluem, por exemplo, estabilidade biolégica da

molécula liberada, prevencdo de efeitos néo especificos e a
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acumulacdo da molécula liberada no tecido-alvo. Os efeitos nao
especificos de um iRNA podem ser minimizados pela administracédo
local, por exemplo, por injecdo direta ou implante em um tecido ou
topicamente administrando a preparacdo. Administracao local a um
local de tratamento maximiza a concentracao local do agente, limita a
exposicdo do agente para os tecidos sistémicos que possam ser
prejudicados pelo agente ou que podem degradar o agente, e permite
uma menor dose total da molécula de iIRNA para ser administrada.
Vérios estudos tém mostrado a inativagdo com sucesso de produtos
génicos quando um iRNA é administrado localmente. Por exemplo, a
aplicacdo intra-ocular de um dsRNA VEGF por injecao intravitreal em
macacos Cynomolgus (Tolentino, MJ., et al (2004) Retina 24:132-138)
e injecdes sub-retinianas em camundongos (Reich, SJ., et al (2003)
Mol. Vis. 9:210-216) foram mostradas para prevenir a
neovascularizacdo em um modelo experimental de degeneracéo
macular relacionada a idade. Além disso, a injecao intratumoral direta
de um dsRNA em camundongos reduz o volume tumoral (Pille, J., et al
(2005) Mol. Ther.11:267-274) e pode prolongar a sobrevida de
camundongos com tumor (Kim, WJ., et al (2006) Mol. Ther. 14:343-
350; Li, S., et al (2007) Mol. Ther. 15:515-523). RNA de interferéncia
também tem mostrado o sucesso com a aplicacdo local ao SNC por
injecao direta (Dorn, G., et al. (2004) Nucleic Acids 32:e49; 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 para os pulmdes pela administracao 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 a

administracdo de um iRNA sistemicamente para o tratamento de uma
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doenca, o0 RNA pode ser modificado ou alternativamente aplicado
através de um sistema de liberacdo de medicamentos; ambos os
métodos agem para prevenir a rapida degradacdo do dsRNA de endo-
e exo-nucleases in vivo. Modificagdo do RNA ou o carreador
farmacéutico também pode permitir direcionar a composicado de iRNA
para o tecido alvo e evitar efeitos indesejaveis fora do alvo. As
moléculas de iRNA podem ser modificadas pela conjugacdo quimica
para grupos lipofilicos, como para melhorar a absorcédo celular de
colesterol e prevenir a degradacdo. Por exemplo, um iRNA dirigido
contra ApoB conjugado a um agrupamento de colesterol lipofilico foi
injetado sistemicamente em camundongos e resultou na inativacao de
MRNA apoB tanto no figado e jejuno (Soutschek, J., et al (2004)
Nature 432:173-178). A conjugacdo de um iRNA a um aptamero foi
mostrada para inibir o crescimento do tumor e mediar a regressao
tumoral em um modelo de camundongo do cancer de proéstata
(McNamara, JO., et al (2006) Nat. Biotechnol. 24:1005-1015). Em
modalidade alternativa, o iIRNA pode ser aplicado usando sistemas de
distribuicho de medicamentos, como uma nhanoparticula, um
dendrimero, um polimero, lipossomas ou um sistema de entrega
catidnico. Sistemas de entrega catibnicos carregados positivamente
faciltam a ligacdo de uma molécula de IRNA (carregado
negativamente) e também reforcar as interacbes na membrana da
célula negativamente carregada, para permitir a absorcao eficiente de
um iRNA pela célula. Lipidios catiénicos, dendrimeros ou polimeros
podem ser ligados a um iRNA, ou induzido a formar uma vesicula ou
micela (ver, por exemplo, Kim SH., et al (2008), Journal of Controlled
Release 129(2):107-116) que envolvem um iRNA. A formacao de
vesiculas ou micelas impede ainda a degradacdo do iRNA quando
administrado sistemicamente. Métodos para fazer e administrar

complexos de IRNA catidnicos estdo bem dentro das habilidades de
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um versado 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, os
guais estdo aqui incorporados a titulo de referéncia em sua totalidade.
Alguns exemplos ndo limitantes de sistemas de distribuicdo de
medicamentos Uteis para aplicacdo de iRNAs sistémicos incluem
DOTAP (Sorensen, DR., et al (2003), supra; Verma, UN., et al (2003),
supra), Oligofectamina, "particulas de lipidios de acido nucleico
sélidas" (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), polietileno imina
(Bonnet ME., et al (2008) Pharm. Res. Aug 16 Epub ahead of print;
Aigner, A. (2006) J. Biomed. Biotechnol. 71659), Arg-Gly-Asp (RGD)
peptideos (Liu, S. (2006) Mol. Pharm. 3:472-487), e poliamino aminas
(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
IRNA forma um complexo com ciclodextrina para administracao
sistémica. Métodos para administracdo e composi¢cdes farmacéuticas
de iRNAs e ciclodextrinas podem ser encontrados em patente US No.
7.427.605, que esta incorporada aqui por referéncia em sua totalidade.
A. IRNAs codificados por vetor da invencao

[00432] IRNA direcionando o gene Serpincl pode ser expressado a
partir de unidades de transcricdo inseridas nos vetores de DNA ou
RNA (ver, por exemplo, Couture, A, et al., TIG. (1996), 12:5-10;
Skillern, A., et al.,, Publicacdo de patente PCT n°. WO 00/22113,
Conrad, Publicacdo de patente PCT n°® WO 00/22114, e Conrad,
Patente US No. 6.054.299). Expressao pode ser transitoria (da ordem
de horas a semanas) ou sustentada (semanas a meses ou mais),
dependendo da construcéo especifica usada e o tecido alvo ou tipo de

célula. Estes transgenes podem ser introduzidos como uma
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construcéo linear, um plasmideo circular ou um vetor viral, que pode
ser um vetor de integracdo ou ndo integracdo. O transgene pode
também ser construido de forma a permitir que seja herdado como um
plasmideo extracromossémico (Gassmann, et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA (1995) 92:1292).

[00433] A fita ou fitas individuais de um iRNA podem ser transcrita a
partir de um promotor em um vetor de expressdo. Onde duas vertentes
separadas devem ser expressadas para gerar, por exemplo, um
dsRNA, dois vetores de expressdo separados podem ser co-
introduzidos (por ex., por transfeccao ou infecgcdo) em uma célula-alvo.
Alternativamente, cada fita individual de dsRNA pode ser transcrita por
promotores que estéo localizados no mesmo plasmideo de expressao.
Em uma modalidade, um dsRNA é expressado como polinucleotideos
de repeticdo invertida unidos por uma sequéncia de polinucleotideos
ligantes de tal forma que o dsRNA tem uma estrutura de caule e alca.
[00434] Os vetores de expressdao do IRNA s&do geralmente
plasmidios de DNA ou vetores virais. Vetores de expressao
compativeis com ceélulas eucaridticas, preferencialmente as
compativeis com células de vertebrados, podem ser usados para a
producado de construcbes recombinantes para a expressdo de um
iIRNA conforme descrito aqui. Vetores de expressdo de células
eucarioticas sdo bem conhecidos na técnica e estdo disponiveis a
partir de um numero de fontes comerciais. Geralmente, esses vetores
sao fornecidos com locais de restricAo convenientes para a insercao
do segmento de acido nucleico desejado. A aplicacdo de IRNA
expressando vetores pode ser sistémica, como por administracao
intravenosa ou intramuscular, por administracdo a células alvo ex-
plantadas do paciente, seguido de reintrodugcdo no paciente, ou por
qgualquer outros meios que permita a sua introdu¢cdo em uma célula-

alvo desejada.
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[00435] Os plasmideos de expressdo de IRNA podem ser
transfectados para células-alvo como um complexo com carreadores
de lipidios catidonicos (por exemplo, oligofectamina) ou carreadores
baseados em lipidios ndo catibnicos (por exemplo, Transit-TKOTM).
Vérias transfeccdes lipidicas para inativagbes mediadas por iRNA
direcionadas a diferentes regifes de um RNA alvo durante um periodo
de uma semana ou mais sdo também contemplados pela invengéo.
Introducdo bem sucedida de vetores em células hospedeiras pode ser
monitorada usando varios métodos conhecidos. Por exemplo,
transfeccao transiente pode ser assinalada com um reporter, como um
marcador fluorescente, como a proteina verde fluorescente (GFP). A
transfeccdo estavel de células ex vivo pode ser garantida usando
marcadores que proporcionam a célula transfectada com resisténcia
aos fatores ambientais especificos (por exemplo, antibidticos e
farmacos), como a resisténcia a higromicina B.

[00436] Sistemas de vetor viral que pode ser usado com O0S
métodos e as composi¢cdes descritas neste documento incluem, mas
nao estao limitados a, (a) vetores adenovirus; (b) vetores retrovirus,
incluindo mas nao limitado a vetores lentivirais, virus da leucemia
murina de moloney, etc (c) vetores de virus adeno-associado; (d)
vetores de virus herpes simplex; (e) vetores SV 40; (f) vetores do virus
polioma; (g) vetores do virus papiloma; (h) vetores picornavirus; (i)
vetores do virus da variola como um orthopox, por exemplo, vetores
do virus vaccinia ou avipox, por exemplo, variola canaria ou variola de
aves; e j) um adenovirus de intestino ou dependente de ajudante. Os
virus de replicacdo com defeito também pode ser vantajoso.
Diferentes vetores vao ou ndo vao se tornar incorporados no genoma
de células. As constru¢cdes podem incluir sequéncias virais para a
transfeccdo, se desejado. Alternativamente, a construgcdo pode ser

incorporada em vetores capazes de replicacdo epissomal, por
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exemplo, vetores EPV e EBV. Construgcbes para a expressao
recombinante de um IRNA geralmente vai exigir elementos de
regulamentacdo, por exemplo, promotores, etc, para garantir a
expressdo do iIRNA nas células-alvo. Outros aspectos a considerar
para vetores e construcdes sdo descritos mais abaixo.

[00437] Vetores uteis para a aplicacdo de um iRNA ira incluir
elementos reguladores (promotor, potencializador, etc) suficiente para
a expressdo do iRNA no tecido ou na célula-alvo desejada. Os
elementos reguladores podem ser escolhidos para fornecer a
expressao constitutiva ou regulada/ induzivel.

[00438] Expressédo do iRNA pode ser regulada com precisdo, por
exemplo, usando uma sequéncia reguladora induzivel que € sensivel a
certos reguladores fisiolégicos, como, por exemplo, niveis de glicose
circulante ou hormdnios (Dochrety et al., 1994, FASEB J. 8:20-24).
Tais sistemas de expressao induziveis, adequados para o controle da
expressdo de dsRNA em células ou em mamiferos incluem, por
exemplo, a regulacdo por ecdisona, por estrogénio, progesterona,
tetraciclina, indutores quimicos de dimerizacdo e isopropil-beta-D1 -
tiogalactopiranosideo (IPTG). Um versado na técnica seria capaz de
escolher a sequéncia promotora/reguladora adequada com base no
uso pretendido do transgene de iRNA.

[00439] Vetores virais que contém sequéncias de acidos nucleicos
de codificacdo de um iRNA podem ser usados. Por exemplo, um vetor
retroviral pode ser usado (ver Miller et al., Meth. Enzymol. 217:581-599
(1993)). Estes vetores retrovirais contém os elementos necessarios
para o0 empacotamento correto do genoma viral e integragdo no DNA
da célula hospedeira. As sequéncias de acidos nucleicos codificando
um iRNA sdo clonadas em um ou mais vetores, o que facilita a
distribuicdo do acido nucleico em um paciente. Mais detalhes sobre

vetores retrovirais podem ser encontrados, por exemplo, em Boesen et
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al., Biotherapy 6:291-302 (1994), que descreve o0 uso de um vetor
retroviral para aplicar o gene mdrl as células-tronco hematopoéticas
para tornar as células-tronco mais resistentes a quimioterapia. Outras
referéncias que ilustram o uso de vetores retrovirais na terapia génica
sao: Clowes et al., J. Clin. Invest. 93:644-651 (1994); Kiem et al.,
Blood 83:1467-1473 (1994); Salmons and Gunzberg, Human Gene
Therapy 4:129-141 (1993); e Grossman and Wilson, Curr. Opin. in
Genetics and Devel. 3:110-114 (1993). Os vetores lentivirais
contemplados para uso incluem, por exemplo, os vetores a base de
HIV descritos nas patentes US n°s 6.143.520; 5.665.557 e 5.981.276,
gue sao aqui incorporadas por referéncia.

[00440] Os adenovirus sdo também previstas para uso na aplicacéo
de iIRNAs da invencdo. Os adenovirus sédo veiculos especialmente
atraentes, por exemplo, para aplicar os genes aos epitélios
respiratérios. O Adenovirus infecta naturalmente epitélios respiratorios
onde eles causam uma doenca leve. Outros alvos para sistemas de
aplicacdo a base de adenovirus sdo figado, sistema nervoso central,
células endoteliais e musculo. Os adenovirus tém a vantagem de ser
capaz de infectar células de ndo divisdo. Kozarsky and Wilson, Current
Opinion in Genetics and Development 3:499-503 (1993) apresentam
uma revisdo de terapia génica a base de adenovirus. Bout et al.,
Human Gene Therapy 5:3-10 (1994) demonstraram o0 uso de vetores
de adenovirus para a transferéncia de genes para o0s epitélios
respiratérios de macacos rhesus. Outros exemplos do uso de
adenovirus na terapia génica 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);
Publicacdo PCT W094/12649; e Wang, et al., Gene Therapy 2:775-
783 (1995). Um vetor AV adequado para exprimir um IRNA em

destaque na invencdo, um meétodo para construir o vetor de AV
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recombinante, e um meétodo para aplicar o vetor em células alvo, sédo
descritos em Xia H et al. (2002), Nat. Biotech. 20: 1006-1010.

[00441] Os vetores do virus adeno-associado (AAV) também
podem ser usados para uma aplicacdo de iRNA da invencao (Walsh et
al., Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 204:289-300 (1993); patente US No.
5.436.146). Em uma modalidade, o iRNA pode ser expressado como
duas moléculas de RNA de fita simples complementares a partir de um
vetor recombinante AAV, por exemplo, os promotores de RNA U6 ou
H1, ou o promotor de citomegalovirus (CMV). Vetores de AAV
adequados para expressar um dsRNA em destaque na invencao,
métodos para construir o vetor de AV recombinante, e métodos para
aplicar os vetores em 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; patente US
No. 5.252.479, Pat. US N° 5.139.941; pedido de patente internacional
WO 94/13788; e pedido de patente internacional WO 93/24641,
estando as revelacfes das mesmas aqui incorporadas, a titulo de
referéncia

[00442] Outro vetor viral adequado para a aplicacao de um iRNA da
invencdo € um virus da variola como um virus atenuado, por exemplo,
como um virus vaccinia atenuado como Virus modificado Ankara
(MVA) ou NYVAC, avipox como variola canaria ou variola de aves.
[00443] O tropismo de vetores virais pode ser modificado por
pseudotipagem dos vetores com as proteinas do envelope ou outros
antigenos de superficie de outros virus, ou por substituicdo de
diferentes proteinas do capsideo viral, conforme 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 feitos para

direcionar diferentes células pela modificacdo dos vetores para
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expressar diferentes sorotipos da proteina capsidial; ver, por exemplo,
Rabinowitz J E et al. (2002), J Virol 76:791-801, cuja descricdo esta
aqui incorporada a titulo de referéncia.

[00444] A preparacdo farmacéutica de um vetor pode incluir o vetor
em um diluente aceitavel, ou pode incluir uma matriz de liberacéo
lenta, em que o veiculo de aplicacdo do gene esta embebido.
Alternativamente, onde o vetor completo de aplicacdo de genes pode
ser produzido de forma intacta a partir de células recombinantes, por
exemplo, vetores retrovirais, a preparacdo farmacéutica pode incluir
uma ou mais ceélulas que produzem o sistema de liberacédo do gene.

V. Composicao farmacéutica da invencao

[00445] A presente invencdo também fornece composicdes
farmacéuticas e formulagdes que incluem os iRNAs da invencdo. Em
uma modalidade, composi¢des farmacéuticas sao fornecidas contendo
um IRNA, como descrito neste documento, e um carreador
farmaceuticamente aceitavel. As composi¢cbes farmacéuticas
contendo o iIRNA sdo uteis para tratar uma doenca ou disturbio
associado com a expressao ou atividade de um gene Serpincl, por
exemplo, uma doenca associada ao Serpincl. Tais composicoes
farmacéuticas sdo formuladas com base no modo de aplicagdo. Um
exemplo sdo as composicdes que sao formuladas para a
administracdo sistémica via aplicacdo parenteral, por exemplo, por
aplicacdo subcutanea (SC) ou intravenosa (IV). Outro exemplo é
composicdes que sao formuladas para aplicacao direta no parénquima
cerebral, por exemplo, por infusdo no cérebro, como por infusdo de
bomba continua. As composicfes farmacéuticas da invencdo podem
ser administradas em doses suficientes para inibir a expresséo de um
gene Serpincl.

[00446] Em certas modalidades da invencgao, por exemplo, quando

uma composicao farmacéutica compreende um agente de RNAI de fita
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dupla, inclui um ou mais motivos de trés modificacfes idénticas em
trés nucleotideos consecutivos, incluindo um desses motivos no ou
préximo ao sitio de clivagem do agente, seis ligacGes de fosforotioato
e um ligante GalNAc, essa composicdo é administrada na dose de
0,200 a cerca de 1,825 mg/kg, 0,200 a cerca de 1,800 mg/kg, cerca de
0,200 a cerca de 1,700 mg/kg, cerca de 0.200 a cerca de 1,600 mg/kg,
cerca de 0,200 a cerca de 1,500 mg/kg, cerca de 0,200 a cerca de
1,400 mg/kg, cerca de 0,200 a cerca de 1,400 mg/kg, cerca de 0,200 a
cerca de 1,200 mg/kg, cerca de 0,200 a cerca de 1,100 mg/kg, cerca
de 0,200 a cerca de 1,000 mg/kg, cerca de 0,200 a cerca de 0,900
mg/kg, cerca de 0,200 a cerca de 0,800 mg/kg, cerca de 0,200 a cerca
de 0,700 mg/kg, cerca de 0,200 a cerca de 0,600 mg/kg, cerca de
0,200 a cerca de 0,500 mg/kg, cerca de 0,200 a cerca de 0,400 mg/kg,
cerca de 0,225 a cerca de 1,825 mg/kg, cerca de 0,225 a cerca de
1,800 mg/kg, cerca de 0,225 a cerca de 1,700 mg/kg, cerca de 0,225 a
cerca de 1,600 mg/kg, cerca de 0,225 a cerca de 1,500 mg/kg, cerca
de 0,225 a cerca de 1,400 mg/kg, cerca de 0,225 a cerca de 1,400
mg/kg, cerca de 0,225 a cerca de 1,200 mg/kg, cerca de 0,225 a cerca
de 1,100 mg/kg, cerca de 0,225 a cerca de 1,000 mg/kg, cerca de
0,225 a cerca de 0,900 mg/kg, cerca de 0,225 a cerca de 0,800 mg/kg,
cerca de 0,225 a cerca de 0,700 mg/kg, cerca de 0,225 a cerca de
0,600 mg/kg, cerca de 0,225 a cerca de 0,500 mg/kg, cerca de 0,225 a
cerca de 0,400 mg/kg, cerca de 0,250 a cerca de 1,825 mg/kg, cerca
de 0,250 a cerca de 1,800 mg/kg, cerca de 0,250 a cerca de 1,700
mg/kg, cerca de 0,250 a cerca de 1,600 mg/kg, cerca de 0,250 a cerca
de 1,500 mg/kg, cerca de 0,250 a cerca de 1,400 mg/kg, cerca de
0,250 a cerca de 1,400 mg/kg, cerca de 0,250 a cerca de 1,200 mg/kg,
cerca de 0,250 a cerca de 1,100 mg/kg, cerca de 0,250 a cerca de
1,000 mg/kg, cerca de 0,250 a cerca de 0,900 mg/kg, cerca de 0,250 a
cerca de 0,800 mg/kg, cerca de 0,250 a cerca de 0,700 mg/kg, cerca
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de 0,250 a cerca de 0,600 mg/kg, cerca de 0,250 a cerca de 0,500
mg/kg, cerca de 0,250 a cerca de 0,400 mg/kg, cerca de 0,425 a cerca
de 1,825 mg/kg, cerca de 0,425 a cerca de 1,800 mg/kg, cerca de
0,425 a cerca de 1,700 mg/kg, cerca de 0,425 a cerca de 1,600 mg/kg,
cerca de 0,425 a cerca de 1,500 mg/kg, cerca de 0,425 a cerca de
1,400 mg/kg, cerca de 0,425 a cerca de 1,400 mg/kg, cerca de 0,425 a
cerca de 1,200 mg/kg, cerca de 0,425 a cerca de 1,100 mg/kg, cerca
de 0,425 a cerca de 1,000 mg/kg, cerca de 0,425 a cerca de 0,900
mg/kg, cerca de 0,425 a cerca de 0,800 mg/kg, cerca de 0,425 a cerca
de 0,700 mg/kg, cerca de 0,425 a cerca de 0,600 mg/kg, cerca de
0,425 a cerca de 0,500 mg/kg, cerca de 0,450 a cerca de 1,825 mg/kg,
cerca de 0,450 a cerca de 1,800 mg/kg, cerca de 0,450 a cerca de
1,700 mg/kg, cerca de 0,450 a cerca de 1,600 mg/kg, cerca de 0,450 a
cerca de 1,500 mg/kg, cerca de 0,450 a cerca de 1,400 mg/kg, cerca
de 0,450 a cerca de 1,400 mg/kg, cerca de 0,450 a cerca de 1,200
mg/kg, cerca de 0,450 a cerca de 1,100 mg/kg, cerca de 0,450 a cerca
de 1,000 mg/kg, cerca de 0,450 a cerca de 0,900 mg/kg, cerca de
0,450 a cerca de 0,800 mg/kg, cerca de 0,450 a cerca de 0,700 mg/kg,
cerca de 0,450 a cerca de 0,600 mg/kg, cerca de 0,450 a cerca de
0,500 mg/kg, cerca de 0,475 a cerca de 1,825 mg/kg, cerca de 0,475 a
cerca de 1,800 mg/kg, cerca de 0,475 a cerca de 1,700 mg/kg, cerca
de 0,475 a cerca de 1,600 mg/kg, cerca de 0,475 a cerca de 1,500
mg/kg, cerca de 0,475 a cerca de 1,400 mg/kg, cerca de 0,475 a cerca
de 1,400 mg/kg, cerca de 0,475 a cerca de 1,200 mg/kg, cerca de
0,475 a cerca de 1,100 mg/kg, cerca de 0,475 a cerca de 1,000 mg/kg,
cerca de 0,475 a cerca de 0,900 mg/kg, cerca de 0,475 a cerca de
0,800 mg/kg, cerca de 0,475 a cerca de 0,700 mg/kg, cerca de 0,475 a
cerca de 0,600 mg/kg, cerca de 0,475 a cerca de 0,500 mg/kg, cerca
de 0,875 a cerca de 1,825 mg/kg, cerca de 0,875 a cerca de 1,800
mg/kg, cerca de 0,875 a cerca de 1,700 mg/kg, cerca de 0,875 a cerca

Peticéo 870200003204, de 08/01/2020, pag. 223/349



163/216

de 1,600 mg/kg, cerca de 0,875 a cerca de 1,500 mg/kg, cerca de
0,875 a cerca de 1,400 mg/kg, cerca de 0,875 a cerca de 1,400 mg/kg,
cerca de 0,875 a cerca de 1,200 mg/kg, cerca de 0,875 a cerca de
1,100 mg/kg, cerca de 0,875 a cerca de 1,000 mg/kg, cerca de 0,875 a
cerca de 0,900 mg/kg, cerca de 0,900 a cerca de 1,825 mg/kg, cerca
de 0,900 a cerca de 1,800 mg/kg, cerca de 0,900 a cerca de 1,700
mg/kg, cerca de 0,900 a cerca de 1,600 mg/kg, cerca de 0,900 a cerca
de 1,500 mg/kg, cerca de 0,900 a cerca de 1,400 mg/kg, cerca de
0,900 a cerca de 1,400 mg/kg, cerca de 0,900 a cerca de 1,200 mg/kg,
cerca de 0,900 a cerca de 1,100 mg/kg, cerca de 0,900 a cerca de
1,000 mg/kg, cerca de 0,925 a cerca de 1,825 mg/kg, cerca de 0,925 a
cerca de 1,800 mg/kg, cerca de 0,925 a cerca de 1,700 mg/kg, cerca
de 0,925 a cerca de 1,600 mg/kg, cerca de 0,925 a cerca de 1,500
mg/kg, cerca de 0,925 a cerca de 1,400 mg/kg, cerca de 0,925 a cerca
de 1,400 mg/kg, cerca de 0,925 a cerca de 1,200 mg/kg, cerca de
0,925 a cerca de 1,100 mg/kg, ou cerca de 0,925 a cerca de 1,000
mg/kg. Os valores e as faixas intermediarias para os valores
enunciados anteriormente mencionados também estdo destinados a
ser parte desta invencéo, por exemplo, o agente de RNAI pode ser
administrado a individuos a uma dose de cerca de 0,015 mg/kg a
cerca de 0,45 mg/mg.

[00447] Por exemplo, o agente de RNAI, por exemplo, agente de
RNAI em uma composicédo farmacéutica, pode ser administrado a uma
dose de cerca de 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, cerca de 0,5 mg/kg, 0,525 mg/kg,
0,55 mg/kg, 0,575 mg/kg, cerca de 0,6 mg/kg, 0,625 mg/kg, 0,65
mg/kg, 0,675 mg/kg, cerca de 0,7 mg/kg, 0,725 mg/kg, 0,75 mg/kg,
0,775 mg/kg, cerca de 0,8 mg/kg, 0,925 mg/kg, 0,95 mg/kg, 0,975
mg/kg, cerca de 1,0 mg/kg, 1,025 mg/kg, 1,05 mg / kg, 1,075 mg/kg,
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cerca de 1,1 mg/kg, 1,125 mg/kg, 1,15 mg/kg, 1,175 mg/kg, cerca de
1,2 mg/kg, 1,225 mg/kg 1,25 mg / kg, 1,275 mg/kg, cerca de 1,3
mg/kg, 1,325 mg/kg, 1,35 mg/kg, 1,375 mg/kg, cerca de 1,4 mg/kg,
1,425 mg/kg, 1,45 mg/kg, 1,475 mg/kg cerca de 1,5 mg/kg, 1,525
mg/kg, 1,55 mg/kg, 1,575 mg/kg, cerca de 1,6 mg/kg, 1,625 mg/kg,
1,65 mg/kg, 1,675 mg/kg, cerca de 1,7 mg/kg, 1,725 mg/kg, 1,75
mg/kg, 1,775 mg/kg, ou cerca de 1,8 mg/kg. Os valores intermediarios
para os valores enumerados anteriormente mencionados também
estéo destinados a ser parte desta invencéo.

[00448] Em algumas modalidades da invencao, por exemplo,
guando uma agente de RNAIi compreende uma fita senso e uma fita
antissenso, a fita antissenso compreendendo uma regido de
complementaridade para um Serpincl que codifica um mRNAL1 que
compreende pelo menos 15 nucleotideos contiguos diferente em néao
mais de 3 nucleotideos da sequéncia de nucleotideos de 5' -
UUGAAGUAAAUGGUGUUAACCAG - 3" (SEQ ID NO: 15), onde
praticamente todos os nucleotideos da fita senso e substancialmente
todos os nucleotideos da fita antissenso sdo nucleotideos modificados,
e onde a fita senso esta conjugada com um ligante fixado no 3'-
terminal, tal agente € uma composicdo farmacéutica administrada em
uma dose de cerca de 0,200 a cerca de 1,825 mg/kg, 0,200 a cerca de
1,800 mg/kg, cerca de 0,200 a cerca de 1,700 mg/kg, cerca de 0.200 a
cerca de 1,600 mg/kg, cerca de 0,200 a cerca de 1,500 mg/kg, cerca
de 0,200 a cerca de 1,400 mg/kg, cerca de 0,200 a cerca de 1,400
mg/kg, cerca de 0,200 a cerca de 1,200 mg/kg, cerca de 0,200 a cerca
de 1,100 mg/kg, cerca de 0,200 a cerca de 1,000 mg/kg, cerca de
0,200 a cerca de 0,900 mg/kg, cerca de 0,200 a cerca de 0,800 mg/kg,
cerca de 0,200 a cerca de 0,700 mg/kg, cerca de 0,200 a cerca de
0,600 mg/kg, cerca de 0,200 a cerca de 0,500 mg/kg, cerca de 0,200 a
cerca de 0,400 mg/kg, cerca de 0,225 a cerca de 1,825 mg/kg, cerca
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de 0,225 a cerca de 1,800 mg/kg, cerca de 0,225 a cerca de 1,700
mg/kg, cerca de 0,225 a cerca de 1,600 mg/kg, cerca de 0,225 a cerca
de 1,500 mg/kg, cerca de 0,225 a cerca de 1,400 mg/kg, cerca de
0,225 a cerca de 1,400 mg/kg, cerca de 0,225 a cerca de 1,200 mg/kg,
cerca de 0,225 a cerca de 1,100 mg/kg, cerca de 0,225 a cerca de
1,000 mg/kg, cerca de 0,225 a cerca de 0,900 mg/kg, cerca de 0,225 a
cerca de 0,800 mg/kg, cerca de 0,225 a cerca de 0,700 mg/kg, cerca
de 0,225 a cerca de 0,600 mg/kg, cerca de 0,225 a cerca de 0,500
mg/kg, cerca de 0,225 a cerca de 0,400 mg/kg, cerca de 0,250 a cerca
de 1,825 mg/kg, cerca de 0,250 a cerca de 1,800 mg/kg, cerca de
0,250 a cerca de 1,700 mg/kg, cerca de 0,250 a cerca de 1,600 mg/kg,
cerca de 0,250 a cerca de 1,500 mg/kg, cerca de 0,250 a cerca de
1,400 mg/kg, cerca de 0,250 a cerca de 1,400 mg/kg, cerca de 0,250 a
cerca de 1,200 mg/kg, cerca de 0,250 a cerca de 1,100 mg/kg, cerca
de 0,250 a cerca de 1,000 mg/kg, cerca de 0,250 a cerca de 0,900
mg/kg, cerca de 0,250 a cerca de 0,800 mg/kg, cerca de 0,250 a cerca
de 0,700 mg/kg, cerca de 0,250 a cerca de 0,600 mg/kg, cerca de
0,250 a cerca de 0,500 mg/kg, cerca de 0,250 a cerca de 0,400 mg/kg,
cerca de 0,425 a cerca de 1,825 mg/kg, cerca de 0,425 a cerca de
1,800 mg/kg, cerca de 0,425 a cerca de 1,700 mg/kg, cerca de 0,425 a
cerca de 1,600 mg/kg, cerca de 0,425 a cerca de 1,500 mg/kg, cerca
de 0,425 a cerca de 1,400 mg/kg, cerca de 0,425 a cerca de 1,400
mg/kg, cerca de 0,425 a cerca de 1,200 mg/kg, cerca de 0,425 a cerca
de 1,100 mg/kg, cerca de 0,425 a cerca de 1,000 mg/kg, cerca de
0,425 a cerca de 0,900 mg/kg, cerca de 0,425 a cerca de 0,800 mg/kg,
cerca de 0,425 a cerca de 0,700 mg/kg, cerca de 0,425 a cerca de
0,600 mg/kg, cerca de 0,425 a cerca de 0,500 mg/kg, cerca de 0,450 a
cerca de 1,825 mg/kg, cerca de 0,450 a cerca de 1,800 mg/kg, cerca
de 0,450 a cerca de 1,700 mg/kg, cerca de 0,450 a cerca de 1,600
mg/kg, cerca de 0,450 a cerca de 1,500 mg/kg, cerca de 0,450 a cerca

Peticéo 870200003204, de 08/01/2020, pag. 226/349



166/216

de 1,400 mg/kg, cerca de 0,450 a cerca de 1,400 mg/kg, cerca de
0,450 a cerca de 1,200 mg/kg, cerca de 0,450 a cerca de 1,100 mg/kg,
cerca de 0,450 a cerca de 1,000 mg/kg, cerca de 0,450 a cerca de
0,900 mg/kg, cerca de 0,450 a cerca de 0,800 mg/kg, cerca de 0,450 a
cerca de 0,700 mg/kg, cerca de 0,450 a cerca de 0,600 mg/kg, cerca
de 0,450 a cerca de 0,500 mg/kg, cerca de 0,475 a cerca de 1,825
mg/kg, cerca de 0,475 a cerca de 1,800 mg/kg, cerca de 0,475 a cerca
de 1,700 mg/kg, cerca de 0,475 a cerca de 1,600 mg/kg, cerca de
0,475 a cerca de 1,500 mg/kg, cerca de 0,475 a cerca de 1,400 mg/kg,
cerca de 0,475 a cerca de 1,400 mg/kg, cerca de 0,475 a cerca de
1,200 mg/kg, cerca de 0,475 a cerca de 1,100 mg/kg, cerca de 0,475 a
cerca de 1,000 mg/kg, cerca de 0,475 a cerca de 0,900 mg/kg, cerca
de 0,475 a cerca de 0,800 mg/kg, cerca de 0,475 a cerca de 0,700
mg/kg, cerca de 0,475 a cerca de 0,600 mg/kg, cerca de 0,475 a cerca
de 0,500 mg/kg, cerca de 0,875 a cerca de 1,825 mg/kg, cerca de
0,875 a cerca de 1,800 mg/kg, cerca de 0,875 a cerca de 1,700 mg/kg,
cerca de 0,875 a cerca de 1,600 mg/kg, cerca de 0,875 a cerca de
1,500 mg/kg, cerca de 0,875 a cerca de 1,400 mg/kg, cerca de 0,875 a
cerca de 1,400 mg/kg, cerca de 0,875 a cerca de 1,200 mg/kg, cerca
de 0,875 a cerca de 1,100 mg/kg, cerca de 0,875 a cerca de 1,000
mg/kg, cerca de 0,875 a cerca de 0,900 mg/kg, cerca de 0,900 a cerca
de 1,825 mg/kg, cerca de 0,900 a cerca de 1,800 mg/kg, cerca de
0,900 a cerca de 1,700 mg/kg, cerca de 0,900 a cerca de 1,600 mg/kg,
cerca de 0,900 a cerca de 1,500 mg/kg, cerca de 0,900 a cerca de
1,400 mg/kg, cerca de 0,900 a cerca de 1,400 mg/kg, cerca de 0,900 a
cerca de 1,200 mg/kg, cerca de 0,900 a cerca de 1,100 mg/kg, cerca
de 0,900 a cerca de 1,000 mg/kg, cerca de 0,925 a cerca de 1,825
mg/kg, cerca de 0,925 a cerca de 1,800 mg/kg, cerca de 0,925 a cerca
de 1,700 mg/kg, cerca de 0,925 a cerca de 1,600 mg/kg, cerca de
0,925 a cerca de 1,500 mg/kg, cerca de 0,925 a cerca de 1,400 mg/kg,
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cerca de 0,925 a cerca de 1,400 mg/kg, cerca de 0,925 a cerca de
1,200 mg/kg, cerca de 0,925 a cerca de 1,100 mg/kg, ou cerca de
0,925 a cerca de 1,000 mg/kg. Os valores e as faixas intermediarias
para os valores enunciados anteriormente mencionados também estao
destinados a ser parte desta invencao, por exemplo, o agente de RNAI
pode ser administrado a individuos a uma dose de cerca de 0,015
mg/kg a cerca de 0,45 mg/mg.

[00449] Por exemplo, o agente de RNAI, por exemplo, agente de
RNAI em uma composicao farmacéutica, pode ser administrado a uma
dose de cerca de 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, cerca de 0,5 mg/kg, 0,525 mg/kg,
0,55 mg/kg, 0,575 mg/kg, cerca de 0,6 mg/kg, 0,625 mg/kg, 0,65
mg/kg, 0,675 mg/kg, cerca de 0,7 mg/kg, 0,725 mg/kg, 0,75 mg/kg,
0,775 mg/kg, cerca de 0,8 mg/kg, 0,925 mg/kg, 0,95 mg/kg, 0,975
mg/kg, cerca de 1,0 mg/kg, 1,025 mg/kg, 1,05 mg / kg, 1,075 mg/kg,
cerca de 1,1 mg/kg, 1,125 mg/kg, 1,15 mg/kg, 1,175 mg/kg, cerca de
1,2 mg/kg, 1,225 mg/kg, 1,25 mg/kg, 1,275 mg/kg, cerca de 1,3 mg/kg,
1,325 mg/kg, 1,35 mg/kg, 1,375 mg/kg, cerca de 1,4 mg/kg, 1,425
mg/kg, 1,45 mg/kg, 1,475 mg/kg, cerca de 1,5 mg/kg, 1,525 mg/kg,
1,55 mg/kg, 1,575 mg/kg, cerca de 1,6 mg/kg, 1,625 mg/kg, 1,65
mg/kg, 1,675 mg/kg, cerca de 1,7 mg/kg, 1,725 mg/kg, 1,75 mg/kg,
1,775 mg/kg, ou cerca de 1,8 mg/kg. Os valores intermediarios para
os valores enumerados anteriormente mencionados também estdo
destinados a ser parte desta invencao.

[00450] Em algumas modalidades, uma composicdo farmacéutica
compreendendo o agente de iIRNA é administrada a um individuo em
uma dose fixa. Uma "dose fixa" (por exemplo, uma dose em mg),
significa que uma dose de um agente de iRNA é usado para todos o0s

individuos, independentemente de quaisquer factores relacionados
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com individuos especificos, como o peso. Em uma determinada
modalidade, uma dose fixa de um agente de iRNA da invencdo é
baseada em um peso ou idade pré-determinados.

[00451] Em algumas modalidades, a composicdo farmacéutica
compreendendo o agente de RNAI é administrada a uma dose fixa de
entre cerca de 25 mg a cerca de 100 mg, por exemplo, entre cerca de
25 mg a cerca de 95 mg, entre cerca de 25 mg a cerca de 90 mg,
entre cerca de 25 mg a cerca de 85 mg, entre cerca de 25 mg a cerca
de 80 mg, entre cerca de 25 mg a cerca de 75 mg, entre cerca de 25
mg a cerca de 70 mg, entre cerca de 25 mg a cerca de 65 mg, entre
cerca de 25 mg a cerca de 60 mg, entre cerca de 25 mg a cerca de 50
mg, entre cerca de 50 a cerca de 100 mg, entre cerca de 50 mg a
cerca de 95 mg, entre cerca de 50 mg a cerca de 90 mg, entre cerca
de 50 mg a cerca de 85 mg, entre cerca de 50 mg a cerca de 80 mg,
entre cerca de 30 a cerca de 100 mg, entre cerca de 30 mg a cerca de
90 mg, entre cerca de 30 mg a cerca de 80 mg, entre cerca de 40 a
cerca de 100 mg, entre cerca de 40 mg a cerca de 90 mg, entre cerca
de 40 mg a cerca de 80 mg, entre cerca de 60 a cerca de 100 mg,
entre cerca de 60 mg a cerca de 90 mg, entre cerca de 25 mg a cerca
de 55 mg, entre cerca de 30 mg a cerca de 95 mg, entre cerca de 30
mg a cerca de 85 mg, entre cerca de 30 mg a cerca de 75 mg, entre
cerca de 30 mg a cerca de 65 mg, entre cerca de 30 mg a cerca de 55
mg, entre cerca de 40 mg a cerca de 95 mg, entre cerca de 40 mg a
cerca de 85 mg, entre cerca de 40 mg a cerca de 75 mg, entre cerca
de 40 mg a cerca de 65 mg, entre cerca de 40 mg a cerca de 55 mg,
ou entre cerca de 45 mg a cerca de 95 mg.

[00452] Em algumas modalidades, a composicdo farmacéutica
compreendendo o agente de RNAI € administrada em uma dose fixa
de cerca de 25 mg, cerca de 30 mg, cerca de 35 mg, cerca de 40 mg,

cerca de 45 mg, cerca de 50 mg, cerca de 55 mg, cerca de 60 mg,
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cerca de 65 mg, cerca de 70 mg, cerca de 75 mg, cerca de 80 mg,
cerca de 85 mg, cerca de 90 mg, cerca de 95 mg ou cerca de 100 mg.

[00453] A composicdo farmacéutica compreendendo o iRNA pode
ser administrada ao individuo cerca de uma vez por més, cerca de
uma vez a cada cinco semanas, cerca de uma vez a cada dois meses
Ou uma vez a cada trimestre.

[00454] A composicdo farmacéutica compreendendo o agente de
IRNA pode ser administrada ao individuo como uma ou mais doses.
Em algumas modalidades, as composicbes farmacéuticas
compreendendo o agente de iRNA de fita dupla pode ser administrado
a um individuo como uma dose mensal de cerca de 0,200 mg/kg a
cerca de 0,250 mg/kg, uma dose mensal de cerca de 0,425 mg/kg a
cerca de 0,475 mg/kg, uma dose mensal de cerca de 0,875 mg/kg a
cerca de 0,925 mg/kg, ou como uma dose mensal de cerca de 1,775
mg/kg a cerca de 1,825 mg/kg. Em algumas modalidades, as
composi¢des farmacéuticas compreendendo o agente de iRNA de fita
dupla podem ser administradas para um individuo em uma dose fixa
de cerca de 25 mg a cerca de 100 mg, por exemplo, cerca de 25 mg,
50 mg, cerca de 80 mg, ou seja, cerca de 100 mg.

[00455] A composicdo farmacéutica pode ser administrada por
infusdo intravenosa durante um periodo de tempo, como durante 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 administracdo pode ser
repetida, por exemplo, em uma base regular, como, por exemplo,
semanalmente, quinzenalmente (a cada duas semanas),
mensalmente, a cada dois meses, a cada trés meses, a cada quatro
meses ou mais. ApOs um regime inicial de tratamento, o tratamento
pode ser administrado em uma base menos frequente. Por exemplo,
ap0s a administracdo semanalmente ou quinzenalmente por trés

meses, a administracdo pode ser repetida uma vez por més, por seis
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meses ou por um ano ou mais.

[00456] A composicao farmacéutica pode ser administrada uma vez
ao dia, ou o IRNA pode ser administrado como dois, trés, ou mais sub-
doses a intervalos regulares ao longo do dia ou mesmo com o uso de
infusdo continua ou aplicacdo atraves de uma formulagcéo de liberacéo
controlada. Nesse caso, 0 iRNA contido em cada sub-dose deve ser
proporcionalmente menor para obter a dose diaria total. A unidade de
dosagem também pode formar composicdes para aplicagcdo ao longo
de varios dias, por exemplo, usando uma formulacdo de liberacdo
sustentada convencional que prevé liberagcdo sustentada do iRNA
durante um periodo de vérios dias. Formulacdes de liberacdo
sustentada sdo bem conhecidas na técnica e séo particularmente Gteis
para entrega de agentes em um determinado sitio, como, por exemplo,
podem ser usados com o0s agentes da presente invencdo. Nesta
modalidade, a unidade de dosagem contém um mudltiplo
correspondente da dose diaria.

[00457] Em outras modalidades, uma dose Unica de composicdes
farmacéuticas pode ser de longa duracédo, de tal forma que doses
subsequentes sao administradas em ndo mais de 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, ou
8 semana de intervalo. Em algumas modalidades da invengcao, uma
dose Unica de composic¢des farmacéuticas da invencdo é administrada
uma vez por meés.

[00458] Os versados na técnica irdo compreender que
determinados fatores podem influenciar a dosagem e a temporizacao
necessaria para tratar efetivamente um individuo, incluindo, mas nao
se limitando a, gravidade da doenca ou disturbio, tratamentos
anteriores, saude geral e/ou idade do individuo e outras doencas
presentes. Além disso, o tratamento de um individuo com uma
guantidade terapeuticamente eficaz da composi¢cdo pode incluir um

Unico tratamento ou uma série de tratamentos. As estimativas de
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doses eficazes e meias-vidas in vivo para os iRNAs individuais
abrangidos pela invencdo podem ser feitas usando metodologias
convencionais ou com base em testes in vivo usando um modelo
animal adequado, conforme ja descrito neste documento.

[00459] Os avancos na genética do camundongo tem gerado uma
série de modelos de camundongo para o estudo de diversas doencas
humanas, como um distirbio hemorragico que se beneficiaria com a
reducao da expressao de Serpincl. Tais modelos podem ser usados
para testes in vivo de iRNA, bem como para a determinacdo de uma
dose terapéutica eficaz. Modelos adequados de camundongo séo
conhecidos na técnica e incluem, por exemplo, modelos de
camundongo de hemofilia A e modelos de camundongo de hemofilia
B, por exemplo, camundongos contendo um nocaute de um gene de
fator de coagulacdo, como os descritas em Bolliger, et al. (2010)
Thromb Haemost 103:1233-1238, Bi L, et al. (1995) Nat Genet 10:
119-21, Lin et al. (1997) Blood 90: 3962-6, Kundu et al. (1998) Blood
92: 168-74, Wang et al. (1997) Proc Natl Acad Sci U S A 94: 11563-6,
e Jin, et al. (2004) Blood 104:1733.

[00460] As composicdes farmacéuticas da presente invencgao
podem ser administradas em um numero de maneiras, dependendo se
o tratamento local ou sistémico é desejado e sobre a area a ser
tratada. A administracdo pode ser topica (por exemplo, por um adesivo
transdérmico), pulmonar, por exemplo, por inalagcéo ou insuflacdo de
pos ou aerossois, incluindo por nebulizador; intratraqueal, intranasal,
epidérmico e transdérmico, oral ou parenteral. A administracéo
parenteral inclui injecdo ou infusdo venosa, intra-arterial, subcutanea,
intraperitonial ou intramuscular; subdérmica, por exemplo, através de
um dispositivo implantado ou intracraniana, por exemplo,
administracao intraparenquimatosa, intratecal ou intraventricular.

[00461] A IRNA pode ser aplicado de forma a atingir um

Peticéo 870200003204, de 08/01/2020, pag. 232/349



172/216

determinado tecido, como o figado (por exemplo, os hepatocitos do
figado).

[00462] Composicdes e formulacbes farmacéuticas para
administracdo topica podem incluir adesivos transdérmicos, pomadas,
locbes , cremes, géis, gotas, supositorios, sprays, liquidos e pos.
Veiculos farmacéuticos convencionais, aquosos, em p6 ou em bases
oleosas, espessantes e similares podem ser necessario ou desejaveis.
Preservativos, luvas e similares revestidos também podem ser uteis.
FormulagBes topicas apropriadas incluem aquelas em que os iRNAs
em destaque na invencado estdo em mistura com um agente de
aplicacdo tépica como lipidios, lipossomas, acidos graxos, ésteres de
acidos graxos, esteroides, agentes quelantes e tensoativos.
Formulacfes para uso topico sao descritas em detalhe na patente US
6.747.014, a qual é aqui incorporada por referéncia.

A. FormulacOes adicionais

I. Emulsdes

[00463] As composicoes da presente invencdo podem ser
preparadas e formuladas como emulsdes. Emulsdes séo tipicamente
sistemas heterogéneos de um liquido disperso em outro sob a forma
de gotas geralmente superiores a 0,1 m de diametro (ver, por exemplo,
Ansel's Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems,
Allen, LV., Popovich NG., e Ansel HC., 2004, Lippincott Willlams &
Wilkins (8th ed.), New York, NY; Idson, in Pharmaceutical Dosage
Forms, Lieberman, Rieger and Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker,
Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 199; Rosoff, in Pharmaceutical
Dosage Forms, Lieberman, Rieger and Banker (Eds.), 1988, Marcel
Dekker, Inc., New York, N.Y., Volume 1, p. 245; Block in
Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger and Banker (Eds.),
1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 2, p. 335; Higuchi

et al., in Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co.,
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Easton, Pa., 1985, p. 301). Emulsbes sdo muitas vezes sistemas
bifasicos compreendendo duas fases liquidas imisciveis intimamente
misturadas e dispersas umas com as outras. Em geral, emulsdes
podem ser de agua em Oleo (w/0) ou 0 6leo em agua (o/w). Quando
uma fase aquosa € finamente dividida em e dispersada como
minusculas goticulas em uma fase oleosa volumosa, a composicéao
resultante €& chamada de emulsdo agua em 6leo (w/0).
Alternativamente, quando uma fase oleosa é finamente dividida em e
dispersada como mindsculas goticulas em uma fase aquosa
volumosa, a composicao resultante é chamada de uma emulséo 6leo
em agua (o/w). Emulsdes podem conter componentes adicionais além
das fases dispersas, e o farmaco ativo que pode estar presente como
uma solucédo em fase aquosa, fase oleosa ou em si como uma fase
separada. Excipientes  farmacéuticos como  emulsionantes,
estabilizantes, corantes e antioxidantes também podem estar
presentes em emulsdes, conforme necessario. Emulsbes farmacéutica
também podem ser varias emulsdes que sdo compostas por mais de
duas fases, como, por exemplo, no caso de emulsdes 6leo-em-agua-
em-0leo (o/w/0) e agua-em-oleo-em-agua (w/o/w). Tais formulacfes
complexas, muitas vezes, oferecem certas vantagens que emulsoes
binaria simples ndo. Emuls6es multiplas em que as goticulas de 6éleo
individuais de uma emulsdo o/w contém pequenas goticulas de agua
constituem uma emulsdo w/o/w. Da mesma forma um sistema de
goticulas de 6leo contido em glébulos de agua estabilizado em uma
fase continua oleosa fornece uma emulséo o/w/o.

[00464] Emulsdes sé&o caracterizadas por pouca ou nenhuma
estabilidade termodindmica. Muitas vezes, a fase dispersa ou
descontinua da emulsdo € bem dispersada na fase externa ou
continua e mantida sob esta forma através dos meios de

emulsionantes ou a viscosidade da formulacdo. Uma das fases da
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emulsdo pode ser uma semi-solida ou solida, como € o caso de bases
de pomadas e cremes de estilo emulsédo. Outros meios de estabilizar
emulsdes implica o uso de emulsificantes que podem ser incorporados
em cada fase da emulséo. Os emulsificantes podem ser amplamente
classificados em quatro categorias: tensoativos  sintéticos,
emulsificantes de ocorréncia natural, bases de absorcdo e solidos
finaamente dispersos (ver, por exemplo, Ansel's Pharmaceutical
Dosage Forms and Drug Delivery Systems, Allen, LV., Popovich NG.,
and Ansel HC., 2004, Lippincott Williams & Wilkins (8th ed.), New
York, NY; Idson, in Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger
and Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volume
1, p. 199).

[00465] Tensoativos sintéticos, também conhecido como agentes
ativos de superficie, encontraram uma ampla aplicabilidade na
formulacdo de emulsdes e foram revistos na literatura (ver, por
exemplo, Ansel's Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery
Systems, Allen, LV., Popovich NG., and Ansel HC., 2004, Lippincott
Williams & Wilkins (8th ed.), New York, NY; Rieger, in Pharmaceutical
Dosage Forms, Lieberman, Rieger and Banker (Eds.), 1988, Marcel
Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 285; Idson, in
Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger and Banker (Eds.),
Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., 1988, volume 1, p. 199). Os
tensoativos sao tipicamente amfifilicos e compreendem uma porcéo
hidrofilica e hidrofébica. A razdo entre a natureza hidrofilica para
hidrofobica do tensoativo tem sido chamada de equilibrio
hidrofilo/lipéfilo (HLB) e € uma ferramenta valiosa na classificacdo e
selecdo de tensoativos na preparacdo de formulagdes. Tensoativos
podem ser classificados em diferentes classes com base na natureza
do grupo hidrofilico: n&o ibnico, anibnico e anfotérico (ver, por

exemplo, Ansel's Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery
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Systems, Allen, LV., Popovich NG., and Ansel HC., 2004, Lippincott
Williams & Wilkins (8th ed.), New York, NY; Rieger, in Pharmaceutical
Dosage Forms, Lieberman, Rieger and Banker (Eds.), 1988, Marcel
Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 285).

[00466] Emulsionantes de ocorréncia natural usados em
formulacbes de emulséo incluem lanolina, cera de abelha, fosfatidos,
lecitina e acacia. Bases de absorcdo possuem propriedades
hidrofilicas de modo que possam absorver a agua para formar
emulsdes de w/o, mas manter a sua consisténcia semi-solida, como a
lanolina anidra e petrolato hidrofilico. Soélidos finamente divididos
também tém sido usados como emulsificantes bons especialmente em
combinagcdo com tensoativos e em preparacbes viscosas. Estes
incluem sdélidos inorganicos polares, como hidréxidos de metais
pesados, argilas ndo residentes como betoina, atapulgita, hectorita,
caulim, montmorilonita, silicato de aluminio coloidal e silicato de
aluminio magnésio coloidal, pigmentos e sdlidos apolar, como carbono
ou tristearato de glicerila.

[00467] Uma grande variedade de materiais ndo emulsificantes
também estdo incluidos em formulacdes de emulsdo e contribuem
para as propriedades das emulsdes. Estes incluem gorduras, o6leos,
ceras, acidos graxos, alcoois graxos, ésteres graxos, umectantes,
coloides hidrofilicos, conservantes e antioxidantes (Block, in
Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger and Banker (Eds.),
1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 335; Idson, in
Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger and Banker (Eds.),
1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 199).

[00468] Os coloides hidrofilicos ou hidrocoloides incluem gomas de
ocorréncia natural e de polimeros sintéticos, como polissacarideos
(por exemplo, acacia, agar-agar, acido alginico, carragena, goma guar,

goma de caraia, tragacanto), derivados de celulose (por exemplo,
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carboximetilcelulose e carboxipropilcelulose) e polimeros sintéticos
(por exemplo, carbdmeros, éteres de celulose e polimeros
carboxivinil). Estes dispersam ou incham em agua para formar
solugdes coloidais que estabilizam emulsées formando filmes
interfaciais fortes em torno de goticulas da fase de dispersédo e
aumentando a viscosidade da fase externa.

[00469] Uma vez que emulsdes frequentemente contém um namero
de ingredientes, como carboidratos, proteinas, esterois e fosfatidos
gue podem facilmente suportar o crescimento de micrébios, estas
formulacbes frequentemente incorporam conservantes. Conservantes
comumente usados incluidos em formulacbes de emulsdo incluem
metil parabeno, propil parabeno, sais de aménio quaternario, cloreto
de benzalconio, ésteres do acido p-hidroxibenzoico e acido bérico. Os
antioxidantes sdo também comumente adicionados a formulacdes de
emulsdo para evitar a deterioracdo da formulacdo. Os antioxidantes
usados podem ser os removedores de radicais livres, como tocoferais,
alquil galatos, butil-hidroxianisolo, hidroxitolueno butilado, ou agentes
redutores, como o acido ascérbico e metabissulfito de sdédio,
antioxidante sinérgicos, como acido citrico, acido tartarico e lecitina.
[00470] A aplicacdo de formulacbes de emulsdo através de via
dermatol6gica, parenteral e oral e métodos para suas fabricacdes
foram revistas na literatura (ver, por exemplo, Ansel's Pharmaceutical
Dosage Forms and Drug Delivery Systems, Allen, LV., Popovich NG.,
and Ansel HC., 2004, Lippincott Williams & Wilkins (8th ed.), New
York, NY; Idson, in Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger
and Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volume
1, p. 199). Formulag¢des de emulsao para aplicacao oral tem sido muito
usada pela facilidade de formulacdo, bem como a eficacia de um ponto
de vista da absorcédo e biodisponibilidade (ver, por exemplo, Ansel's

Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems, Allen, LV.,

Peticéo 870200003204, de 08/01/2020, pag. 237/349



1771216

Popovich NG., and Ansel HC., 2004, Lippincott Williams & Wilkins (8th
ed.), New York, NY; Rosoff, in Pharmaceutical Dosage Forms,
Lieberman, Rieger and Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New
York, N.Y., volume 1, p. 245; Idson, in Pharmaceutical Dosage Forms,
Lieberman, Rieger and Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New
York, N.Y., volume 1, p. 199). Laxantes a base de 6leo mineral,
vitaminas solUveis em 0Oleo e preparacbes com alto teor de gordura
nutritivas estdo entre o0s materiais que tém sido comumente
administrados por via oral como emulsdes o/w.

il Microemulsdes

[00471] Em uma modalidade da presente invengcao, as
composicfes de iRNAs e acidos nucleicos sao formuladas como
microemulsdes. Uma microemulsédo pode ser definida como um
sistema de agua, Oleo e anfifilo que é um isotropico oticamente Unico e
solucéo liquida termodinamicamente estavel (ver, por exemplo, Ansel's
Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems, Allen, LV.,
Popovich NG., and Ansel HC., 2004, Lippincott Williams & Wilkins (8th
ed.), New York, NY; Rosoff, in Pharmaceutical Dosage Forms,
Lieberman, Rieger and Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New
York, N.Y., volume 1, p. 245). Microemuls@es tipicas sédo sistemas que
sdo preparados pela primeira dispersdao de um 6leo em uma solucéo
de tensoativo aquoso e, em seguida, adicionando uma quantidade
suficiente de um quarto componente, geralmente um alcool de
comprimento de cadeia intermediario para formar um sistema
transparente. Portanto, microemulsbes também tém sido descritas
como dispersdes claras isotropicamente termodinamicamente estavel
de dois liquidos imisciveis que sdo estabilizados por filmes interfaciais
de moléculas ativas de superficie (Leung e Shah, em: Controlled
Release of Drugs: Polymers and Aggregate Systems, Rosoff, M., Ed.,
1989, VCH Publishers, New York, pages 185-215). As microemulsdes
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sdo comumente preparadas através de uma combinacdo de trés a
cinco componentes que incluem o 6leo, agua, tensoativo, cotensoativo
e eletrolito. Se a microemulséo for do tipo agua em 6leo (w/0) ou Oleo
em agua (o/w) é dependente das propriedades do Oleo e tensoativo
usado e na estrutura e embalagem geométrica das cabecas polares e
caudas de hidrocarbonetos das moléculas de tensoativo (Schott, in
Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co., Easton,
Pa., 1985, p. 271).

[00472] A abordagem fenomenoldgica que usa diagramas de fases
foi extensivamente estudada e produziu um conhecimento abrangente,
para um versado na técnica, de como formular microemulsdes (ver,
por exemplo, Ansel's Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery
Systems, Allen, LV., Popovich NG., and Ansel HC., 2004, Lippincott
Williams & Wilkins (8th ed.), New York, NY; Rosoff, in Pharmaceutical
Dosage Forms, Lieberman, Rieger and Banker (Eds.), 1988, Marcel
Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 245; Idson, in
Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger and Banker (Eds.),
1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 335). Em
relacdo a emulsGes convencionais, as microemulsdes oferecem a
vantagem de solubilizar farmacos insoliveis em agua em uma
formulacdo de goticulas termodinamicamente estaveis que sao
formados espontaneamente.

[00473] Os tensoativos usados na preparacdo de mcroemulsbes
incluem, mas nao estao limitados a, tensoativos iOnicos, tensoativos
nao ionicos, Brij 96, éteres oleilico de polioxietileno, ésteres de &cidos
graxos de poliglicerol, monolaurato de tetraglicerol (ML310)
monooleato de tetraglicerol (MO310), monooleato de hexaglicerol
(PO310), pentaoleato de hexaglicerol (PO500), monocaprato de
decaglicerol (MCA750), monooleato de decaglicerol (MO750),

sequioleato de decaglicerol (SO750), decaoleato de decaglicerol
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(DAO750), sozinho ou em combinacdo com cotensoativos. O
cotensoativo, geralmente um alcool de cadeia curta, como o etanol, 1-
propanol, 1-butanol, serve para aumentar a fluidez interfacial
penetrando no filme de tensoativo e, consequentemente, criando um
filme desordenado por causa do vazio gerado entre as moléculas do
tensoativo. MicroemulsGes podem, entretanto, ser preparadas sem o
uso de cotensoativos e sistemas de microemulséo livre de alcool e
autoemulsionante sdo conhecidos na técnica. A fase aquosa pode ser
normalmente, mas nao esta limitado a, 4gua, uma solucdo aquosa do
farmaco, glicerina, PEG300, PEG400, poliglicerois, propileno glicois, e
derivados de etileno glicol. A fase de 6leo pode incluir, mas nao esta
limitada a, materiais como Captex 300, Captex 355, Capmul MCM,
ésteres de acidos graxos, mono, di e tri-glicerideos de cadeia média
(C8-C12), ésteres de acidos graxos de glicerila polioxietilado, alcoois
de acidos graxos, (glicerideos poliglicolizados, glicerideos
poliglicolizados saturados C8-C10, 6leos vegetais e 6leo de silicone.

[00474] As microemulsdes sao particularmente de interesse do
ponto de vista da solubilizacdo do farmaco e a absor¢cdo melhorada
dos farmacos. As microemulsdes a base lipidica (ambas o/w e w/0)
tém sido propostas para melhorar a biodisponibilidade oral de
farmacos, incluindo peptideos (ver, por exemplo, patente US Nos.
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 microemulsbes oferecem
vantagens para melhor solubilizacdo de farmacos, protecdo de
farmacos de hidrélise enzimatica, possivel reforco da absorcdo de
farmacos devido a alteracdes induzidas por tensoativo na fluidez e
permeabilidade da membrana, facilidade de preparacéao, facilidade da
administracdo oral sobre formas farmacéuticas solidas, maior poténcia

clinica e menor toxicidade (ver, por exemplo, Patente US Nos.
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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). Muitas vezes, as microemulsdes podem se formar
espontaneamente quando seus componentes sao reunidos em
temperatura ambiente. Isto pode ser particularmente vantajoso na
formulacdo de medicamentos, peptideos ou iRNAs termolabis. As
microemulsdes também tém sido eficazes na aplicacdo transdérmica
de componentes ativos tanto em aplicacdes farmacéuticas como de
cosméticos. Espera-se que as composicbes e formulacbes de
microemulsdo da presente invencao vai facilitar o aumento da
absorcdo sistémica de iIRNAs e &cidos nucleicos a partir do trato
gastrointestinal, bem como melhorar a absorcao celular local de iRNAs
e acidos nucleicos.

[00475] As microemulsBes da presente invencdo também podem
conter componentes adicionais e aditivos como monoestearato de
sorbitano (Grade 3), Labrasol, e potenciadores de penetragcdo para
melhorar as propriedades da formulacdo e melhorar a absorcéo dos
iIRNAs e acidos nucleicos da presente invencdo. Potencializadores de
penetracdo usados nas microemulsdes da presente invengcao podem
ser classificados como pertencente a uma dos cinco grandes
categorias--tensoativos, acidos graxos, sais biliares, agentes quelantes
e nao tensoativos nao quelantes (Lee et al., Critical Reviews in
Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991, p. 92). Cada uma destas
classes foi discutida acima.

iii. Microparticulas

[00476] Um agente de RNAI da invencao pode ser incorporado em
uma particula, como, por exemplo, uma microparticula.
Microparticulas podem ser produzida por secagem por atomizacao,
mas também podem ser produzidas por outros meétodos, incluindo

liofilizacdo, evaporacdo, secagem por leito fluidizado, secagem a
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Vacuo ou uma combinacgao dessas técnicas.

iv. Intensificadores de penetragéo

[00477] Em uma modalidade, a presente invencdo emprega varios
efeitos potenciadores de penetracdo para realizar a aplicagéo eficiente
de acidos nucleicos, particularmente iIRNAs, a pele de animais. A
maioria dos farmacos estdo presentes na solucdo em ambas as
formas ionizadas e ndo ionizadas. No entanto, normalmente sé
farmacos de lipidos solaveis ou lipofilicos facilmente atravessam as
membranas celulares. Descobriu-se que até mesmo os farmacos nao
lipofilicos podem atravessar as membranas celulares se a membrana
a ser atravessada for tratada com um potencializador de penetracéo.
Além da sua contribuicdo para a difusdo de farmacos lipofilicos através
das membranas celulares, intensificadores de penetracdo também
aumentam a permeabilidade de farmacos lipofilicos.

[00478] Intensificadores de penetracdao podem ser classificados
como pertencente a uma das cinco grandes categorias, ou seja,
tensoativos, acidos graxos, sais biliares, agentes quelantes e nao
tensoativos nao quelante (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 mencionadas acima sao
potenciadoras de penetracédo descritos abaixo em maior detalhe.
[00479] Tensoativos (ou "os agentes de superficie-ativa™) sao
entidades quimicas que, quando dissolvidos em uma solu¢do aquosa,
reduzem a tensao superficial da solugdo ou a tenséo interfacial entre a
solucdo aquosa e outro liquido, com o resultado de que a absorcédo de
iRNAs através da mucosa € melhorada. Além de sais biliares e de
acidos graxos, estes potenciadores de penetracdo incluem, por
exemplo, sulfato de lauril sédio, polioxietileno-9 lauril éter e éter cetilico

polioxietileno-20) (ver, por exemplo, Malmsten, M. Surfactants and
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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 perfluoroquimica, como FC-43. Takahashi et al., J.
Pharm. Pharmacol., 1988, 40, 252).

[00480] Varios acidos graxos e seus derivados que agem como
intensificadores de penetracdo incluem, por exemplo, acido oleico,
acido laurico, acido caprico (4cido n-decandico), acido miristico, acido
palmitico, acido esteérico, acido linoléico, acido linolénico, dicaprato,
tricaprato, monooleina (1-monooleoil-rac-glicerol), dilaurina, &cido
caprilico, acido araquidonico, glicerol  1-monocaprato, 1-
dodecilazacicloheptan-2-ona, acilcarnitinas, acilcolinas, C1-20 ésteres
alquilicos do mesmo (por exemplo, metila, isopropil e t-butil) e mono e
di-glicerideos dos mesmos (ou seja, oleato, laurato, caprato, miristato,
palmitato, 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).
[00481] O papel fisioldgico de bile inclui a facilitacdo da dispersao e
absorcdo de lipidos e vitaminas solaveis em gordura (ver, por
Malmsten, M. Surfactants and polymers in drug delivery, Informa
Health Care, New York, NY, 2002; Brunton, Chapter 38 in: Goodman &
Gilman's The Pharmacological Basis of Therapeutics, 92Ed., Hardman
et al. Eds., McGraw-Hill, New York, 1996, pp. 934-935). Varios sais
biliares naturais e seus derivados sintéticos, agem como
intensificadores de penetracdo. Assim, o termo "sais biliares" incluem
gualgquer um dos componentes de ocorréncia natural de bile, bem
como qualquer de seus derivados sintéticos. Sais biliares adequados
incluem, por exemplo, acido colico (ou o seu sal de sodio

farmaceuticamente aceitavel, colato de sodio), acido desidrocolico
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(desidrocolato de soédio), acido deoxicolico (deoxicolato de soédio),
acido glucolico (glucolato de sdédio), acido glicélico (glicocolato de
sodio), acido glicodeoxicolico (glicodeoxicolato de soédio), acido
taurocolico  (taurocolato de sodio), &acido taurodeoxicodlico
(taurodeoxicholato de soédio), acido acido quenodesoxicolico
(quenodeoxicolato de sodio), acido ursodeoxicolico (UDCA), saodio
tauro-24,25-dihidro-fusidato (STDHF), glicodi-hidrofusidato de sodio e
polioxietileno-9-lauril éter (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, page 92; Swinyard, Chapter 39 In: Remington's
Pharmaceutical Sciences, 18th Ed., Gennaro, ed., Mack Publishing
Co., Easton, Pa., 1990, pages 782-783; Muranishi, Critical Reviews in
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).

[00482] Agentes quelantes, como usado em relagcdo a presente
invengdo, podem ser definidos como compostos que removem ions
metalicos da solucéo, formando complexos com eles, com o resultado
de que a absorcdo de iRNAs através da mucosa € melhorado. No que
diz respeito ao seu uso como potenciadores de penetracdo na
presente invencdo, agentes quelantes tém a vantagem adicionada de
também servir como inibidores de DNase, pois a maioria das
nucleases de DNA caracterizadas necessitam de um ion metélico
divalente para catélise e portanto sédo inibidas por agentes quelantes
(Jarrett, J. Chromatogr., 1993, 618, 315-339). Agentes quelantes
adequados incluem, mas nao estdo limitados a, tetraacetato de
etilenodiamino (EDTA), acido citrico, salicilatos (por exemplo, salicilato
de sédio, 5-metoxisalicilato e homovanilatos), derivados de N-acil de

colageno, Lauril-9 e derivados de N-amino acil de B-dicetonas
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(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).

[00483] Conforme usado neste  documento, compostos
potencializadores de penetracdo nao tensoativo ndo quelante podem
ser definidos como compostos que demonstram atividade
insignificante como agentes quelantes ou como tensoativos, mas que,
no entanto, melhora a absorcdo de iRNAs através da mucosa
alimentar (ver, por exemplo, Muranishi, Critical Reviews in Therapeutic
Drug Carrier Systems, 1990, 7, 1-33). Esta classe de potenciadores de
penetracdo inclui, por exemplo, ureas ciclicas insaturadas, derivados
1-alquil- e l-alcenilazaciclo-alcanona (Lee et al., Critical Reviews in
Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991, pagina 92); e agentes nao
esteroides anti-inflamatorios, como diclofenaco soédico, indometacina e
fenilbutazona (Yamashita et al., J. Pharm. Pharmacol., 1987, 39, 621-
626).

[00484] Os agentes que melhoram a absorcdo de iRNAs no nivel
celular também podem ser adicionados a composi¢cdo farmacéutica e
outras composicdes da presente invencdo. Por exemplo, lipidios
cationicos, como uma lipofectina (JUNICHI et al, U.S. pat. N°
5.705.188), derivados de glicerol catibnico e moléculas, policatibnicas,
como polilisina (LOLIlo et al., Pedido PCT WO 97/30731), também sé&o
conhecidos para melhorar a absorcao 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;

Peticéo 870200003204, de 08/01/2020, pag. 245/349



185/216

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 Reagente de transfeccdo Q2 (Roche;
Grenzacherstrasse, Switzerland), Reagente de transfeccdo DOTAP
Liposomal (Grenzacherstrasse, Switzerland), Reagente de transfeccgéo
DOSPER Liposomal (Grenzacherstrasse, Switzerland), ou Fugene
(Grenzacherstrasse, Switzerland), Reagente Transfectam® (Promega,;
Madison, WI), Reagente de transfeccdo TransFast™ (Promega;
Madison, WI), Reagente Tfx™-20 (Promega; Madison, WI), Reagente
Tfx™-50 (Promega; Madison, WI), DreamFect™ (OZ Biosciences;
Marseille, France), EcoTransfect (OZ Biosciences; Marseille, France),
Reagente de transfeccdo TransPass? D1 (New England Biolabs;
Ipswich, MA, USA), LyoVec™/LipoGen™ (Invitrogen; San Diego, CA,
USA), Reagente de transfeccéo PerFectin (Genlantis; San Diego, CA,
USA), Reagente de transfeccdo NeuroPORTER (Genlantis; San
Diego, CA, USA), Reagente de transfeccdo GenePORTER (Genlantis;
San Diego, CA, USA), Reagente de transfeccao GenePORTER 2
(Genlantis; San Diego, CA, USA), Reagente de transfeccao Citofectina
(Genlantis; San Diego, CA, USA), Reagente de transfeccao
BaculoPORTER (Genlantis; San Diego, CA, USA), Reagente de
transfeccdo TroganPORTER™ (Genlantis; San Diego, CA, USA ),
RiboFect (Bioline; Taunton, MA, USA), PlasFect (Bioline; Taunton, MA,
USA), UniFECTOR (B-Bridge International; Mountain View, CA, USA),
SureFECTOR (B-Bridge International; Mountain View, CA, USA), ou
HiFect™ (B-Bridge International, Mountain View, CA, USA), entre
outros.

[00485] Outros agentes podem ser usados para melhorar a

penetracdo dos acidos nucleicos administrados, incluindo glicois, como
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etileno glicol e propileno glicol, pirrdis como 2-pirrol, azonas, e
terpenos como limoneno e mentona.

v. Carreadores

[00486] Algumas composicbes da presente invengcdo também
incorporam na formulacdo compostos carreadores. Como usado neste
documento, "composto carreador” ou "carreador" pode se referir a um
acido nucleico, ou seu analogo, que é inerte (ou seja, ndo possuem
atividade biologica per se), mas €& reconhecido como um &cido
nucleico por processos in vivo que reduzem a biodisponibilidade de um
acido nucleico tendo atividade biolégica, por exemplo, pela
degradacao do acido nucleico biologicamente ativo ou promovendo a
sua retirada de circulagdo. A co-administracédo de acido nucleico e um
composto carreador, geralmente com um excesso desta substancia,
pode resultar em uma reducao significativa da quantidade de acido
nucleico recuperado no figado, rins ou outros reservatorios
extracirculatorios, presumivelmente devido a competicdo entre o
composto carreador e o0 acido nucleico para um receptor comum. Por
exemplo, a recuperagdo de um dsRNA fosforotioato parcialmente no
tecido hepatico pode ser reduzido quando ele é co-administrado com o
acido poliinosinico, o sulfato de dextrano, acido policitidico ou 4-
acetamido-4'isotiociano-estilbeno-2,2'-4cido disulfénico (Miyao et al.,
DsRNA Res. Dev., 1995, 5, 115-121; Takakura et al., DsRNA & Nucl.
Acid Drug Dev., 1996, 6, 177-183.

vi. Excipientes

[00487] Em contraste a um composto carreador, um “carreador
farmacéutico” ou "excipiente” é um solvente farmaceuticamente
aceitavel, agente de suspensdo ou qualguer outro veiculo
farmacologicamente inerte para a aplicagdo de um ou mais &cidos
nucleicos a um animal. O excipiente pode ser liquido ou sélido, e é

selecionado com a forma de administracdo planejada em mente, assim
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como para fornecer o volume desejado, consisténcia, etc, quando
combinado com um acido nucleico e 0s outros componentes de uma
dada composicdo farmacéutica. Carreadores farmacéuticos tipicas
incluem, mas nao estao limitados a, ligantes (por exemplo, amido de
milho pregelatinizado, polivinilpirrolidona ou hidroxipropil metilcelulose
etc.); echimentos (por ex., lactose e outros acuUcares, celulose
microcristalina, pectina, gelatina, sulfato de calcio, etil celulose,
poliacrilatos ou fosfato de célcio, etc.); lubrificantes (por exemplo,
estearato de magnésio, talco, silica, dioxido de silicio coloidal, acido
estedrico, estearatos metalicos, 0leos vegetais hidrogenados, amido
de milho, polietileno glicdis, benzoato de sddio, acetato de sdodio, etc);
disintegrantes (por exemplo, amido, amido de sodio glicolato, etc); e
agentes umectantes (por exemplo, lauril sulfato de sédio, etc).

[00488] Excipientes organicos ou inorganicos farmaceuticamente
aceitaveis adequados para administracdo ndo parenteral que nao
reage deleteriamente com &cidos nucleicos também podem ser
usados para formular as composicOes da presente invencao.
Carreadores farmaceuticamente aceitaveis adequados incluem, mas
nao estdo limitados a, agua, solucdes salinas, alcoois, polietileno
glicéis, gelatina, lactose, amilose, estearato de magnésio, talco, acido
silicico, parafina viscosa, hidroximetilcelulose, polivinilpirrolidona e
similares.

[00489] Formulacbes para administracédo topica de acidos nucleicos
podem incluir solucbes aguosas estéreis e nao estéreis, solugcdes nao
aguosas em solventes comuns como, por exemplo, alcoois, ou
solucdes de acidos nucleicos em bases de 6leo liquido ou soélido. As
solu¢cdes também podem conter tampdes, diluentes e outros aditivos
adequados. Excipientes organicos ou inorganicos farmaceuticamente
aceitaveis adequados para administracdo ndo parenteral que nao

reage deleteriamente com &cidos nucleicos podem ser usados.
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[00490] Excipientes farmaceuticamente aceitaveis adequados
incluem, mas ndo estdo limitados a, &gua, solu¢des salinas, alcoois,
polietileno glicois, gelatina, lactose, amilose, estearato de magnésio,
talco, &cido silicico, parafina viscosa, hidroximetilcelulose,
polivinilpirrolidona e similares.

vii. Outros componentes

[00491] As composicBes da presente invencdo podem conter além
disso outros componentes adjunto convencionalmente encontrados em
composicdes farmacéuticas, em seus niveis de uso estabelecidos na
técnica. Assim, por exemplo, as composi¢cdes podem conter outros
materiais farmaceuticamente compativeis ativos, como, por exemplo,
antipuriginosos, adstringentes, anestésicos locais ou agentes anti-
inflamatoérios, ou podem conter outros materiais Uteis na formulacéo
fisica diferentes formas de dosagem das composicdes da presente
invencdo, como corantes, agentes aromatizantes, conservantes,
antioxidantes, agentes opacificantes, espessantes e estabilizadores.
No entanto, estes materiais, quando adicionados, nao devem interferir
indevidamente com as atividades biol6gicas dos componentes das
composicbes da presente invencao. As formulacbes podem ser
esterilizadas e, se desejado, misturadas com agentes auxiliares, por
exemplo, lubrificantes, conservantes, estabilizantes, umectantes,
emulsionantes, sais para influenciar a pressdo osmotica, tampdes,
corantes, aromatizantes e/ou substancias aromaticas e similares que
nao interagem deleteriamente com o(s) acido nucleico da formulacéao.
[00492] Suspensbes aquosas podem conter substancias que
aumentam a viscosidade da suspensao, incluindo, por exemplo,
carboximetilcelulose de soédio, sorbitol e/ou dextrano. A suspensao
também pode conter estabilizadores.

[00493] Em algumas modalidades, as composi¢des farmacéuticas

em destaque na invencao incluem (a) um ou mais compostos de iRNA
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e (b) um ou mais agentes que funcionam por um mecanismo de RNAI
e gue sao Uteis para o tratamento de um distirbio hemolitico.
Exemplos de tais agentes incluem, mas néo séo limitados a um agente
anti-inflamatorio, agente anti-esteatose, anti-viral e/ou agente anti-
fibrose. Além disso, outras substancias comumente usadas para
proteger o figado, como silimarina, também podem ser usadas em
conjunto com os iRNAs descritos aqui. Outros agentes Uteis no
tratamento de doencas hepdaticas incluem telbivudina, entecavir e
proteases inibidoras como telaprevir e outros descritos, por exemplo,
em Tung et al, Pedido US n° 2005/0148548, 2004/0167116 e
2003/0144217; e em Hale et al., Pedido US n° 2004/0127488.

[00494] Toxicidade e eficacia terapéutica de tais compostos podem
ser determinadas por procedimentos farmacéuticos padrdo em
culturas de células ou animais experimentais, por exemplo, para a
determinacédo de LD50 (dose letal para 50% da populacao) e a ED50
(a dose terapeuticamente eficaz em 50% da populacdo). A razdo da
dose entre os efeitos toxicos e terapéuticos € o indice terapéutico e
pode ser expressado como a razao entre LD50/ED50. Os compostos
gue apresentam altos indices terapéuticos sédo os preferidos.

[00495] Os dados obtidos a partir de ensaios de cultura de células e
de estudos com animais podem ser utilizados na formulagédo de uma
gama de dosagem para uso em seres humanos. A dosagem das
composicOes destacadas aqui na invencao reside geralmente dentro
de uma gama de concentragdes circulantes que incluem ao ED50 com
pouca ou nenhuma toxicidade. A dosagem pode variar dentro dessa
faixa dependendo da forma de dosagem utilizada e da via de
administracdo utilizada. Para qualquer composto usado no método da
invencdo, a dose terapeuticamente eficaz pode ser estimada
inicialmente a partir de ensaios de cultura de células. Uma dose pode

ser formulada em modelos animais para atingir uma faixa de
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concentragcdo plasmatica circulante do composto ou, quando
apropriado, do produto de polipeptideo da sequéncia-alvo (por
exemplo, alcancando a concentracdo decrescente do polipeptideo)
que inclui o ISERPINC10 (ou seja, a concentracdo do composto de
ensaio que atinge uma meia-inibicdo maxima dos sintomas) conforme
determinado na cultura de células. Tais informacdes podem ser
usadas para determinar com precisdo as doses mais util em humanos.
Niveis no plasma podem ser medidos, por exemplo, por cromatografia
liguida de alta eficiéncia.

[00496] Além de sua administracdo, como discutido acima, a iRNAs
em destague na invencdo podem ser administrados em combinagao
com outros agentes conhecidos eficazes no tratamento de processos
patolégicos mediados pela expressdao de SERPINC1. Em qualquer
caso, 0 médico da administracdo pode ajustar a quantidade e a
sincronizacdo da administragdo de iIRNA com base nos resultados
observados usando medidas padréo de eficacia conhecidas na técnica
ou descritas neste documento.

VI. Kits

[00497] A presente invencdo também fornece kits para realizar
qualquer um dos meétodos da invencdo. Esses kits incluem um ou
mais agente(s) de RNAi e as instrugcdes de uso, por exemplo,
instrucdes para a administracdo de uma quantidade eficaz de forma
profilatica ou terapéutica de um agente(s) de RNAIi. Os kits podem
opcionalmente incluir também meios para administrar o agente de
RNAI (por exemplo, um dispositivo de inje¢cdo), ou meios para medir a
inibicdo de Serpincl (por exemplo, meios para medir a inibicdo de
MRNA de Serpincl, proteina de Serpincl, e/ou atividade de Serpincl).
Tais meios para medir a inibicdo de Serpincl podem incluir um meio
para a obtencdo de uma amostra de um individuo, como, por exemplo,

uma amostra de plasma. Os kits da invencdo podem opcionalmente
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incluir outros meios para determinar a quantidade terapeuticamente ou
profilaticamente eficaz.
[00498]

técnicos e cientificos utilizados aqui terdo o mesmo significado que

A menos que definidos de outra forma, todos os termos

normalmente entendido pelo versado na técnica a que a presente
invencdo pertence. Embora métodos e materiais semelhantes ou
equivalentes aos descritos neste documento possam ser utilizados na
pratica ou teste dos iIRNAs e métodos da presente invencdo, 0s
métodos e 0s materiais adequados sdo descritos abaixo. Todas as
publicacdes, pedidos de patentes, patentes e outras referéncias aqui
mencionadas sao incorporadas aqui por referéncia em sua totalidade.
Além disso, os materiais, métodos e exemplos sdo apenas ilustrativos
e nao se destinam a ser limitantes.

EXEMPLOS

[00499]

usadas na representacdo da sequéncia de acido nucleico.

Tabela 1: Abreviacbes de mondémeros de nucleotideo
Sera
entendido que esses monbmeros, quando presentes em um

oligonucleotideo, sdo mutuamente ligados por ligacdes 5'-3'-

fosfodiéster).

Abreviacao 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
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Abreviacao Nucleotideo(s)

Gfs 2’-fluoroguanosina-3’-fosforotioato

Gs Guanosina-3'-fosforotioato

T 5’-metiluridina-3’-fosfato

Tf 2’-fluoro-5-metiluridina-3’-fosfato

Tfs 2’-fluoro-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 Qualqguer nucleotideo (G, A, C, T ou U)
a 2’-O-metilaadenosina-3’-fosfato

as 2’-O-metilaadenosina-3’-fosforotioato

C 2’-O-metilacitidina-3’-fosfato

cS 2’-O-metilacitidina-3’-fosforotioato

g 2’-O-metilaguanosina-3’-fosfato

gs 2’-O-metilaguanosina-3’-fosforotioato

t 2’-O-metila-5-metiluridina-3’-fosfato

ts 2’-O-metila-5-metiluridina-3’-fosforotioato
u 2’-O-metilauridina-3’-fosfato

us 2’-O-metilauridina-3’-fosforotioato

S Acoplamento fosforotioato

L96 N-[tris(GalNAc-alquil)-amidodecanoil)]-4-

hidroxiprolinol
Hyp-(GalNAc-alquil)3

Exemplo 1: Administracdo de uma dose Unica de AT3SC-001 para

individuos humanos saudaveis

[00500]
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Vinte e quatro voluntarios humanos sadios, em coortes de
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3:1 (ativo:placebo), foram administrados com uma dose unica de 0,03
mg/kg, 0,1 mg/kg, 0,3 mg/kg, 0,6 mg/kg ou 1,0 mg/kg de AT3SC-001
(Senso (5" a 3):. GfsgsUfuAfaCfaCfCfAfuUfuAfcUfuCfaAfL96 (SEQ ID
NO:13); Antissenso (5’ a 3’): usUfsgAfaGfuAfaAfuggUfgUfuAfaCfcsasg
(SEQ ID NO:14)). As amostras de plasma foram coletadas nos dias 0,
1, 2, 3, 7, 10, 14, 21, 28, 42, 56 e 70 ap6s a administracdo para
monitorar os niveis de proteina AT, atividade AT, e duracdo do
silenciamento de proteinas AT. Os niveis de proteina AT foram
monitorados usando ELISA e niveis de atividade AT foram
monitorados pela geracédo de curvas de geracdo da trombina usando
Trombinoscépio automético calibrado (fator tecidual = 1pM). Mudanca
da dobra no pico de trombina foi calculado em relagao ao valor do pico
meédio de trombina para dois pré-valores de dose para cada individuo.
[00501] Nao houve eventos adversos graves, 3 eventos adversos
leves que nao foram provavelmente relacionados com a administracao
do agente, e 1 evento adverso leve (dor de cabeca) que era
potencialmente relacionado com a administracdo do agente. Também
nao houve reacdes no local de injecdo e o exame fisico, sinais vitais, e
eletrocardiogramas de todos os individuos estavam dentro dos limites
normais. Além disso, todos os testes de funcédo do figado, niveis de
bilirrubina total, razdo normalizada internacional do tempo de
protrombina (PT/INR), contagem de plaquetas, niveis de hemoglobina,
e testes de coagulacdo (ou seja, tempos de tromboplastina parcial
ativada (APTT), tempos de protrombina (PT), niveis de fibrinogénio, e
niveis de D-dimero de fibrina) de todos os individuos n&o se alteraram
durante o curso do estudo e estavam dentro dos limites normais.
[00502] As Figuras 1A - D e 2A- B mostram que uma dose Unica de
0,03 mg/kg de AT3SC-001 resulta em aproximadamente 20% e até
33% de reducdo nos niveis de proteina AT (Figuras 2A e 2B) e uma

reducdo correspondente na atividade AT (Figuras 1A - D) com uma
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durabilidade de reducéo de mais de 60 dias.

[00503] A Figura 3 demonstra ainda que existe uma associagao
significativa entre a nocaute de AT e geracdo do pico de trombina.
Especificamente, até 152% de aumento no pico de geracdo de
trombina foi observado, com uma média de aumento maximo do pico
de trombina 138% + 8,9% (média + EPM). Além disso, e consistente
com um aumento da geracédo de trombina com aumento de nocaute,
os niveis do Fator VIII ou IX foram normais.

Exemplo 2: Administracdo de doses multiplas de AT3SC-001 para
os pacientes humanos com hemofilia A ou B

Fase | - Partes B, C, e D do estudo clinico

[00504] Na parte B de um estudo clinico de Fase | de AT3SC-001
(Senso (5" a 3):. GfsgsUfuAfaCfaCfCfAfuUfuAfcUfuCfaAfL96 (SEQ ID
NO:13); Antissenso (5 to 3’):
usUfsgAfaGfuAfaAfuggUfgUfuAfaCfcsasg (SEQ ID NO:14)), trés

pacientes com hemofilia A (n=2) ou B (n=1) foram administrados por

via subcutanea, 0,015 mg/kg por semana durante trés semanas (15
microgramas/kg uma vez por semana x 3; 15 mcg/kg) de AT3SC-001;
seis pacientes com hemofilia A foram administrados por via
subcutanea, 0,045 mg/kg por semana durante trés semanas (45
microgramas/kg uma vez por semana x 3; 45 mcg/kg) de AT3SC-001;
e trés pacientes com hemofilia A (n=2) ou B (n=1) foram administrados
por via subcutanea, 0,075 mg/kg por semana durante trés semanas
(75 microgramas/kg uma vez por semana x 3; 75 mcg/kg) de AT3SC-
001.

[00505] Na parte C de um estudo clinico de Fase | de AT3SC-001
(Senso (5’ to 3’): GfsgsUfuAfaCfaCfCfAfuUfuAfcUfuCfaAfL96 (SEQ ID
NO:13); Antissenso (5’ a 3’): usUfsgAfaGfuAfaAfuggUfgUfuAfaCfcsasg
(SEQ ID NO:14)), trés pacientes com hemofilia A (n=2) ou B (n=1)

foram administrados por via subcutanea, uma dose mensal de 0,225
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mg/kg de AT3SC-001 por trés meses (225 microgramas/kg gm x 3;
225 mcg/kg); trés pacientes com hemofilia A (n=2) ou B (n=1) foram
administrados por via subcutanea, uma dose mensal de 0,450 mg/kg
de AT3SC-001 por trés meses (450 microgramas/kg gm x 3; 450
mcg/kg); trés pacientes com hemofilia A foram administrados por via
subcutanea, uma dose mensal de 0,900 mg/kg de AT3SC-001 paor
trés meses (900 microgramas/kg gm x 3; 900 mcg/kg); trés pacientes
com hemofilia A foram administrados por via subcutanea, uma dose
mensal de 1,800 mg/kg de AT3SC-001 por trés meses (1800
microgramas/kg x 3; 1800 gm mcg/kg); e seis pacientes com hemofilia
A (n=3) ou B (n=3) foram administrados por via subcutanea uma dose
fixa mensal de 80 mg de AT3SC-001 por trés meses (80 mg gM x 3).
[00506] Na parte D de um estudo clinico de Fase | de AT3SC-001
(Senso (5" a 3’): GfsgsUfuAfaCfaCfCfAfuUfuAfcUfuCfaAfL96 (SEQ ID
NO:13); Antissenso (5 to 3):
usUfsgAfaGfuAfaAfuggUfgUfuAfaCfcsasg (SEQ ID NO:14)), seis
pacientes com hemofilia A (n=5) ou B (n=1) e usando os agentes de
desvio (BPAs) para gerenciamento de hemorragia foram administrados
com uma dose fixa de 50 mg de AT3SC-001 mensalmente por trés
meses (50 mg gM x 3); e 10 pacientes com hemofilia A e usando
agentes de desvio (BPAs) para gerenciamento de hemorragia foram
administrados com uma dose fixa de 80 mg de AT3SC-001
mensalmente por trés meses (80 mg gM x 3).

[00507] As amostras de plasma foram coletadas apos
administracdo de AT3SC-001 para monitorar os niveis de proteina AT,
atividade AT, e a duracdo da proteina AT. Os niveis de proteina AT
foram monitorados usando ELISA e niveis de atividade AT foram
monitorados pela geracédo de curvas de geracdo da trombina usando
Trombinoscépio automatico calibrado (fator tecidual = 1pM). Mudanca

da dobra no pico de trombina foi calculado em relacéo ao valor do pico
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meédio de trombina para dois pré-valores de dose para cada individuo.
[00508] Os dados demograficos e as caracteristicas basais dos
pacientes que participam nas partes B, C, e D do estudo sé&o

fornecidos na Tabela 2.
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Tabela 2. Caracteristicas demograficas e de nivel basal dos participantes do estudo

91é/L61

Parte B Parte C Parte D
subcutanea subcutanea subcutanea
Semanalmente x 3 Mensalmente x 3 Mensalmente x 3
15 45 75 225 450 900 1800 80 50 80
mcg/kg mcg/kg mcg/kg mcg/kg mcg/kg mcg/kg | mcg/kg mg mg mg
N=3 N=6 N=3 N=3 N=3 N=3 N=3 N=6 N=6 N =10
Idade, média 28 42 40 37 37 38 46 32 32 37
(DP) ) (14) (4) (21) (15) (16) (12) (12) (7)
Hemofilia A 2 6 2 2 2 3 3 3 5 10
Hemofilia B 1 0 1 1 1 0 0 3 1 0
Grave 3 6 3 2 3 2 3 5 6 10
Moderada 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0
Peso (kg), 76 80 82 85 76 76 71 74 73 73
média (DP) (20) (22) (8) (12) (16) (2) (12) (20) a7)
Historico 3 9
médico para
hepatite C
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[00509] Para as partes B, C, e D do estudo, ndo houve eventos
adversos sérios, nenhuma descontinuacdo, sem reacdes do local de
injecdo e o exame fisico, sinais vitais, e eletrocardiograma de todos os
pacientes estavam dentro dos limites normais. Além disso, todos os
testes de funcdo hepatica e hemograma completo de todos os
pacientes ndo mudaram durante o curso do estudo e estavam dentro
dos limites normais. Também néo tiveram eventos tromboembdlicos
durante o curso do estudo e nenhum aumento clinicamente
significativo do nivel do D-dimero de fibrina em nenhum dos pacientes.
Quaisquer casos hemorragicos foram administrados com sucesso com
o fator de substituicdo padrdo ou administracdo do agente de desvio.
Além disso, ndo havia casos de formacdo de anticorpo antifarmaco
(ADA).

[00510] O nocaute em niveis AT nas coortes 15 mcg/kg, 45 mcg/kg
e 75 mcg/kg, mostrado como um nocaute de AT médio em em relacéo
a linha de base, esta representado na Figura 4. A Figura 4 demonstra
gue doses semanais de 0,015 mg/kg por trés semanas no AT3SC-001
resulta em um nocaute de AT maximo médio de 29% + 12% (média +
EPM). O nocaute de AT maximo foi de até 53%. A Figura 4 também
mostra que doses semanais de 0,045 mg/kg por trés semanas de
AT3SC-001 resulta em um nocaute de AT maximo médio de 55 + 9%
(média + EPM) e um nocaute de AT maximo de 86%. Além disso, a
Figura 4 também demonstra que doses semanais de 0,075 mg/kg por
trés semanas no AT3SC-001 resulta em um nocaute de AT maximo
médio de 61 = 8% (média £+ EPM) e um nocaute de AT maximo de
74%.

[00511] O nocaute em niveis AT nas coortes 225 mcg/kg, 450
mcg/kg, 900 mcg/kg, 1800 mcg/kg e 80 mg, mostrado como um
nocaute de AT médio em em relacdo a linha de base, esta

representado na Figura 5A. A Figura 5A demonstra que doses
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mensais de 0,225 mg/kg por trés meses no AT3SC-001 resulta em um
nocaute de AT maximo médio de 70% + 9% (média + EPM). O
nocaute de AT maximo foi de até 80%. A Figura 5A também mostra
gue doses mensais de 0,450 mg/kg por trés meses de AT3SC-001
resulta em um nocaute de AT maximo medio de 77 = 5% (média +
EPM) e um nocaute de AT maximo de 85%. Além disso, a Figura 5A
também demonstra que doses mensais de 0,900 mg/kg por trés meses
no AT3SC-001 resulta em um nocaute de AT maximo medio de 78 +
7% (média £ EPM) e um nocaute de AT maximo de 88%. Além disso,
a Figura 5A também demonstra que doses mensais de 1,800 mg/kg
por trés meses no AT3SC-001 resulta em um nocaute de AT maximo
médio de 79 = 3% (média £ EPM) e um nocaute de AT maximo de
84%. A Figura 5A também demonstra que doses mensais de 80 mg
por trés meses no AT3SC-001 resulta em um nocaute de AT maximo
médio de 87% * 1% (média £ EPM).

[00512] Como demonstrado na Figura 5B, que faz o gréfico da dose
de AT3SC-001 versus o nadir relativo de niveis de proteina AT, a
administracdo da AT3SC-001 para pacientes humanos reduz os niveis
de proteina AT de modo dose dependente.

[00513] A avaliacdo da geracdo de trombina em voluntarios
humanos sadios (Exemplo 1) e pacientes com hemofilia A ou B
demonstraram que doses semanais de AT3SC-001 resultou em até
334% de aumento (em relacdo a avaliacdo inicial) na geracédo de
trombina em pacientes hemofilicos com um aumento médio na
geracdo de trombina 112 + 38% (p<0,05), em relacdo a avaliacéo
inicial quando foi nocauteado por 250% (Figura 6B). A Figura 6A
demonstra que o0 pico maximo de trombina alcancado em pacientes
com hemofilia A ou B, administrado em doses semanais de AT3SC-
001 estava na faixa baixa de geracdo de trombina em individuos

normais.
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[00514] Analise Tromboelastometria ROTEM® (ver, por exemplo,
Young, et al. (2013) Blood 121:1944) do sangue total de um individuo
(individuo 101-009) demonstra que a administracdo de AT3SC-001 a
0,045 mg/kg semanalmente durante trés semanas nao so resulta em
um aumento no pico de geracao de trombina, mas também resulta em
uma acentuada e duradoura melhoria na formacédo de coagulos de
sangue, como demonstrado por uma diminuicdo do tempo de
formacao do coagulo e tempo de coagulacdo (Figura 7). O individuo
101-009 néo teve nenhum evento hemorragico desde o dia 2 e esta
atualmente 47 dias sem hemorragias.

[00515] Uma andlise post-hoc de geracdo da trombina para reduzir
0s quartis de AT (Partes B e C) demonstra que, com no quartil com a
maior reducdo de AT (> 75% de reducdo AT), hda um aumento de
289% na geragdo da trombina média em relacdo a avaliacdo inicial
(Figura 9). O nivel da geracdo de trombina estad dentro da faixa da
geracao de trombina observada em voluntarios saudaveis.

[00516] Um sub-estudo de trés pacientes explorou a equivaléncia
da administragdo de AT3SC-001 e a administragdo do Fator VIII.
Brevemente, o Fator VIII foi administrado a cada um dos trés pacientes
e o plasma foi coletado dos pacientes a -0,5, 1, 2, 6, 24 e 48 horas
apos a administracdo. As amostras de cada um dos individuos foram
analisadas os niveis de Fator VIl e niveis de geracdo de trombina e
usadas para estabelecer relacionamentos individualizados do pico de
geracao de Fator VIlI- trombina. Estes dados foram entdo usados para
comparacgdo com os niveis do pico de geracao de trombina alcancados
com a administracdo de AT3SC-001. Como mostrado nas Figuras
10A-10C, a administracdo de AT3SC-001 é suficiente para alcancar
niveis do pico de geracdo de trombina no individuo para cerca do
mesmo nivel alcancado pela administracdo ao individuo do Fator VIl e

suficiente para alcancar niveis de pico de geracdo de trombina maior
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que cerca de 40% no individuo.

[00517] Uma andlise post-hoc dos eventos hemorragicos pela
reducdo de AT em quartis (Partes B e C) demonstra que existe uma
tendéncia de hemorragia reduzida com o aumento dos niveis da
reducdo de AT, com uma taxa de hemorragia média anual estimada
(ABR) de 5 £ 2 (média = 1) no quartil de maior reducéo de AT (Figura
11). Esta andlise inclui mais de 1100 dias acumulados com a reducao
de AT >75% em 16 pacientes.

[00518] Uma analise post-hoc de eventos hemorragicos na coorte
da Parte C também foi realizada. A Figura 12 apresenta os dados do
paciente usados para esta andlise. Como demonstrado na Figura
13A, a média historica ABR para todos 0s pacientes inscritos na coorte
C e recebendo fatores de substituicdo profilaticos (PPx) foi de 2 e a
média histérica ABR para todos os pacientes inscritos na coorte C e
recebendo fatores de substituicaio em demanda (OD) foi de 28. A
administracdo de AT3SC-001 a estes pacientes resultou em uma
reducdo significativa na ABR média. Em especifico, a administracéo
de AT3SC-001 resultou em uma média de 53% dos pacientes nao
relataram sangramento durante o periodo de observacédo (dia 29 para
a ultima visita de estudo ou a ultima dose + 56 dias, qual for mais
cedo) e uma média de 82% dos pacientes ndo relataram sangramento
espontaneo durante o periodo de observacdo. A Figura 13B mostra
que, para os pacientes que receberam doses de 80 mg mensal de
AT3SC-001 na coorte C e receberam fatores de substituicdo
profilaticos (PPx), o ABR historico médio foi de 6. Apdés a
administracdo de AT3SC-001, no entanto, o ABR médio durante o
periodo de observacao foi de O.

[00519] A parte D do estudo de Fase | avaliou o efeito da
administracdo de AT3SC-001 em pacientes com hemofilia A ou B que

desenvolveram anticorpos (inibidores) contra os fatores de substituicao
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dados a eles e, assim, tornam-se refratarios a substituicdo de fatores
de coagulacdo. Consequentemente, a fim de avaliar o pico de
resposta de trombina destes pacientes, antes da administracdo de
AT3SC-001, os pacientes inscritos na coorte de 50 mg foram
administrados com seu agente de desvio padrdo (BPA) (por exemplo,
concentrado de complexo de protrombina ativada (APCC) e/ou FVII
ativado recombinante (rFVlla)), as amostras de plasma foram
coletadas em 1, 2, 6 e 24 horas ap0s a administracdo do BPA, e as
amostras foram analisadas para a geracdo da trombina. Como
mostrado nas Figuras 14A-14F, a reducao de AT e a geracao da
trombina em pacientes inibidores administrados com AT3SC-001 séo
comparaveis a reducdo de AT e a geracdo da trombina observada
apos a administracdo de AT3SC-001 com doses semelhantes em
pacientes nao inibidores. Além disso, as Figuras 14A-14F
demonstram que a geracdo da trombina apos administracdo de
AT3SC-001 consistentemente excede niveis temporarios alcancados
com a administracao de BPA.

[00520] Como demonstrado na Figura 15, a dosagem subcutanea
uma vez por més de AT3SC-001 a 50 mg e 80 mg alcanca a reducgéo
de AT dose-dependente de cerca de 80% em pacientes hemofilicos
com inibidores. Além disso, como demonstrado na Figura 16, o efeito
de reducao de AT alcancado em pacientes administrados com AT3SC-
001 esta associado com aumento da geracao de trombina.

[00521] Uma analise post-hoc exploratdria de eventos hemorragicos
em pacientes na Parte D do estudo também foi realizada. A Figura
17A mostra que a administracdo da AT3SC-001 para pacientes
inibidores com hemofilia A ou B uma vez por més na dose de 50 mg
ou 80 mg resulta em uma reducéo significativa no pre-estudo do ABR.
Além disso, como demonstrado na Figura 17B, a taxa de hemorragia

anual média (ABR) €& zero para todos os pacientes inibidores
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administrados com AT3SC-001 na parte D desse estudo de Fase |, e
56% dos pacientes estao livres de hemorragia, e 69% dos pacientes
experimentaram zero hemorragia espontanea.

[00522] Em resumo, AT3SC-001 é bem tolerado em pacientes com
hemofilia A e B com e sem inibidores. N&o houve SAEs relacionados
com o medicamento em estudo e sem eventos tromboembdlicos. Os
dados demonstram que ha atividade clinica e correcdo do fendétipo de
hemofilia em pacientes nédo inibidores. Os dados demonstram ainda
que ha reducdo de AT dose-dependente e aumento da geracdo de
trombina, com regime posoldgico subcutdneo uma vez por més e que
a administracdo de uma dose fixa de 50 mg ou 80 mg de AT3SC-001
fornece reducao de AT consistente de aproximadamente 80%.

[00523] Além disso, os dados mostram que a administracdo da
AT3SC-001 para pacientes inibidores resulta na reducdo de AT e
aumento da geracdo de trombina consistente com pacientes nao
inibidores e que a geracdo da trombina aumenta consistentemente
ultrapassa os alcancados temporariamente com a administracdo de
BPA.

[00524] Exemplo 3: Administracdo de doses multiplas de
AT3SC-001 para os pacientes humanos com hemofilia A ou B
Estudo clinico de extenséo aberto (OLE) de Fase Il

[00525] No estudo OLE de Fase Il de AT3SC-001 (Senso (5 a 3'):
GfsgsUfuAfaCfaCfCfAfuUfuAfcUfuCfaAfL96 (SEQ ID  NO:13);
Antissenso (5 a 3’): usUfsgAfaGfuAfaAfuggUfgUfuAfaCfcsasg (SEQ

ID NO:14)), pacientes com ou sem inibidores anteriormente

administrados AT3SC-001 em ensaios clinicos de Fase |, Parte B e C
descritos acima, foram elegiveis para ser inscritos em um estudo de
extensédo aberto (OLE) de Fase Il. Quinze pacientes do estudo de
Fase | Parte B com hemofilia A ou B sem inibidores que foram

administrados subcutaneamente com 0,015 mg/kg por semana
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durante trés semanas (15 microgramas/kg uma vez por semana X 3;
15 mcg/kg) de AT3SC-001; ou foi administrado com 0,045 mg/kg por
semana durante trés semanas (45 microgramas/kg uma vez por
semana x 3; 45 mcg/kg) de AT3SC-001; ou foi administrado com 0,075
mg/kg por semana durante trés semanas (75 microgramas/kg uma vez
por semana x 3; 75 mcg/kg) de A3SC-001; e 18 pacientes do estudo
de Fase | Parte C com hemofilia A ou B sem inibidores foram
administrados subcutaneamente com uma dose mensal de 0,225
mg/kg de AT3SC-001 por trés meses (225 microgramas/kg gm x 3;
225 mcg/kg), ou foram administrados subcutaneamente com uma dose
mensalmente de 0,450 mg/kg de AT3SC-001 por trés meses (450
microgramas/kg gm X 3; 450 mcg/kg); ou foram administrados
subcutaneamente com uma dose mensal de 0,900 mg/kg de AT3SC-
001 por trés meses (900 microgramas/kg gm x 3; 900 mcg/kg); ou
foram administrados subcutaneamente com uma dose mensal de
1,800 mg/kg de AT3SC-001 por trés meses (1800 microgramas/kg gm
x 3; 1800 mcg/kg); ou foram administrados com uma dose fixa mensal
de 80 mg de AT3SC-001 por trés meses (80 mg 3 x gM); e 16
pacientes do estudo de Fase | Parte D tendo hemofilia A ou B com
inibidores que foram administrados subcutaneamente com uma dose
fixa mensal de 50 mg de AT3SC-001 por trés meses (50 mg gM x 3);
ou foram administrados subcutaneamente com uma dose fixa mensal
de 80 mg de AT3SC-001 por trés meses (80 mg gM x 3) eram
elegiveis para ser inscritos no presente estudo.

[00526] Trinta e trés pacientes foram incluidos neste estudo com 29
pacientes continuando o estudo e 5 pacientes em descontinuagao (4
devido a retirada do consentimento e 1 devido a AE). Dez pacientes
com hemofilia A (n=7) ou hemofilia B (n=3) sem inibidores foram
administrados subcutaneamente com uma dose fixa de 50 mg de

AT3SC-001 mensalmente por trés meses (50 mg gM x 3); e 9
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pacientes com hemofilia A (n=7) ou hemofilia B (n=2) sem inibidores
foram administrados com uma dose fixa de 80 mg de AT3SC-001
mensalmente por trés meses (50 mg gM x 3). Da mesma forma, 3
pacientes com hemofilia A (n=3) com inibidores foram administrados
subcutaneamente a uma dose fixa de 50 mg de NAT3SC-001
mensalmente por trés meses (50 mg gM x 3); e 11 pacientes com
hemofilia A (n=11) ou hemofilia B (n=1) com inibidores foram
administrados subcutaneamente com uma dose fixa de 80 mg de
AT3SC-001 mensalmente por trés meses (50 mg gM x 3).0s dados
demograficos, caracteristicas basais e a duracdo da exposicdo ao
AT3SC-001 dos pacientes incluidos neste estudo estdo apresentados
na Tabela 3 abaixo.

Tabela 3. Caracteristicas demograficas e de nivel basal dos

participantes do estudo

Pacient Pacientes com
acientes sem Inibidores
inibidores
50 mgt 80 mgt 50 mgt 80 mgt
N =10 N=9 N=3 N=11
Idade, anos; média 36 (19 — 40 (24 - 31 (22 - 34 (21 -
(intervalo) 61) 58) 36) 41)
Peso, kg; média 78 (58 - 73 (58 - 82 (70 - 72 (52 -
(intervalo) 94) 80) 100) 108)
Hemofilia A 7 7 3 10
Hemofilia B 3 2 - 1
Grave 9 7 3 11
Moderada 1 2 - -
Histérico médico
positivo para 8 8 2 9
hepatite C
Exposi¢cao, meses;
média (intervalo) 13(5-20) | 14(3-18) | 11(5-12) | 6(0-12)

Peticéo 870200003204, de 08/01/2020, pag. 266/349




206/216

[00527] AT3SC-001 foi geralmente bem tolerado em pacientes sem
inibidores no OLE de Fase Il. Seis pacientes relataram efeitos
adversos seérios (EASs) com 2 EASs considerados possivelmente
relacionados com a administragcdo da AT3SC-001; um individuo com
infeccdo pelo HCV crbnica experimentou elevacdo de ALT e AST e
posteriormente descontinuou o estudo, e um individuo com uma
historia de disturbio de epilepsia sofreu uma convulsdao com confuséo
no paciente. Nao houve eventos tromboembolicos ou evidéncia
laboratorial de formacé&o de coagulo patolégico. A maioria dos eventos
adversos (EAs) foram de gravidade leve ou moderada, e néao
relacionados a administracdo de AT3SC-001. Aumentos de alanina
aminotransferase (ALT) assintomatica mais que 3 vezes o0 limite
superior da normalidade (ULN), sem elevacdes simultaneas de
bilirrubina maior que 2 x ULN, foram observados em 11 pacientes,
todos os quais tém uma historia médica de infeccdo por hepatite C.
Todos os casos hemorragicos foram administrados com sucesso com
o fator de substituicdo ou o agente de desvio. Além disso, ndo havia
casos de formacao de anticorpo antifarmaco (ADA).

[00528] As Figuras 18, 19A e 19B demonstram ainda a atividade
clinica da administracdo de AT3SC-001. Especificamente, como
demonstrado na Figura 18, dosagem subcutanea uma vez por més de
AT3SC-001 a 80 mg consistentemente alcancou a reducao de AT.
Como demonstrado na Figura 19A, dosagem subcutanea uma vez por
més de AT3SC-001 a 50 mg ou 80 mg alcancou a reducao dose-
dependente de AT de ~80% com baixa variabilidade inter-paciente e,
como demonstrado na Figura 19B, dosagem subcutanea uma vez por
més de AT3SC-001 a 50 mg ou 80 mg alcancou os niveis de geracao
de trombina proximos da extremidade inferior da faixa normal.

[00529] Uma analise post-hoc exploratéria de eventos hemorragicos

em pacientes inibidores e né&o inibidores no estudo OLE de Fase Il
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também foi realizada. A Figura 20A mostra que a administracdo de
AT3SC-001 para pacientes com hemofilia A ou B, sem inibidores uma
vez por més na dose de 50 mg ou 80 mg resulta em uma reducado
significativa no pré-estudo do ABR e a Figura 20B mostra que a
administracdo de AT3SC-001 para pacientes com hemofilia A ou B
com inibidores uma vez por més na dose de 50 mg ou 80 mg resulta
em uma reducgdo significativa no pré-estudo do ABR. Resumindo 0s
ABRs médios em todos os patentes que participam no estudo de OLE,
48% (16/33) dos pacientes ndao estavam sangrando durante o periodo
de observacdo e o ABR médio durante o periodo de observacéo foi de
1. Além disso, 67% dos pacientes nao relataram sangramentos
espontaneos durante o periodo de observacdo e, de um modo geral,
os ABRs durante o periodo de observacao foi de 0. As caracteristicas
dos eventos hemorragicos experimentados por pacientes com e sem
inibidores durante o estudo OLE sdo mostradas na Figura 21. Os
eventos hemorragicos nos individuos foram avaliados quando a
reducao de antitrombina foi 275%.

[00530] A Figura 22 apresenta os detalhes da gestédo dos eventos
hemorragicos experimentados por pacientes com hemofilia A ou B
sem inibidores e a Figura 23 apresenta os detalhes da gestdo dos
eventos hemorragicos experimentado por pacientes com hemofilia A
ou B com inibidor. Surpreendentemente, individuos com hemofilia tipo
A ou B sem inibidores e pacientes com hemofilia A ou B com inibidores
administrados com AT3SC-001 uma vez mensalmente na dose de 50
mg ou 80 mg e que experimentaram um evento hemorragico
necessitaram de doses significativamente menores de fatores de
substituicdo ou de agente de desvio em comparacdo com a dose
recomendada para tratar a hemorragia, por exemplo, uma dose menor
de Fator VIII ou uma dose menor de aPCC.

[00531] Em resumo, AT3SC-001 foi geralmente bem tolerado em
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pacientes com hemofilia A e B com e sem inibidores. Além disso, os
dados mostram que AT3SC-001 tem atividade clinica em que a
dosagem subcutanea uma vez por més a 50 mg e 80 mg alcanca a
redugcdo de AT dose-dependente de ~80% com baixa variabilidade
inter-paciente e 0s niveis de geracdo da trombina proximos da
extremidade inferior da faixa normal. Além disso, analise post-hoc
exploratoria de eventos hemorragicos em pacientes com hemofilia A
ou B com ou sem inibidores demonstra que a administracao de
AT3SC-001 reduziu o0 ABR médio de 1 e a taxa de hemorragia anual
média (ABR) média para zero. Dezesseis dos trinta e trés (48%)
pacientes estavam livres de sangramento e vinte e dois dos trinta e
trés (67%) pacientes apresentaram zero sangramentos espontaneos
durante o periodo de observacédo. Todos 0s casos hemorragicos foram
administrados com sucesso com o fator de substituicdo ou o agente de
desvio.

Exemplo 4: Diretrizes de dosagem de gerenciamento hemorragico
atualizadas: Reducao da dose do fator de substituicdo/agente de
desvio

[00532] Os dados obtidos a partir dos estudos de OLE de Fase | e
Fase I/ll, apresentados acima, demonstram que, uma vez que a
dosagem de subcutanea mensal de uma dose fixa de 50 mg ou 80 mg
de AT3SC-001 fornece reducao consistente de aproximadamente 80%
e que ha reducdo de AT dose-dependente e aumento da geracédo da
trombina em individuos com hemcofilia tipo A ou B, com e sem
inibidores.

[00533] Dados modelagem in silico suportam estas observacgoes,
prevendo que ha a geracdo da trombina reforcada em resposta a
reducdo em niveis de AT, incluindo, em algumas modalidades, a
diminuicdo nos niveis de AT de cerca de 75% ou menos. Os dados

obtidos a partir de amostras de plasma de pacientes com hemofilia A e
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B, com e sem inibidores, mostra respostas de geracdo da trombina
aprimorada para fatores de substituicdo e agentes de desvio seguido
de dosagem a pacientes com AT3SC-001. Além disso, os dados
clinicos demonstram que os pacientes com hemofilia A ou B sem
inibidores (Figura 22) e pacientes com hemofilia A ou B com inibidores
(Figura 23) administrados com AT3SC-001 uma vez mensalmente na
dose de 50 mg ou 80 mg e que apresentaram um caso de hemorragia
usando doses menores de fatores de substituicdo ou agente de desvio
em comparacdo com a dose recomendada para o tratamento de uma
sangramento, por exemplo, uma dose menor de Fator VI, ou uma
dose menor de Fator IX, ou uma dose menor de Fator IX de meia-vida
prolongada, ou uma dose menor do Fator VII recombinante, ou uma
dose menor de aPCC.

[00534] Os dados adicionais de gerenciamento hemorragico clinico
apresentados nas Figuras 24A-24D demonstram ainda sucesso no
tratamento das hemorragias em individuos administrados com AT3SC-
001 com menores quantidades de fator de substituicdo ou agente de
desvio.

[00535] Assim, o0s dados apresentados aqui suportam a
administracdo de doses menores de fator de substituicdo ou agente de
desvio para individuos administrados com AT3SC-001, ou seja,
administrados com uma dose subcutanea fixa mensal de 50 mg ou 80
mg, por exemplo, onde a administragdo do agente dsRNA para o
individuo reduz a atividade de Serpincl por cerca de 75% ou mais.
Portanto, conforme estabelecido na Tabela 4, as orientacdes para o
gerenciamento de hemorragia em individuos recebendo uma dose
subcutanea mensal de 50 mg ou 80 mg de NAT3SC-001 foram
atualizadas e tal sangramento sera gerida usando doses menores de
fator de substituicdo ou agente de desvio.

[00536] Por exemplo, a quantidade eficaz recomendada do fator de
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substituicdo (Fator VIII) para tratar uma hemorragia, por exemplo, uma
hemorragia moderada ou uma grande hemorragia, em um individuo
com hemofilia A, sem inibidores, é de cerca de 30 a 50 Ul/kg. No
entanto, uma hemorragia, por exemplo, uma hemorragia moderada ou
uma grande hemorragia, em um individuo com hemofilia tipo A e
administrado com uma dose subcutanea fixa mensal de 50 mg ou 80
mg de AT3SC-001, por exemplo, onde a administracdo do agente de
dsRNA para o individuo reduz a atividade de Serpincl por cerca de
75% ou mais, podem ser tratados com uma dose de cerca de 5 a
cerca de 20 Ul/kg de fator VIII. Para os individuos com hemofilia B,
sem inibidores, a quantidade eficaz recomendada ado fator de
substituicao (fator I1X ou fator IX de meia-vida prolongada) para tratar
uma hemorragia, por exemplo, uma grande hemorragia, € de cerca de
65-130 Ul/kg. No entanto, uma hemorragia, por exemplo, uma grande
hemorragia, em um individuo com hemofilia B e administrado com uma
dose subcuténea fixa mensal de 50 mg ou 80 mg de NAT3SC-001, por
exemplo, onde a administracdo do agente dsRNA para o individuo
reduz a atividade de Serpincl por cerca de 75% ou mais, podem ser
tratados com uma dose de cerca de 10 a cerca de 30 Ul/kg de fator IX
ou fator IX de meia-vida prolongada. Para os individuos com hemofilia
A ou B com inibidores, a quantidade eficaz recomendada do agente de
desvio (concentrado de complexo de protrombina ativado; aPCC) para
tratar uma hemorragia, por exemplo,uma hemorragia moderada ou
uma grande hemorragia, € de cerca de 100 U/kg. No entanto, uma
hemorragia, por exemplo, uma hemorragia moderada ou uma grande
hemorragia, em um individuo com hemofilia tipo A ou B, com
inibidores, e administrado com uma dose subcutanea fixa mensal de
50 mg ou 80 mg de AT3SC-001, por exemplo, onde a administracao
do agente de dsRNA para o individuo reduz a atividade de Serpincl

por cerca de 75% ou mais, podem ser tratados com uma dose de
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cerca de 30 a cerca de 50 Ul/kg de aPCC. Para os individuos com
hemofilia A ou B, com inibidores, a quantidade eficaz recomendada do
agente de desvio (fator Vlla recombinante; rFVlla); para tratar, por
exemplo, uma hemorragia moderada ou uma grande hemorragia, € de
aproximadamente 90 microgramas/kg. No entanto, uma hemorragia,
por exemplo, uma hemorragia moderada ou uma grande hemorragia,
em um individuo com hemofilia tipo A ou B, com inibidores, e
administrado com uma dose subcutanea fixa mensal de 50 mg ou 80
mg de AT3SC-001, por exemplo, onde a administracdo do agente de
dsRNA para o individuo reduz a atividade de Serpincl por cerca de
75% ou mais, podem ser tratados com uma dose de rFVlla de cerca
de 10 a cerca de 45 Ul/Kkg.

Tabela 4. Diretrizes de gerenciamento hemorragico atualizadas:

Fator Meia- Meia-vida aPCC Fator Vlla
VIl vida prolongada recombinante
padrdao | do Fator IX
do
Fator IX
Dose Unica 10 20 20 Ul/kg | 30 U/kg <45 pg/kg
recomendada | Ul/kg Ul/kg
de
Dose Unica 20 30 30 Ul/lkg | 50 U/kg 45 pg/kg
nao deve Ul/kg Ul/kg
exceder
Instrucdes Obrigatdrio ligar para o centro de estudo | Obrigatorio ligar
para repetir a clinico antes da segunda dose para o centro
dose Considerar avaliacéo e tratamento no antes da
centro de estudo clinico terceira dose
(ver secao 5.4)
Nao Nao Nao deve Nao Nao deve
deve deve repetir em deve repetir em
repetir | repetir menos de repetir menos de 2
em em 5-7 dias em horas
menos | menos menos
de 24 de 24 de 24
horas horas horas
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Deve ser visto no centro dentro de 48-72 Deve ser visto
horas se mais de 2 doses forem no centro
necessarias (ver SOA para avaliagbes) | dentro de 48-72
horas se mais
de 3 doses
forem
necessarias

Para situacbes necessitando de doses maiores, administracdo mais
frequente, doses multiplas repetidas, discussdo com o monitor médico do
estudo e consultor clinico é recomendado, e a substituicido de AT deve ser
considerada.

N&o usar antifibrinoliticos em combinagdo com o fator de BPA.

Observacao: Doses de rFVlla e aPCC séo incluidas para completude.
Gestdo adjunta de episddios de hemorragia deve ser realizada por
cuidado padr&o. E esperado que esses pacientes néo inibidores ser&o
rotineiramente administrados com FVIII e FIX.

Exemplo 5: Resposta da geracédo da trombina com a adicao de
agentes de desvio no plasma dos pacientes humanos tratados
com AT3SC-001, para o tratamento de hemofilia A

[00537] Conforme indicado no Exemplo 4, os dados obtidos a partir
de amostras de plasma de pacientes com hemofilia A, com e sem
inibidores, mostra respostas de geracdo da trombina aprimorada para
fatores de substituicdo e agentes de desvio (BPAs) seguido de
dosagem a pacientes com AT3SC-001. Em especifico, os dados
obtidos do estudo de OLE da Fase IlI, demonstram a dosagem
subcutanea em AT3SC-001 proporciona uma melhor geracdo de
trombina em amostras de plasma pos-dose em relagdo a amostras de
plasma pré-dose com a adicdo de BPASs; sugerindo que doses mais
baixas de BPA podem potencialmente ser usadas para obter um efeito
hemostatico similar.

[00538] Para investigar a resposta a geracao de trombina para o0s
BPAs em amostras de plasma selecionadas de pacientes com reducao
de AT mediada por AT3SC-001, plasma pobre em plaquetas foi
coletado de 8 pacientes com hemofilia A (7 sem inibidores, 1 com

inibidores), antes e apos tratamento com AT3SC-001. A atividade de
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AT no plasma do paciente foi medida e normalizada para o pool de
plasma normal pelo ensaio cromogénico baseado na atividade de FXa
(antitrombina SIEMENS INNOVANCE®). O plasma foi concentrado ex
vivo com diferentes doses de BPAs: aPCC (0,5 ou 1 U/mL,
correspondente as doses de 37,5 e 75 U/kg, respectivamente) ou
rEVIla (0,75, 1,75 ou 2,5 ug/mL, correspondente as doses de 27, 63 e
90 ug/kg). A resposta de geragédo de trombina e os niveis de proteina
AT foram monitorados usando ELISA e niveis de atividade AT foram
monitorados pela geracédo de curvas de geragdo da trombina usando
Trombinoscépio automatico calibrado (fator tecidual = 1pM). Todos os
reagentes incluindo o calibrador de trombina, kit FluCa e baixo
reagente PPP (1pM de fator tecidual [TF] e 4 uyM fosfolipideos) foram
obtidos a partir de Trombinoscopio BV.

[00539] Os dados apresentados nas Figuras 25A-26N demonstram
a geracao da trombina reforcada nas amostras de plasma obtidas de
individuos apods a reducdo de AT ser obtida pela administracdo de
AT3SC-001. Com efeito, a reducdo de AT sozinha resultou no
aumento do pico da geragédo de trombina. Tanto aPCC como rFVlla
produziram aumentos lineares no pico de geracao de trombina quando
adicionados ao plasma do paciente tratado com AT3SC-001. Doses
menores de aPCC foram suficientes para produzir niveis de pico de
geracao de trombina equivalentes aos obtidos com a dosagem total de
aPCC no pré-AT3SC-001 plasmatico em pacientes com hemofilia A
com inibidores (Figuras 25A e 25B) ou sem inibidores (Figuras 26A-
26N). Em todos os plasma dos paciente, a geracdo da trombina se
aproximou, mas manteve-se abaixo, do limite inferior do intervalo
normal (LLN) com a adicdo de todas as quantidades do rFVlla para
plasma reduzido de AT.

[00540] Em resumo, maior geracao de trombina foi obtida com a

administracdo de AT3SC-001 em amostras de plasma pds-dose em
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relacdo as as amostras de plasma pré-dose com a adicdo de agentes
de desvio. Esses resultados suportam ainda o uso de baixas doses de
agentes de desvio, em comparacao com as doses recomendadas para
alcancar a hemostasia nos pacientes que apresentam avanco de
hemorragia durante tratamento com AT3SC-001 como descrito no
Exemplo 4, acima, incluindo, por exemplo, as doses iniciais reduzidas
do fator de substituicdo ou agente de desvio e uma dose maxima
reduzida de fator de substituicao ou agente de desvio, um intervalo
minimo entre as doses, e henhuma repeticdo de dosagem do fator de
substituicdo ou agente de desvio em um intervalo de menos de 24
horas (com excecéao de rFVlla).

Exemplo 6: Farmacologia dos sistemas quantitativos (QSP) para
predizer a geracdo da trombina com substituicdo concomitante de
reducéo e de Fator

[00541] Hemofilia A e B sao distarbios hemorragicos caracterizados
pela geracdo de trombina insuficiente devido as deficiéncias nos
fatores VIII e IX, respectivamente. Como descrito acima, AT3SC-001
€ um terapéutico de RNAI investigativo administrado por via
subcutanea uma vez por més de direcionamento de antitrombina (AT)
como um meio para melhorar a geracao da trombina e promover a
hemostasia em pacientes com hemofilia A e hemofilia B com ou sem
inibidores. Pacientes recebendo AT3SC-001 podem, no entanto,
experimentar avanco hemorragico que pode exigir tratamento com
fator de substituicho. Como descrito acima, os dados clinicos e os
dados de reforco ex vivo apdiam o uso de baixas doses de agentes de
desvio e fatores de substituicdo, em comparacdo com as doses
recomendadas para alcancar a hemostasia nos pacientes que
apresentam avan¢o hemorragico durante o tratamento com AT3SC-
001.

[00542] A fim de apoiar ainda mais 0 uso de doses menores de
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agentes de desvio e fatores de substituicdo, em comparacdo com as
doses recomendadas para alcancar a hemostasia nos pacientes que
apresentam avan¢o hemorragico durante o tratamento com AT3SC-
001, bem como fornecer uma compreensdo mais profunda da relagao
entre o nivel de AT, o fator de dosagem e a geracéo da trombina (TG),
um modelo cinético de Farmacologia dos sistemas quantitativos (QSP)
in silico descrevendo a cascata da coagulacdo (Nayak, et al. (2015)
CPT: pharmacometrics & systems pharmacology 4.7: 396-405) foi
usado para simular uma geracdo da trombina (TG) ex vivo. Em
especifico, o0 modelo foi descrito por 66 reacdes e 106 parametros, e
as concentracbes do fator plasmatico inicial foram variadas para
simular a hemofilia e distarbios hemorragicos. Além disso, uma vez
gue as concentracdes de fator de plasma variam + 50% através de
individuos, foram aplicados métodos de Monte Carlo para simular a
razao normal de TG: Média - 140 nM; variacdo de 50-250 nM.

[00543]

entrada usadas para o modelo sob vérias condic6es da doenca.

A tabela abaixo fornece as concentracbes do fator de

ATII 3400 No Fitusiran 1-100

VI 0,7 (100 Ul/dL) Hemofilia A 0,1,0,5,1,2,5,10,100

IX 90 (100 Ul/dL) Hemofilia B 0,1,0,5,1,2,5,10,100

\% 20 (100 u/dL) Deficiéncia do 0,1,0,5,1,2,5,10,100
Fator V

Vi 10 (100 u/dL) Deficiéncia do 0,1,0,5,1,2,5,10,100
Fator VII

X 160 (100 u/dL) Deficiéncia do 0,1,0,5,1,2,5,10,100
Fator X
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[00544] Como representado nas Figuras 27A-27C, os dados
gerados usando o modelo QSP foi preditivo de geragdo de trombina
(TG) com reducédo de AT. Especificamente, a faixa clinica normal para
o TG alinhado com as previsdbes QSP e a correlagdo foi observada
entre TG clinicamente medida e modelo previsto para pacientes com
reducdo de AT. A Figura 27A representa a TG medida dos resultados
da Fase 1 interina (Partes A-C) e a Figura 27B representa a TG
simulada (baseada em AT), cada uma armazenada por quartis de
reducdo de AT. A Figura 27C € um grafico de dispersao representando
a forte correlacao entre os dados de TG simulados e dados de TG
medidos.

[00545] O modelo QSP in silico também foi aplicado para quantificar
a relacao nao linear entre o TG, a reducdo de AT, e a dose do Fator
VIII para a hemofilia A grave (Figura 28A). A representacdo do mapa
de calor do TG com a reducdo de AT e dosagem do Fator VIl
demonstra que entre 5 e 10 Ul/kg do fator VIII nos niveis AT
observados com AT3SC-001 (10-25%) pode ser suficiente para
normalizar o TG (Figura 28B). Do mesmo modo, a representacédo do
mapa de calor do TG com a reducédo de AT e a dosagem do Fator IX
demonstra que de 10 a 20 Ul/kg do Fator IX em 10-25%, pode ser
suficiente para normalizar o TG (Figura 28C).

[00546] Farmacocinéticas do fator (um modelo de compartimento) e
o modelo QSP foram integrados para simular o potencial de pico de
trombina (PTP) como uma funcédo do tempo apds a dose de fator. A
Figura 29B (20% AT na avaliagao inicial) em relagcdo a Figura 29A
(100% AT) retratam o impacto do curso do tempo da dosagem do fator
em pacientes com hemofilia A grave e demonstra que a reducao de AT
aumenta a geracdo da trombina tanto no pico como através de pontos
no tempo apds a administracdo de FVIII para episddios de avanco

hemorragico.
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REIVINDICACOES

1. Método de tratamento de um caso de hemorragia em um
individuo com hemofilia sem inibidores, caracterizado pelo fato de que
compreende

a administracdo ao individuo com uma dose fixa de cerca
de 30 mg a cerca de 90 mg de um agente de acido ribonucléico (RNAI)
de fita dupla que inibe a expressédo de um Serpincl,

em que um agente de RNAiI compreende uma fita dupla
compreendendo uma fita senso e uma fita antissenso, a fita antissenso
compreendendo uma regido de complementaridade para um Serpincl
gue codifica um mRNAL1 que compreende pelo menos 15 nucleotideos
contiguos diferente em ndo mais de 3 nucleotideos da sequéncia de
nucleotideos 5 - UUGAAGUAAAUGGUGUUAACCAG - 3’ (SEQ ID
NO: 15), em que praticamente todos os nucleotideos da fita senso e
substancialmente todos o0s nucleotideos da fita antissenso sé&o
nucleotideos modificados, e em que a fita senso esta conjugada com
um ligante fixado no 3'-terminal; e

a administracdo ao individuo de uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um fator de substituicdo, em que a
guantidade eficaz do fator de substituicdo é reduzida em comparacgao
com a quantidade eficaz recomendada do fator de substituigéo,

de modo a tratar um caso de hemorragia no individuo tendo
uma hemofilia sem inibidores.

2. Método de tratamento de um caso de hemorragia em um
individuo com hemofilia com inibidores, caracterizado pelo fato de que
compreende

a administracdo ao individuo com uma dose fixa de cerca
de 30 mg a cerca de 90 mg de um agente de &cido ribonucléico (RNAI)
de fita dupla que inibe a expressédo de um Serpincl,

em que um agente de RNAI compreende uma fita dupla
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compreendendo uma fita senso e uma fita antissenso, a fita antissenso
compreendendo uma regidao de complementaridade de um mRNA que
codifica Serpincl que compreende pelo menos 15 nucleotideos
contiguos diferente em ndo mais de 3 nucleotideos da sequéncia de
nucleotideos 5 - UUGAAGUAAAUGGUGUUAACCAG - 3’ (SEQ ID
NO: 15), em que praticamente todos os nucleotideos da fita senso e
substancialmente todos os nucleotideos da fita antissenso séo
nucleotideos modificados, e em que a fita senso esta conjugada com
um ligante fixado no 3'-terminal; e

a administracdo ao individuo de wuma quantidade
terapeuticamente eficaz de um agente de desvio, em que a quantidade
eficaz do agente de desvio é reduzida em comparacdo com a
guantidade eficaz recomendada do agente de desvio,

de modo a tratar um caso de hemorragia no individuo tendo
uma hemofilia com inibidores.

3. Método de tratamento de um caso de hemorragia em um
individuo com hemofilia sem inibidores, caracterizado pelo fato de que
compreende

a administracdo ao individuo com uma dose fixa de cerca
de 40 mg a cerca de 90 mg de um agente de &cido ribonucléico (RNAI)
de fita dupla que inibe a expressédo de um Serpincl,

em que um agente de RNAiI compreende uma fita dupla
compreendendo uma fita senso e uma fita antissenso, a fita antissenso
compreendendo uma regiao de complementaridade de um mRNA que
codifica Serpincl que compreende pelo menos 15 nucleotideos
contiguos diferente em ndo mais de 3 nucleotideos da sequéncia de
nucleotideos 5 - UUGAAGUAAAUGGUGUUAACCAG - 3 (SEQ ID
NO: 15), em que praticamente todos os nucleotideos da fita senso e
substancialmente todos o0s nucleotideos da fita antissenso sé&o

nucleotideos modificados, e em que a fita senso esta conjugada com
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um ligante fixado no 3'-terminal; e

a administracdo ao individuo de uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um fator de substituicio, em que a
quantidade eficaz do fator de substituicdo € reduzida em comparacao
com a quantidade eficaz recomendada do fator de substituicéo,

de modo a tratar um caso de hemorragia no individuo tendo
uma hemofilia sem inibidores.

4. Método de tratamento de um caso de hemorragia em um
individuo com hemofilia com inibidores, caracterizado pelo fato de que
compreende

a administracdo ao individuo com uma dose fixa de cerca
de 40 mg a cerca de 90 mg de um agente de acido ribonucléico (RNAI)
de fita dupla que inibe a expresséo de um Serpincl,

em que um agente de RNAiI compreende uma fita dupla
compreendendo uma fita senso e uma fita antissenso, a fita antissenso
compreendendo uma regido de complementaridade para um Serpincl
gue codifica um mMRNAL1 que compreende pelo menos 15 nucleotideos
contiguos diferente em ndo mais de 3 nucleotideos da sequéncia de
nucleotideos 5 - UUGAAGUAAAUGGUGUUAACCAG - 3 (SEQ ID
NO: 15), em que praticamente todos os nucleotideos da fita senso e
substancialmente todos os nucleotideos da fita antissenso sao
nucleotideos modificados, e em que a fita senso esta conjugada com
um ligante fixado no 3'-terminal; e

a administracdo ao individuo de wuma quantidade
terapeuticamente eficaz de um agente de desvio, em que a quantidade
eficaz do agente de desvio é reduzida em comparacdo com a
guantidade eficaz recomendada do agente de desvio,

de modo a tratar um caso de hemorragia no individuo tendo
uma hemofilia com inibidores.

5. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicactes
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1 a 4, caracterizado pelo fato de que a dose fixa do agente de RNAI de
fita dupla é administrada ao individuo uma vez por més, uma vez a
cada seis semanas, uma vez a cada dois meses, ou trimestralmente.

6. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
1 a 4, caracterizado pelo fato de que o agente de RNAI de fita dupla é
administrado ao individuo em uma dose fixa de cerca de 50 mg.

7. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
1 a 4, caracterizado pelo fato de que o agente de RNAI de fita dupla é
administrado ao individuo em uma dose fixa de cerca de 80 mg.

8. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicactes
1 a 7, caracterizado pelo fato de que o agente de RNAI de fita dupla é
administrado ao individuo subcutaneamente.

9. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicaces
1 a 6, caracterizado pelo fato de que o individuo é um ser humanao.

10. Método, de acordo com a reivindicacéo 9, caracterizado
pelo fato de que a hemofilia é hemofilia A, hemofilia B e hemofilia C.

11. Meétodo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 10, caracterizado pelo fato de que todos os
nucleotideos da fita senso e todos os nucleotideos da fita antissenso
séo nucleotideos modificados.

12. Meétodo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 11, caracterizado pelo fato de que os nucleotideos
modificados s&o selecionados de forma independente do grupo
consistindo em nucleotideo modificado 2'-desoéxi-2'-fluoro, nucleotideo
modificado 2'-desoOxi, um nucleotideo bloqueado, um nucleotideo
abasico, um nucleotideo 2'-amino-modificado, um nucleotideo 2'-alquil-
modificado, um nucleotideo morfolino, um fosforamidato, e uma base
nao natural compreendendo nucleotideo.

13. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindicagbes 1 a 12, caracterizado pelo fato de que a regido de
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complementaridade é de pelo menos 17 nucleotideos de comprimento.

14. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 13, caracterizado pelo fato de que a regido de
complementaridade tem entre 19 e 21 nucleotideos de comprimento.

15. Meétodo, de acordo com a reivindicagdo 14,
caracterizado pelo fato de que a regido de complementaridade € de 19
nucleotideos de comprimento.

16. Meétodo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagOes 1 a 15, caracterizado pelo fato de que cada fita ndo tem
mais de 30 nucleotideos de comprimento.

17. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicacOes 1 a 16, caracterizado pelo fato de que a fita senso e a
fita antissenso tem independentemente 19 a 25 nucleotideos de
comprimento.

18. Meétodo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 17, caracterizado pelo fato de que cada uma fita
senso e fita antissenso tem independentemente 21 e 23 nucleotideos
de comprimento.

19. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicacOes 1 a 18, caracterizado pelo fato de que a fita senso tem
21 nucleotideos em comprimento e a fita antissenso tem 23
nucleotideos de comprimento.

20. Meétodo, de acordo com qualqguer uma das
reivindicacOes 1 a 19, caracterizado pelo fato de que pelo menos uma
fita compreende uma saliéncia 3’ de pelo menos 1 nucleotideo.

21. Método, de acordo com qualguer uma das
reivindicacOes 1 a 19, caracterizado pelo fato de que pelo menos uma
fita compreende uma saliéncia 3’ de pelo menos 2 nucleotideos.

22. Método, de acordo com qualguer uma das

reivindicacbes 1 a 21, caracterizado pelo fato de que o ligante é um
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derivado de N-acetilglicosamina (GalNAc).
23. Método, de acordo com a reivindicagdo 22,

caracterizado pelo fato de que o ligante é

24. Meétodo, de acordo com a reivindicagdo 23,
caracterizado pelo fato de que o agente de RNAI de fita dupla é

conjugado com o ligante, como mostrado no seguinte esquema

3

0
AN AN | .
0=P—X
| OH

O\\Hnl_j;

N

ey P °
HO 0\/\/\[]/N\/\/N

e,emque XéOouS.

25. Método, de acordo com a reivindicacdo 24,
caracterizado pelo fato de que X é O.

26. Método, de acordo com qualguer uma das
reivindicagbes 1 a 25, caracterizado pelo fato de que a regido de
complementaridade consiste na sequéncia de nucleotideos de 5’-
UUGAAGUAAAUGGUGUUAACCAG-3’(SEQ ID NO: 15).

27. Meétodo, de acordo com qualquer uma das
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reivindicagcbes 1 a 26, caracterizado pelo fato de que o agente de RNAI
de fita dupla compreende uma fita senso compreendendo a sequéncia
de nucleotideos de 5- GGUUAACACCAUUUACUUCAA -3 (SEQ ID
NO: 16), e uma fita antissenso compreendendo a sequéncia de
nucleotideos de 5-UUGAAGUAAAUGGUGUUAACCAG-3'(SEQ ID
NO: 15).

28. Método, de acordo com a reivindicagdo 27,
caracterizado pelo fato de que a fita senso compreende 5’-
GfsgsUfuAfaCfaCfCfAfuUfuAfcUfuCfaAf — 3’ (SEQ ID NO:13) e a fita
antissenso compreende 5’- usUfsgAfaGfuAfaAfuggUfgUfuAfaCfcsasg
— 3’ (SEQ ID NO:14),

em que a, ¢, g e u sdo 2’-O-metila (2'-OMe) A, C, G, ou U,
Af, Cf, Gf ou Uf sdo 2’-fluoro A, C, G ou U; e s € um acoplamento
fosforotioato.

29. Método, de acordo com qualqguer uma das
reivindicagbes 1 a 28, caracterizado pelo fato de que a fita senso
compreende 5- GfsgsUfuAfaCfaCfCfAfuUfuAfcUfuCfaAf — 3’ (SEQ ID
NO:13) e a fita antissenso compreende 5'-
usUfsgAfaGfuAfaAfuggUfgUfuAfaCfcsasg — 3’ (SEQ ID NO:14),

em que a, ¢, g e u sao 2’-O-metila (2'-OMe) A, C, G, ou U;
Af, Cf, Gf ou Uf sdo 2’-fluoro A, C, G ou U; e s € um acoplamento
fosforotioato; e

em que a fita senso é conjugado com o ligante, como

mostrado no seguinte esquema

O:IL—X
OH
Ho OH
o
HO\%&OMHWH 0
HO OH ° E
i M ~ N 7.(\/
o
o N">"N"0 z
s gH ,emque XéOouS.
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30. Meétodo, de acordo com qualqguer uma das
reivindicagOes 1 a 29, caracterizado pelo fato de que o agente de RNAI
de fita dupla € administrado ao individuo como uma composicao
farmacéutica.

31. Método, de acordo com qualqguer uma das
reivindicacbes 1 a 30, caracterizado pelo fato de que a administracéao
do agente dsRNA ao individuo diminui a atividade da Serpincl por
cerca de 75% ou mais.

32. Método, de acordo com qualguer uma das
reivindicacOes 1, 3 e 5 a 31, caracterizado pelo fato de que o fator de
substituicdo € o Fator VIII.

33. Método, de acordo com a reivindicacdo 32,
caracterizado pelo fato de que a quantidade terapeuticamente eficaz
do Fator VIII administrada ao individuo € menor que 200 Ul/kg, ou
menos que cerca de 190 Ul/kg, ou menos que cerca de 180 Ul/kg, ou
menos que cerca de 170 Ul/kg, ou menos que cerca de 160 Ul/kg, ou
menos que cerca de 150 Ul/kg, ou menos que cerca de 140 Ul/kg, ou
menos que cerca de 130 Ul/kg, ou menos que cerca de 120 Ul/kg, ou
menos que cerca de 110 Ul/kg, ou menos que cerca de 100 Ul/kg, ou
menos que cerca de 90 Ul/kg, ou menos que cerca de 80 Ul/kg, ou
menos que cerca de 70 Ul/kg, ou menos que cerca de 60 Ul/kg, ou
menos que cerca de 50 Ul/kg, ou menos que cerca de 40 Ul/kg, ou
menos que 30 Ul/kg, ou menos que cerca de 20 Ul/kg, ou menos que
cerca de 10 Ul/kg.

34. Método, de acordo com a reivindicacdo 32,
caracterizado pelo fato de que a quantidade terapeuticamente eficaz
do Fator VIII administrado ao individuo é de cerca de uma vez e meia
a cerca de cinco vezes menos eficaz do que a quantidade eficaz
recomendada do Fator VIII.

35. Método, de acordo com a reivindicacdo 34,
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caracterizado pelo fato de que a quantidade terapeuticamente eficaz
do Fator VIII administrada ao individuo é uma dose de cerca de 10 a
cerca de 20 Ul/kg.

36. Método, de acordo com qualguer uma das
reivindicacbes 1, 3 e 5 a 28, caracterizado pelo fato de que o fator de
substituicdo € o Fator IX.

37. Meétodo, de acordo com a reivindicagcdo 36,
caracterizado pelo fato de que a quantidade terapeuticamente eficaz
do Fator IX administrada ao individuo € menor que 200 Ul/kg, ou
menos que cerca de 190 Ul/kg, ou menos que cerca de 180 Ul/kg, ou
menos que cerca de 170 Ul/kg, ou menos que cerca de 160 Ul/kg, ou
menos que cerca de 150 Ul/kg, ou menos que cerca de 140 Ul/kg, ou
menos que cerca de 130 Ul/kg, ou menos que cerca de 120 Ul/kg, ou
menos que cerca de 110 Ul/kg, ou menos que cerca de 100 Ul/kg, ou
menos que cerca de 90 Ul/kg, ou menos que cerca de 80 Ul/kg, ou
menos que cerca de 70 Ul/kg, ou menos que cerca de 60 Ul/kg, ou
menos que cerca de 50 Ul/kg, ou menos que cerca de 40 Ul/kg, ou
menos que 30 Ul/kg, ou menos que cerca de 20 Ul/kg, ou menos que
cerca de 10 Ul/kg.

38. Meétodo, de acordo com a reivindicacdo 36,
caracterizado pelo fato de que a quantidade terapeuticamente eficaz
do Fator IX administrado ao individuo € de cerca de duas vezes a
cerca de seis vezes menos eficaz do que a quantidade eficaz
recomendada do Fator IX.

39. Método, de acordo com a reivindicacdo 38,
caracterizado pelo fato de que a quantidade terapeuticamente eficaz
do Fator IX administrada ao individuo é uma dose de cerca de 20 a
cerca de 30 Ul/kg.

40. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindicacOes 2 e 4 a 31, caracterizado pelo fato de que o agente de
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desvio é concentrado de complexo de protrombina ativado (aPCC).

41. Método, de acordo com a reivindicacdo 40,
caracterizado pelo fato de que a quantidade terapeuticamente eficaz
do aPCC administrado ao sujeito € menor que cerca de 100 U/kg, ou
menos que cerca de 90 U/kg, ou menos que cerca de 80 U/kg, ou
menos que cerca de 70 U/kg, ou menos que cerca de 60 U/kg, ou
menos que cerca de 50 U/kg, ou menos que cerca de 40 U/kg, ou
menos que cerca de 30 U/kg, ou menos que cerca de 20 U/kg ou
menos que cerca de 10 U/kg.

42. Meétodo, de acordo com a reivindicacdo 40,
caracterizado pelo fato de que a quantidade terapeuticamente eficaz
de aPCC administrado ao individuo € de cerca de duas vezes a cerca
de trés vezes menos eficaz do que a quantidade eficaz recomendada
do aPCC.

43. Meétodo, de acordo com a reivindicacdo 42,
caracterizado pelo fato de que a quantidade terapeuticamente eficaz
do aPCC administrada ao individuo € uma dose de cerca de 30 a
cerca de 50 U/kg.

44. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicacOes 2 e 4 a 31, caracterizado pelo fato de que o agente de
desvio é o Fator Vlla (rFVlla) recombinante.

45. Método, de acordo com a reivindicacdo 44,
caracterizado pelo fato de que a quantidade terapeuticamente eficaz
do rFVlla administrado ao individuo € menos que cerca de 120 pg/kg,
ou menos que cerca de 110 ug/kg, ou menos que cerca de 100 ug/kg,
ou menos que cerca de 90 ug/kg, ou menos que cerca de 80 ug/kg, ou
menos que cerca de 70 pg/kg, ou menos que cerca de 60 ug/kg, ou
menos que cerca de 50 pg/kg, ou menos que cerca de 40 ug/kg, ou
menos que cerca de 30 ug/kg ou menos que cerca de 20 ug/kg.

46. Meétodo, de acordo com a reivindicacdo 45,
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caracterizado pelo fato de que a quantidade terapeuticamente eficaz
de rFVIla administrado ao individuo € de cerca de duas vezes menos
eficaz do que a quantidade eficaz recomendada do rFVila.

47. Método, de acordo com a reivindicacdo 46,
caracterizado pelo fato de que a quantidade terapeuticamente eficaz
do rFVlla administrada ao individuo € uma dose de cerca de 45 pg/kg.

48. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 47, caracterizado pelo fato de que compreende
ainda a medicéo de niveis de trombina no individuo.

49. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 48, caracterizado pelo fato de que compreende
ainda a medic&o dos niveis do fator de substituicdo no individuo.

50. Método de tratamento de um caso de hemorragia em
um individuo com hemofilia sem inibidores, caracterizado pelo fato de
gue compreende

a administracdo ao individuo com uma dose fixa de cerca
de 80 mg de um agente de acido ribonucléico (RNAI) de fita dupla que
inibe a expressao de um Serpincl,

em que o agente de RNAI de fita dupla compreende uma
fita senso e uma fita antissenso,

em que a fita senso compreende 5'-
GfsgsUfuAfaCfaCfCfAfuUfuAfcUfuCfaAf — 3’ (SEQ ID NO:13) e a fita
antissenso compreende 5’- usUfsgAfaGfuAfaAfuggUfgUfuAfaCfcsasg
— 3’ (SEQ ID NO:14),

em que a, ¢, g e u sdo 2’-O-metila (2'-OMe) A, C, G, ou U;
Af, Cf, Gf ou Uf sdo 2’-fluoro A, C, G ou U; e s € um acoplamento
fosforotioato; e

em que a extremidade 3’ da fita senso é conjugado com o

ligante, como mostrado no seguinte esquema
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| OH
o
N N
HOACHN \/\/\[C])/ ~ N K
Ho OH oL
N \/\/\n/ ~ \n/\/
(0] (o] O (0]
Ho [OH
\&&0 ﬁ
\/\/\H’N/\/\N (]
H H 4
AcHN 0 , em que X é

OousS:;e

a administracdo ao individuo de uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um fator de substituicdo, em que a
quantidade eficaz do fator de substituicdo € reduzida em comparacao
com a quantidade eficaz recomendada do fator de substituicéo,

de modo a tratar um caso de hemorragia no individuo tendo
uma hemofilia sem inibidores.

51. Método de tratamento de um caso de hemorragia em
um individuo com hemofilia com inibidores, caracterizado pelo fato de
gue compreende

a administracdo ao individuo com uma dose fixa de cerca
de 80 mg de um agente de &cido ribonucléico (RNAI) de fita dupla que
inibe a expressao de Serpincl,

em que o agente de RNAI de fita dupla compreende uma
fita senso e uma fita antissenso, em que a fita senso compreende 5'-
GfsgsUfuAfaCfaCfCfAfuUfuAfcUfuCfaAf — 3’ (SEQ ID NO:13) e a fita
antissenso compreende 5’- usUfsgAfaGfuAfaAfuggUfgUfuAfaCfcsasg
— 3’ (SEQ ID NO:14),

em que a, ¢, g e u sdo 2’-O-metila (2'-OMe) A, C, G, ou U;
Af, Cf, Gf ou Uf sdo 2’-fluoro A, C, G ou U; e s € um acoplamento
fosforotioato; e

em que a extremidade 3’ da fita senso € conjugado com o

ligante, como mostrado no seguinte esquema
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, em que X é
OousS:;e

a administracdo ao individuo de uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um agente de desvio, em que a quantidade
eficaz do agente de desvio € reduzida em comparacdo com a
guantidade eficaz recomendada do agente de desvio,

de modo a tratar um caso de hemorragia no individuo tendo
uma hemofilia com inibidores.

52. Método, de acordo com a reivindicacdo 50 ou 51,
caracterizado pelo fato de que a dose fixa do agente de RNAIi é
administrada ao individuo subcutaneamente.

53. Método, de acordo com a reivindicacdo 51 ou 52,
caracterizado pelo fato de que a dose fixa do agente de RNAIi é
administrada ao individuo uma vez por més.

54. Método, de acordo com a reivindicagdo 51 ou 52,
caracterizado pelo fato de que a hemofilia é hemofilia A.

55. Método, de acordo com a reivindicagdo 51 ou 52,
caracterizado pelo fato de que a hemofilia é hemofilia B.

56. Método, de acordo com a reivindicagdo 51 ou 52,

caracterizado pelo fato de que a hemofilia € hemofilia C.
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AT relativo
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FIG. 1C
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Peak Thrombin (nM)
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Todos os pacientes inibidores
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* ABR média, periodo de pré-estudo: 31
*+ ABR média, periodo de observacao: 0

° Pacientes que nao relataram hemorragias: 9/16 (56%)
°  Pacientes que ndo relataram hemorragias espontaneas (AsBR = 0)

11/16 (69%)

OLE, extenséao aberta; ABR taxa hemorragica anual, AsBR, taxa hemorragica
anual espontanea
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Niveis de antitrombina
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Geracgao de trombina
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* Resumo das médias de ABRs em pacientes sem inibidores

14
g
10
% 8
< 6
4
5 b 1.7
0
PPx oD
N=7 Pré-estudo N=12 N=19
; Observacgao
Pré-estudo

* Duragado média no periodo de observacao: 13 meses [faixa: 2 a 19]
* Atividade AT média no periodo de observagao (em relagédo a avaliacédo inicial): 22%

1 Periodo de observacao definido como dia 29 de tratamento para o mais cedo
da transferéncia dos dados ou 56 dias ap6s a ultima dose]

ABR taxa hemorragica anual, AsBR, taxa hemorragica anual espontanea; PPx,
profilaxia; OD: em demanda

FIG. 20A
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Resumo das médias de ABRs em pacientes com inibidores
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* Duracgao média no periodo de observacao: 6 meses [faixa: 1 a 11]
* Atividade AT média no periodo de observagéo (em relagédo a avaliagao inicial): 18%

tPeriodo de observacgéo definido como dia 29 de tratamento para o mais cedo da
transferéncia dos dados ou 56 dias ap6s a ultima dose

ABR taxa hemorragica anual, AsBR, taxa hemorragica anual esponténea;

PPx, profilaxia; OD: em demanda

FIG. 20B
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RESUMO
Patente de Invencdo: "METODOS E COMPOSICOES PARA O
TRATAMENTO DE UM CASO DE HEMORRAGIA EM UM INDIVIDUO
COM HEMOFILIA".

A presente invencéo refere-se ao IRNA, por exemplo, acido
ribonucléico de fita dupla (dsRNA), composi¢cdes visando o gene
Serpincl, e métodos para usar tal iRNA, por exemplo, composi¢cfes de
dsRNA, para tratar um caso de sangramento em um individuo com

uma hemofilia (por exemplo, com ou sem inibidores).
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Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
bioldgicas.

Cédigo de Controle

Campo 1

729 408B11362¢C1438

Campo 2

B5A 67 CCA2DBS52ETQ 0B

Outras Informacées:

- Nome do Arquivo: Listagem de sequéncia - P244512. TXT
- Data de Geracao do Cédigo: 08/01/2020
- Hora de Geracéo do Cddigo: 14:23:41
- Cédigo de Controle:
- Campo 1: 729408B11362C148
- Campo 2: B5A67CCA2DB52E0OB
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