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USO DE UM OLIGONUCLEOTIDEO MODIFICADO

CAMPO DA INVENCAO

[001]
métodos e composicbes para o tratamento da Sindrome

Sao

Alport.
DESCRICAO DA TECNICA RELACIONADA
[002]
importante da membrana basal, € uma familia de seis

alfa: colageno alfa 1 (Tipo 1V), colageno alfa 2 (T
V),
colageno alfa 5 (Tipo 1V), e colageno alfa 6 (Tipo

colageno alfa 3 (Tipo colageno alfa 4 (Tipo IV

cadeias alfa 3, alfa 4 e alfa 6 do colageno IV séo
componentes fundamentais da rede de coladgeno da mem
basal glomerular (GBM), que desempenha a funcéo cri
filtracdo do sangue pelos rins.

[003]

hereditaria de doenca renal em que é produzido um t

A Sindrome de Alport é uma
anormal de membrana basal glomerular (GBM), levando
intersticial, esclerose glomerular e eventual perda

renal. A doenca é também frequentemente caracteriza
defeitos de audicdo e anomalias oculares. A Sindrom
Alport € causada por uma mutacdo em Col4a3, Colda4,
Col4a5, que codificam as cadeias alfa3(lV), alfa4(l
alfab5(lV) do colageno do tipo IV, respetivamente. M

gene Col4a5 no cromossomo X causam a forma ligada a
Sindrome de Alport, que é responsavel por 85% de to
casos da doenca. Uma forma autossémica recessiva €

hereditariedade de muta¢cdes em cada cépia de Col4a3
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Colda4, cada uma das quais esta localizada no cromo ssomo 2. A
forma dominante autossémica rara é devida a heredit ariedade
de uma mutacao negativa dominante no gene Col4a3 ou Coldad. A
forma ligada ao X é mais grave no sexo masculino do gue no
sexo feminino, com a maioria dos casos no sexo masc ulino a
progredir para doenca renal em fase terminal (ESRD) . A forma
autossbmica € de gravidade similar no sexo masculin o e
feminino. A maioria dos casos da doenca € devida a uma
mutacdo herdada, mas alguns casos sao devidos a uma mutacao

de novo em um dos genes Col 4aA.
RESUMO DA INVENCAO

[004] Sé&o aqui fornecidos métodos para tratar a
Sindrome de Alport, que compreendem a administracao a um
sujeito que tem ou se suspeita ter Sindrome de Alpo rt, de um

oligonucleotideo  modificado consistindo em 12 a 25

nucleosideos ligados, em que a sequéncia de nucleob ases do
oligonucleotideo modificado € complementar do miR-2 1. Em
certas modalidades, o sujeito foi diagnosticado com o tendo
Sindrome de Alport antes da administracao do oligon ucleotideo
modificado. Em certas modalidades, antes da adminis tracdo do
oligonucleotideo modificado, foi determinado que o sujeito
tinha um nivel aumentado de miR-21 no tecido renal. Em certas
modalidades, antes da administracdo do oligonucleot ideo
modificado, foi determinado que o sujeito tinha um nivel

aumentado de miR-21 na urina ou no sangue.

[005] Em qualquer uma das modalidades
fornecidas no presente documento, a administragdo d e um
oligonucleotideo modificado complementar do miR-21, a um
sujeito que tem ou se suspeita ter Sindrome de Alpo rt, pode

melhorar a funcéo renal, retardar o surgimento de d oenca
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renal em fase terminal; retardar a necessidade de d ialise;
retardar a necessidade de transplante renal; e/ou m elhorar a
esperanca de vida no sujeito.

[006] Em qualquer uma das modalidades
fornecidas no presente documento, a administragdo d e um
oligonucleotideo modificado complementar do miR-21, a um
sujeito que tem ou se suspeita ter Sindrome de Alpo rt, pode
reduzir a hematuria; retardar o surgimento de hemat aria;
reduzir a proteinuria; retardar o surgimento de pro teindria;
reduzir a fibrose renal; atrasar a progressao adici onal de
fibrose; e/ou parar a progresséao adicional de fibro se.

[007] Em qualquer uma  das modalidades
proporcionadas no presente documento, o sujeito pod e ter uma
mutacao selecionada entre uma mutacdo no gene que c odifica a
cadeia alfa 3 do colageno do tipo IV, uma mutagéo n 0 gene que
codifica a cadeia alfa 4 do colageno do tipo IV, ou uma
mutacdo no gene que codifica a cadeia alfa 5 do col ageno do
tipo IV. Em certas modalidades, o o sujeito € do se X0
masculino. Em certas modalidades, o0 o sujeito € do sexo
feminino. Em certas modalidades, o sujeito € identi ficado

como tendo hematdria, e/ou proteindria. Em  certas

modalidades, o sujeito tem funcao renal reduzida. E m certas
modalidades, o sujeito tem necessidade de funcéo re nal
melhorada.

[008] Qualquer uma das modalidades fornecidas

no presente documento pode compreender a medicdo do

nitrogénio ureico do sangue no sangue do sujeito; m edicdo da
creatinina no sangue do sujeito; medicdo da depurag ao da
creatinina no sujeito; medicdo da proteindria no su jeito;

medicdo da razdo albumina:creatinina no sujeito; e/ ou a
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medicao da taxa de filtracdo glomerular no sujeito.

[009] Qualquer uma das modalidades fornecidas

no presente documento pode compreender a medi¢cdo da
N-acetil-
medicdo da proteina lipocalina associada a gelatina
neutrofilos (NGAL) na urina do sujeito; medicdo da
molécula 1 de lesdo renal (KIM-1) na urina do sujei
medicdo da proteina interleucina-18 (IL-18) na wurin
sujeito; medicdo dos niveis da proteina quimioatrat
monaocitos (MCP1) na urina do sujeito; medicdo dos n

fator de crescimento tecidual conjuntivo (CTGF) na

sujeito; medicdo dos fragmentos de colageno IV (Col

urina do sujeito; medicao dos fragmentos de colagen

[11) na urina do sujeito; e/ou medicao dos niveis d

nos podocitos na urina do sujeito, em que a protein
podocitos € selecionada entre a nefrina e a podocin
Qualquer uma das modalidades fornecidas no presente

pode compreender a medi¢cdo da proteina cistatina C

de um sujeito; medicao da proteina

B-D-glucosaminidase (NAG) na wurina do sujeito;

proteina

se de
proteina
to;

a do

ora de
iveis de
urina do
IV) na

o Il (Col

e proteina

a nos

a.
documento

no sangue

B-trace (BTP) no sangue de

um sujeito; e a medi¢cdo da 2-microglobulina (B2M) n 0 sangue
de um sujeito.

[010] Qualquer um dos métodos fornecidos no
presente documento pode melhorar um ou mais marcado res da
fungéo renal no sujeito, selecionados entre a redug ao do
nitrogénio ureico do sangue no sujeito; reducéo da creatinina
no sangue do sujeito; melhoria da depuragéao da crea tinina no
sujeito; reducdo da proteinuria no sujeito; reducao da razéao
albumina:creatinina no sujeito; e/ou melhoria da ta xa de
filtracAo glomerular no sujeito. Qualquer um dos mé todos
fornecidos no presente documento pode melhorar um o u mais
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marcadores da fungdo renal no sujeito, selecionados entre
reducdo da NAG na urina do sujeito; reducao da NGAL na urina
do sujeito; reducéo da KIM-1 na urina do sujeito; r educao da
IL-18 na urina do sujeito; reducdo da MCP1l na urina do
sujeito; reducdo do CTGF na urina do sujeito; reduc¢ ao dos
fragmentos de colageno IV na urina do sujeito; redu céo dos
fragmentos de colageno Il na urina do sujeito; e r educéo dos
niveis de proteina nos podaocitos na urina do sujeit 0, em que
a proteina nos podocitos € selecionada entre a nefr ina e a
podocina. Qualquer um dos métodos fornecidos no pre sente
documento pode melhorar um ou mais marcadores da fu ncao renal
selecionados entre a reducdo da proteina cistatina C no
sangue de um sujeito; reducao da proteina g-trace (BTP) no
sangue de um sujeito; e reducdo da 2-microglobulina (B2M) no

sangue de um sujeito.

[011] Em qualquer uma  das modalidades
fornecidas no presente documento, a proteindria €
albuminudria. A albuminuria pode ser albumindria nor mal

elevada, microalbuminuria, ou macroalbuminuria.

[012] Em certas modalidades, a Sindrome de
Alport é a forma ligada ao X da Sindrome de Alport. Em certas
modalidades, a Sindrome de Alport é a forma autoss6 mica da

Sindrome de Alport.

[013] Qualguer uma das modalidades fornecidas
no presente documento pode compreender a administra ¢céo de
pelo menos uma terapia adicional selecionada entre um
inibidor da enzima conversora da angiotensina Il (A CE), um
bloqueador do receptor da angiotensina 1l (ARB), um agente
anti-hipertensor, um anélogo da vitamina D, um liga nte de

fosfato oral, didlise, e transplante de rim. Em qua lquer uma
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dessas modalidades, os inibidores da enzima de conv ersdo da
angiotensina Il (ACE) s&o selecionados a partir do captopril,
enalapril, lisinopril, benazepril, quinapril, fosin opril, e
ramipril. Em qualquer uma dessas modalidades, os bl ogueadores
do receptor da angiotensina Il (ARB) sdo selecionad 0s a
partir da candesartana, irbesartana, olmesartana, | osartana,
valsartana, telmisartana, e eprosartana. Em qualque r uma
dessas modalidades, um inibidor da ACE é selecionad 0 entre o

cilazapril, perindopril, e trandolapril.

[014] Em certas modalidades, um inibidor da ACE
€ administrado a uma dose que varia de 0,5 a 1 mg/m 2/dia, de
1 a 6 mg/m2/dia, de 1 a 2 mg/m2/dia, de 2 a 4 mg/m2 /dia, ou
de 4 a 8 mg/m2/dia.

[015] Em certas modalidades, um ARB &
administrado a uma dose que varia de 6,25 a 150 mg/ m2/dia. Em
qualquer uma dessas modalidades, um ARB é administr ado a uma
dose de 6,25 mg/m2/dia, 10 mg/m2/dia, 12,5 mg/m2/di a, 18,75
mg/m2/dia, 37,5 mg/m2/dia, 50 mg/m2/dia, ou 150 mg/ m2/dia.

[016] Em certas modalidades, a pelo menos uma
terapia adicional € um antagonista da aldosterona. Em certas

modalidades, um antagonista da  aldosterona é a

espironolactona. Em certas modalidades, a espironol actona é
administrada a uma dose que varia de 10 a 35 mg por dia. Em
certas modalidades, a espironolactona € administrad a a uma

dose de 25 mg por dia.

[017] Em qualquer uma  das modalidades
fornecidas no presente documento, a sequéncia de nu cleobases
do oligonucleotideo modificado é pelo menos 90% com plementar,
€ pelo menos 95% complementar, ou é 100% complement ar da

sequéncia de nucleobases do miR-21 (SEQ ID NO: 1).
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[018] Em qualquer uma  das modalidades
fornecidas no presente documento, o0 oligonucleotide 0
modificado consiste em 8 a 30, 12 a 25, ou 15 a 25

nucleosideos ligados. Em qualguer uma das modalidad es
fornecidas no presente documento, o0 oligonucleotide 0
modificado consiste em 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
21, ou 22 nucleosideos ligados. Em qualquer uma das

modalidades fornecidas no presente documento, o]
oligonucleotideo modificado consiste em 15, 16, 17, 18, 19,

20, 21, ou 22 nucleosideos ligados.
[019] Em qualquer das modalidades fornecidas no
presente documento, o oligonucleotideo modificado ¢ ompreende

pelo menos um nucleosideo modificado. O nucleosideo

modificado pode ser selecionado entre um nucleoside 0 S-cEt,
um nucleosideo 2’-O-metoxietila, e um nucleosideo L NA. O
oligonucleotideo modificado pode compreender pelo m enos uma
ligacao internucleosidica modificada. Cada ligacao
internucleosidica do oligonucleotideo modificado po de ser uma
ligacdo internucleosidica modificada. Em certas mod alidades,

a ligacdo internucleosidica modificada €é wuma ligaca 0

internucleosidica fosforotioato.

[020] Em qualquer uma  das modalidades

fornecidas no presente documento, o0 oligonucleotide 0
modificado pode ter a estrutura 5'-
AECSATCSAGTCSTGAUSAAGCSTAE-3, (SEQ ID NO: 3; em qu e os
nucleosideos nao seguidos por um subscrito indicam B-D-
desoxirribonucleosideos; os nucleosideos seguidos p or um
subscrito “E” indicam nucleosideos 2’-MOE; os nucle osideos
seguidos por um subscrito “S” indicam nucleosideos S-cEt; e

cada ligacao internucleosidica é uma ligacdo
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internucleosidica fosforotioato.

[021] E fornecido no presente documento 0 uso
de um oligonucleotideo modificado que consiste em 8 a 30, 12
a 25, ou 15 a 25 nucleosideos ligados, em que a seq uéncia de
nucleobases do oligonucleotideo modificado € comple mentar do

miR-21, para o tratamento da Sindrome de Alport.
BREVE DESCRIQAO DAS FIGURAS

[022] Figura 1. O anti-miR-21 melhora a funcéo
renal de ratinhos Col 4a3-/-. Nitrogénio ureico do sangue
(BUN) as 9 semanas (A) e razao albumina/creatinina urinarias

as semanas 3, 5 7 e 9 (B). * indica significancia

estatistica.

[023] Figura 2. O anti-miR-21 previne a
glomerulosclerose em ratinhos Col4a3-/-. A glomerul osclerose
foi avaliada usando escores semi-quantitativos de e sclerose
variando de 0 (nenhuma esclerose) a 4 (esclerose to tal)
(n=10).

[024] Figura 3. O anti-miR-21 reduz a fibrose
em ratinhos Col4a3-/-. (A) Quantificacdo da fibrose , corada
de vermelho com Picrosirius (Sirius) nos rins (n=6) e (B) PCR
quantitativa de transcritos de Collal normalizados para GAPDH

(n=6). * indica significancia estatistica.

[025] Figura 4. O anti-miR-21 reduz a
classificagdo da lesdo renal em ratinhos Col4a3-/-. (A)
Escore da classificagdo da leséo renal de secbes re nais de
ratinhos com 9 semanas de idade. (B) Proporgéao de c rescentes
glomerulares (n=5). (C) Quantificacao da lesao tubu lar (n=5).

* indica significancia estatistica.
[026] Figura 5. O anti-miR-21 reduz a
infiltracdo de macrofagos (A) e diminui os miofibro blastos
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(B) em ratinhos Col4a3-/-. (A) Quantificagao da col oracéo de
F4/80 de secOes renais de ratinhos com 9 semanas de idade
(n=5). (B) Quantificagdo da coloracdo de oSMA de secoes
renais de ratinhos com 9 semanas de idade (n=5). * indica

significancia estatistica.

[027] Figura 6. O anti-miR-21 reduz as espécies
reativas de oxigénio em ratinhos Col4a3-/-. (A) Qua ntificacao
do peroxido de hidrogénio na urina de ratinhos Col4 a3-/-
tratados com anti-miR-21 ou controle de PBS (n=8; * indica
significancia estatistica); (B) Quantificacdo de DE S no
tecido renal de ratinhos Col4a3-/- tratados com ant i-miR-21
ou controle de PBS, e em ratinhos do tipo selvagem (n=3 por

grupo; *indica significancia estatistica).

[028] Figura 7. O anti-miR-21 melhora o nimero
de poddcitos em ratinhos Col4a3-/-. A quantificacéo do numero
de células positivas WT1 nos glomérulos de ratinhos Col4a3-/-
tratados com anti-miR-21 ou controle de PBS (n=3; p =0,005).
[029] Figura 8. O anti-miR-21 aumenta o tempo
de vida de ratinhos Col4a3-/-. (A) Peso de ratinhos Col4a3-/-
tratados com anti-miR-21 ou controle de PBS (p < 0O, 01); (B)
Tempo de vida de ratinhos Col4a3-/- tratados com an ti-miR-21
ou controle de PBS (p < 0,001).
[030] Figura 9. O anti-miR-21 melhora a fungéo
renal e aumenta o tempo de vida de ratinhos Col4a3- /- de

maneira dependente da dose (n= 10-13 por grupo de

tratamento). (A) Nitrogénio ureico no sangue as 7 s emanas;
(B) Tempo de vida de ratinhos Col4a3-/- tratados co m anti-
miR-21 a multiplas doses, uma vez por semana (QW) o u duas

vezes por semana (BIW), ou com controle de PBS.
DESCRICAO DETALHADA
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[031] Salvo definicAo em contrario, todos os
termos técnicos e cientificos usados no presente do cumento
tém o mesmo significado tal como € comumente entend ido por um
individuo versado nas técnicas as quais a invencao pertence.
A menos que sejam fornecidas definicbes especificas , a
nomenclatura utilizada em conexdo com, e os procedi mentos e
técnicas de, quimica analitica, quimica organica si ntética, e
quimica medicinal e farmacéutica descritos no prese nte
documento sdo os bem conhecidos e comumente usados na
técnica. No caso de haver uma pluralidade de defini cOes para
0s termos no presente documento, as desta secdo pre valecem.
Podem ser usadas técnicas-padrdo para a sintese qui mica,
analise quimica, preparacdo farmacéutica, formulaca o e
administracdo, e tratamento de individuos. Algumas dessas
técnicas e procedimentos podem ser encontrados, por exemplo,
em “Carbohydrate Modifications in Antisense Researc h” Editado
por Sangvi e Cook, American Chemical Society, Washi ngton
D.C., 1994; e "Remington's Pharmaceutical Sciences" , Mack
Publishing Co., Easton, Pa., 18 2 edicdo, 1990; e sdao
incorporadas no presente documento como referéncia para
qualquer propésito. Quando permitido, todas as pate ntes,
pedidos de patentes, pedidos publicados e publicacd es,
sequéncias do GENBANK, sites da Web e outros materi ais
publicados referidos ao longo de toda a divulgacao no
presente documento, salvo indicagdo em contrario, S ao
incorporados como referéncia em sua totalidade. Qua ndo é
feita referéncia a um URL ou a outro tal identifica dor ou
endereco, é entendido que tais identificadores pode m mudar, e
que informacdo particular na internet pode mudar, m as que

pode ser encontrada informacdo equivalente por pesq uisa na
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internet. Referéncia as mesmas evidencia a disponib ilidade e

disseminacgdo publica de tais informacdes.

[032] Antes das presentes composi¢des e métodos
serem divulgados e descritos, deve entender-se que a
terminologia usada no presente documento é somente para o
propésito de descrever modalidades particulares e n ao se
destina a ser limitativa. Deve notar-se que, confor me usado
na especificagdo e nas reivindicacbes anexas, as fo rmas

singulares “um,” “uma”, "a" e “0” incluem referente s plurais,

a menos que o contexto claramente dite o contrario.

DEFINICOES

[033] A Sindrome de Alport designa uma forma
hereditaria de doenca renal em que € produzido um n ivel
anormal de membrana basal glomerular (GBM), levando a fibrose
intersticial, esclerose glomerular e eventual perda da funcéo
renal. A doenca é também frequentemente caracteriza da por

defeitos de audicdo e anomalias oculares.
[034] “Hematuaria” significa a presenca de

glébulos vermelhos na urina.

[035] “Albuminuaria” significa a presenca de um
excesso de albumina na urina e inclui, sem limitaca 0,
albumindria normal, albumindria normal elevada,
microalbuminudria e macroalbumindria. Normalmente, a barreira
de permeabilidade da filtragdo glomerular, que é co mposta por

poddocitos, a membrana basal glomerular e as células

endoteliais, impedem a passagem de proteinas sérica S para a
urina. A albuminaria pode refletir lesdo da barreir a de
permeabilidade da filtracdo glomerular. A albuminuar ia pode
ser calculada a partir de uma amostra de urina de 2 4 horas,

uma amostra de urina noturna ou uma Unica amostra d e urina.
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[036] “Albuminuria normal elevada” designa uma
albuminuria elevada caracterizada por (i) excrecao de 15 a
<30 mg de albumina para a urina em 24 horas e/ou (i 1) uma
razao albumina/creatinina de 1,25 a <2,5 mg/mmol (o ul0a<20
mg/g) no sexo masculino ou 1,75 a <3,5 mg/mmol (ou 15 a <30

mg/g) no sexo feminino.

[037] “Albumindria normal elevada” designa uma
albuminuria elevada caracterizada por (i) excrecao de 15 a
<300 mg de albumina para a urina em 24 horas e/ou ( i) uma
razao albumina/creatinina de 1,25 a <25 mg/mmol (ou 10 a <200
mg/g) no sexo masculino ou 1,75 a <35 mg/mmol (ou 1 5 a <300

mg/g) no sexo feminino.

[038] “Macroalbuminuria” designa uma
albuminuria elevada caracterizada pela excrecédo de mais de
300 mg de albumina para a urina em 24 horas e/ou (i i) uma
razdo albumina/creatinina de >25 mg/mmol (ou >200 m g/g) no
sexo masculino ou >35 mg/mmol (ou >300 mg/g) no sex o]
feminino.

[039] “Razdo albumina/creatinina” designa a
razdo de albumina na urina (mg/dL) para creatinina na urina
(g/dL), e é expressa como mg/g. Em certas modalidad es, a
razdo albumina/creatinina pode ser calculada a part ir de uma
Gnica amostra de urina e pode ser usada como uma es timativa
da excrecéo de albumina durante um periodo de 24 ho ras.

[040] “Taxa de filtracdo glomerular estimada
(eGFR) ou “taxa de filtragdo glomerular (GFR)” desi gna uma
medida da eficiéncia de filtragao de creatinina pel os rins, e
€ usada como estimativa da quantidade de sangue que passa
pelos glomérulos por minuto. Resultados normais pod em variar

de 90 a 120 mL/minuto/1,73 m2. Niveis inferiores a 60



13/82

mL/minuto/1,73 m2 durante 3 ou mais meses podem ser um
indicador de doenca renal crénica. Niveis inferiore s a 15
mL/minuto/1,73 m2 podem ser um indicador de insufic iéncia
renal.

[041] “Proteindria” designa a presenca de um
excesso de proteinas séricas na urina. A proteinuri a pode ser
caracterizada pela excre¢do de > 250 mg de proteina S para a

urina durante 24 horas e/ou uma razdo proteina para
creatinina na urina de > 0,20 mg/mg. Proteinas séricas
elevadas em associacdo com proteindria incluem, sem

limitacédo, albumina.

[042] “Nitrogénio ureico no sangue” ou “BUN”
designa uma medida da quantidade de nitrogénio no s angue na
forma de ureia. O figado produz ureia no ciclo da u reia como
produto residual da digestdo proteica, e a ureia é removida
do sangue pelos rins. O sangue de um humano adulto normal
pode conter entre 7 e 21 mg de nitrogénio ureico po r 100 mL
(7-21 mg/dL) de sangue. A medicdo do nitrogénio ure iCO no
sangue € usada como um indicador da saude renal. Se 0S rins
nao forem capazes de remover a ureia do sangue norm almente, o

BUN do individuo aumenta.

[043] “Doenca renal em fase terminal (ESRD)",
designa a insuficiéncia completa ou quase completa da fungéao
renal.

[044] “Insuficiéncia  renal” significa uma
funcéo renal reduzida em relag&o a fungéo renal nor mal.

[045] “Fibrose” designa a formacéo ou
desenvolvimento de tecido conjuntivo fiboroso em exc €SS0 em um
orgao ou tecido. Em certas modalidades, a fibrose o corre como

um processo reparador ou reativo. Em certas modalid ades, a
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fibrose ocorre em resposta a dano ou leséo. O termo “fibrose”
deve ser entendido como a formagdo ou desenvolvimen to de
tecido conjuntivo fibroso em excesso em um 6rgdo ou tecido
COmo um processo reparador ou reativo, em 0poSi¢ao a uma
formacgao de tecido fibroso como um constituinte nor mal de um

orgao ou tecido.

[046] “Retarda a progressao adicional”
significa reduzir a taxa a qual uma patologia médic a segue
para um estado avancado.

[047] “Para a progressao adicional” significa
interromper a progressdo de uma patologia médica pa ra um
estado avancado.

[048] “Atrasar a necessidade de dialise”
significa manter a funcéo renal suficiente de modo a atrasar
a necessidade de tratamento por dialise.

[049] “Atrasar a necessidade de transplante
renal” significa manter a funcéo renal suficiente d e modo a
atrasar a necessidade de transplante renal.

[050] “Melhora a esperanca de vida” significa
prolongar a vida de um individuo ao tratar um ou ma is
sintomas de uma doenca no individuo.

[051] “Anti-miR” designa um oligonucleotideo
gue tem uma sequéncia de nucleobases complementar d e um
microRNA. Em certas modalidades, um anti-miR €& um

oligonucleotideo modificado.

[052] “Anti-miR-X" em que “miR-X" designa um
microRNA particular, significa um oligonucleotideo que tem
uma sequéncia de nucleobases complementar do miR-X. Em certas
modalidades, um anti-miR-X € inteiramente complemen tar (isto

€, 100% complementar) do miR-X. Em certas modalidad es, um
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anti-miR-X é pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo m enos 90%,
ou pelo menos 95% complementar do miR-X. Em certas
modalidades, um anti-miR-X é um oligonucleotideo mo dificado.

[053] “miR-21" desigha o miRNA maduro que tem a
sequéncia de nucleobases UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA (SE Q ID NO:
1).

[054] “Sequéncia haste-laco do miR-21" designa
a sequéncia haste-laco que tem a sequéncia de nucle obases
UGUCGGGUAGCUUAUCAGACUGAUGUUGACUGUUGAAUCUCAIBBGUAESBAGG
GCUGUCUGACA (SEQ ID NO: 2).

[055] “Acido nucléico alvo” designa um &cido
nucléico ao qual um composto oligomérico é concebid 0 para se
hibridizar.

[056] “Direcionamento” designa o processo de
concepcao e selecdo de uma sequéncia de nucleobases gque se
ird hibridizar com um acido nucléico alvo.

[057] “Direcionado para” significa que tem uma
sequéncia de nucleobases que ira permitir a hibridi zacao com

um acido nucléico alvo.

[058] “Modulacao” significa uma perturbacédo da
fungéo, quantidade, ou atividade. Em certas modalid ades, a
modulacdo significa um aumento na funcdo, quantidad e, ou
atividade. Em certas modalidades, a modulagéo signi fica uma

diminuicdo na funcdo, quantidade, ou atividade.

[059] “Expressao” significa quaisquer fungdes e
etapas, por meio das quais uma informagéo codificad a no gene
é convertida em estruturas presentes e que operam e m uma
célula.

[060] “Sequéncia de nucleobases” significa a

ordem de nucleobases contiguas em um composto oligo mérico ou
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acido nucléico, tipicamente listada em uma orientag ao 5' para
3, independente de qualquer acucar, ligacdo, e/ou
modificagcdo de nucleobases.

[061] “Nucleobases contiguas” significa
nucleobases imediatamente adjacentes entre si em um acido
nucléico.

[062] “Complementaridade de nucleobases”
designa a capacidade de duas nucleobases para se em parelharem
nao covalentemente por meio de ligacdo de hidrogéni 0.

[063] “Complementar” significa que um acido
nucléico é capaz de se hibridizar com outro acido n ucléico ou
oligonucleotideo. Em certas modalidades, complement ar refere-
se a um oligonucleotideo capaz de se hibridizar com um acido
nucléico alvo.

[064] “Inteiramente complementar” significa que
cada nucleobase de um oligonucleotideo € capaz de s e
emparelhar com uma nucleobase em cada posi¢cao corre spondente
em um acido nucléico alvo. Em certas modalidades, u m
oligonucleotideo é inteiramente complementar de um mMicroRNA,
isto é, cada nucleobase do oligonucleotideo € compl ementar de
uma nucleobase em uma posi¢céo correspondente no mic roRNA. Em

certas modalidades, um oligonucleotideo em que cada

nucleobase tem complementaridade com uma nucleobase dentro de
uma regidao de uma sequéncia do tipo haste-lagco de m icroRNA é
inteiramente complementar da sequéncia do tipo hast e-lagco de
microRNA.

[065] “Complementaridade percentual” designa a
porcentagem de nucleobases de um oligonucleotideo g ue é
complementar de uma porcdo de igual comprimento de um &cido

nucléico alvo. A complementaridade percentual é cal culada
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dividindo-se o numero de nucleobases do oligonucleo tideo que
€ complementar das nucleobases em posi¢des correspo ndentes no
acido nucléico alvo pelo namero total de nucleobase S no

oligonucleotideo.

[066] “Identidade percentual” designa o numero
de nucleobases em um primeiro acido nucléico que sa o]
idénticas a nucleobases em posi¢cdes correspondentes em um
segundo &cido nucléico, dividido pelo nuamero total de

nucleobases no primeiro acido nucléico. Em certas

modalidades, o primeiro acido nucléico é um microRN Aeo
segundo acido nucléico € um microRNA. Em certas mod alidades,
0 primeiro acido nucléico € um oligonucleotideo e o segundo

acido nucléico € um oligonucleotideo.
[067] “Hibridizar” significa o anelamento de
acidos nucléicos complementares, que ocorre atraves da

complementaridade de nucleobases.

[068] “Incompativel/incompatibilidade”
significa uma nucleobase de um primeiro acido nuclé ico que
nao é capaz de pareamento de Watson-Crick com uma n ucleobase
em uma posicao correspondente de um segundo acido n ucléico.
[069] “Idéntico”, no contexto da sequéncias de

nucleobases, significa que tem a mesma sequéncia de
nucleobases, independente do acgucar, ligagdo, e/ou
modificagcdes de nucleobases, e independente do esta do da

metila de quaisquer pirimidinas presentes.

[070] “MicroRNA” designa um RNA endd6geno de néo
codificacéo, entre 18 e 25 nucleobases de comprimen to, que é
o produto de clivagem de um pre-microRNA pela enzim a Dicer.
Exemplos de microRNA maduros sao encontrados no ban co de

dados de microRNA conhecido como miRBase
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(http://microrna.sanger.ac.uk/). Em certas modalida des,
microRNA é abreviado como “microRNA” ou “miR.”

[071] “Pre-microRNA” ou “pre-miR” designa um
RNA de nao codificagdo que tem uma estrutura em gra mpo, que é
0 produto da clivagem de um pri-miR pela ribonuclea se
especifica de RNA de filamento duplo conhecida como Drosha.
[072] “Sequéncia do tipo haste-laco” significa
um RNA que tem uma estrutura em grampo e que contém uma
sequéncia de microRNA maduro. As sequéncias de pre- microRNA e
as sequéncias do tipo haste-laco podem-se sobrepor. Exemplos
de sequéncias do tipo haste-laco sdo encontrados no banco de
dados de microRNA conhecido como miRBase

(http://microrna.sanger.ac.uk/).

[073] “Pri-microRNA” ou “pri-miR” designa um
RNA de nao codificacdo que tem uma estrutura em gra mpo, que é
um substrato para a ribonuclease especifica de RNA de

filamento duplo Drosha.

[074] “Precursor de microRNA” significa um
transcrito que se origina de um DNA gendmico e que compreende
um RNA estruturado, de nédo codificacédo, que compree nde uma ou

mais sequéncias de microRNA. Por exemplo, em certas
modalidades um precursor de microRNA é um pre-micro RNA. Em
certas modalidades, um precursor de microRNA é um p ri-
microRNA.

[075] “Transcrito regulado por  microRNA”
designa um transcrito que é regulado por um microRN A.

[076] “Sequéncia inicial” significa uma
sequéncia de nucleobases que compreende de 6 a 8 nu cleobases
contiguas das nucleobases 1 a 9 da extremidade 5 d e uma
sequéncia de microRNA maduro.
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[077] “Sequéncia correspondente inicial”
significa uma sequéncia de nucleobases que é comple mentar de
uma sequéncia inicial, e que tem o mesmo compriment 0 que a

sequéncia inicial.

[078] “Composto oligomérico” desigha um
composto que compreende uma pluralidade de subunida des
monomeéricas ligadas. Compostos oligoméricos incluir am

oligonucleotideos.

[079] “Oligonucleotideo” designa um composto
que compreende uma pluralidade de nucleosideos liga dos, cada
um dos quais pode ser modificado ou ndo modificado,
independente um do outro.

[080] “Ligacdo internucleosidica que ocorre
naturalmente” designa uma ligacao fosfodiéster de 3 "para 5’

entre nucleosideos.

[081] “Acucar natural” significa um acuUcar
encontrado no DNA (2’-H) ou RNA (2’-OH).
[082] “Ligacao internucleosidica” significa uma

ligacdo covalente entre nucleosideos adjacentes.
[083] “Nucleosideos ligados” significa

nucleosideos juntos por uma ligacdo covalente.

[084] “Nucleobase” significa uma  unidade
heterociclica capaz de se parear ndo covalentemente com outra
nucleobase.

[085] “Nucleosideo” significa uma nucleobase

ligada a uma unidade de agucar.

[086] “Nucleotideo” significa um nucleosideo
que tem um grupo fosfato ligado covalentemente a po rcao de
acucar de um nucleosideo.

[087] “Composto que compreende um
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oligonucleotideo modificado que consiste em” um num ero de
nucleosideos ligados, significa um composto que inc lui um
oligonucleotideo modificado que tem o nimero especi ficado de
nucleosideos ligados. Assim, 0o composto pode inclui r
substituintes ou conjugados adicionais. Salvo indic acdo em
contrario, o composto nao inclui quaisquer nucleosi deos

adicionais além dos do oligonucleotideo modificado.

[088] “Oligonucleotideo modificado” significa
um oligonucleotideo que tem uma ou mais modificacde s em
relacdo a uma terminacdo, acglcar, nucleobase, e/ou ligacao
internucleosidica que ocorrem naturalmente. Um
oligonucleotideo modificado pode compreender nucleo sideos néo
modificados.

[089] “Oligonucleotideo modificado de filamento
anico” significa um oligonucleotideo modificado que nao esta

hibridizado com um filamento complementar.
[090] “Nucleosideo modificado” significa um
nucleosideo que tem qualquer mudanca relativamente a um

nucleosideo que ocorre naturalmente. Um  nucleosideo

modificado pode ter um acucar modificado e uma nucl eobase nao

modificada. Um nucleosideo modificado pode ter um a cucar
modificado e uma nucleobase modificada. Um nucleosi deo
modificado pode ter um aclcar natural e uma nucleob ase
modificada. Em certas modalidades, um nucleosideo m odificado

€ um nucleosideo biciclico. Em certas modalidades, um
nucleosideo modificado € um nucleosideo néo bicicli co.

[091] “Ligacdo internucleosidica modificada”

significa qualquer mudanga em relagdo a uma ligacéo
internucleosidica que ocorre naturalmente.
[092] “Ligacao internucleosidica fosforotioato”
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significa uma ligacé@o entre nucleosideos em que um dos atomos
gue néo se liga em ponte é um atomo de enxofre.

[093] “Unidade de acucar modificado” significa
a substituicdo e/ou qualquer mudanca em relacdo a u m acucar
natural.

[094] “Nucleobase ndo modificada" designa as
bases heterociclicas que ocorrem naturalmente no RN A ou DNA:
as bases purina, adenina (A) e guanina (G), e as ba ses
pirimidina, timina (T), citosina (C) (incluindo a 5 -
metilcitosina), e uracila (U).

[095] “5-metilcitosina” designa uma citosina

gue compreende um grupo metila ligado a posigao 5.

[096] “Citosina  ndo metilada” designa uma
citosina que ndo compreende um grupo metila ligado a posicao
5.

[097] “Nucleobase modificada” significa
qualquer nucleobase que nao é uma nucleobase ndo mo dificada.

[098] “Unidade de acucar” designa  uma
furanosila que ocorre naturalmente, ou uma unidade de acucar
modificada.

[099] “Unidade de acucar modificada” significa
uma unidade de agucar substituida, ou um sucedaneo de acucar.

[0100] “Acucar 2’-O-metila” ou “acucar 2’-OMe”
significa um agucar que tem uma modificagdo O-metil a na
posicao 2'.

[0101] “Acucar 2’-O-metoxietila” ou “aglcar 2'-

MOE” significa um acucar que tem wuma modificacdo O-
metoxietila na posi¢ao 2'.
[0102] “2’-fluoro” ou “2’-F” designa um acucar

que tem uma modificagao fluoro na posigao 2'.
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[0103] “Unidade de acucar biciclico" significa
uma unidade de agucar modificada, que compreende um anel com
4 a 7 membros (que inclui, mas nao esta limitado a, uma
furanosila) compreendendo uma ponte que conecta doi s atomos
do anel com 4 a 7 membros para formar um segundo an el, que
resulta em uma estrutura biciclica. Em certas modal idades, o
anel com 4 a 7 membros é um anel de acucar. Em cert as
modalidades, o anel com 4 a 7 membros é uma furanos ila. Em
algumas dessas modalidades, a ponte conecta o carbo no2'eo
carbono 4’ da furanosila. Unidades de acucar bicicl icas
exemplificativas e nao limitativas incluem LNA, ENA , CEt, S-
CEt e R-cEt.

[0104] “Unidade de acucar de acido nucléico
bloqueado (LNA)” significa uma unidade de acucar su bstituido,
que compreende uma ponte de (CH2)-O entre os atomos 4e?2

do anel de furanose.

[0105] “Unidade de acucar ENA” significa uma
unidade de acUcar substituido que compreende uma po nte de
(CH2)2-0 entre os atomos 4’ e 2’ do anel de furanos e.

[0106] “Unidade de acucar etilico constrangido
(cEt)” significa uma unidade de acUcar substituido que
compreende uma ponte de CH(CH3)-O entre os atomos 4 e 2 do
anel de furanose. Em certas modalidades, a ponte de CH(CH3)-O
€ constrangida na orientagcdo S. Em certas modalidad es, a

(CH2)2-0 é constrangida na orientagao R.

[0107] “Unidade de acgulcar S-cEt” significa uma
unidade de acUcar substituido que compreende uma po nte
CH(CH3)-O constrangida-S entre os atomos 4’ e 2’ do anel de

furanose.
[0108] “Unidade de acgulcar R-cEt” significa uma
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unidade de acUcar substituida que compreende uma po nte
CH(CH3)-O constrangida-R entre os atomos 4’ e 2’ do anel de
furanose.

[0109] “Nucleosideo 2’-O-metila” significa um
nucleosideo modificado na posicdo 2', que tem uma m odificacao

de acucar 2’-O-metila.

[0110] “Nucleosideo 2’-O-metoxietila” significa
um nucleosideo modificado na posicdo 2', que tem um a
modificacdo de acglcar 2’-O-metoxietila. Um nucleosi deo 2’-O-
metoxietila pode compreender uma nucleobase modific ada ou néo
modificada.

[0111] “Nucleosideo  2'-fluoro” significa um
nucleosideo modificado na posicao 2', que tem uma m odificacao

de acucar 2'-fluoro. Um nucleosideo 2'-fluoro pode

compreender uma nucleobase modificada ou ndo modifi cada.

[0112] “Nucleosideo  biciclico” significa um
nucleosideo modificado na posicéo 2', que tem uma u nidade de
acucar biciclica. Um nucleosideo biciclico pode ter uma

nucleobase modificada ou ndo modificada.

[0113] “Nucleosideo CEt” significa um
nucleosideo que compreende uma unidade de agucar cE t. Um
nucleosideo cEt pode compreender uma nucleobase mod ificada ou

nao modificada.

[0114] “Nucleosideo S-cEt” significa um
nucleosideo que compreende uma unidade de acucar S- cEt.

[0115] “Nucleosideo R-cEt” significa um
nucleosideo que compreende uma unidade de agucar R- CcEt.

[0116] “ 3-D-desoxirribonucleosideo” designa um

nucleosideo de DNA que ocorre naturalmente.
[0117] “ 3-D-ribonucleosideo” designa um
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nucleosideo de RNA que ocorre naturalmente.

[0118] “Nucleosideo LNA” designa um nucleosideo
que compreende uma unidade de agucar LNA.

[0119] “Nucleosideo ENA” designa um nucleosideo
que compreende uma unidade de agucar ENA.

[0120] “Sujeito” significa um humano ou animal
nao humano selecionado para tratamento ou terapia.

[0121] “Sujeito com necessidade do mesmo/da

mesma” significa um sujeito que € identificado como tendo

necessidade de uma terapia ou tratamento.

[0122] “Sujeito que se suspeita ter” significa
um sujeito que exibe um ou mais indicadores clinico s de uma
doenca.

[0123] “Administrar”  significa fornecer uma
composicao ou agente farmacéutico a um sujeito, e i nclui, mas
nao se limita, a administracao por um profissional médico e a

autoadministracao.

[0124] “Administracao parenteral” significa
administracéo atraves de injecdo ou infusao.

[0125] A administracdo parenteral inclui, mas
ndo se limita &, administracdo subcutanea, administ racao
intravenosa, e administracao intramuscular.

[0126] “Administracao subcutanea” significa
administracao logo abaixo da pele.

[0127] “Administragcdo  intravenosa”  significa

administragcdo em uma veia.

[0128] “‘Administrado concomitantemente” refere-
se a coadministracdo de dois ou mais agentes, de ma neira a
que os efeitos farmacolégicos de ambos se manifeste m no

paciente ao mesmo tempo. A administragcdo concomitan te nao
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exige que ambos o0s agentes sejam administrados em u ma unica
composicao farmacéutica, na mesma forma de dosagem, ou pela
mesma via de administracdo. Os efeitos de ambos o0s agentes
nao precisam se manifestar ao mesmo tempo. Os efeit 0S
precisam somente de se sobrepor por um periodo de t empo e nao

precisam ser coextensivos.

[0129] “Duracdo” significa o periodo de tempo
durante o qual uma atividade ou evento continua. Em certas
modalidades, a duracdo do tratamento € o periodo de tempo
durante o qual doses de um agente farmacéutico ou ¢ 0Omposicao

farmacéutica sdo administradas.

[0130] “Terapia” significa um  método de
tratamento de uma doenca. Em certas modalidades, te rapia
inclui, mas ndo se limita a, quimioterapia, radiote rapia, ou

administracdo de um agente farmacéutico.

[0131] “Tratamento” significa a aplicacdo de um
ou mais procedimentos especificos usados para a cur a ou
melhoria de uma doenca. Em certas modalidades, o pr ocedimento

especifico € a administracdo de um ou mais agente

farmacéuticos.

[0132] “Melhorar” significa diminuir a gravidade
de pelo menos um indicador de uma condicdo patologi ca ou
doenca. Em certas modalidades, a melhoria inclui um atraso ou
retardamento na progressao de um ou mais indicadore s de uma
condicdo patologica ou doenca. A gravidade dos indi cadores
pode ser determinada por meio de medi¢cGes objetivas ou
subjetivas, que sédo conhecidas dos versados na técn ica.

[0133] “Em risco de desenvolver” significa o
estado em que um sujeito esta predisposto para dese nvolver

uma condicdo patolégica ou doenca. Em certas modali dades, um
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sujeito em risco de desenvolver uma condi¢do patold gica ou
doenca exibe um ou mais sintomas da condi¢cdo patold gica ou
doenca, mas ndo exibe um numero suficiente de sinto mas para
ser diagnosticado com a condicdo patolégica ou doen ca. Em
certas modalidades, um sujeito em risco de desenvol ver uma
condicdo patoldgica ou doenga exibe um ou mais sint omas da
condi¢cdo patolégica ou doenga, mas numa extensao in ferior a
necessaria para ser diagnosticado com a condicdo pa tologica
ou doenca.

[0134] “Prevenir o inicio de” significa prevenir
o desenvolvimento de uma condicao patolégica ou doe nca em um
sujeito que esta em risco de desenvolver a doenca o u condicéo
patolégica. Em certas modalidades, um sujeito em ri sco de
desenvolver a doenc¢a ou condicéo patoldgica recebe tratamento
similar ao tratamento recebido por um individuo que jatem a

doenca ou condic&o patoldgica.

[0135] “Atrasar o inicio de” significa retardar
o desenvolvimento de uma condicao patolégica ou doe nca em um
sujeito que esta em risco de desenvolver a doenca o u condicéo
patolégica. Em certas modalidades, um sujeito em ri sco de
desenvolver a doenca ou condi¢do patologica recebe tratamento
similar ao tratamento recebido por um individuo que jatem a

doenca ou condicao patoldgica.

[0136] “Agente terapéutico” significa um agente
farmacéutico usado para a cura, melhoria ou preveng ao de uma
doenca.

[0137] “Dose” significa uma guantidade
especificada de um agente farmacéutico fornecido em uma Unica
administragdo. Em certas modalidades, uma dose pode ser

administrada em dois ou mais bdlus, comprimidos, ou injecoes.
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Por exemplo, em certas modalidades em que administr acao
subcuténea é desejada, a dose desejada requer um vo lume néo

facilmente acomodado por uma Unica injecdo. Em tais

modalidades, podem ser usadas duas ou mais injecdes para

alcancar a dose desejada. Em certas modalidades, um a dose

pode ser administrada em duas ou mais injecdes para minimizar

a reacdo no local da injecdo em um individuo. Em ce rtas

modalidades, uma dose é administrada como uma infus ao lenta.
[0138] “Unidade de dosagem” significa uma forma

em que um agente farmacéutico é fornecido. Em certa S

modalidades, uma unidade de dosagem é um frasco que contém um

oligonucleotideo liofilizado. Em certas modalidades , uma

unidade de dosagem é um frasco que contém um oligon ucleotideo

reconstituido.
[0139] “Quantidade terapeuticamente eficaz”
refere-se a uma quantidade de um agente farmacéutic 0 que

fornece um beneficio terapéutico a um animal.

[0140] “Composicdo farmacéutica” significa uma
mistura de substancias adequada para administracao a um
individuo, que inclui um agente farmacéutico. Por e xemplo,
uma composi¢do farmacéutica pode compreender uma so lugéo

aguosa esteéril.

[0141] “Agente  farmacéutico” significa uma
substancia que fornece um efeito terapéutico quando
administrada a um sujeito.

[0142] “Principio farmacéutico ativo” significa
a substancia em uma composi¢do farmacéutica que for nece um
efeito desejado.

[0143] “Funcédo de 6rgdo melhorada” significa uma
alteracdo da funcdo do 6rgédo em diregdo a limites n ormais. Em
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certas modalidades, a funcdo do 6rgéo é avaliada me

moléculas encontradas no sangue ou na urina de um s

Por exemplo, em certas modalidades, a funcéo renal

€ medida por uma reducdo do nitrogénio ureico no sa

reducdo na proteindria, uma redugéo na albumindria,
[0144]

um padrdo de efeitos colaterais que esta dentro de

“Perfil de seguranca aceitavel” significa

clinicamente aceitaveis.
[0145]

fisioldgica atribuivel a um tratamento diferente do

“Efeito colateral” significa uma resposta

desejados. Em certas modalidades, os efeitos colate

incluem, sem limitacdo, reacfes no sitio da injecao

anormalidades do teste da funcdo hepatica, anormali

funcdo renal, toxicidade hepatica, toxicidade renal

anormalidades do sistema nervoso central, e miopati

efeitos  colaterais podem ser detetados direta ou

indiretamente. Por exemplo, niveis de aminotransfer
aumentados no soro podem indicar toxicidade hepatic
anormalidade de funcdo hepatica. Por exemplo, um au
bilirrubina pode indicar toxicidade hepatica ou ano

da funcao hepética.

[0146] “Adesdo por parte do sujeito” significa
adesao por um sujeito a uma terapia recomendada ou

[0147] “Cumprir” significa a adesao por
sujeito a uma terapia recomendada.

[0148] “Terapia  recomendada”  significa
tratamento recomendado por um profissional médico p

tratar, melhorar, ou prevenir uma doenca.
[0149]

presente documento,

O termo “sangue”, tal

abrange todo o0 sangue e

fracOes

dindo-se
ujeito.

melhorada

ngue, uma

etc.

limites

s efeitos
rais

dades da

as. Tais

ase
a ou
mento da

rmalidade

prescrita.

um

um

ara

como usado no
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sanguineas, tais como o soro e o plasma.

VISAO GERAL

[0150] A Sindrome de Alport é uma forma
hereditaria de doenca renal em que é produzido um n ivel
anormal de membrana basal glomerular (GBM), levando a fibrose
intersticial, esclerose glomerular e que conduz tip icamente a
doenca renal em fase terminal. No tratamento da Sin drome de
Alport, o objetivo principal do tratamento € manter a funcéo
renal e prevenir o surgimento de doenca renal em fa se
terminal (ESRD), o que por sua vez melhora a espera nca de

vida dos sujeitos com Sindrome de Alport.

[0151] A Sindrome de Alport é caracterizada por
fibrose progressiva devida a defeitos na composicéo da GBM,
sendo assim desejaveis melhorias na morfologia e fu ncado da

GBM. E demonstrado no presente documento que um

oligonucleotideo modificado direcionado para o0 miR- 21 melhora
a funcdo renal em um modelo experimental de Sindrom e de
Alport. Para além disso, a esclerose glomerular e a fibrose
sdo reduzidas seguindo um tratamento anti-miR-21. E ainda
demonstrado no presente documento que o anti-miR-21 melhora a
sobrevivéncia em um modelo experimental de Sindrome de
Alport. Como tal, esses oligonucleotideos modificad 0S
direcionados para o miR-21 sdo Uteis para o tratame nto da

Sindrome de Alport.
CERTOS USOS DA INVENCAO
[0152] Sao fornecidos no presente documento,

métodos para o tratamento da Sindrome de Alport que
compreendem a administracdo a um sujeito que tem ou se
suspeita ter Sindrome de Alport, de um oligonucleot ideo
modificado complementar do miR-21.
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[0153] Em certas modalidades, o sujeito foi
diagnosticado como tendo Sindrome de Alport antes d a
administracdo do oligonucleotideo modificado. O dia gnaostico
da Sindrome de Alport pode ser feito por avaliacdo de
parametros que incluem, sem limitagdo, o historial médico da
familia do sujeito, caracteristicas clinicas (inclu indo, sem

limitacéo, proteindria,  albuminuria, = hematdria, @ GFR

comprometida, surdez e/ou alteracBes oculares) e re sultados
de bidpsias teciduais. As biopsias renais podem ser testadas
quanto a presenca ou auséncia das cadeias alfa 3, a Ifa 4 e
alfa 5 do colageno do tipo IV. Adicionalmente, pode m ser
detetadas alteracBes estruturais glomerulares por m icroscopia
eletrbnica de material de biopsia renal. Uma biopsi a da pele
pode ser testada quanto a presenca da cadeia alfa 5 do
colageno do tipo 1V, gue normalmente esta presente na pele e
quase sempre ausente em sujeitos do sexo masculino com a
forma ligada ao X da Sindrome de Alport. O diagnost ico da
Sindrome de Alport pode também incluir rastreamento de
mutacBes em um ou mais dos genes Col4a3, Col4a4 ou Col4ab.
[0154] Em certas modalidades, os niveis de miR-
21 estdo aumentados nos rins de um sujeito que tem Sindrome
de Alport. Em certas modalidades, antes da administ racao,
determina-se que um individuo tem um nivel aumentad o0 de miR-
21 nos rins. Os niveis de miR-21 podem ser medidos a partir
de material de bidpsia renal. Em certas modalidades , antes da
administracdo, é determinado que o0 sujeito tem um n ivel

aumentado de miR-21 na urina ou no sangue.
[0155] Em certas modalidades, a administracédo de
um oligonucleotideo modificado complementar do miR- 21 resulta

em um ou mais resultados clinicamente benéficos. Em certas
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modalidades, a administracdo melhora a fung&o renal . Em
certas modalidades, a administracdo atrasa o surgim ento de
doenca renal em fase terminal. Em certas modalidade S, a
administracdo atrasa a necessidade de didlise. Em c ertas
modalidades, a administracdo atrasa a necessidade d e
transplante renal. Em certas modalidades, a adminis tracéo

melhora a esperanca de vida do sujeito.

[0156] Em certas modalidades, a administracédo
reduz a fibrose renal. Em certas modalidades, a adm inistracao
retarda a progressao adicional da fibrose renal. Em certas
modalidades, a administracdo para a progressao adic ional da
fibrose renal. Em certas modalidades, a administrag ao reduz a
hematuria. Em certas modalidades, a administracdo a trasa o

surgimento de hematdria. Em certas modalidades, a
administracdo reduz a proteindria. Em certas modali dades, a

administracdo atrasa o surgimento de proteindria.

[0157] O sujeito que tem ou se suspeita ter
Sindrome de Alport pode ter uma mutacdo no gene que codifica
a cadeia alfa 3 do colageno do tipo IV (Col4a3), um a mutacéao
no gene que codifica a cadeia alfa 4 do colageno do tipo 1V
(Colda4d), ou uma mutagao no gene que codifica a cad eia alfa 5
do colageno do tipo IV (Col4a5). Em certas modalida des, oo
sujeito € do sexo masculino. Em certas modalidades, 00

sujeito é do sexo feminino.

[0158] Em certas modalidades, o sujeito tem
insuficiéncia renal. Em certas modalidades, o sujei to tem
necessidade de melhorar a funcdo renal. Em certas
modalidades, o0 sujeito é identificado como tendo

insuficiéncia renal. Em certas modalidades, o sujei to é

identificado como tendo hematuria. Em certas modali dades, o
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sujeito € identificado como tendo proteindria.
[0159]

proporcionadas no presente documento, um sujeito po

Em qualquer das
submetido a certos testes para se avaliar a funcéo
Tais testes incluem, sem limitagdo, a medi¢éo do ni
ureico no sangue do sujeito; medicdo da creatinina

do sujeito; medicdo da depuracédo da creatinina no s
sujeito; medicdo da proteinuria no sujeito; medicao
albumina:creatinina no sujeito; medicédo da taxa de
glomerular no sujeito; e a medicdo do débito urinar
sujeito.

das

[0160] Em

proporcionadas no presente documento, as proteinas

qualquer

na urina ou no sangue podem ser usadas para avaliar
renal. Tais testes da funcéo renal incluem, mas nao

limitados &, medicdo da proteina N-acetil-

modalidades
de ser
renal.
trogénio
no sangue
angue do
da razéo
filtrac&o

i0 no

modalidades
presentes
a funcéo

estao

B-D-glucosaminidase

(NAG) na urina do sujeito; medicdo da proteina lipo calina
associada a gelatinase de neutréfilos (NGAL) na uri na do
sujeito; medicédo da proteina molécula 1 de leséo re nal (KIM-

1) na urina do sujeito; medicdo da proteina interle ucina-18
(IL-18) na urina do sujeito; medi¢cdo dos niveis de fator de
crescimento tecidual conjuntivo (CTGF) na urina do sujeito;
medicdo dos niveis de proteina quimioatratora de mo ndcitos
(MCP1) na urina do sujeito; medicdo dos fragmentos de
coldgeno IV (Col 1IV) na urina do sujeito; medicdo d 0S
fragmentos de colageno 1l (Col Ill) na urina do su jeito;
medicdo da proteina cistatina C no sangue do sujeit 0; medicao
da proteina e/ou medi¢éo dos niveis de proteina g-trace (BTP)

no sangue de um sujeito; e medi¢cédo da 2-microglobul ina (B2M)
no sangue de um sujeito. Em qualquer das modalidade S
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fornecidas no presente documento, os marcadores de lesdo de
poddcitos podem ser medidos na urina. Tais proteina s incluem
a nefrina e a podocina. As proteinas podem ser quan tificadas,
por exemplo, por meio de ensaio imunosorbente ligad 0 & enzima
(ELISA), ou radioimunoensaio (RIA) usando ki t s disponiveis

comercialmente.

[0161] Em qualquer uma  das modalidades
fornecidas no presente documento, a administracdo d e um
oligonucleotideo modificado direcionado para o0 miR- 21 melhora
um ou mais marcadores da funcdo renal no individuo. As
melhorias nos marcadores da funcdo renal incluem, s em
limitacdo, a diminuicdo do nitrogénio ureico no san gue do
sujeito; reducao da creatinina no sangue do sujeito ; melhoria
da depuracéo da creatinina no sujeito; reducéo da p roteinuria
no sujeito; reducdo da razdo albumina:creatinina no sujeito;
melhoria da taxa de filtracdo glomerular no sujeito ; elou

aumento do débito urinario no sujeito.
CERTAS TERAPIAS ADICIONAIS

[0162] Os tratamentos para a Sindrome de Alport
ou quaisquer condicdes patologicas listadas no pres ente
documento podem compreender mais que uma terapia. C omo tal,

em certas modalidades do presente documento  sao
proporcionados métodos para tratar um sujeito que t em ou se
suspeita ter Sindrome de Alport, que compreendem a
administragdo de pelo menos uma terapia para além d a
administracdo de um oligonucleotideo modificado que tem uma
sequéncia de nucleobases complementar de um miR-21.

[0163] Em certas modalidades, a pelo menos uma
terapia adicional compreende um agente farmacéutico

[0164] Em certas modalidades, o0s agentes
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farmacéuticos  incluem  blogueadores do receptor da

angiotensina Il (ARB). Em certas modalidades, um bl oqueador
do receptor da angiotensina Il é a candesartana, ir besartana,
olmesartana, losartana, valsartana, telmisartana, o u a
eprosartana.

[0165] Em certas modalidades, o0s agentes
farmacéuticos incluem inibidores da enzima converso ra da
angiotensina Il (ACE). Em certas modalidades, um in ibidor da
ACE é o captopril, enalapril, lisinopril, benazepri l,

quinapril, fosinopril, ou o ramipril.

[0166] Em certas modalidades, um agente
farmacéutico € um agente anti-hipertensor. Os agent es anti-
hipertensores sédo usados para controlar a pressao a rterial do
sujeito.

[0167] Em certas modalidades, um agente
farmacéutico € um analogo da vitamina D. Os analogo s da
vitamina D podem ser usados para limitar a producdo do

horménio paratiroide no sujeito.

[0168] Em certas modalidades, um agente
farmacéutico é um ligante de fosfato oral que reduz a
absorcéo de fosfato da alimentagao.

[0169] Em certas modalidades, o0s agentes
farmacéuticos incluem agentes imunossupressores. Em certas
modalidades, um agente imunossupressor € um cortico steroide,

ciclofosfamida, ou micofenolato de mofetila.

[0170] Em certas modalidades, um agente
farmacéutico é a ciclosporina, um inibidor da HMG-C oenzima A,
um inibidor da vasopeptidase, ou um antagonista do TGF-beta.

[0171] Em certas modalidades, uma terapia

adicional é uma terapia genética. Em certas modalid ades, a
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terapia genética fornece um gene Col4a3 normal. Em certas
modalidades, a terapia genética fornece um gene Col 4a4
normal. Em certas modalidades, a terapia genética f ornece um

gene Col4a5 normal.
[0172] Em certas modalidades, uma terapia
adicional é a dialise. Em certas modalidades, uma t erapia

adicional é o transplante renal.

[0173] Em certas modalidades, o0s agentes
farmacéuticos incluem agentes anti-inflamatorios. E m certas
modalidades, um agente anti-inflamatorio € um agent e anti-
inflamatorio esteroide. Em certas modalidades, um a gente
anti-inflamatorio esteroide é um corticosteroide. E m certas
modalidades, um corticosteroide € a prednisona. Em certas
modalidades, um agente anti-inflamatorio € um agent e anti-
inflamatorio ndo esteroide. Em certas modalidades, um agente
anti-inflamatério ndo esteroide € o ibuprofeno, um inibidor
da COX-I, ou um inibidor da COX-2.

[0174] Em certas modalidades, um agente
farmacéutico € um agente farmacéutico que bloqueia uma ou

mais respostas a sinais fibrogénicos.

[0175] Em certas modalidades, o0s agentes
farmacéuticos incluem um agente antidiabético. Os a gentes
antidiabéticos incluem, mas ndo estdo limitados a,
biguanidas, inibidores da glucosidase, insulinas,
sulfonilureias e tiazolidenodionas.

CERTAS SEQUENCIAS DE NUCLEOBASES DE MICRORNA

[0176] Os oligonucleotideos modificados
descritos no presente documento tém uma sequéncia d e
nucleobases que é complementar do miR-21 (SEQ ID NO - 1), ou

de um precursor do mesmo (SEQ ID NO: 2). Em determi nadas
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modalidades, cada nucleobase do oligonucleotideo mo

tem a capacidade de sofrer emparelhamento de bases
nucleobase em cada posicdo correspondente na sequén
nucleobases do miR-21,o0u de um precursor do mesmo.
determinadas modalidades, a sequéncia de nucleobase
oligonucleotideo modificado pode ter um ou mais par
bases ndo compativeis em relacdo a sequéncia de nuc

do miR-21 ou a uma sequéncia precursora, e permanec

se hibridizar com a sua sequéncia-alvo.

[0177]
na sequéncia do precursor do miR-21, um oligonucleo
modificado que tem uma sequéncia de nucleobases com
do miR-21 também é complementar de uma regiao do pr
miR-21.

Em

[0178] certas

oligonucleotideo modificado consiste em diversos nu

modalidades,

ligados que tém comprimento igual ao miR-21.
[0179]
nucleosideos ligados de um oligonucleotideo modific
inferior ao comprimento do miR-21. Um oligonucleoti
modificado que tem um numero de nucleosideos ligado
inferior ao comprimento do miR-21, em que cada nucl
oligonucleotideo modificado é complementar de cada
em uma posi¢cdo correspondente do miR-21, é consider
oligonucleotideo modificado que tem uma sequéncia d
nucleobases que é completamente complementar de uma
sequéncia do miR-21. Por

exemplo, um oligonucleotid

modificado que consiste em 19 nucleosideos ligados,

nucleobase é complementar de uma posi¢cao correspond

miR-21 que tem 22 nucleobases de comprimento, € com

dificado
com uma
cia de
Em
s de um
es de
leobases

e capaz de

Como a sequéncia do miR-21 esta contida

tideo
plementar

ecursor do

um

cleosideos

Em determinadas modalidades, o nimero de

ado é
deo
S que é
eobase do
nucleobase
ado um
e
regiao da
eo
onde cada
ente do
pletamente
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complementar de uma regidao de 19 nucleobases do miR
tal oligonucleotideo modificado tem 100% de complem
com uma porcdo de 19 nucleobases do miR-21, e é con
como sendo 100% complementar do miR-21.

[0180]

oligonucleotideo modificado compreende uma sequénci

Em certas modalidades,
nucleobases que é complementar de uma sequéncia ini

€, um oligonucleotideo modificado compreende uma se
correspondente inicial. Em certas modalidades, uma

inicial € uma sequéncia inicial de hexamero. Em alg
dessas modalidades, uma sequéncia inicial consiste
nucleobases 1-6 do miR-21. Em algumas dessas modali
sequéncia inicial consiste nas nucleobases 2-7 do m
algumas dessas modalidades, uma sequéncia inicial ¢
nas nucleobases 3-8 do miR-21. Em certas modalidade
sequéncia inicial € uma sequéncia inicial de heptam
algumas dessas modalidades, uma sequéncia inicial d
heptamero consiste nas nucleobases 1-7 do miR-21. E

dessas modalidades, uma sequéncia inicial de heptam
2-8 do miR-21.

modalidades, a sequéncia inicial € uma sequéncia in

consiste nas nucleobases Em

octamero. Em algumas dessas modalidades,
inicial de octamero consiste nas nucleobases 1-8 do
Em algumas dessas modalidades, uma sequéncia inicia
octamero consiste nas nucleobases 2-9 do miR-21.

[0181]

oligonucleotideo modificado tem uma sequéncia de nu

Em certas modalidades,
gue tem uma incompatibilidade no que diz respeito a
de nucleobases do miR-21, ou de um precursor do mes

certas modalidades, um oligonucleotideo modificado

certas

uma sequén

-21. Um
entaridade
siderado

um
a de
cial, isto
quéncia
sequéncia
umas
nas
dades, uma
iR-21. Em
onsiste
S, uma
ero. Em
e
m algumas

ero

icial de
cia
miR-21.
| de

um

cleobases

sequéncia
mo. Em

tem uma
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sequéncia de nucleobases que tem duas incompatibili
gue diz respeito a sequéncia de nucleobases do miR-
um precursor do mesmo. Em algumas dessas modalidade
oligonucleotideo modificado tem uma sequéncia de nu
gue ndo tem mais de duas incompatibilidades no que
respeito a sequéncia de nucleobases do miR-21, ou d
precursor do mesmo. Em algumas dessas modalidades,
nucleobases incompativeis sdo contiguas. Em algumas
modalidades, as nucleobases incompativeis nédo sao c

[0182]
nucleosideos ligados de um oligonucleotideo modific
superior ao comprimento do miR-21.
modalidades, a nucleobase de um nucleosideo adicion
complementar de uma nucleobase da sequéncia laco-ha
miR-21. Em determinadas modalidades, o nimero de nu
ligados de um oligonucleotideo modificado € superio

comprimento do miR-21. Em algumas dessas modalidade

nucleosideo adicional estd na extremidade 5 de um
oligonucleotideo. Em algumas dessas modalidades,
nucleosideo adicional estd na extremidade 3 de um

oligonucleotideo. Em determinadas modalidades, o nua
nucleosideos ligados de um oligonucleotideo modific

vezes superior ao comprimento do miR-21. Em algumas
modalidades, os dois nucleosideos adicionais estdo
extremidade 5 de um oligonucleotideo. Em algumas d
modalidades, os dois nucleosideos adicionais estdo
extremidade 3' de um oligonucleotideo. Em algumas d
modalidades, um nucleosideo adicional esta localiza
extremidade 5’ e um nucleosideo adicional esta loca

extremidade 3 de um oligonucleotideo. Em determina

Em algumas dessa

dade no
21, ou de
S, um
cleobases
diz
e um
as
dessas

ontiguas.

Em determinadas modalidades, o nimero de

ado é

S

al é

ste do
cleosideos
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essas
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essas
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modalidades, uma regido do oligonucleotideo pode se r
completamente complementar da sequéncia de nucleoba ses do
miR-21, mas o oligonucleotideo completo modificado nao €
completamente complementar do miR-21. Por exemplo, um
oligonucleotideo modificado que consiste em 24 nucl eosideos
ligados, em que as nucleobases dos nucleosideos 1 a 22 séo,
cada uma delas, complementares de uma posi¢céo corre spondente
do miR-21 que tem 22 nucleobases de comprimento, te m uma
porcao de 22 nucleosideos que € completamente compl ementar da
sequéncia de nucleobases do miR-21 e aproximadament e 92%
complementar globalmente da sequéncia de nucleobase s do miR-
21.

CERTOS OLIGONUCLEOTIDEOS MODIFICADOS

[0183] Em certas modalidades, o oligonucleotideo
modificado tem a estrutura 5-AECSATCSAGTCSTGAUSAAG CSTAE-3
(SEQ ID NO: 3), em que os nucleosideos nédo seguidos por um
subscrito indicam B-D-desoxirribonucleosideos; 0s

nucleosideos seguidos por um subscrito “E” indicam

nucleosideos 2-MOE; o0s nucleosideos seguidos por u m
subscrito “S” indicam nucleosideos S-cEt; e cada i gacao
internucleosidica é uma ligacao internucleosidica
fosforotioato.

[0184] Em certas modalidades, um

oligonucleotideo modificado tem a estrutura 5'-
AECSATCSASGTCSUSGAUSASAGCSUSAE-3’ (SEQ ID NO: 3), e m que os

nucleosideos nao seguidos por um subscrito indicam B-D-
desoxirribonucleosideos; os nucleosideos seguidos p or um
subscrito “E” indicam nucleosideos 2’-MOE; os nucle osideos
seguidos por um subscrito “S” indicam nucleosideos S-cEt; e

cada ligacao internucleosidica é uma ligacdo
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internucleosidica fosforotioato.

[0185] Em certas modalidades, um
oligonucleotideo modificado tem a estrutura 5'-
MeCEASASTECSUSAEAEUSASAEGECSTEAS-3 (SEQ ID NO: 4), em que 0s

nucleosideos nado seguidos de um subscrito indicam B-D-
desoxirribonucleosideos; o0s nucleosideos seguidos d e um
subscrito “E” indicam nucleosideos 2’-MOE; os nucle osideos
seguidos de um subscrito “S” indicam nucleosideos S -CEt; um
superescrito "Me" indica um grupo 5-metila na base do
nucleosideo; e cada ligacéo internucleosidica é uma ligacao

internucleosidica fosforotioato.

[0186] Em certas modalidades, um
oligonucleotideo modificado tem a estrutura 5-
AECSAETECSAEGETECSTGAUSAAGCSUSAS-3’ (SEQ ID NO: 3), em que 0s

nucleosideos nao seguidos por um subscrito indicam B-D-
desoxirribonucleosideos; o0s nucleosideos seguidos p or um
subscrito “E” indicam nucleosideos 2’-MOE; os nucle osideos
seguidos por um subscrito “S” indicam nucleosideos S-cEt; e

cada ligacao internucleosidica e uma ligacao

internucleosidica fosforotioato.

[0187] Em certas modalidades, um
oligonucleotideo modificado compreende uma ou mais 5-
metilcitosinas. Em certas modalidades, cada citosin a de um
oligonucleotideo modificado compreende uma 5-metilc itosina.

[0188] Em certas modalidades, um
oligonucleotideo modificado consiste em 8 a 30 nucl eosideos

ligados. Em certas modalidades, um oligonucleotideo

modificado consiste em 12 a 25 nucleosideos ligados . Em
certas modalidades, um oligonucleotideo modificado consiste

em 15 a 30 nucleosideos ligados. Em certas modalida des, um
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oligonucleotideo modificado consiste em 15 a 25 nuc
ligados. Em certas modalidades, um oligonucleotideo
modificado consiste em 15 a 19 nucleosideos ligados
certas modalidades, um oligonucleotideo modificado
em 15 a 16 nucleosideos ligados. Em certas modalida
oligonucleotideo modificado consiste em 19 a 24 nuc
ligados. Em certas modalidades, um oligonucleotideo
modificado consiste em 21 a 24 nucleosideos ligados

[0189] Em certas modalidades,
oligonucleotideo modificado consiste em 8 nucleosid
ligados. Em certas modalidades, um oligonucleotideo
modificado consiste em 9 nucleosideos ligados. Em c
modalidades, um oligonucleotideo modificado consist
nucleosideos ligados. Em certas modalidades, um
oligonucleotideo modificado consiste em 11 nucleosi
ligados. Em certas modalidades, um oligonucleotideo
modificado consiste em 12 nucleosideos ligados. Em
modalidades, um oligonucleotideo modificado consist
nucleosideos ligados. Em certas modalidades, um
oligonucleotideo modificado consiste em 14 nucleosi
ligados. Em certas modalidades, um oligonucleotideo
modificado consiste em 15 nucleosideos ligados. Em
modalidades, um oligonucleotideo modificado consist
nucleosideos ligados. Em certas modalidades, um
oligonucleotideo modificado consiste em 17 nucleosi
ligados. Em certas modalidades, um oligonucleotideo
modificado consiste em 18 nucleosideos ligados. Em
modalidades, um oligonucleotideo modificado consist
nucleosideos ligados. Em certas modalidades, um
oligonucleotideo modificado consiste em 20 nucleosi

leosideos
Em
consiste

des, um

leosideos

um

€eos

ertas

e em 10

deos
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ligados. Em certas modalidades, um oligonucleotideo

modificado consiste em 21 nucleosideos ligados. Em certas
modalidades, um oligonucleotideo modificado consist e em 22
nucleosideos ligados. Em certas modalidades, um

oligonucleotideo modificado consiste em 23 nucleosi deos

ligados. Em certas modalidades, um oligonucleotideo
modificado consiste em 24 nucleosideos ligados. Em certas
modalidades, um oligonucleotideo modificado consist e em 25
nucleosideos ligados.

CERTAS MODIFICACOES

[0190] Em certas modalidades, 0s
oligonucleotideos fornecidos no presente documento podem
compreender uma ou mais modificacbes em uma nucleob ase,
acucar e/ou ligacdo internucleosidica, e como tal s ao
oligonucleotideos modificados. Uma nucleobase, acuc ar e/ou
ligacdo internucleosidica modificados podem ser sel ecionados
entre formas ndo modificadas devido a propriedades desejaveis
tais como, por exemplo, absorcao celular reforcada, afinidade
reforcada para com outros oligonucleotideos ou alvo s de
acidos nucleicos, e estabilidade aumentada na prese nca de
nucleases.

[0191] Em certas modalidades, um

oligonucleotideo  modificado  compreende um ou  mais

nucleosideos modificados. Em algumas dessas modalid ades, um
nucleosideo modificado € um nucleosideo estabilizad or. Um
exemplo de um nucleosideo estabilizador € um nucleo sideo

modificado com um acucar.
[0192] Em certas modalidades, um nucleosideo
modificado é um nucleosideo modificado com um agulca r. Em

algumas dessas modalidades, os nucleosideos modific ados com
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um acucar podem compreender adicionalmente uma unid ade de uma
base heterociclica modificada ou natural e/ou uma | igagao
internucleosidica modificada ou natural, e podem in Cluir
modificagdes adicionais independentes da modificaca o de
acucar. Em certas modalidades, um nucleosideo modif icado com
um acgucar é um nucleosideo modificado na posicéo 2’ , em que o
anel de agucar € modificado no carbono 2’ a partir da ribose

ou da 2’-desoxirribose natural.

[0193] Em certas modalidades, um nucleosideo
modificado na posicdo 2' tem uma unidade de acgucar biciclica.
Em algumas dessas modalidades, a unidade de acucar biciclica
€ um acucar D na configuragcdo alfa. Em algumas dess as
modalidades, a unidade de acucar biciclica € um acu car D na
configuracdo beta. Em algumas dessas modalidades, a unidade
de acucar biciclica € um acucar L na configuracdo a Ifa. Em
algumas dessas modalidades, a unidade de acucar bic iclica e

um acucar L na configuracéo beta.

[0194] Os nucleosideos que compreendem tais
unidades biciclicas de acucar sao referidos como nu cleosideos
biciclicos ou BNA. Em certas modalidades, os nucleo sideos
biciclicos incluem, mas ndo estdo limitados a, (A) o-L-
Metilenoxi (4’-CH2-O-2") BNA; (B) B-D-Metilenoxi (4’-CH2-O-

2’) BNA; (C) Etilenoxi (4'-(CH2)2-O-2') BNA; (D) Am INOOXi
(4-CH2-O-N(R)-2") BNA; (E) Oxiamino (4-CH INRIO-2 ) BNA (F)
Metil(metileneoxi) (4 ' cHcHa)-0-2 ) BNA (também referido como etila
constrangida ou cEt); (G) metileno-tio (4’-CH2-S-2’ ) BNA; (H)
metileno-amino (4’-CH2-N(R)-2’) BNA; (I) metilcarbo ciclico
(4-CH2-CH(CH3)-2") BNA; (J) c-MOE (4’-CH ,-OMe-2") BNA e (K)
propilenocarbociclico (4’-(CH2)3-2) BNA conforme

representado abaixo.
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[0195] em que Bx € uma unidade de nucleobase e R
€, independentemente, H, um grupo de protecéo, ou u ma alquila
C]_-C 12.
[0196] Em determinadas modalidades, um
nucleosideo modificado na posi¢cdo 2' compreende um grupo de
substituicdo na posicdo 2’ selecionado a partir de F, OCF 3,

O-CH;, OCH;CHOCH, 2-O(CH 3)2SCH, O-(CH 3)2-O-N(CH3),, -
O(CH.) 20(CH,) 2N(CHg) 2 € O-CH 2-C(=0)-N(H)CH 3.

[0197] Em certas modalidades, um nucleosideo
modificado na posi¢cao 2' compreende um grupo substi tuinte na
posicdo 2’ selecionado a partir de F, O-CH3 e OCH2C H20CHa3.
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[0198] Em certas modalidades, um nucleosideo
modificado com um agucar € um nucleosideo modificad 0 4'-tio.
Em certas modalidades, um nucleosideo modificado co m um
acucar € um nucleosideo modificado 4'-tio-2'. Um nu cleosideo
modificado com 4'-tio tem um B-D-ribonucleosideo onde 4'-O é
substituido por 4'-S. Um nucleosideo modificado com 4’-tio-
2'- é um nucleosideo modificado com 4’-tio que tem 2'-OH
substituido por um grupo substituinte na posi¢cao 2’ . Grupos
substituintes adequados para a posi¢cao 2’ incluem 2 '-OCHS3,
2'-0-(CH2)2-OCHS3 e 2'-F.

[0199] Em certas modalidades, um

oligonucleotideo  modificado compreende uma ou mais
modificacdes internucleosidicas. Em algumas dessas

modalidades, cada ligacdo internucleosidica de um

oligonucleotideo modificado é uma ligacdo internucl eosidica
modificada. Em certas modalidades, a ligacao
internucleosidica modificada compreende um atomo de fésforo.
[0200] Em certas modalidades, um
oligonucleotideo modificado compreende pelo menos u ma ligacéo
internucleosidica fosforotioato. Em algumas modalid ades, cada
ligagédo internucleosidica de um oligonucleotideo mo dificado €

uma ligagao internucleosidica fosforotioato.

[0201] Em certas modalidades, um
oligonucleotideo = modificado compreende uma ou mais
nucleobases modificadas. Em certas modalidades, uma

7

nucleobase modificada é selecionada entre a 5-

hidroximetilcitosina, 7-desazaguanina e 7-desazaade nina. Em
certas modalidades, uma nucleobase modificada é se lecionada
entre a 7-desazaadenina, 7-desazaguanosina, 2-amino piridina e

2-piridona. Em certas modalidades, uma nucleobase m odificada
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é selecionada entre pirimidinas substituidas na pos
azapirimidinas e purinas N-2, N-6 e O-6 substituida
incluindo  2-aminopropiladenina, 5-propiniluracila e
propinilcitosina.
[0202]

modificada compreende um heterociclo policiclico. E

Em certas modalidades,

modalidades, uma nucleobase modificada compreende
heterociclo triciclico. Em certas modalidades, uma
modificada compreende um derivado fenoxazina. Em c
modalidades, a fenoxazina pode ser modificada adici
para formar uma nucleobase conhecida na técnica com
grampo em G.

[0203] Em

oligonucleotideo modificado € conjugado a uma ou ma

certas modalidades,

unidades que potenciam a atividade, distribuicdo ce

absorcdo  celular dos  oligonucleotideos  antissentido

resultantes. Em algumas dessas modalidades, a unida
unidade colesterol. Em algumas dessas modalidades,

€ uma unidade lipidica. As unidades adicionais para

conjugacao incluem carboidratos, fosfolipideos, bio

fenazina, folato, fenantridina, antraquinona, acrid

fluoresceinas, rodaminas, coumarinas e corantes. Em
carboidrato é a N-acetil-D-

modalidades, a unidade

galactosamina (GalNac). Em certas modalidades, um g
conjugado esta ligado diretamente a um oligonucleot
determinadas modalidades, um grupo conjugado esta |
oligonucleotideo modificado por uma unidade de liga
selecionada entre amino, hidroxila, acido carboxili
insaturacdes (p.ex., ligacdes duplas ou triplas), &

amino-3,6-dioxaoctanoico (ADO),

u

icao 5, 6-
S!
5-

uma nucleobase

m certas
m
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o um
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maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato de  succini
(SMCC), acido 6-aminohexanoico (AHEX ou AHA), alqui
substituida, alquenila C2-C10 substituida ou néo su
e alquinila C2-C10 substituida ou nao substituida.
dessas modalidades, um grupo substituinte é selecio
partir de hidroxila, amino, alcoxi, carboxi, benzil
nitro, tiol, tioalcoxi, halogénio, alquila, arila,
e alquinila.
[0204]
compreende um oligonucleotideo modificado que tem u
grupos estabilizantes que estédo ligados a uma ou a
extremidades de um oligonucleotideo modificado para
propriedades tais como, por exemplo, a estabilidade
nucleases. Sao incluidas nos grupos estabilizantes
de tampa. Essas modificacbes terminais protegem
oligonucleotideo modificado da degradacdo da exonuc
podem auxiliar na entrega e/ou localizagcdo dentro d
célula. A tampa pode estar presente na extremidade
5 ou na extremidade 3' (tampa 3'), ou pode estar
em ambas as extremidades. As estruturas de tampa in
exemplo, tampas abasicas desoxi invertidas.
CERTAS COMPOSICOES FARMACEUTICAS
[0205]

composicdes farmacéuticas que compreendem oligonucl

Sao

Em determinadas modalidades,
fornecida no presente documento compreende um compo

compreende um oligonucleotideo modificado que consi

a 25 nucleosideos ligados, e que tem uma sequéncia

nucleobases complementar do miR-21. Em

modalidades, uma composicdo farmacéutica

uma composicao farmacé

fornecida

midila
la C1-C10
bstituida,
Em algumas
nado a
a, fenila,

alquenila

Em algumas dessas modalidades, o composto

m ou mais
ambas as
potenciar
das
estruturas
um
lease, e
e uma
5' (tampa
presente

cluem, por

fornecidas no presente documento

eotideos.

utica

sto que

ste em 15
de

determinadas
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presente documento compreende um composto que consi ste em um
oligonucleotideo  modificado, consistindo em 8 a 30

nucleosideos ligados, e que tem uma sequéncia de nu cleobases
complementar do miR-21. Em determinadas modalidades , uma
composicdo farmacéutica fornecida no presente docum ento
compreende um composto compreendendo um oligonucleo tideo
modificado que consiste em 12 a 25 nucleosideos lig ados, e
com uma sequéncia de nucleobases complementar do mi R-21.

[0206] As vias de administracdo adequadas
incluem, mas nao estao limitadas a, oral, retal, tr ansmucosa,
intestinal, entérica, tdpica, por supositorio, atra vés de
inalacdo, intratecal, intracardiaca, intraventricul ar,
intraperitoneal, intranasal, intraocular, intratumo ral e
parenteral (p.ex., intravenosa, intramuscular, intr amedular,
e subcutanea). Em certas modalidades, 0s agentes
farmacéuticos intratecais sdo administrados para se
conseguirem exposicdes locais ao invés de exposicoe S
sistémicas. Por exemplo, as composi¢cdes farmacéutic as podem
ser injetadas diretamente na area de efeito desejad o (p.ex.,

nos rins).
[0207]

farmacéutica é administrada na forma de uma unidade

Em certas modalidades,

dosagem (p.ex., comprimido, capsula, bdlus, etc.).

modalidades, uma composicdo farmacéutica compreende
oligonucleotideo modificado a uma dose dentro de um
selecionado entre 25 mg a 800 mg, 25 mg a 700 mg, 2

mg, 25 mg a 500 mg, 25 mg a 400 mg, 25 mg a 300 mg,

200 mg, 25 mg a 100 mg, 100 mg a 800 mg, 200 mg a 8

mg a 800 mg, 400 mg a 800 mg, 500 mg a 800 mg, 600

mg, 100 mg a 700 mg, 150 mg a 650 mg, 200 mg a 600

uma composicao

de
Em algumas
um
intervalo
5 mg a 600
25 mg a
00 mg, 300
mg a 800
mg, 250 mg
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a 550 mg, 300 mg a 500 mg, 300 mg a 400 mg, e 400 m

mg. Em certas modalidades, tais composi¢cdes farmacé

compreendem um oligonucleotideo modificado a uma do

selecionada entre 25 mg, 30 mg, 35 mg, 40 mg, 45 mg

55 mg, 60 mg, 65 mg, 70 mg, 75 mg, 80 mg, 85 mg, 90
mg, 100 mg, 105 mg, 110 mg, 115 mg, 120 mg, 125 mg,
135 mg, 140 mg, 145 mg, 150 mg, 155 mg, 160 mg, 165
mg, 175 mg, 180 mg, 185 mg, 190 mg, 195 mg, 200 mg,
210 mg, 215 mg, 220 mg, 225 mg, 230 mg, 235 mg, 240
mg, 250 mg, 255 mg, 260 mg, 265 mg, 270 mg, 275 mg,
285 mg, 290 mg, 295 mg, 300 mg, 305 mg, 310 mg, 315
mg, 325 mg, 330 mg, 335 mg, 340 mg, 345 mg, 350 mg,
360 mg, 365 mg, 370 mg, 375 mg, 380 mg, 385 mg, 390
mg, 400 mg, 405 mg, 410 mg, 415 mg, 420 mg, 425 mg,
435 mg, 440 mg, 445 mg, 450 mg, 455 mg, 460 mg, 465
mg, 475 mg, 480 mg, 485 mg, 490 mg, 495 mg, 500 mg,
510 mg, 515 mg, 520 mg, 525 mg, 530 mg, 535 mg, 540
mg, 550 mg, 555 mg, 560 mg, 565 mg, 570 mg, 575 mg,
585 mg, 590 mg, 595 mg, 600 mg, 605 mg, 610 mg, 615
mg, 625 mg, 630 mg, 635 mg, 640 mg, 645 mg, 650 mg,
660 mg, 665 mg, 670 mg, 675 mg, 680 mg, 685 mg, 690
mg, 700 mg, 705 mg, 710 mg, 715 mg, 720 mg, 725 mg,
735 mg, 740 mg, 745 mg, 750 mg, 755 mg, 760 mg, 765

mg, 775 mg, 780 mg, 785 mg, 790 mg, 795 mg, e 800 m
algumas dessas modalidades, uma composi¢cdo farmacéu

presente invencdo compreende uma dose de oligonucle

modificado selecionada entre 25 mg, 50 mg, 75 mg, 1
mg, 200 mg, 250 mg, 300 mg, 350 mg, 400 mg, 500 mg,
700 mg, e 800mg.

[0208] Em certas modalidades,

g a 600
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farmacéutico € um oligonucleotideo modificado, liof ilizado e
estéril, que é reconstituido com um diluente adequa do, p.ex.,
agua estéril para injecdo ou soro fisiolégico estér il para
injecdo. O produto reconstituido € administrado com 0 uma
injecdo subcutanea ou uma infuséo intravenosa apos a diluicao
em soro fisiolégico. O produto farmacoldgico liofil izado
consiste em um oligonucleotideo modificado que foi preparado
em agua para injecdo, ou em soro fisiologico para i njecao,
ajustado a pH de 7,0-9,0 com &acido ou base durante a
preparacdo e, entdo, liofiizado. O oligonucleotide 0
modificado liofilizado pode ser 25-800 mg de um
oligonucleotideo. Entende-se que este abrange 25, 5 0, 75,
100, 125, 150, 175, 200, 225, 250, 275, 300, 325, 3 50, 375,
425, 450, 475, 500, 525, 550, 575, 600, 625, 650, 6 75, 700,
725, 750, 775, e 800 mg de oligonucleotideo modific ado
liofilizado. Para além disso, em algumas modalidade s, O
oligonucleotideo modificado liofilizado € uma quant idade de
um oligonucleotideo dentro de um intervalo selecion ado entre
25 mg a 800 mg, 25 mg a 700 mg, 25 mg a 600 mg, 25 mg a 500
mg, 25 mg a 400 mg, 25 mg a 300 mg, 25 mg a 200 mg, 25 mg a
100 mg, 100 mg a 800 mg, 200 mg a 800 mg, 300 mg a 800 mg,
400 mg a 800 mg, 500 mg a 800 mg, 600 mg a 800 mg, 100 mg a
700 mg, 150 mg a 650 mg, 200 mg a 600 mg, 250 mg a 550 mg,
300 mg a 500 mg, 300 mg a 400 mg, e 400 mg a 600 mg . O
produto farmacoldgico liofiizado pode ser embalado num
frasco de vidro transparente (tratado com sulfato d e amonio)
de 2 mL, do Tipo I, com uma rolha de borracha de br omobutila
e selado com uma cépsula de aluminio FLIP-OFF®.

[0209] Em certas modalidades, as composi¢coes
farmacéuticas fornecidas no presente documento pode m conter
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adicionalmente outros componentes adjuntos encontra
convencionalmente em composi¢cbes farmacéuticas, aos
niveis de uso estabelecidos pela técnica. Assim, po

as composicbes podem conter materiais farmaceuticam
ativos adicionais, compativeis, tais como, por exem
agentes antipruriginosos, adstringentes, anestésico

ou agentes anti-inflamatoérios, ou podem conter mate
adicionais uteis para formular fisicamente varias f

dosagem das composicbes da presente invencdo, tais
corantes, agentes aromatizantes, conservantes, anti
opacificantes, agentes espessantes e estabilizadore
entanto, tais materiais, quando adicionados, nao de
interferir indevidamente com as atividades biologic
componentes das composicdes

da presente invencao.

formulacbes podem ser esterilizadas e, se
misturadas com agentes auxiliares, p.ex., lubrifica
conservantes, estabilizadores, agentes
emulsificantes, sais para influenciar a pressdao osm
tampdes, corantes, aromatizantes e/ou substancias a
e similares, que nao interagem de modo prejudicial
oligonucleotideo(s) da formulagéo.

[0210]
terapias de &cidos nucléicos em uma variedade de mé
um método, o acido nucléico é introduzido em liposs
formados ou em lipoplexos feitos de misturas de lip
catibnicos e lipideos neutros. Em um outro método,
complexos de DNA com lipideos mono ou policatibnico
formados sem a presenca de um lipideo neutro. Em ce
modalidades, é selecionada uma unidade lipidica par

a distribuicio de um agente farmacéutico em uma cél

desejado,

umectantes,

dos
seus
r exemplo,
ente
plo,
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riais
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como
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s. No
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ntes,

Otica,

romaticas

com o(s)

As unidades lipidicas tém sido usadas em

todos. Em

omas pré-
ideos
0S

S sao

rtas

a aumentar

ula ou



52/82

tecido particular. Em certas modalidades, € selecio nada uma
unidade lipidica para aumentar a distribuicdo de um agente

farmacéutico em um tecido graxo. Em certas modalida des, é

selecionada uma unidade lipidica para aumentar a di stribuicao

de um agente farmacéutico em um tecido muscular.
[0211] Em certas modalidades, o INTRALIPID é

usado para preparar uma composicao farmacéutica que

compreende um oligonucleotideo. O Intralipid € uma emulsao de
gordura preparada para administracdo intravenosa. O mesmo é
constituido por 10% de 6leo de soja, 1,2% de fosfol ipidios de

gema de ovo, 2,25% de glicerina e agua para injecao

Adicionalmente, foi adicionado hidroxido de sodio p ara
ajustar o pH de modo a que o intervalo de pH do pro duto final
seja de 6 a 8,9.

[0212] Em certas modalidades, uma composicéo
farmacéutica fornecida no presente documento compre ende um
composto de poliamina ou uma unidade lipidica compl exada com
um &cido nucleico. Em certas modalidades, tais prep aracoes

compreendem um ou mais compostos, tendo cada um
individualmente uma estrutura definida pela formula (Z2) ou um

sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo,

X X

y
RZN/ SN \NRZ

R n

[0213] emque cada X 2e X P, para cada ocorréncia,
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é independentemente um alquileno C 16;N€0,1,2,3,40ub5;

cada R é independentemente H, em que pelo menos n + 2 das
unidades R em pelo menos cerca de 80% das moléculas do
composto da férmula (Z) na preparagdo ndo sdo H; m €12 3

ou 4 Y é O, NR 2 ouS; R ! é uma alquila, alquenila ou

alquinila; cada uma das quais é opcionalmente subst ituida com
um ou mais substituintes; e R 2 é H, uma alquila, alquenila ou
alquinila; cada uma das quais € opcionalmente subst ituida com
um ou mais substituintes; desde que, se n = 0, entd o pelo
menos n + 3 das unidades R ndo sejam H. Tais prepar acOes sao
descritas na publicacdo PCT WO0/2008/042973, que € i ncorporada
no presente documento na sua totalidade a titulo de
referéncia para a divulgacdo de preparacdes lipidic as.
Determinadas preparacdes adicionais sédo descritas e m Akinc et
al., Nat ure Bi ot echnol ogy 26, 561-569 (01 de maio de 2008),
que é incorporado no presente documento na sua tota lidade a
titulo de referéncia, para a divulgacdo de preparac oes
lipidicas.

[0214] Em certas modalidades, as composi¢coes
farmacéuticas fornecidas no presente documento comp reendem um

ou mais oligonucleotideos modificados e um ou mais

excipientes. Em algumas dessas modalidades, os exci pientes
sdo selecionados entre &gua, solugbes salinas, alco ol
polietilenoglicois, gelatina, lactose, amilase, est earato de

magnésio, talco, acido silicico, parafina viscosa,

hidroximetilcelulose e polivinilpirrolidona.

[0215] Em certas modalidades, uma composi¢céo
farmacéutica fornecida no presente documento é prep arada
usando técnicas conhecidas, incluindo, mas néo limi tadas a,

processos de mistura, dissolucdo, granulacédo, forma céo de
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drageias, levigacao, emulsificacao, encapsulamento,

aprisionamento ou formacao de comprimidos.

[0216] Em certas modalidades, uma composicéo
farmacéutica fornecida no presente documento € um | iquido
(p.ex., uma suspensdo, elixir e/ou solugdo). Em alg umas
dessas modalidades, uma composi¢cdo farmacéutica lig uida é

preparada usando ingredientes conhecidos na técnica :

incluindo, mas néo imitados a, agua, glicois, 6leos , alcoais,
agentes aromatizantes, conservantes e agentes de co loragéo.
[0217] Em certas modalidades, uma composicéo

farmacéutica fornecida no presente documento é um s olido
(p.ex., um po6, comprimido, e/ou uma céapsula). Em al gumas
dessas modalidades, uma composicdo farmacéutica sol ida
compreendendo um ou mais oligonucleotideos é prepar ada usando
ingredientes conhecidos na técnica, incluindo, mas nao

imitados a, amidos, acucares, diluentes, agentes de
granulacéo, lubrificantes, ligantes, e agentes

desintegrantes.

[0218] Em certas modalidades, uma composicéo
farmacéutica fornecida no presente documento é form ulada como
uma preparacdo de depdsito. Algumas dessas preparag oes de

depésito tém tipicamente acdo mais duradoura que as
preparacdes de ndo depdsito. Em certas modalidades, tais
preparacdes sdo administradas por implantagdao (por exemplo

subcutanea ou intramuscularmente) ou por injecao

intramuscular. Em certas modalidades, as preparacoe s de
depdsito sdo preparadas usando materiais polimérico s ou
hidrofébicos adequados (por exemplo uma emulsdo em um o6leo
aceitavel) ou resinas de troca de ions, ou como der ivados

pouco soluveis, por exemplo, como um sal pouco sold vel.
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[0219] Em certas modalidades, uma composicéo
farmacéutica fornecida no presente documento compre ende um
sistema de entrega. Exemplos de sistemas de entrega incluem,

mas ndo estdo limitados a, lipossomas e emulsdes.

Determinados sistemas de entrega sao U(teis para pre parar
determinadas composi¢cdes farmacéuticas incluindo aq uelas que
compreendem compostos hidrofébicos. Em certas modal idades,
sdo usados determinados solventes organicos tais co mo o

dimetilsulféxido.

[0220] Em certas modalidades, uma composicéo
farmacéutica fornecida no presente documento compre ende uma
ou mais moléculas de entrega especificas para tecid 0s
concebidas para entregar o ou 0s agentes farmacéuti cos da
presente invencao em tecidos ou tipos de células es pecificos.

Por exemplo, em certas modalidades, as composi¢cdes
farmacéuticas incluem lipossomas revestidos com um anticorpo

especificos para tecidos.

[0221] Em certas modalidades, uma composicéo
farmacéutica fornecida no presente documento compre ende um
sistema de liberacdo sustentada. Um exemplo néo lim itativo de

um tal sistema de liberagdo sustentada €é uma matriz
semipermeavel de polimeros hidrofébicos soélidos. Em certas
modalidades, os sistemas de liberacdo sustentada po dem,

dependendo de sua natureza quimica, liberar agentes

farmacéuticos ao longo de um periodo de horas, dias , Semanas
ou meses.

[0222] Em certas modalidades, uma composicéo
farmacéutica € preparada para administragdo por inj ecao
(p.ex., intravenosa, subcutanea, intramuscular, etc ). Em

algumas dessas modalidades, uma composicdo farmacéu tica
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compreende um veiculo e é formulada em solu¢cdo aquo
como agua, ou em tampdes fisiologicamente compative
como solucdo de Hanks, solucdo de Ringer ou tampao
fisiologico. Em certas modalidades, sdo incluidos o

(p-ex.,
solubilidade ou

ingredientes ingredientes  que  auxiliam na

servem como conservantes). Em certa

modalidades, as suspensfes injetaveis sdo preparada
veiculos

liquidos apropriados, agentes de suspensao

similares. Determinadas composicbes farmacéuticas p
injecdo sao apresentadas na forma de dosagem unitar

em ampolas ou recipientes de multiplas doses. Deter
composicoes farmacéuticas para injecdo sdo suspensd
solucbes ou emulsdes em veiculos oleosos ou aquosos

conter agentes de formulagéo tais como agentes de s
estabilizantes e/ou dispersantes. Determinados solv
adequados para o uso em composicdes farmacéuticas p
injecdo incluem, mas néo se limitam a, solventes li

e Oleos graxos tais como 6leo de sésamo, ésteres de
sintéticos  tais oleato de etila ou

graxos como

triglicerideos, e lipossomas. As suspensdes de inje
aguosas podem conter substancias que aumentam a vis
da suspensdo tais como carboximetilcelulose de saodi
sorbitol ou dextrano. Opcionalmente, tais suspensofe
também conter estabilizantes adequados ou agentes ¢
aumentam a solubilidade dos agentes farmacéuticos p
permitir a preparacdo de solucdes altamente concent

[0223]

farmacéutica fornecida no presente documento compre

Em certas modalidades,

oligonucleotideo modificado em uma

terapeuticamente eficaz. Em certas modalidades, a q

sa tal
is tais
de soro

utros

S

s usando
e
ara

ia, p.ex.,

minadas
es,

, € podem

uspensao,
entes
ara

pofilicos

acidos

cao
cosidade

o,

s podem

ue

ara

radas.

uma composicao

ende um

quantidade

uantidade



57/82

terapeuticamente eficaz é suficiente para prevenir, aliviar

ou melhorar os sintomas de uma doenga ou prolongar a
sobrevivéncia do sujeito a ser tratado. A determina ¢éo de uma
guantidade terapeuticamente eficaz estd bem dentro da

capacidade dos peritos na técnica.

[0224] Em certas modalidades, um ou mais
oligonucleotideos  modificados  fornecidos no  present e
documento sdo formulados como um pro-farmaco. Em ce rtas
modalidades, apd6s a administracao in vivo, um pré-farmaco é
guimicamente convertido na forma biologica, farmacé utica ou
terapeuticamente mais ativa de um oligonucleotideo. Em certas
modalidades, os pro-farmacos sao uteis porque sdo m ais faceis
de administrar que a forma ativa correspondente. Po r exemplo,
em determinadas situacbes, um pré-farmaco pode esta r mais
biodisponivel (p. ex., por administracéo oral) do g ue a forma
ativa correspondente. Em determinados casos, um pro -farmaco
pode ter uma solubilidade melhorada em comparacéo ¢ om a forma
ativa correspondente. Em certas modalidades, os pro -farmacos

sdo mesmos soluveis em &gua do que a forma ativa

correspondente. Em determinadas situacoes, tais pro -farmacos
possuem transmissao superior através das membranas celulares,
onde a solubilidade em agua é prejudicial a mobilid ade. Em
certas modalidades, um pro-farmaco € um éster. Em a lgumas
dessas modalidades, o éster é metabolicamente hidro lisado a
acido carboxilico apos administragdo. Em certos cas 0S, O
acido carboxilico que contém o composto € a forma a tiva
correspondente. Em certas modalidades, um pro-farma co
compreende um peptideo curto (poliaminoacido) ligad 0 a um
grupo acido. Em algumas dessas modalidades, o pepti deo é

clivado apdés administracdo para formar a forma ativ a
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correspondente.

[0225] Em certas modalidades, um pro-farmaco é
produzido modificando-se um composto farmaceuticame nte ativo,
de tal modo que o composto ativo seja regenerado po r
administracao i n vivo. O pré-farmaco pode ser concebido para
alterar a estabilidade metabdlica ou as caracterist icas de
transporte de um farmaco, para mascarar os efeitos colaterais
ou a toxicidade, para melhorar o sabor de um farmac 0 Ou para
alterar outras caracteristicas ou propriedades de u m farmaco.
Em virtude do conhecimento dos processos farmacodin amicos e
metabolismo dos farmacos i n vivo, 0s peritos nesta técnica,
uma vez conhecido um composto farmaceuticamente ati vo, podem
conceber pré-farmacos do composto (ver, p.ex., Nogr ady (1985)
Medicinal Chemistry A Biochemical Approach, Oxford University

Press, Nova lorque, paginas 388-392).
CERTAS TERAPIAS ADICIONAIS

[0226] Os tratamentos para uma doenca associada
ao miR-21 podem compreender mais de uma terapia. Co mo tal, em
certas modalidades séo proporcionadas no presente d ocumento
métodos para tratar um sujeito que tem ou se suspei ta ter uma
doencga associada ao miR-21, que compreendem a admin istracao
de pelo menos uma terapia para além da administraca 0 de um
oligonucleotideo modificado que tem uma sequéncia d e

nucleobases complementar do micoRNA.
[0227] Em certas modalidades, a pelo menos uma

terapia adicional compreende um agente farmacéutico

[0228] Em certas modalidades, o0s agentes
farmacéuticos incluem agentes anti-inflamatérios. E m certas
modalidades, um agente anti-inflamatorio é um agent e anti-

inflamatorio esteroide. Em certas modalidades, um a gente
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anti-inflamatoério esteroide é um corticosteroide. E m certas
modalidades, um corticosteroide € a prednisona. Em certas
modalidades, um agente anti-inflamatério é um farma co anti-
inflamatorio ndo esteroide. Em certas modalidades, um agente
anti-inflamatorio ndo esteroide € o ibuprofeno, ini bidores da
COX-I, ou inibidores da COX-2.
[0229] Em certas modalidades, o0s agentes

farmacéuticos incluem agentes antidiabéticos. Os ag entes

antidiabéticos incluem, mas ndo estdo limitados a,
biguanidas, inibidores da glucosidase, insulinas,

sulfonilureias e tiazolidenodionas.

[0230] Em determinadas modalidades, os agentes
farmacéuticos incluem, mas néo estdo limitados a, d iuréticos
(p.ex., esprionolactona, eplerenona, furosemida), i notrépicos
(p.ex. dobutamina, milrinona), digoxina, vasodilata dores,
inibidores de enzima de conversdo de angiotensina | | (ACE)
(p.ex., sdo o captopril, enalapril, lisinopril, ben azepril,
quinapril, fosinopril e ramipril), bloqueadores de receptor
de angiotensina Il (ARB) (p.ex., candesartana, irbe sartana,
olmesartana, losartana, valsartana, telmisartana,
eprosartana), bloqueadores dos canais de calcio, di nitrato de
isossorbida, hidralazina, nitratos (p.ex., mononitr ato de

isossorbida, dinitrato de  isossorbida), hidralazina :
betabloqueadores (p.ex., carvedilol, metoprolol) e peptideos
natriuréticos (p.ex., nesiritida). Em certas modali dades, um
inibidor da ACE ¢é selecionado entre o cilazapril,
perindopril, e o trandolapril.

[0231] Em certas modalidades, um inibidor da ACE
€ administrado a uma dose de 0,025 a 0,1 mg/kg de p eso

[N

corporal. Em certas modalidades, um inibidor da ACE
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administrado a uma dose de 0,125 a 1,0 mg/kg de pes 0
corporal. Em certas modalidades, um inibidor da ACE é
administrado a uma dose que varia de 1 a 6 mg/m2/di a. Em
certas modalidades, um inibidor da ACE & administra do a uma
dose que varia de 1 a 2 mg/m2/dia. Em certas modali dades, um
inibidor da ACE é administrado a uma dose que varia de2ai4
mg/m2/dia. Em certas modalidades, um inibidor da AC E é
administrado a uma dose que varia de 0,5 a 1 mg/m2/ dia.

[0232] Em certas modalidades, o ramipril é
administrado a uma dose que varia de 1 a 6 mg/m2/di a. Em
certas modalidades, o ramipril € administrado a uma dose que
varia de 1 a 2 mg/m2/dia. Em uma certa modalidade, 0
enalapril € administrado a uma dose que varia de 2 a4
mg/m2/dia. Em uma certa modalidade, o lisinopril é
administrado a uma dose que varia de 4 a 8 mg/m2/di a. Em uma
certa modalidade, o benazepril € administrado a uma dose que
varia de 4 a 8 mg/m2/dia. Em uma certa modalidade, 0
fosinopril é administrado a uma dose que varia de 4 a8
mg/m2/dia. Em uma certa modalidade, o quinapril €
administrado a uma dose que varia de 4 a 8 mg/m2/di a. Em uma
certa modalidade, o cilazapril € administrado a uma dose que
varia de 1 a 2 mg/m2/dia. Em uma certa modalidade, 0
perinpril é administrado a uma dose que varia de 1 a2
mg/m2/dia. Em uma certa modalidade, o trandolapril é
administrado a uma dose que varia de 0,5 a 1 mg/m2/ dia.

[0233] Em certas modalidades, um ARB &
administrado a uma dose que varia de 6,25 a 150 mg/ m2/dia. Em
certas modalidades, um ARB é administrado a uma dos e de 6,25
mg/m2/dia. Em certas modalidades, um ARB é administ rado a uma
dose de 10 mg/m2/dia. Em certas modalidades, um ARB é
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administrado a uma dose de 12,5 mg/m2/dia. Em certa S
modalidades, um ARB é administrado a uma dose de 18 75
mg/m2/dia. Em certas modalidades, um ARB é administ rado a uma

dose de 37,5 mg/m2/dia. Em certas modalidades, um A RB é

administrado a uma dose de 50 mg/m2/dia. Em certas

modalidades, um ARB €& administrado a uma dose de 15 0
mg/m2/dia.

[0234] Em certas modalidades, a lasartana ¢é
administrada a uma dose de 12,5 mg/m2/dia. Em certa S
modalidades,a lasartana é administrada a uma dose d e 12,5

mg/m2/dia. Em certas modalidades, a candesartana €
administrada a uma dose de 6,25 mg/m2/dia. Em certa S
modalidades, a irbestartana & administrada a uma do se de 37,5
mg/m2/dia. Em certas modalidades, a telmisartana ¢&
administrada a uma dose de 10 mg/m2/dia. Em certas
modalidades, a valsartana & administrada a uma dose de 18,75
mg/m2/dia. Em certas modalidades, a espresartana é
administrada a uma dose de 150 mg/m2/dia.

[0235] Em certas modalidades, um agente
farmacéutico é um antagonista da aldosterona. Em ce rtas

modalidades, um antagonista da  aldosterona é a

espironolactona. Em certas modalidades, a espironol actona é
administrada a uma dose que varia de 10 a 35 mg por dia. Em
certas modalidades, a espironolactona é administrad a a uma

dose de 25 mg por dia.

[0236] Em certas modalidades, o0s agentes
farmacéuticos incluem heparinoides. Em certas modal idades, um
heparinoide é o polissulfato de pentosano.

[0237] Em certas modalidades, um agente

farmacéutico € um agente farmacéutico que bloqueia uma ou
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mais respostas a sinais fibrogénicos.

[0238] Em certas modalidades, um agente
farmacéutico é uma terapia de fator de crescimento de tecido
anticonjuntivo. Em certas modalidades, uma terapia anti-CTGF
€ um anticorpo monoclonal contra o CTGF.

[0239] Em certas modalidades, uma terapia
adicional pode ser um agente farmacéutico que poten cia o
sistema imunoldgico do corpo, incluindo ciclofosfam ida de
dose baixa, timostimulina, vitaminas e  suplementos
nutricionais (p.ex., antioxidantes, incluindo vitam inas A, C,

E, beta-caroteno, zinco, selénio, glutationa, coenz imaQ-10e
equinacea) e vacinas, p.ex., complexo imunoestimula nte
(ISCOM), que compreende uma formulacdo de vacina qu e combina
uma apresentacao multimérica de antigeno e um adjuv ante.

[0240] Em certas modalidades, a terapia
adicional é selecionada para tratar ou melhorar um efeito
colateral de uma ou mais composicbes farmacéuticas da
presente invencdo. Tais efeitos colaterais incluem, sem
limitacdo, reacdes no sitio da injecdo, anormalidad es no
teste da funcdo hepatica, anormalidades da funcédo r enal,
toxicidade hepatica, toxicidade renal, anormalidade s do
sistema nervoso central, e miopatias. Por exemplo, niveis de
aminotransferase aumentados no soro podem indicar t oxicidade
hepética ou anormalidade da funcdo hepatica. Por ex emplo, num
aumento da bilirrubina pode indicar toxicidade hepa tica ou
anormalidade da funcao hepética.

[0241] Outros exemplos de agentes farmacéuticos
adicionais  incluem, mas nao estdo limitados @ a,
imunoglobulinas, incluindo, mas nao limitadas a
imunoglobulina  intravenosa  (IVIg); analgésicos (p.e X.,
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acetaminofeno);  salicilatos;  antibidticos;  antivira Is;
agentes antifangicos; modificadores adrenérgicos; h ormonios

(p.ex., esteroides anabdlicos, androgeno, estrogeno :

calcitonina, progestina, somatostatina e hormonios da
tiroide); imunomoduladores; relaxantes musculares; anti-
histaminas; agentes de osteoporose (p.ex., bifosfon atos,

calcitonina e estrogenos); prostaglandinas, agentes
antineoplasicos; agentes  psicoterapéuticos;  sedativ 0S;
produtos de carvalho venenoso ou sumagre Vvenenoso;

anticorpos; e vacinas.

CERTOSKITS

[0242] A presente invencdo também fornece kits.
Em algumas modalidades, os kits compreendem um ou mais
compostos da invencdo que compreendem um oligonucle otideo

modificado, em que a sequéncia de nucleobases do

oligonucleotideo é complementar da sequéncia de nuc leobases
do miR-21. Os compostos complementares do miR-21pod em ter
qualquer um dos padrdes de nucleosideos descritos n a presente
invencdo. Em algumas modalidades, os compostos comp lementares
do miR-21 podem estar presentes dentro de um frasco . Uma
pluralidade de frascos, tal como 10, pode estar pre sente, por
exemplo, em pacotes de dispensacdo. Em algumas moda lidades, o
frasco é fabricado de modo a ser acessivel com uma seringa. O
kit pode também conter instrugbes para o uso dos compo stos

complementares do miR-21.

[0243] Em algumas modalidades, os kit s podem ser
usados para a administracdo do composto complementa r do miR-
21 a um individuo. Em tais casos, para além dos com postos
complementares do miR-21, o kit pode compreender ainda um ou

mais dos seguintes artigos: seringa, cotonete, bola de
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algodao, e/ou compressa de gaze. Em algumas modalid ades, os
compostos complementares do miR-21 podem estar pres entes em
uma seringa pré-carregada (tal como uma seringa de dose Unica
com, por exemplo, uma agulha de calibre 27, 1/2 pol egada, com
uma protecdo de agulha) ao invés de em um frasco. U ma
pluralidade de seringas pré-carregadas, tal como 10 , pode
estar presente, por exemplo, em pacotes de dispensa ¢do.O kit
pode também conter instrugcbes para administracdo do S

compostos complementares do miR-21.
CERTOS MODELOS EXPERIMENTAIS

[0244] Em certas modalidades, a presente

invencdo  fornece métodos para usar elou testar

oligonucleotideos modificados da presente invencao em um
modelo experimental. Os especialistas na técnica sa 0 capazes
de selecionar e modificar os protocolos para tais m odelos
experimentais para avaliar um agente farmacéutico d a
invencao.

[0245] Geralmente, 0s oligonucleotideos
modificados séo primeiro testados em células cultiv adas. Os
tipos de células adequados incluem aqueles que esta 0
relacionados com o tipo de célula ao qual a entrega de um
oligonucleotideo modificado é desejada i n vivo. Por exemplo,
0s tipos de células adequados para o estudo dos mét odos
descritos no presente documento incluem células pri marias ou
cultivadas.

[0246] Em certas modalidades, a extensao em que
um oligonucleotideo modificado interfere com a ativ idade do

miR-21 é avaliada nas células cultivadas. Em certas
modalidades, a inibicdo da atividade do microRNA po de ser
avaliada medindo-se os niveis do microRNA. Alternat ivamente,
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pode ser medido o nivel de um transcrito regulado p or
microRNA previsto ou validado. Uma inibicdo da ativ idade do
microRNA pode resultar no aumento do transcrito reg ulado pelo
miR-21, e/ou da proteina codificada pelo transcrito regulado
pelo miR-21. Ademais, em determinadas modalidades, podem ser

medidos determinados resultados fenotipicos.

[0247] O perito na técnica tem ao seu dispor

diversos modelos animais para o estudo do miR-21 em modelos
de doenca humana. Por exemplo, os inibidores do miR -21 podem
ser estudados num modelo experimental de Sindrome d e Alport,
por exemplo em ratinhos de Col4a3 nocauteado (ratin hos
Col4a3-/-). A gravidade da doenca no modelo de rati nhos
depende da heranca genética do ratinho portador da mutacao
Col4a3. Por exemplo, o surgimento e progresséao da d oenca sao

geralmente mais rapidos nos antecedentes  129X1/SvJ

relativamente a C57BL/6J. Consequentemente, a heran ca
genética dos ratinhos Col4a3-/- pode ser selecionad a de modo
a variar o surgimento e a progressdao da doenca. Mod elos
adicionais incluem modelos caninos da Sindrome de A Iport
ligada ao X, autossémica recessiva ou autossémica d ominante.
Ver, por exemplo, Kashtan, Nephrol. Dial. Transplan t, 2002,

17: 1359-1361.
CERTOS ENSAIOS QUANTITATIVOS

[0248] Os efeitos da inibicdo antissentido do
miR-21 apds a administracdo de oligonucleotideos mo dificados
podem ser avaliados por uma variedade de métodos co nhecidos
na técnica. Em determinadas modalidades, esses méto dos devem
ser usados para quantificar os niveis de microRNA n as células
ou tecidos in vitroou in vivo. Em certas modalidades, as

alteracdes nos niveis de microRNA sdo medidas por a nalise de
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microensaio. Em certas modalidades, as alteracdes n 0s niveis
de microRNA sdo medidas por um dos diversos ensaios de PCR
comercialmente disponiveis, tal como o Ensaio de Mi croRNA

TagMand (Applied Biosystems). Em certas modalidades, a

inibicdo antissentido do miR-21 é avaliada medindo o nivel de
MRNA e/ou de proteina de um alvo do miR-21. A inibi céo
antissentido do miR-21 resulta geralmente no aument o do nivel

de mRNA e/ou da proteina de um alvo do microRNA.
ENSAIO DE ACOPLAMENTO DE ALVO

[0249] A modulacédo da atividade do microRNA com
uma mimetizacdo de anti-miR ou microRNA pode ser av aliada
medindo-se o0 acoplamento de alvo. Em certas modalid ades, o

acoplamento de alvo é medido pelo perfilamento dos

microarranjos de mMRNA. As sequéncias dos mMRNA que s ao
moduladas (aumentadas ou diminuidas) pela mimetizag ao de
anti-miR ou microRNA sdo pesquisadas quanto a sequé ncias
iniciais de microRNA, para comparar a modulacéo dos MRNA que
sao alvos do microRNA com a modulacdo dos mRNA que nao sao
alvos do microRNA. Dessa maneira, pode ser avaliada a
interagao do anti-miR com o miR-21 ou da mimetizaga 0 do miR-
21 com seus alvos. No caso de um anti-miR, os mRNA cujos
niveis de expressdo sdo aumentados, sdo triados qua nto as
sequéncias de mMRNA que compreendem uma compatibilid ade
inicial com o microRNA do qual o anti-miR é complem entar.

EXEMPLOS

[0250] Os seguintes exemplos séo apresentados a
fim de ilustrar mais completamente algumas modalida des da
invengdo. Os mesmos ndo devem, no entanto, ser inte rpretados

como limitativos do amplo escopo da invengéo.
[0251] Os peritos na técnica adotarao
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prontamente os principios subjacentes dessa descobe rta para
projetar varios compostos sem se afastarem do espir ito da

invengao atual.

[0252] Exemplo 1 Anti-miR-21 em um modelo da
Sindrome de Alport

[0253] Ratinhos Col4a3 /- com os antecedentes
genéticos 129sv desenvolvem espontaneamente doenca renal
grave similar a Sindrome de Alport humana. Como tal , 0S
ratinhos Col 4a3/~ s&@o usados como modelo experimental da

Sindrome de Alport.

[0254] Oligonucleotideos modificados
complementares do miR-21 (compostos anti-miR-21) fo ram
testados no modelo Col 4a3”/- da Sindrome de Alport. Foram
usados ratinhos do tipo selvagem como ratinhos de ¢ ontrole.

[0255] A estrutura do composto anti-miR-21 é 5'-
AcCAATGAGTGTGAUAAGGTA:3 (SEQ ID NO: 3), em que o0s
nucleosideos nao seguidos de um subscrito indicam B-D-
desoxirribonucleosideos; o0s nucleosideos seguidos d e um
subscrito “E” indicam nucleosideos 2’-MOE; os nucle osideos
seguidos de um subscrito “S” indicam nucleosideos S -cEt. Cada
ligacdo internucleosidica € uma ligagdo internucleo sidica
fosforotioato.

[0256] As 3 semanas de idade, os ratinhos foram
genotipados para identificagdo de ratinhos Col 4a3-/-. Das 3
semanas de idade as 9 semanas de idade, ninhadas de ratinhos
pareados por sexo foram tratadas com anti-miR-21 ou PBS. O
anti-miR-21 foi administrado subcutaneamente a uma dose de 25
mg/kg, duas vezes por semana. Os grupos de tratamen to foram:
(1) ratinhos do tipo selvagem, administracdo de PBS , =8

(2) ratinhos Col 4a3-/ -, administragdo de PBS, n = 12; (3)



68/82

ratinhos Col 4a3-/ -, administracdo de anti-miR-21, n = 12.

Foram usadas ninhadas do tipo selvagem de ratinhos Col 4a3-/ -
como ratinhos de controle do tipo selvagem. Foi rec olhida
semanalmente uma amostra de urina noturna (de aprox imadamente
16 horas). O plasma e os rins foram recolhidos no f inal da
semana 9. Foram analisadas amostras de fluido e de tecido
para se determinar as alteragdes na funcéo renal, d ano renal,

esclerose glomerular e fibrose intersticial.

[0257] Os pontos finais no sangue ou na urina
incluiram a medicdo do nitrogénio ureico no sangue (BUN),
albuminudria, razdo albumina/creatinina, taxa de fil tracao
glomerular. A analise histologica incluiu a avaliac ao da
esclerose glomerular, fibrose intersticial, lesdo n 0S

tubulos, infiltracdo de macrofagos, e presenca de

miofibroblastos.

[0258] O nitrogénio ureico no sangue (BUN) foi

medido a semana 9. A significancia estatistica foi calculada
por meio do teste de Mann Whitney. Tal como se most ra na
Figura 1A, foi observada no final do estudo uma red ucao
estatisticamente significativa no BUN em animais tr atados com
anti-miR-21, relativamente a animais de controle tr atados com
PBS. A reducéo do BUN foi observada globalmente (Fi gura 1A),
bem como em ratinhos-macho apenas (aproximadamente 90 mg/dL
em comparacao com aproximadamente 25 mg/dL em ratin hos-macho
de controle) e ratinhos-fémea apenas (aproximadamen te 70
mg/dL em comparac¢do com aproximadamente 25 mg/dL em ratinhos-
fémea de controle) ndo apresentados). O BUN em rati nhos

Col 4a3+/ + foi aproximadamente de 12,5 mg/kL (dentro de

limites normais; ndo apresentado). O BUN é um marca dor

sanguineo da funcao renal. Um BUN mais elevado corr elaciona-
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se com uma fungéo renal mais fraca. Uma reducéo no BUN € um
indicador de les&o e dano renais reduzidos, e de me Ihoria da
funcéo.

[0259] A albuminuria foi avaliada por medicao da
albumina em amostras de urina colhidas ao longo de 16 horas

com a frequéncia de uma vez por semana por ELISA, e

normalizagéo para a excrec¢ao de creatinina urinaria . Todas as
analises foram efetuadas ao mesmo tempo no final do estudo.
Tal como se mostra na Figura 1B, os ratinhos Col 4a3-/ -
desenvolvem albuminuria grave. No entanto, os ratin hos

tratados com anti-miR-21  desenvolveram  muito  menos
albuminuria, tal como detetado por uma reducdo na r azao

albumina para creatinina urinarias. Essa reducdo fo [

observada pela semana 7, e persistiu at¢é a semana 9 . As
ninhadas do tipo selvagem de ratinhos Col 4a3-/- néo
apresentaram qualquer albuminuaria, tal como esperad 0.
albuminuria € uma medida sensivel de dano glomerula re
tubular. Uma reducédo na razédo albumina para creatin ina indica

uma reducédo na doenca glomerular e/ou tubular.
[0260] A  Sindrome de Alport ¢é também
caracterizada pelo desenvolvimento progressivo da

glomerulosclerose e de fibrose renal intersticial

significativa que ocorre a medida que ocorre vazame nto
glomerular inapropriado. Consequentemente, a
glomerulosclerose foi avaliada pontuando cegamente 0S
glomérulos quanto a lesBes esclerdticas (perda de a nel
capilar+fibrose ou hialinose). Foram pontuados
sequencialmente trinta glomérulos de cada ratinho p or um
observador cego. O escore variou de 0-4, onde 0 = n ormal; 1 =

<25% dos glomérulos afetados por esclerose; 2 = 25- 50% dos
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glomérulos afetados por esclerose; 3 = 50-75% dos g lomérulos
afetados por esclerose; 4 = 75-100% dos glomérulos afetados
por esclerose. A proporcao de glomérulos sem qualqu er doenca
foi muito superior em ratinhos tratados com anti-mi R-21,ea
proporcao de glomérulos com glomérulos moderada ou gravemente
afetados (escore 2-4) foi significativamente superi or nos
ratinhos tratados com PBS (Figura 2). Os glomérulos foram
também pontuados em ninhadas do tipo selvagem (WT) de
ratinhos Col 43a-/-. A fibrose intersticial foi medida
morfometricamente em secfes sagitais completas cora das com
vermelho de Pricosirius de animais Col 4a3-/ - tratados com PBS

e anti-miR-21. Tal como se mostra na Figura 3A, foi observada
uma reducdo estatisticamente significativa na fibro se
intersticial nos ratinhos Col 4a3-/ - tratados com anti-miR-21.

Para além disso, PCR quantitativa para os transcrit oS para a
principal proteina de matriz Colageno | a(l) (Collal)
patolégico mostrou que o tecido renal de ratinhos Col 4a3-/ -
tratados com anti-miR-21 apresentou muito menos pro ducéao

deste colageno patologico (Figura 3B).

[0261] A lesdo do tecido renal foi avaliada em

secOes de tecidos mergulhadas em parafina e fixadas em
paraformaldeido (4%), coradas por meio de reacdo do acido
periédico de Schiff (PAS). Inicialmente, as secdes de rim
foram classificadas quanto a lesé@o global com base na leséo e
inflamagé&o tubulares e glomerulares. Os danos foram avaliados
com base em uma variedade de fatores incluindo a di latacéo
dos tubulos, perda do rebordo em escova, infiltraca o celular,
inflamag&o glomerular, edema intersticial e necrose celular.

As secdes do rim foram classificadas de modo cego q uanto a

leséo global e foi-lhes atribuida um escore de clas sificacéo
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da lesdo renal. As secdes do rim de ratinhos Col4a3
mostraram um escore da classificagcdo da lesao renal
indicativo de uma menor lesdo renal
analisar esses dados mais em detalhe, os glomérulos
avaliados por um observador cego quanto a proporgao
crescentes glomerulares. O crescente é uma prolifer
células na cépsula de Bowman, e é definido por

células dentro do espaco de Bowman. O crescente € u

bem estabelecido de lesdo glomerular. Em ratinhos

que receberam anti-miR-21, a proporcdo de glomérulo
crescentes foi aproximadamente de 44%,
ratinhos que receberam o tratamento de controle com
proporcao de glomérulos com crescentes foi aproxima
19% (Figura 4B). Em ninhadas
crescentes foi de de 5%

apresentada). Os tubulos dos néfrons dos rins sao t

glomérulos com menos
sitio para danos. Os danos nos tdbulos foram avalia
sobrepondo uma grelha sobre imagens sequenciais que
toda a secao sagital de cada rim. De uma forma cega

dos tubulos foi avaliado em cada quadrado da grelha
tubular  foi avaliado com base na  presenca
dilatagdo/achatamento dos tubulos, perda dos rebord
escova, infiltracdo celular, e necrose celular. A p

destas caracteristicas resulta em um escore positiv

esse quadrado na grelha. E aplicado um escore globa
imagem, que € a % de quadrados que possui danos nos

E calculada a média para todas as imagens desse rim

médio para cada rim é entdo submetido a analise est

lesdo tubular

Tal como se mostra, 0 escore da

significativamente inferior nos ratinhos

(Figura 4A). Pa
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com anti-miR-21, em relagcdo aos Col 4a3-/- que receberam PBS
(Figura 4C). O escore dos danos tubulares em ninhad as
Col 4a3+/ + foi de menos de 10% (n&o apresentado).

[0262] Foi efetuada uma andlise histologica
adicional de amostras de rim para avaliar a infiltr acao de
macréfagos, estabilidade endotelial, e a deposicdo de
miofibroblastos. Tal como se julga por coloracdo de F4/80, a
infiltracdo de macrofagos foi reduzida em ratinhos Col 4a3-/ -
tratados com anti-miR-21 em comparacdo com ratinhos de

controle Col 4a3-/ - tratados com PBS (Figura 5A). A coloracao

imunocitoquimica para CD31 demonstrou uma melhoria na
estabilidade endotelial em ratinhos Col 4a3-/- tratados com
anti-miR-21 em comparacdo com ratinhos Col 4a3-/ - de controle
tratados com PBS (ndo apresentada). A deteccdo de a Ifa-SMA
revelou uma reducdo na deposicdo de miofibroblastos em

ratinhos Col 4a3-/ - tratados com anti-miR-21 em compara¢ao com
ratinhos de controle Col 4a3-/ - tratados com PBS (Figura 5B).
Em ratinhos Col 4a3+/ +,a coloracdo de alfa-SMA foi de

aproximadamente 5% (ndo apresentada).

[0263] As espécies reativas de oxigénio (ROS)
sdo um subproduto do metabolismo celular normal. Du rante o
estresse celular, o excesso de ROS pode causar a pe roxidagao
lipidica das membranas celulares e das organelas, r esultando
em rompimento da integridade estrutural e da capaci dade para
transporte de células e producgéo de energia. Nos ri ns, as ROS
produzidos durante o estresse celular podem causar lesdo
renal. Para avaliar se a geracdo de ROS foi reduzi da a
seguir a inibicdo do miR-21 em ratinhos Col 4a3-/-, foram
medidos o0s niveis de perdxido de hidrogénio urinari 0 em

ratinhos tratados com anti-miR-21 e PBS. Os niveis de
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peréxido de hidrogénio urinario foram significativa mente
reduzidos em ratinhos que receberam anti-miR-21 (Fi gure 6A).
Em ratinhos Col 4a3+/ +, os niveis de peroxido de hidrogénio

urindrio foram inferiores a 5 pM (ndo apresentados) . Para
além disso, a coloracdo imunocitoquimica do tecido renal com
dihidroetidio (DHE), que € uma medida das ROS, demo nstrou uma
redugcdo nos ROS no tecido renal de ratinhos Col 4a3-/ -
tratados com anti-miR-21 em comparacdo com ratinhos de
controle tratados com PBS (Figura 6B). Em ratinhos Col 4a3+/ +,
foi observada menos de 10% de coloracdo com DHE (na o]
apresentada). Esses dados demonstram uma reducdo da s ROS
tanto na urina como no tecido renal em ratinhos Col 4a3-/ -
tratados com anti-miR-21. Consequentemente, um meca nismo pelo
qual o anti-miR-21 pode reduzir a lesdo renal pode incluir
uma reducdo na geracao de espécies reativas de oxig énio.

[0264] A imunotransferéncia de proteinas nos
rins de ratinhos Col 4a3-/ - tratados com anti-miR-21 revelou
um aumento na quantidade de proteina MPV17L nos rin S em
relacdo a ratinhos Col 4a3-/-. A MPV17L € uma proteina da
membrana interna mitocondrial que esta implicada no
metabolismo das espécies reativas de oxigénio, e qu e protege
contra o estresse oxidativo. Consequentemente, a re duzida
geracdo de ROS apos o tratamento com anti-miR-21 po de ocorrer
pelo menos em parte devido ao aumento dos niveis de MPV17L.
Para explorar mais os efeitos mecanisticos do anti- miR-21, a
proteina PPAR-alfa foi medida por imunotransferénci a dos rins
de ratinhos Col4a3-/- tratados com PBS ou que receb eram
tratamento anti-miR-21. O tratamento com anti-miR-2 1 aumentou
a proteina PPAR-alfa, sugerindo uma estimulacdo das vias

metabdlicas.



74/82

[0265] Os podécitos sao células epiteliais
altamente especializadas que sdo um componente esse ncial da
barreira de filtragdo glomerular. A perda de poddci tos pode
conduzir a proteindria, e em alguns estados patoldg icos, a
glomerulosclerose. Para avaliar se 0 numero de podo citos foi
afetado por inibicdo do miR-21 em ratinhos Col 4a3-/ -, foi
medido o numero de poddcitos em ratinhos tratados ¢ om anti-

miR-21 e PBS. O numero de poddcitos aumentou

significativamente em ratinhos Col 4a3-/ - que receberam anti-
miR-21, em relacdo a ratinhos tratados com PBS, e f o]}
comparavel ao nimero de podocitos observado em ninh adas do
tipo selvagem de ratinhos Col 4a3-/ - (Figura 7).
Consequentemente, um mecanismo pelo qual o anti-miR -21 pode
reduzir a lesdo renal em um modelo de Sindrome de A Iport &

prevenindo ou reduzindo a perda de poddcitos.

[0266] Foi conduzido um estudo similar usando os
seguintes compostos anti-miR-21:

[0267] Composto anti-miR-21  #1 (acima): 5'-
AcCAATGAGTGTGAUWAAGGTAE:-3' (SEQ ID NO:3)

[0268] Composto anti-miR-21 #2: 5'-
A:CATGASGTGUsGAUASAGGUSA:-3' (SEQ ID NO: 3);

[0269] Composto anti-miR-21 #3: 5'-
MCeASASTECSUsARAEUSASAEGECs TEAs-3' (SEQ ID NO: 4); e

[0270] Composto anti-miR-21 #4: 5'-
AeCAETECSAEGETECSTGAUBAAGGUsAs-3' (SEQ ID NO: 3); em que os
nucleosideos nao seguidos de um subscrito indicam B-D-
desoxirribonucleosideos; o0s nucleosideos seguidos d e um
subscrito “E” indicam nucleosideos 2’-MOE; os nucle osideos
seguidos de um subscrito “S” indicam nucleosideos S -CEt; e um
superescrito  "Me" indica um grupo 5-metila na base do
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nucleosideo. Cada ligagdo internucleosidica é uma | igacao
internucleosidica fosforotioato.

[0271] Cada composto foi administrado a ratinhos
Col4a3-/- de trés semanas de idade a uma dose de 25 mg/kg,
duas vezes por semana, durante nove semanas. Os gru pos de
controle incluiram ratinhos Col4a3-/- tratados com PBS, e
ninhadas do tipo selvagem de ratinhos Col4a3-/-. Ca da grupo
de tratamento continha 10 a 12 ratinhos. Para 0s co mpostos
#1, 2, e 4, os pontos finais foram avaliados tal co mo
descrito acima e incluiram o BUN, razdo albumina pa ra
creatinina urinarias, lesdo renal (coloracdo com PA S),
glomerulosclerose, e proporcao de glomeérulos com cr escentes.
Para o composto #3, os pontos finais incluiram BUN, razao
albumina para creatinina urinarias, e expressao do gene do
colageno (como medida da fibrose), avaliados como d escrito
acima.

[0272] Consistente com o0s resultados descritos
acima, o composto anti-miR-21 #1 melhorou todos os pontos
finais avaliados. A eficacia de ambos os compostos anti-miR-
21 #2 foi semelhante a do composto #1, com melhoria S
observadas no BUN, razdo albumina para creatinina u rinarias,
lesdo renal, extensdo de glomerulosclerose, e perce ntagem de
glomérulos com crescentes. A eficacia do composto # 3 foi
semelhante a do composto #1, com melhorias no BUN, razéo
albumina para creatinina urinérias, e expressao de Collal. O
composto anti-miR-21 #4, embora menos eficaz que 0s outros
compostos testados, resultou ainda em melhorias no BUN, lesé&o
renal, extensdo de glomerulosclerose, e percentagem de

glomérulos com crescentes.

[0273] Considerados em conjunto, esses dados
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ilustram que em um modelo de Sindrome de Alport, o tratamento

com anti-miR-21 atenuou a perda da funcdo renal e o

desenvolvimento de albumindria. A glomerulosclerose e a
fiborose intersticial foram marcadamente atenuadas e 0S
tubulos proximais preservados. Uma vez que o anti-m iR-21
previne a perda progressiva da fungdo renal nos rat inhos

Col 4a3-/ -, e atenua tanto a doenca glomerular como tabulo-
intersticial, o anti-miR-21 € um agente terapéutico para a

Sindrome de Alport humana.

[0274] Exemplo 2: Elevacdo do miR-21 em um
modelo da Sindrome de Alport

[0275] Para avaliar a desregulacdo do miR-21 em
um modelo experimental da Sindrome de Alport, foram medidos
0s niveis de miR-21 no tecido renal recolhido de ra tinhos.
Isolou-se RNA de todo o rim e mediu-se o0 miR-21 por PCR
quantitativa. Em ratinhos Col 4a3-/-, os niveis de miR-21
foram elevados aproximadamente trés vezes em relaca 0 aos

niveis do miR-21 em ratinhos do tipo selvagem.

[0276] Consequentemente, um sujeito recebendo
tratamento para a Sindrome de Alport pode ser ident ificado
como tendo miR-21 elevado em material de biopsia re nal,
urina, ou sangue, antes da administracao do tratame nto.

[0277] Exemplo 3: Estudos de sobrevivéncia em um

modelo de Sindrome de Alport

[0278] Os ratinhos do tipo selvagem geralmente
vivem 2 a 3 anos (ou 730 a 1095 dias). Em ratinhos Col 4a3-/ -
com um antecedente 129X1/SvJ, pode ocorrer insufici éncia
renal logo aos dois meses de idade. Em ratinhos Col 4a3-/- com
um antecedente C57BL/6J, pode ocorrer insuficiéncia renal em

fase terminal logo aos 6 meses de idade. Independen temente do
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antecedente, o periodo de vida de ratinhos Col 4a3-/- é
significativamente mais curto do que o de ratinhos do tipo
selvagem. Como tal, os ratinhos Col 4a3-/- com qualquer
antecedente genético podem servir como modelo para a
insuficiéncia renal em fase terminal na Sindrome de Alport, e
podem ser usados para avaliar os efeitos de agentes

terapéuticos candidatos na esperanca de vida.

[0279] Os ratinhos sao genotipados para se
identificarem os ratinhos Col4a3-/-. O anti-miR-21 e
administrado subcutaneamente a uma dose que varia d el0a?25
mg/kg, uma ou duas vezes por semana até um maximo d e um ano.
O PBS pode ser administrado como tratamento de cont role.
Amostras de urina noturna (de aproximadamente 16 ho ras) sao
recolhidas segundo um calendéario semanal ou mensal ao longo
do estudo. E registada a idade de cada ratinho quan do morre.
Recolhem-se o plasma e os rins quando morrem ou no final do
estudo. Analisam-se amostras de fluido e de tecido para se
determinar as modificacbes na funcdo renal, esclero se
glomerular ,e fibrose.

[0280] Analisam-se amostras de fluido e de
tecido para se determinar as modificagbes na funcao renal,
dano renal, esclerose glomerular e fibrose intersti cial. Os
pontos finais no sangue ou na urina incluem a medi¢ ao do
nitrogénio ureico no sangue (BUN), albumindria, raz ao
albumina/creatinina, taxa de filtragdo glomerular. A analise
histologica incluiu a avaliacdo da esclerose glomer ular,
fibrose intersticial, lesdo nos tdbulos, infiltracd o de
macrdéfagos, e presenca de miofibroblastos.

[0281] E observado um atraso no surgimento de
insuficiéncia renal em fase terminal e um aumento d a
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esperanca de vida em ratinhos tratados com anti-miR -21,
relativamente a ratinhos de controle tratados com P BS,
sugerindo que o anti-miR-21 é um agente terapéutico que pode
aumentar a esperanca de vida de sujeitos com Sindro me de
Alport.

O ANTI-MIR-21 AUMENTA A SOBREVIVENCIA EM UM MODELO

DE ESTUDO DE DOSE UNICA DE SINDROME DE ALPORT

[0282] Para avaliar os efeitos do anti-miR-21 na
sobrevivéncia em um modelo experimental de Sindrome de
Alport, foi administrado composto anti-miR-21 a rat inhos
Col4a3-/-.

[0283] A estrutura do composto anti-miR-21 é 5'-
AECSATCSAGTCSTGAUSAAGCSTAE-3 (SEQ ID NO: 3), em qu e o0s
nucleosideos nao seguidos de um subscrito indicam B-D-
desoxirribonucleosideos; o0s nucleosideos seguidos d e um
subscrito “E” indicam nucleosideos 2’-MOE; os nucle osideos
seguidos de um subscrito “S” indicam nucleosideos S -cEt. Cada
ligacdo internucleosidica é uma ligacdo internucleo sidica
fosforotioato.

[0284] Ratinhos Col4a3+/1 (heterozigoéticos) com
um antecedente 129X1/SvJ foram cruzados para gerar ratinhos

Colda3-/-. As 3 semanas de idade, os ratinhos foram

genotipados para identificagdo de ratinhos Col4a3-/ -. Os
grupos de tratamento foram: (1) ratinhos Col4a3+/+ (ninhadas
do tipo selvagem), administragdo de PBS, duas vezes por
semana, n = 12; (2) ratinhos Col4a3-/-, administrag ao de PBS,
duas vezes por semana, n = 12; (3) ratinhos Col4a3- /-, 25
mg/kg de anti-miR-21, administragdo subcutanea, dua S vezes
por semana, n = 12. Os tratamentos foram administra dos duas

vezes por semana, desde a semana 3 até a semana 16. Os pesos
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dos animais foram determinados semanalmente, e regi stou-se 0

tempo de vida.

[0285] Tal como esperado, os ratinhos Col 4a3-/ -
sofreram uma perda de peso comecando cerca das 9 se manas de
idade, e a morte ocorreu entre as 9 e as 11 semanas de idade.
Tal como se mostra na Figura 8A, o anti-miR-21 aume ntou o
pico do peso corporal e retardou significativamente a perda
de peso (p < 0,01). Tal como se mostra na Figura 8B , 0 anti-
miR-21 aumentou significativamente o tempo de vida (p <
0,001). Assim, o tratamento com anti-miR-21 néo ret ardou
apenas a perda de peso, mas melhorou de forma impor tante a
sobrevivéncia de rainhos Col 4a3-/-.

O ANTI-MIR-21 AUMENTA A SOBREVIVENCIA EM UM MODELO

DE ESTUDO DA RESPOSTA A DOSE NA SINDROME DE ALPORT

[0286] Para avaliar os efeitos da resposta a

dose do anti-miR-21 na sobrevivéncia em um modelo

experimental de Sindrome de Alport, foram administr adas
varias doses de composto anti-miR-21 a ratinhos Col 4a3-/-.

[0287] A estrutura do composto anti-miR-21 é 5'-
AcCAATGAGTGTGAUAAGGTA:3 (SEQ ID NO: 3), em que o0s
nucleosideos nado seguidos de um subscrito indicam B-D-
desoxirribonucleosideos; o0s nucleosideos seguidos d e um
subscrito “E” indicam nucleosideos 2’-MOE; os nucle osideos
seguidos de um subscrito “S” indicam nucleosideos S -cEt. Cada
ligacdo internucleosidica € uma ligagdo internucleo sidica
fosforotioato.

[0288] As 3 semanas de idade, os ratinhos foram
genotipados para identificagdo de ratinhos Col4a3-/ -. Os

grupos de tratamento foram:
(1) ratinhos Col 4a3-/ -, administracdo de PBS uma
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vez por semana, n = 13;

(2) ratinhos Col 4a3-/ -, administracao de 12,5 mg/kg
de anti-miR-21, uma vez por semana, n = 12;

(3) ratinhos Col 4a3-/ -, administracdo de 25 mg/kg
de anti-miR-21, uma vez por semana, n = 13;

(4) ratinhos Col 4a3-/ -, administracdo de 50 mg/kg
de anti-miR-21, uma vez por semana, n = 12;

(5) ratinhos Col 4a3-/ -, administracdo de 25 mg/kg
de anti-miR-21, duas vezes por semana, n = 12;

[0289] Os tratamentos foram  administrados
comecando no dia 24. Os pesos dos animais foram det erminados
semanalmente, e registou-se o tempo de vida. Na sem ana 7, foi

recolhido sangue para determinagcéo do BUN.

[0290] Tal como se mostra na Figura 9A, foi
observada uma reducdo no BUN em animais tratados co m anti-
miR-21, relativamente a animais de controle tratado s com PBS.
Embora se tenha observado uma reducéo no BUN, a mes ma nao foi
fortemente sensivel a dose, talvez devido ao fato d a doenca
ser mais grave nos ratinhos Col4a3-/- usados para e sta
experiéncia (os ratinhos foram obtidos de um fornec edor
diferente do dos ratinhos Col4a3-/- descritos nos e xemplos
anteriores). A reducdo observada no BUN é um indica dor da
reducéo da lesdo e dano renais, e de melhoria da fu ngao.

[0291] Tal como se mostra na Figura 9B, o
tratamento com anti-miR-21 aumentou o tempo de vida dos
ratinhos Col4a3-/- de forma dependente da dose. O a umento do
tempo de vida foi observado tanto para os tratament os duas
vezes por semana como uma vez por semana. A média d a
sobrevivéncia foi a seguinte: PBS, 62 dias; 12,5 mg /kg de

anti-miR-21 uma vez por semana (QW), 72,5 dias; 25 mg/kg de
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anti-miR-21 uma vez por semana (QW), 77 dias; 50 mg /kg de
anti-miR-21 uma vez por semana (QW), 89 dias; 25 mg /kg de
anti-miR-21 duas vezes por semana (BIW), 82,5 dias.
[0292] Foi observado um atraso no surgimento de

disfuncéo renal e um aumento da esperanca de vida e m ratinhos
tratados com anti-miR-21, relativamente a ratinhos de
controle tratados com PBS, sugerindo que o anti-miR -21 é um
agente terapéutico que pode aumentar a esperanca de vida de

sujeitos com Sindrome de Alport.
[0293] Exemplo 4: Distribuicdo de Anti-miR nos

rins de ratinhos Col4a3-/-

[0294] Os oligonucleotideos, incluindo compostos
anti-miR, sdo conhecidos por se distribuirem por va rios tipos
de células nos rins. Tal como relatado por Chau et al ., Sci
Transl Med., 2012, 121ral8, apds a administracdo de um anti-
miR marcado com Cy3 quer a ratinhos normais, quer a ratinhos
sujeitos a lesdo renal (obstrucdo ureteral unilater al, um
modelo de fibrose intersticial), a maior intensidad e de
fluorescéncia nos rins foi no epitélio tubular prox imal. O
endotélio, pericitos, miofibroblastos, e macréfagos também
continham, todos eles, quantidades detetaveis de an ti-miR
marcado com Cy3. Contudo, os glomérulos, em particu lar os
poddcitos, ndo pareceram absorver quantidades signi ficativas
de anti-miR, consistente com a conhecida distribuig ao de
oligonucleotideos quimicamente modificados (Masarji an et al .,
Oligonucleotides, 2004, 14, 299-310).

[0295] Para investigar a distribuicdo de anti-
miR em um modelo de ratinhos com Sindrome de Alport , foi
administrado composto anti-miR marcado com Cy3 a do IS grupos

diferentes de ratinhos Col4a3-/-, um as 6 semanas d e idade (n
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= 3) e um as 8 semanas de idade (n = 4, e a um grup

ratinhos do tipo selvagem as 8 semanas de idade (n

dias depois da administracdo do composto anti-miR,

foram sacrificados e os rins foram recolhidos e pro

para analise histologica.
[0296] As

comarcadas com anticorpos especificos de varios mar

secoes de tecido renal
celulares diferentes para se identificar a absorgao
miR em tipos de células particulares. A coloracdo f
efetuada para a alfa-SMA (um marcador de miofibrobl
PDGFR-beta (um marcador de pericitos/miofibroblasto
(um marcador de células endoteliais), F4/80 (um mar
macrofagos), e GP38 (um marcador de poddcitos). Tal
esperado, o composto anti-miR foi absorvido pelo ep
tubular proximal, pericitos, miofibroblastos, e mac
Em contraste com observacdes anteriores em ratinhos
ratinhos com fibrose intersticial, nos ratinhos Col
anti-miR foi absorvido pelos glomérulos, incluindo

[0297]
a eficacia observada ap0s a administracdo de anti-m
um modelo experimental de Sindrome de Alport € acom
melhorias ndo s6 da fibrose intersticial em torno d
tubulos, mas também da fibrose nos glomérulos (conh
glomerulosclerose). Estes dados sugerem que essas m
podem estar diretamente relacionadas com efeitos do
21 nos glomérulos, para além de, ou em vez de,

estrutura e funcéo tubulares melhoradas.

o0 de
= 3). Dois
0S animais

cessados

foram
cadores
de anti-
0i
astos),
s), CD31
cador de
como
itélio
rofagos.
normais e
4a3-/-, o
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Tal como descrito no presente documento,
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ecida como
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REIVINDICACOES

1. USO DE UM OLIGONUCLEOTIDEO MODIFICADO DA
ESTRUTURA 5-A eCSATGAGTGTGAUBAAGGTAE-3' (SEQ ID NO: 3) NA
FABRICACAO DE UM MEDICAMENTO PARA USO EM UM METOD®ARA

TRATAR A SINDROME DE ALPORT, caracterizado por comp reender a
administragdo a um sujeito que tem ou se suspeita t er
Sindrome de Alport, do oligonucleotideo modificado da
estrutura 5'-A ECSATGAGTGTGAUVAAGGTAE-3' (SEQ ID NO: 3), em

gue os nucleosideos ndo seguidos de um subscrito in dicam g-D-
desoxirribonucleosideos; o0s nucleosideos seguidos d e um
subscrito “E” indicam nucleosideos 2’-O-metoxietila (2-MOE);

0s nucleosideos seguidos de um subscrito “S” indica m
nucleosideos S-cEt, e cada ligacdo internucleosidic a € uma

ligacdo internucleosidica fosforotioato.

2. USO, de acordo com a reivindicacdo 1,

caracterizado pelo sujeito ter sido diagnosticado ¢ omo tendo
Sindrome de Alport antes da administracao do oligon ucleotideo
modificado.

3. USO, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado por, antes da administracao do oligon ucleotideo
modificado, ter sido determinado que o sujeito tinh a um nivel
aumentado de miR-21 nos rins, urina ou No sangue.

4. USO, de acordo com qualguer uma das
reivindicagOes 1 a 3, caracterizado pela administra cao:

a. melhorar a funcéo renal,

b. retardar o surgimento de doenca renal em fase
terminal;

retardar a necessidade de didlise;
retardar a necessidade de transplante renal;

e/ou
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e. melhorar a expectativa de vida.
5. USO, de acordo com qualqguer uma das
reivindicagOes 1 a 4, caracterizado pela administra cao:

a. reduzir a hematuria;

b. retardar o aparecimento de hematuria;

c. reduzir a proteinuria;

d. retardar o aparecimento de proteinuria;

e. reduzir a fibrose renal;

f. abrandar a progressao adicional da fibrose;
elou

g. parar a progressao adicional da fibrose.

6. USO, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 5, caracterizado pelo sujeito te r uma
mutacao selecionada entre uma mutacdo no gene que c odifica a
cadeia alfa 3 do colageno do tipo IV, uma mutagéo n 0 gene que
codifica a cadeia alfa 4 do colageno do tipo IV, ou uma
mutacdo no gene que codifica a cadeia alfa 5 do col ageno do
tipo V.

7. USO, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 6, caracterizado pelo sujeito se r do sexo
masculino.

8. USO, de acordo com qualqguer uma das
reivindicagbes 1 a 7, caracterizado pelo sujeito se r do sexo
feminino.

9. USO, de acordo com qualqguer uma das
reivindicagbes 1 a 8, caracterizado pelo sujeito se r

identificado como tendo hematuria, e/ou proteinuria
10. USO, de acordo com qualqguer uma das
reivindicagbes 1 a 9, caracterizado pelo sujeito te r funcao

renal reduzida.
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11. USO de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 10, caracterizado pelo sujeito t er
necessidade de funcao renal melhorada.

12. USO, de acordo com qualqguer uma das
reivindicacfes 1 a 11, caracterizado pelo método co mpreender:

a. medicdo do nitrogénio ureico do sangue no
sangue do sujeito;

b. medicdo da creatinina no sangue do sujeito;

c medicdo da depuracéo da creatinina no sujeito;

d. medicéo da proteinuria no sujeito;
e

medicdo da razdo albumina:creatinina no

sujeito;

f.  medicdo da taxa de filtracdo glomerular no
sujeito;

g. medicdo da cistatina C no sujeito;

h. medicdo da proteina B-trace (BTP) no sangue do
sujeito;

i. medicdo da 2-microglobulina no sangue do
sujeito;

j.  medicéo da proteina N-acetil- B-D-
glucosaminidase (NAG) na urina do sujeito;

k. medicdo da proteina lipocalina associada a
gelatinase de neutréfilos (NGAL) na urina do sujeit 0;

. medi¢édo da proteina molécula 1 de leséo renal
(KIM-1) na urina do sujeito;

m.  medicao da proteina interleucina-18 (IL-18) na
urina do sujeito;

n. medicdo dos niveis de proteina quimioatratora
de mondécitos (MCP1) na urina do sujeito;

0. medicdo dos niveis de fator de crescimento
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tecidual conjuntivo (CTGF) na urina do sujeito;

p. medicdo de fragmentos de colageno IV na urina
do sujeito;

g. medicdo de fragmentos de colageno Il na urina
do sujeito; e/ou

r.  medicdo dos niveis de proteina nos poddcitos

na urina do sujeito, em que a proteina nos poddcito s é
selecionada entre a nefrina e a podocina.

13. USO, de acordo com qualguer uma das
reivindicacbes 1 a 12, caracterizado pela administr acao

melhorar um ou mais marcadores da funcdo renal no s ujeito,
selecionados entre:

a. nitrogénio ureico do sangue reduzido no sangue

do sujeito;

b. creatinina reduzida no sangue do sujeito;

c. depuracao da creatinina melhorada no sujeito;

d. proteindria reduzida no sujeito;

e. razdo albumina:creatinina reduzida no sujeito;

f. taxa de filtracdo glomerular melhorada no
sujeito;

g. cistatina C reduzida no sangue do sujeito;

h. proteina B-trace (BTP) reduzida no sangue do
sujeito;

I.  2-microglobulina (B2M) reduzida no sangue do
sujeito;

j.  proteina NAG reduzida na urina do sujeito;

k.  proteina NGAL reduzida na urina do sujeito;
[.  proteina KIM-1 reduzida na urina do sujeito;
m.  proteina IL-18 reduzida na urina do sujeito;

n. niveis de proteina quimioatratora de monaocitos
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(MCP1) reduzidos na urina do sujeito;

0. niveis de fator de crescimento tecidual
conjuntivo (CTGF) reduzidos na urina do sujeito;

p. fragmentos de colageno IV reduzidos na urina
do sujeito;

g. fragmentos de colageno Il reduzidos na urina
do sujeito; e/ou

r.  niveis de proteina nos poddcitos reduzidos na
urina do sujeito, em que a proteina nos poddécitos é
selecionada entre a nefrina e a podocina.

14. USO, de acordo com qualguer uma das
reivindicacbes 5, 9, 12, ou 13, caracterizado pela
proteinuria ser albumindria.

15. USO, de acordo com a reivindicagdo 14,
caracterizado pela albumindria ser albumindria norm al
elevada, microalbuminuria, ou macroalbuminuria.

16. USO, de acordo com qualguer uma das
reivindicagcbes 1 a 15, caracterizado pela Sindrome de Alport
ser a forma ligada ao X da Sindrome de Alport.

17. USO, de acordo com qualguer uma das
reivindicacfes 1 a 16, caracterizado pela Sindrome de Alport
ser a forma autossdmica da Sindrome de Alport.

18. USO, de acordo com qualqguer uma das
reivindicacbes 1 a 17, caracterizado pelo método co mpreender
a administracdo de pelo menos uma terapia adicional

selecionada entre um inibidor da enzima conversora da
angiotensina Il (ACE), um bloqueador do receptor da

angiotensina Il (ARB), um agente anti-hipertensor, um anélogo
da vitamina D, um ligante de fosfato oral, didlise, e

transplante de rim.
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19. USO, de acordo com a reivindicagdao 18,

caracterizado pelos inibidores da enzima de convers ao da
angiotensina Il (ACE) serem selecionados entre o ca ptopril,
enalapril, lisinopril, benazepril, quinapril, fosin opril, e 0
ramipril.

20. USO, de acordo com a reivindicacdo 18,
caracterizado pelos bloqueadores do receptor da ang iotensina
I (ARB) serem selecionados entre a candesartana,
irbesartana, olmesartana, losartana, valsartana,
telmisartana, e eprosartana.

21. USO, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 20, caracterizado pelo medicamen to
compreender uma dose de 110 mg do oligonucleotideo

modificado.
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Figura 9.
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