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(67) Resumo: MODULACAO DE RNAi DE Aha E USOS
TERAPEUTICOS DO MESMO. A presente presente invengéo refere-
se a um 4&cido ribonucléico bifilamentar (dsRNA) para inibir a
expressiao de um gene Aha (gene Ahal), compreendendo um filamento
de antisentido tendo uma sequéncia de nucleotideo que é menor que
30 nucleotideos em comprimento, em geral 19-25 nucleotideos em
comprimento, e que é substancialmente complementar a pelo menos
uma parte de um gene Aha. A invengdo também refere-se a uma
composi¢do farmacéutica compreendendo o dsRNA junto com um
veiculo farmaceuticamente aceitavel, métodos para tratar doencas
causadas por expressdo de Ahal e a expressdo de um gene Aha
usando a composi¢ao farmacéutica; e métodos para inibir a expressao
de um gene Aha em uma célula.
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Relatério Descritivo da Patente de Invengao para "MODULA-
CAO DE RNAi DE Aha E USOS TERAPEUTICOS DO MESMO".

CAMPO DA INVENCAO

A presente invengao concerne a métodos de tratamento usando
moduladores do Ativador do gene da ATPase da Proteina de Choque Tér-
mico 90 (Aha). Mais especificamente, a invengédo concerne a metodos de
tratar disturbios associados a atividade indesejada de Aha, administrando
RNA de interferéncia curto que infra-regula a expressao de Aha, e agentes
Uteis neste.

ANTECEDENTES DA INVENGCAO

Ativador da ATPase 1 da Proteina de Choque Térmico 90 (aqui:
Aha1) é um ativador da atividade de ATPase da Hsp90 e é capaz de estimu-
lar a atividade inerente de Hsp90 de levedura por 12 vezes e Hsp90 humana
por 50 vezes (Panaretou, B. et al., Mol. Cell 2002, 10:1307-1318). Estudos
bioquimicos mostraram que Aha1 liga a regiao mediana de Hsp90 (Pénare-
tou et al., 2002, supra, Lotz, G. PAG., et al, J. Biol. Chem. 2003,
278:17228-17235), e recentes estudos estruturais do complexo de nucleo
de Aha1-Hsp90 sugerem que a co-chaperona promova uma troca confor-
macional na alga catalitica do segmento mediano (370-390) de Hsp90 que
libera o Arg380 catalitico e facilita sua interagdo com a ATP no dominio de
ligacdo de nucleotideo N-terminal (Meyer, P. et al., EMBO J. 2004, 23:511—
519).

A proteina de choque térmico da chaperona molecular 90
(Hsp90) é responsavel pela ativagdo in vivo ou maturagdo das proteinas cli-
entes especificas (Picard, D., Cell Mol. Life Sci. 2002, 59:1640-1648; Pearl, |
L. H., e Prodromou, C., Adv. Protein Chem. 2002, 59:157-185; Pratt, W. B.,
e Toft, D. O., Exp. Biol. Med. 2003, 228:111-133; Prodromou, C., e Pearl, L.
H., Curr. Cancer Drug Targets 2003, 3:301-323). Crucial para tal ativagéo e
a atividade essencial de ATPase da Hsp90 (Panaretou, B., et al., EMBO J.
1998, 17:4829-4836), que dirige um ciclo conformacional que envolve asso-
ciacdo transiente dos dominios de ligagdo de nucleotideo N-terminais dentro
do dimero de Hsp90 (Prodromou, C., et al., EMBO J. 2000, 19:4383-4392).
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Semelhante a uma chaperona molecular, HSP90 promove a
maturacdo e mantém a estabilidade de um numero grande de proteinas cli-
entes conformacionalmente labeis, a maioria destas esta envolvida em pro-
cessos biolégicos que séo frequentemente desordenados dentro das células
tumorais, tais como transducgdo de sinal, progressao do ciclocelular e apop-
tose. Como resultado, e em contraste com outras terapéuticas alvejadas
moleculares, os inibidores de HSP90 alcan¢gam atividade anticancer promis-
sora mediante o rompimento simultaneo de muitos substratos oncogénicos
dentro das células cancerosas (Whitesell L, e Dai C., Future Oncol. 2005;
1:529-540; WO 03/067262). Além disso, HSP90 tem estado implicada na
degradagdo do Regulador de Condutancia de Transmembrana de Fibrose
Cistica (CFTR). Mutag¢des no gene de CFTR levam ao dobramento defeituo-
so e ubiquinacado da proteina como consequéncia da atividade de ATPase
da HSP90. Seguindo ubiquitinacdo, CFTR é degradado antes de poder al-
cani;ar seu sitio de atividade. Caréncia de CFTR ativo depois leva ao de-
senvolvimento de fibrose cistica em sujeitos humanos tendo tal mutacéo.
Portanto, a inibicdo da atividade de HSP90 pode ser benéfica para sujeitos
sofrendo de cancer ou Fibrose Cistica.

Hsp90 constitui cerca de 1-2% de proteina celular total (Pratt,
W. B., Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. 1997, 37:297-326), e a inibicdo de
tais quantidades grandes de proteina por meio de um antagonista ou inibidor
potencialmente requereria a introdugao de quantidades excessivas do inibi-
dor ou antagonista em uma célula. Um método alternativo é a inibicao de
ativadores da atividade de ATPase da HSP90, tais como Aha1, que estdo
presentes em quantidades menores. Infra-regulando a quantidade de Aha1
presente na célula, a atividade de HSP90 pode ser substancialmente dimi-
nuida.

Homologia de sequéncia significativa existe entre Aha 1 de Ho-
mo sapiens (NM_012111.1), Mus musculus (NM_146036.1) e Pan troglody-
tes (XM_510094.1). Um homélogo de Aha 1 de Rattus norvegicus claro ndao
foi identificado; porém, hd um gene de Rattus norvegicus (XM_223680.3)
que foi denominado homélogo do ativador da proteina de choque térmico
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ATPase 2 (Ahsa 2) em base de sua homologia de sequéncia & Ahsa 2 de
levedura. Sua sequéncia € homdloga ao gene 1110064P04 de cDNA de RI-
KEN de Mus musculus (NM_172391.3) que € por sua vez similar em se-
quéncia a Aha 1 de Mus musculus com excegao da mutilacao N-terminal.
Um Ahsa 2 de Homo sapiens (NM_152392.1) foi também prognosticado,
mas homologia de sequéncia é limitada. As fungdes destes trés genes pos-
teriores nao foram suficientemente elucidadas. Porém, existe uma regiao em
que todas as sequéncias acima sao idénticas, e que podem ser_usadas co-
mo o alvo para agentes de RNAIi. Pode ser vantajoso inibir a atividade de
mais de um gene de Aha.

Recentemente, moléculas de RNA bifilamentar (dsRNA) foram
mostradas bloquear expressao do gene em um mecanismo regulador alta-
mente conservado conhecido como interferéncia de RNA (RNAi). WO
99/32619 (Fire et al.) descreve 6 uso de um dsRNA de pelo menos 25 nu-
cleotideos em comprimento para inibir a expressdo dos genes em C. ele-
gans. dsRNA foi também mostrado degradar RNA alvo em outros organis-
mos, incluindo plantas (vide, por exemplo, WO 99/53050, Waterhouse et al.;
e WO 99/61631, Heifetz et al.), Drosophila (vide, por exemplo, Yang, D. et
al., Curr. Biol. (2000) 10:1191-1200), e mamiferos (vide WO 00/44895, Lim-
mer; e DE 101 00 586.5, Kreutzer et al.). Este mecanismo natural tem agora
se tornado o foco para o desenvolvimento de uma classe nova de agentes
farmacéuticos para tratar disturbios que sédo causados pela regulagao aber-
rante ou indesejada de um gene.

Apesar de avangos significativos no campo de RNAi e avangos
no tratamento de processos patolégicos mediados por HSP90, permanece
uma necessidade por um agente que possa seletiva e eficientemente atenu-
ar Atividade de ATPase da HSP90 usando a propria maquinaria de RNAI da
célula. Tal agente possuird atividade biologica alta e estabilidade in vivo, e
eficazmente inibird a expressdo de um gene de Aha alvo, tal como Aha1,
para o uso em tratar processos patolégicos mediados direta ou indiretamen-
te por expressao de Aha, por exemplo expresséao de Ahai.

SUMARIO DA INVENGAO
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A invencao fornece acido ribonucléico bifilamentar (dsRNA),
como também composi¢coes e métodos para inibir a expressao de um gene
de Aha em uma célula ou mamifero usando tal dsRNA. A invengéb também
prové composi¢cdes e métodos para tratar condi¢cbes patologicas e doengas
mediadas pela expressdao de um gene de Aha, tais como em céncer ou fi-
brose cistica. O dsRNA da invengao compreende um filamento de RNA (o
filamento antisentido) tendo uma regido que é menos de 30 nucleotideos em
comprimento, em geral 19-24 nucleotideos em comprimento, e € substanci-
almente complementar a pelo menos parte de uma transcricdao de mRNA de
um gene de Aha. A

Em um aspecto, a invengdo fornece moléculas de acido ribonu-
cléico bifilamentar (dsRNA) para inibir a expressao de um gene de Aha. O
dsRNA compreende pelo menos duas sequéncias que sao complementares
uma a outra. O dsRNA compreende um filamento sentido compreendendo
uma primeira sequéncia e um filamento antisentido compreendendo uma
segunda sequén~cia. O filamento antisentido compreende uma sequéncia de
nucleotideo que é substancialmente complementar a pelo menos parte de
um mRNA que codifica um gene de Aha, e a regidao de complementaridade
é menos de 30 nucleotideos em comprimento, em geral 19-24 nucleotideos
em comprimento. O dsRNA realiza clivagem de um mRNA que codifica um
gene de Aha dentro da sequéncia alvo de um segundo dsRNA tendo um
filamento sentido selecionado do grupo de SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7,
SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 15, SEQ ID
NO: 17, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 27,
SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 35, SEQ ID
NO: 37, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 47,
SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 55, SEQ ID
NO: 57, SEQ ID NO: 59, SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 65,
SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO: 69, SEQ ID NO: 71, SEQ ID NO: 73, SEQ ID
NO: 75, SEQ ID NO: 77, SEQ ID NO: 79, SEQ ID NO: 81, SEQ ID NO: 83,
SEQ ID NO: 85, SEQ ID NO: 87, SEQ ID NO: 89, SEQ ID NO: 91, SEQ ID
NO: 93, SEQ ID NO: 95, SEQ ID NO: 97, SEQ ID NO: 99, SEQ ID NO: 101,
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SEQ ID NO: 103, SEQ ID NO: 105, SEQ ID NO: 107, SEQ ID NO: 109, SEQ
ID NO: 111, SEQ ID NO: 113, SEQ ID NO: 115, SEQ ID NO: 117, SEQ ID
NO: 119, SEQ ID NO: 121, SEQ ID NO: 123, SEQ ID NO: 125, SEQ ID NO:
127, SEQ ID NO: 129, SEQ ID NO: 131, SEQ ID NO: 133, SEQ ID NO: 135,
SEQ ID NO: 137, SEQ ID NO: 139, SEQ ID NO: 141, SEQ ID NO: 143, SEQ
ID NO: 145, SEQ ID NO: 147, SEQ ID NO: 149, SEQ ID NO: 151, SEQ ID
NO: 153, SEQ ID NO: 155, SEQ ID NO: 157, SEQ ID NO: 159, SEQ ID NO:
163, SEQ ID NO: 165, SEQ ID NO: 167, SEQ ID NO: 169, SEQ ID NO: 171,
SEQ ID NO: 173, SEQ ID NO: 175, SEQ ID NO: 177, SEQ ID NO: 179, SEQ
ID NO: 181, e SEQ ID NO: 183, e um filamento antisentido complementar ao
ultimo filamento sentido e selecionado do grupo de SEQ ID NO: 6, SEQ ID
NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16,

"SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24, SEQ ID

NO: 28, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 36,
SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 46, SEQ ID
NO: 48, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 586,
SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 64, SEQ ID
NO: 66, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 72, SEQ ID NO: 74,
SEQ ID NO: 76, SEQ ID NO: 78, SEQ ID NO: 80, SEQ ID NO: 82, SEQ ID
NO: 84, SEQ ID NO: 86, SEQ ID NO: 88, SEQ ID NO: 90, SEQ ID NO: 92,
SEQ ID NO: 94, SEQ ID NO: 96, SEQ ID NO: 98, SEQ ID NO: 100, SEQ ID
NO: 102, SEQ ID NO: 104, SEQ ID NO: 106, SEQ ID NO: 108, SEQ ID NO:
110, SEQ ID NO: 112, SEQ ID NO: 114, SEQ ID NO: 116, SEQ ID NO: 118,
SEQ ID NO: 120, SEQ ID NO: 122, SEQ ID NO: 124, SEQ ID NO: 126, SEQ

ID NO: 128, SEQ ID NO: 130, SEQ ID NO: 132, SEQ ID NO: 134, SEQ ID |
NO: 136, SEQ ID NO: 138, SEQ ID NO: 140, SEQ ID NO: 142, SEQ ID NO:
144, SEQ ID NO: 146, SEQ ID NO: 148, SEQ ID NO: 150, SEQ ID NO: 152,
SEQ ID NO: 154, SEQ ID NO: 156, SEQ ID NO: 158, SEQ ID NO: 160, SEQ
ID NO: 164, SEQ ID NO: 166, SEQ ID NO: 168, SEQ ID NO: 170, SEQ ID
NO: 172, SEQ ID NO: 174, SEQ ID NO: 176, SEQ ID NO: 178, SEQ ID NO:
180, SEQ ID NO: 182, e SEQ ID NO: 184 (vide Tabela 1 e Tabela 2). O ge-
ne de Aha é preferivelmente um gene de Ahal, e mais preferivelmente um
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gene de Ahal de Homo sapiens. O dsRNA, ao contatar com uma célula que
expressa o gene de Aha, pode inibir a expressdao do gene de Aha na dita
célula em pelo menos 20%, ou pelo menos 25%, 30%, 35%, 4'0%, 45%,
50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 85%, 90% ou 95%, por exemplo em células
HelLa e/ou MLE 12. O dsRNA pode ser diferente do dito segundo dsRNA,
mas pode ter pelo menos 5, pelo menos 10, pelo menos 15, pelo menos 18,
ou pelo menos 20 nucleotideos contiguos por filamento em comum com
uma das sequéncias de nucleotideo acima mencionadas.

Preferivelmente, o segundo dsRNA é selecionado do grupo de
AL-DP-7301, AL-DP-7308, AL-DP-7318, AL-DP-7320, AL-DP-7322, AL-DP-
7324, AL-DP-7325, AL-DP-7326, AL-DP-7327, AL-DP-7329, AL-DP-7331,
AL-DP-7333, AL-DP-7340, AL-DP-7342, AL-DP-7303, AL-DP-7305, AL-DP-
7307, AL-DP-7309, AL-DP-7316, e AL-DP-7337, AL-DP-7304, AL-DP-7312,
AL-DP-7339, AL-DP-7344, AL-DP-7306, AL-DP-7317, AL-DP-7346, AL-DP-
7310, AL-DP-7323, AL-DP-7335, AL-DP-7338, AL-DP-7341, AL-DP-7302,
AL-DP-7315, AL-DP-7328, AL-DP-7330, AL-DP-7336, AL-DP-7345, AL-DP-
9250, AL-DP-9251, AL-DP-9252, AL-DP-9253, AL-DP-9254, AL-DP-9255,
AL-DP-9256, AL-DP-9257, AL-DP-9258, AL-DP-9259, AL-DP-9260, AL-DP-
9261, AL-DP-9262, AL-DP-9263, AL-DP-9264, AL-DP-9265, AL-DP-9266,
AL-DP-9267, AL-DP-9268, AL-DP-9269, AL-DP-9270, AL-DP-9271, AL-DP-
9272, AL-DP-9273, AL-DP-9274, AL-DP-9275, AL-DP-9276, AL-DP-9277,
AL-DP-9279, AL-DP-9280, AL-DP-9281, AL-DP-9282, AL-DP-9283, AL-DP-
9284, AL-DP-9285, AL-DP-9286, AL-DP-9287, AL-DP-9288, e AL-DP-9289
(vide Tabela 1 e Tabela 2).

Alternativamente, o préprio dsRNA pode ser selecionado do
grupo de AL-DP-7301, AL-DP-7308, AL-DP-7318, AL-DP-7320, AL-DP-
7322, AL-DP-7324, AL-DP-7325, AL-DP-7326, AL-DP-7327, AL-DP-7329,
AL-DP-7331, AL-DP-7333, AL-DP-7340, AL-DP-7342, AL-DP-7303, AL-DP-
7305, AL-DP-7307, AL-DP-7309, AL-DP-7316, e AL-DP-7337, AL-DP-7304,
AL-DP-7312, AL-DP-7339, AL-DP-7344, AL-DP-7306, AL-DP-7317, AL-DP-
7346, AL-DP-7310, AL-DP-7323, AL-DP-7335, AL-DP-7338, AL-DP-7341,
AL-DP-7302, AL-DP-7315, AL-DP-7328, AL-DP-7330, AL-DP-7336, AL-DP-
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7345, AL-DP-9250, AL-DP-9251, AL-DP-9252, AL-DP-9253, AL-DP-9254,
AL-DP-9255, AL-DP-9256, AL-DP-9257, AL-DP-9258, AL-DP-9259, AL-DP-
9260, AL-DP-9261, AL-DP-9262, AL-DP-9263, AL-DP-9264, AL-DP-9265,
AL-DP-9266, AL-DP-9267, AL-DP-9268, AL-DP-9269, AL-DP-9270, AL-DP-
9271, AL-DP-9272, AL-DP-9273, AL-DP-9274, AL-DP-9275, AL-DP-9276,
AL-DP-9277, AL-DP-9279, AL-DP-9280, AL-DP-9281, AL-DP-9282, AL-DP-
9283, AL-DP-9284, AL-DP-9285, AL-DP-9286, AL-DP-9287, AL-DP-9288, e
AL-DP-9289 (vide Tabela 1 e Tabela 2). .

O dsRNA pode compreender pelo menos um nucleotideo modi-
ficado. Preferivelmente, o nucleotideo modificado é selecionado do grupo
de: um nucleotideo de 2'-O-metil modificado, um nucleotideo compreenden-
do um grupo 5'-fosforotioato, € um nucleotideo terminal ligado a um derivado
de colesterila ou grupo bisdecilamida de acido dodecandico. Alternativamen-
te, o nucleotideo modificado é selecionado do grupo de: um nucleotideo 2'-
dedxi-2'-flior modificado, um nucleotideo 2'-dedxi-modificado, um nucleoti-
deo bloqueado, um nucleotideo abésico, nucleotideo 2'-amino-modificado,
nucleotideo 2'-alquil-modificado, nucleotideo de morfolino, um fosforamida-
to, e um nucleotideo compreendendo base nao-natural.

Em outro aspecto, a ihvengéo fornece uma célula isolada com-
preendendo um dos dsRNAs da invengao. A célula é em geral uma célula
mamifera, tal como uma célula humana. Outras modalidades da célula com-
preendendo um dsRNA da invengao sao como fornecidas acima para outros
aspectos da invengao.

Em ainda outro aspecto, uma composigao farmacéutica para i-
nibir a expressdo de um gene de Aha em um organismo é fornecida, com- |
preendendo um dsRNA e um veiculo farmaceuticamente aceitavel, em que
o dsRNA compreende pelo menos duas sequéncias que sao complementa-
res uma a outra, e em que um filamento sentido compreende uma primeira
sequéncia e um filamento antisentido compreende uma ségunda sequéncia
compreendendo uma regidao de complementaridade que é substancialmente
complementar a pelo menos uma parte de um mRNA que codifica um gene

de Aha, e em que a dita regiao de complementaridade é menos de 30 nu-
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cleotideos em comprimento, e em que o dsRNA realiza clivagem de um
mRNA que codifica um gene de Aha dentro da sequéncia alvo de um se-
gundo dsRNA tendo um filamento sentido selecionado do grupo de SEQ ID
NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ
ID NO: 15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO:
23, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 33, SEQ
ID NO: 35, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO:
45, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 53, SEQ
ID NO: 55, SEQ ID NO: 57, SEQ ID NO: 59, SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO:
63, SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO: 69, SEQ ID NO: 71, SEQ
ID NO: 73, SEQ ID NO: 75, SEQ ID NO: 77, SEQ ID NO: 79, SEQ ID NO:
81, SEQ ID NO: 83, SEQ ID NO: 85, SEQ ID NO: 87, SEQ ID NO: 89, SEQ
ID NO: 91, SEQ ID NO: 93, SEQ ID NO: 95, SEQ ID NO: 97, SEQ ID NO:
99, SEQ ID NO: 101, SEQ ID NO: 103, SEQ ID NO: 105, SEQ ID NO: 107,
SEQ ID NO: 109, SEQ ID NO: 111, SEQ ID NO: 113, SEQ ID NO: 115, SEQ
ID NO: 117, SEQ ID NO: 119, SEQ ID NO: 121, SEQ ID NO: 123, SEQ ID
NO: 125, SEQ ID NO: 127, SEQ ID NO: 129, SEQ ID NO: 131, SEQ ID NO:
133, SEQ ID NO: 135, SEQ ID NO: 137, SEQ ID NO: 139, SEQ ID NO: 141,
SEQ ID NO: 143, SEQ ID NO: 145, SEQ ID NO: 147, SEQ ID NO: 149, SEQ
ID NO: 151, SEQ ID NO: 153, SEQ ID NO: 155, SEQ ID NO: 157, SEQ ID
NO: 159, SEQ ID NO: 163, SEQ ID NO: 165, SEQ ID NO: 167, SEQ ID NO:
169, SEQ ID NO: 171, SEQ ID NO: 173, SEQ ID NO: 175, SEQ ID NO: 177,
SEQ ID NO: 179, SEQ ID NO: 181, e SEQ ID NO: 183, e um filamento anti-
sentido complementar ao ultimo filamento sentido e selecionado do grupo de
SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO:
14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ
ID NO: 24, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO:
34, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 44, SEQ
ID NO: 46, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO:
54, SEQ ID NO: 56, SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 62, SEQ
ID NO: 64, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO:
72, SEQ ID NO: 74, SEQ ID NO: 76, SEQ ID NO: 78, SEQ ID NO: 80, SEQ
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ID NO: 82, SEQ ID NO: 84, SEQ ID NO: 86, SEQ ID NO: 88, SEQ ID NO:
90, SEQ ID NO: 92, SEQ ID NO: 94, SEQ ID NO: 96, SEQ ID NO: 98, SEQ
ID NO: 100, SEQ ID NO: 102, SEQ ID NO: 104, SEQ ID NO: 106, SEQ ID
NO: 108, SEQ ID NO: 110, SEQ ID NO: 112, SEQ ID NO: 114, SEQ ID NO:
116, SEQ ID NO: 118, SEQ ID NO: 120, SEQ ID NO: 122, SEQ ID NO: 124,
SEQ ID NO: 126, SEQ ID NO: 128, SEQ ID NO: 130, SEQ ID NO: 132, SEQ
ID NO: 134, SEQ ID NO: 136, SEQ ID NO: 138, SEQ ID NO: 140, SEQ ID
NO: 142, SEQ ID NO: 144, SEQ ID NO: 146, SEQ ID NO: 148, SEQ ID NO:
150, SEQ ID NO: 152, SEQ ID NO: 154, SEQ ID NO: 156, SEQ ID NO: 158,
SEQ ID NO: 160, SEQ ID NO: 164, SEQ ID NO: 166, SEQ ID NO: 168, SEQ
ID NO: 170, SEQ ID NO: 172, SEQ ID NO: 174, SEQ ID NO: 176, SEQ ID
NO: 178, SEQ ID NO: 180, SEQ ID NO: 182, e SEQ ID NO: 184 (vide Tabe-
la 1 e Tabela 2). Nisso, o gene de Aha pode ser um gene de Aha1l, e prefe-
rivelmente um gene de Ahal de Homo sapiens. O dsRNA compreendido na
composigao farmacéutica pode, sob contato com uma célula que expressa o
dito gene de Aha, inibir a expressao do dito gene de Aha na dita célula em
pelo menos 20%, ou pelo menos 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%
60%, 65%, 70%, 85%, 90% ou 95%, por exemplo em células Hela e/ou
MLE 12. O dsRNA pode ser diferente do dito segundo dsRNA, mas pode ter
pelo menos 5, pelo menos 10, pelo menos 15, pelo menos 18, ou pelo me-
nos 20 nucleotideos contiguos por filamento em comum com uma das se-
quéncias de nucleotideo acima mencionadas.

Preferivelmente, o segundo dsRNA é selecionado do grupo de
AL-DP-7301, AL-DP-7308, AL-DP-7318, AL-DP-7320, AL-DP-7322, AL-DP-
7324, AL-DP-7325, AL-DP-7326, AL-DP-7327, AL-DP-7329, AL-DP-7331,
AL-DP-7333, AL-DP-7340, AL-DP-7342, AL-DP-7303, AL-DP-7305, AL-DP-
7307, AL-DP-7309, AL-DP-7316, e AL-DP-7337, AL-DP-7304, AL-DP-7312,
AL-DP-7339, AL-DP-7344, AL-DP-7306, AL-DP-7317, AL-DP-7346, AL-DP-
7310, AL-DP-7323, AL-DP-7335, AL-DP-7338, AL-DP-7341, AL-DP-7302,
AL-DP-7315, AL-DP-7328, AL-DP-7330, AL-DP-7336, AL-DP-7345, AL-DP-
9250, AL-DP-9251, AL-DP-9252, AL-DP-9253, AL-DP-9254, AL-DP-9255,
AL-DP-9256, AL-DP-9257, AL-DP-9258, AL-DP-9259, AL-DP-9260, AL-DP-
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9261, AL-DP-9262, AL-DP-9263, AL-DP-9264, AL-DP-9265, AL-DP-9266,
AL-DP-9267, AL-DP-9268, AL-DP-9269, AL-DP-9270, AL-DP-9271, AL-DP-
9272, AL-DP-9273, AL-DP-9274, AL-DP-9275, AL-DP-9276, ALQDP-9277,
AL-DP-9279, AL-DP-9280, AL-DP-9281, AL-DP-9282, AL-DP-9283, AL-DP-
9284, AL-DP-9285, AL-DP-9286, AL-DP-9287, AL-DP-9288, e AL-DP-9289
(vide Tabela 1 e Tabela 2).

Alternativamente, o dsRNA compreendido na prépria composi-
cao farmacéutica pode ser selecionado do grupo de AL-DP-7301, AL-DP-
7308, AL-DP-7318, AL-DP-7320, AL-DP-7322, AL-DP-7324, AL-DP-7325,
AL-DP-7326, AL-DP-7327, AL-DP-7329, AL-DP-7331, AL-DP-7333, AL-DP-
7340, AL-DP-7342, AL-DP-7303, AL-DP-7305, AL-DP-7307, AL-DP-7309,
AL-DP-7316, e AL-DP-7337, AL-DP-7304, AL-DP-7312, AL-DP-7339, AL-
DP-7344, AL-DP-7306, AL-DP-7317, AL-DP-7346, AL-DP-7310, AL-DP-
7323, AL-DP-7335, AL-DP-7338, AL-DP-7341, AL-DP-7302, AL-DP-7315,
AL-DP-7328, AL-DP-7330, AL-DP-7336, AL-DP-7345, AL-DP-9250, AL-DP-
9251, AL-DP-9252, AL-DP-9253, AL-DP-9254, AL-DP-9255, AL-DP-9256,
AL-DP-9257, AL-DP-9258, AL-DP-9259, AL-DP-9260, AL-DP-9261, AL-DP-
9262, AL-DP-9263, AL-DP-9264, AL-DP-9265, AL-DP-9266, AL-DP-9267,
AL-DP-9268, AL-DP-9269, AL-DP-9270, AL-DP-9271, AL-DP-9272, AL-DP-
9273, AL-DP-9274, AL-DP-9275, AL-DP-9276, AL-DP-9277, AL-DP-9279,
AL-DP-9280, AL-DP-9281, AL-DP-9282, AL-DP-9283, AL-DP-9284, AL-DP-
9285, AL-DP-9286, AL-DP-9287, AL-DP-9288, e AL-DP-9289 (vide Tabela 1
e Tabela 2).

O dsRNA compreendido na composicao farmacéutica pode
compreender pelo menos um nucleotideo modificado. Preferivelmente, o
dito nucleotideo modificado € selecionado do grupo de: um nucleotideo de
2'-O-metil modificado, um nucleotideo compreendendo um grupo 5'-
fosforotioato, € um nucleotideo terminal ligado a um derivado de colesterila
ou grupo bisdecilamida de acido dodecandico. Alternativamente, o dito nu-
cleotideo modificado € selecionado do grupo de: um nucleotideo 2'-dedxi-2'-
flior modificado, um nucleotideo 2'-dedxi-modificado, um nucleotideo blo-

queado, um nucleotideo abasico, nucleotideo 2'-amino-modificado, nucleoti-
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deo 2'-alquil-modificado, nucleotideo de morfolino, um fosforamidato, € um
nucleotideo compreendendo base nao-natural.

Em ainda outro aspecto, um método para inibir a expressao de
um gene de Aha em uma célula é fornecido, o método compreendendo:

(a) introduzir na célula um acido ribonucléico bifilamentar
(dsRNA), em que o dsRNA compreende pelo menos duas sequéncias que
sdo complementares uma a outra e em que um filamento sentido compre-
ende uma primeira sequéncia e um filamento antisentido compreende uma
segunda sequéncia compreendendo uma regido de complementaridade que
é substancialmente complementar a pelo menos uma parte de um mRNA
que codifica Ahal, e em que a dita regido de complementaridade é menos
de 30 nucleotideos em comprimento e em que o dsRNA realiza clivagem de
um mRNA que codifica um gene de Aha dentro da sequéncia alvo de um
segundo dsRNA tendo um filamento sentido selecionado do grupo de SEQ
ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13,
SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 21, SEQ ID
NO: 23, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 33,
SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 43, SEQ ID
NO: 45, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 53,
SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 57, SEQ ID NO: 59, SEQ ID NO: 61, SEQ ID
NO: 63, SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO: 69, SEQ ID NO: 71,
SEQ ID NO: 73, SEQ ID NO: 75, SEQ ID NO: 77, SEQ ID NO: 79, SEQ ID
NO: 81, SEQ ID NO: 83, SEQ ID NO: 85, SEQ ID NO: 87, SEQ ID NO: 89,
SEQ ID NO: 91, SEQ ID NO: 93, SEQ ID NO: 95, SEQ ID NO: 97, SEQ ID
NO: 99, SEQ ID NO: 101, SEQ ID NO: 103, SEQ ID NO: 105, SEQ ID NO: |
107, SEQ ID NO: 109, SEQ ID NO: 111, SEQ ID NO: 113, SEQ ID NO: 115,
SEQ ID NO: 117, SEQ ID NO: 119, SEQ ID NO: 121, SEQ ID NO: 123, SEQ
ID NO: 125, SEQ ID NO: 127, SEQ ID NO: 129, SEQ ID NO: 131, SEQ ID
NO: 133, SEQ ID NO: 135, SEQ ID NO: 137, SEQ ID NO: 139, SEQ ID NO:
141, SEQ ID NO: 143, SEQ ID NO: 145, SEQ ID NO: 147, SEQ ID NO: 149,
SEQ ID NO: 151, SEQ ID NO: 153, SEQ ID NO: 155, SEQ ID NO: 157, SEQ
ID NO: 159, SEQ ID NO: 163, SEQ ID NO: 165, SEQ ID NO: 167, SEQ ID
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NO: 169, SEQ ID NO: 171, SEQ ID NO: 173, SEQ ID NO: 175, SEQ ID NO:
177, SEQ ID NO: 179, SEQ ID NO: 181, e SEQ ID NO: 183, e um filamento
antisentido complementar ao ultimo filamento sentido e selecionado do gru-
po de SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ
ID NO: 14, SEQ ID N‘O: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO:
22, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32, SEQ
ID NO: 34, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO:
44, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 52, SEQ
ID NO: 54, SEQ ID NO: 56, SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO:
62, SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 70, SEQ
ID NO: 72, SEQ ID NO: 74, SEQ ID NO: 76, SEQ ID NO: 78, SEQ ID NO:
80, SEQ ID NO: 82, SEQ ID NO: 84, SEQ ID NO: 86, SEQ ID NO: 88, SEQ
ID NO: 90, SEQ ID NO: 92, SEQ ID NO: 94, SEQ ID NO: 96, SEQ ID NO:
98, SEQ ID NO: 100, SEQ ID NO: 102, SEQ ID NO: 104, SEQ ID NO: 1086,
SEQ ID NO: 108, SEQ ID NO: 110, SEQ ID NO: 112, SEQ ID NO: 114, SEQ
ID NO: 116, SEQ ID NO: 118, SEQ ID NO: 120, SEQ ID NO: 122, SEQ ID
NO: 124, SEQ ID NO: 126, SEQ ID NO: 128, SEQ ID NO: 130, SEQ ID NO:
132, SEQ ID NO: 134, SEQ ID NO: 136, SEQ ID NO: 138, SEQ ID NO: 140,
SEQ ID NO: 142, SEQ ID NO: 144, SEQ ID NO: 146, SEQ ID NO: 148, SEQ
ID NO: 150, SEQ ID NO: 152, SEQ ID NO: 154, SEQ ID NO: 156, SEQ ID
NO: 158, SEQ ID NO: 160, SEQ ID NO: 164, SEQ ID NO: 166, SEQ ID NO:
168, SEQ ID NO: 170, SEQ ID NO: 172, SEQ ID NO: 174, SEQ ID NO: 176,
SEQ ID NO: 178, SEQ ID NO: 180, SEQ ID NO: 182, e SEQ ID NO: 184; e

(b) manter a célula produzida na etapa (a) durante um tem-
po suficiente para obter degradagao da transcricdo de mRNA de um gene
de Aha, assim inibindo a expressao de um gene de Aha na célula. O gene
de Aha é preferivelmente um gene de Aha1l, e mais preferivelmente um ge-
ne de Ahal de Homo sapiens. O dsRNA pode ser diferente do dito segundo
dsRNA, mas pode ter pelo menos 5, pelo menos 10, pelo menos 15, pelo
menos 18, ou pelo menos 20 nucleotideos contiguos por filamento em co-
mum com uma das sequéncias de nucleotideo acima mencionadas.

Preferivelmente, o segundo dsRNA é selecionado do grupo de
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AL-DP-7301, AL-DP-7308, AL-DP-7318, AL-DP-7320, AL-DP-7322, AL-DP-
7324, AL-DP-7325, AL-DP-7326, AL-DP-7327, AL-DP-7329, AL-DP-7331,
AL-DP-7333, AL-DP-7340, AL-DP-7342, AL-DP-7303, AL-DP-7305, AL-DP-
7307, AL-DP-7309, AL-DP-7316, e AL-DP-7337, AL-DP-7304, AL-DP-7312,
AL-DP-7339, AL-DP-7344, AL-DP-7306, AL-DP-7317, AL-DP-7346, AL-DP-
7310, AL-DP-7323, AL-DP-7335, AL-DP-7338, AL-DP-7341, AL-DP-7302,
AL-DP-7315, AL-DP-7328, AL-DP-7330, AL-DP-7336, AL-DP-7345, AL-DP-
9250, AL-DP-9251, AL-DP-9252, AL-DP-9253, AL-DP-9254, AL-DP-9255,
AL-DP-9256, AL-DP-9257, AL-DP-9258, AL-DP-9259, AL-DP-9260, AL-DP-
9261, AL-DP-9262, AL-DP-9263, AL-DP-9264, AL-DP-9265, AL-DP-9266,
AL-DP-9267, AL-DP-9268, AL-DP-9269, AL-DP-9270, AL-DP-9271, AL-DP-
9272, AL-DP-9273, AL-DP-9274, AL-DP-9275, AL-DP-9276, AL-DP-9277,
AL-DP-9279, AL-DP-9280, AL-DP-9281, AL-DP-9282, AL-DP-9283, AL-DP-
9284, AL-DP-9285, AL-DP-9286, AL-DP-9287, AL-DP-9288, e AL-DP-9289
(vide Tabela 1 e Tabela 2).

Alternativamente, o préprio dsRNA é selecionado do grupo de
AL-DP-7301, AL-DP-7308, AL-DP-7318, AL-DP-7320, AL-DP-7322, AL-DP-
7324, AL-DP-7325, AL-DP-7326, AL-DP-7327, AL-DP-7329, AL-DP-7331,
AL-DP-7333, AL-DP-7340, AL-DP-7342, AL-DP-7303, AL-DP-7305, AL-DP-
7307, AL-DP-7309, AL-DP-7316, e AL-DP-7337, AL-DP-7304, AL-DP-7312,
AL-DP-7339, AL-DP-7344, AL-DP-7306, AL-DP-7317, AL-DP-7346, AL-DP-
7310, AL-DP-7323, AL-DP-7335, AL-DP-7338, AL-DP-7341, AL-DP-7302,
AL-DP-7315, AL-DP-7328, AL-DP-7330, AL-DP-7336, AL-DP-7345, AL-DP-
9250, AL-DP-9251, AL-DP-9252, AL-DP-9253, AL-DP-9254, AL-DP-9255,
AL-DP-9256, AL-DP-9257, AL-DP-9258, AL-DP-9259, AL-DP-9260, AL-DP-
9261, AL-DP-9262, AL-DP-9263, AL-DP-9264, AL-DP-9265, AL-DP-9266,
AL-DP-9267, AL-DP-9268, AL-DP-9269, AL-DP-9270, AL-DP-9271, AL-DP-
9272, AL-DP-9273, AL-DP-9274, AL-DP-9275, AL-DP-9276, AL-DP-9277,
AL-DP-9279, AL-DP-9280, AL-DP-9281, AL-DP-9282, AL-DP-9283, AL-DP-
9284, AL-DP-9285, AL-DP-9286, AL-DP-9287, AL-DP-9288, e AL-DP-9289.
Preferivelmente, o método é executado in vitro. Outras modalidades do mé-

todo para inibir a expressao de um gene de Aha em uma célula sdo como
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fornecidas acima para outros aspectos da invengao.

Em ainda outro aspecto, um método de tratar, impedir ou ge-
renciar processos patolégicos mediados por expressdao de Aha é bfornecido,
compreendendo administrar a um paciente em necessidade de tal tratamen-
to, prevengao ou gerenciamento uma quantidade terapéutica ou profilatica-
mente eficaz de um dsRNA, em que o dsRNA compreende pelo menos duas
sequéncias que sao complementares uma a outra e em que um filamento
sentido compreende uma primeira sequéncia e um filamento antisentido
compreende uma segunda sequéncia compreendendo uma regido de com-
plementaridade que é substancialmente complementar a pelo menos uma
parte de um mRNA que codifica Ahal, e em que a dita regidao de comple-
mentaridade é menos de 30 nucleotideos em comprimento € em que o ds-
RNA realiza clivagem de um mRNA que codifica um gene de Aha dentro da
sequéncia alvo de um segundo dsRNA tendo um filamento sentido selecio-
nado do grupo de SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO:
11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19, SEQ
ID NO: 21, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO:
31, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 39, SEQ
ID NO: 43, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO:
51, SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 57, SEQ ID NO: 59, SEQ
ID NO: 61, SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO:
69, SEQ ID NO: 71, SEQ ID NO: 73, SEQ ID NO: 75, SEQ ID NO: 77, SEQ
ID NO: 79, SEQ ID NO: 81, SEQ ID NO: 83, SEQ ID NO: 85, SEQ ID NO:
87, SEQ ID NO: 89, SEQ ID NO: 91, SEQ ID NO: 93, SEQ ID NO: 95, SEQ
ID NO: 97, SEQ ID NO: 99, SEQ ID NO: 101, SEQ ID NO: 103, SEQ ID NO:
105, SEQ ID NO: 107, SEQ ID NO: 109, SEQ ID NO: 111, SEQ ID NO: 113,
SEQ ID NO: 115, SEQ ID NO: 117, SEQ ID NO: 119, SEQ ID NO: 121, SEQ
ID NO: 123, SEQ ID NO: 125, SEQ ID NO: 127, SEQ ID NO: 129, SEQ ID
NO: 131, SEQ ID NO: 133, SEQ ID NO: 135, SEQ ID NO: 137, SEQ ID NO:
139, SEQ ID NO: 141, SEQ ID NO: 143, SEQ ID NO: 145, SEQ ID NO: 147,
SEQ ID NO: 149, SEQ ID NO: 151, SEQ ID NO: 153, SEQ ID NO: 155, SEQ
ID NO: 157, SEQ ID NO: 159, SEQ ID NO: 163, SEQ ID NO: 165, SEQ ID
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NO: 167, SEQ ID NO: 169, SEQ ID NO: 171, SEQ ID NO: 173, SEQ ID NO:
175, SEQ ID NO: 177, SEQ ID NO: 179, SEQ ID NO: 181, e SEQ ID NO:
183, e um filamento antisentido complementar ao ultimo filamento sentido e
selecionado do grupo de SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10,
SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID
NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30,
SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 38, SEQ ID
NO: 40, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 50,
SEQ ID NO: 562, SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 56, SEQ ID NO: 58, SEQ ID
NO: 60, SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 68,
SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 72, SEQ ID NO: 74, SEQ ID NO: 76, SEQ ID
NO: 78, SEQ ID NO: 80, SEQ ID NO: 82, SEQ ID NO: 84, SEQ ID NO: 86,
SEQ ID NO: 88, SEQ ID NO: 90, SEQ ID NO: 92, SEQ ID NO: 94, SEQ ID
NO: 96, SEQ ID NO: 98, SEQ ID NO: 100, SEQ ID NO: 102, SEQ ID NO:
104, SEQ ID NO: 106, SEQ ID NO: 108, SEQ ID NO: 110, SEQ ID NO: 112,
SEQ ID NO: 114, SEQ ID NO: 116, SEQ ID NO: 118, SEQ ID NO: 120, SEQ
ID NO: 122, SEQ ID NO: 124, SEQ ID NO: 126, SEQ ID NO: 128, SEQ ID
NO: 130, SEQ ID NO: 132, SEQ ID NO: 134, SEQ ID NO: 136, SEQ ID NO:
138, SEQ ID NO: 140, SEQ ID NO: 142, SEQ ID NO: 144, SEQ ID NO: 146,
SEQ ID NO: 148, SEQ ID NO: 150, SEQ ID NO: 152, SEQ ID NO: 154, SEQ
ID NO: 156, SEQ ID NO: 158, SEQ ID NO: 160, SEQ ID NO: 164, SEQ ID
NO: 166, SEQ ID NO: 168, SEQ ID NO: 170, SEQ ID NO: 172, SEQ ID NO:
174, SEQ ID NO: 176, SEQ ID NO: 178, SEQ ID NO: 180, SEQ ID NO: 182,
e SEQ ID NO: 184. O dsRNA pode ser diferente do dito segundo dsRNA,
mas pode ter pelo menos 5, pelo menos 10, pelo menos 15, pelo menos 18,
ou pelo menos 20 nucleotideos contiguos por filamento em comum com
uma das sequéncias de nucleotideo acima mencionadas.

Preferivelmente, o segundo dsRNA é selecionado do grupo de
AL-DP-7301, AL-DP-7308, AL-DP-7318, AL-DP-7320, AL-DP-7322, AL-DP-
7324, AL-DP-7325, AL-DP-7326, AL-DP-7327, AL-DP-7329, AL-DP-7331,
AL-DP-7333, AL-DP-7340, AL-DP-7342, AL-DP-7303, AL-DP-7305, AL-DP-
7307, AL-DP-7309, AL-DP-7316, e AL-DP-7337, AL-DP-7304, AL-DP-7312,
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AL-DP-7339, AL-DP-7344, AL-DP-7306, AL-DP-7317, AL-DP-7346, AL-DP-
7310, AL-DP-7323, AL-DP-7335, AL-DP-7338, AL-DP-7341, AL-DP-7302,
AL-DP-7315, AL-DP-7328, AL-DP-7330, AL-DP-7336, AL-DP-734S, AL-DP-
9250, AL-DP-9251, AL-DP-9252, AL-DP-9253, AL-DP-9254, AL-DP-9255,
AL-DP-9256, AL-DP-9257, AL-DP-9258, AL-DP-9259, AL-DP-9260, AL-DP-
9261, AL-DP-9262, AL-DP-9263, AL-DP-9264, AL-DP-9265, AL-DP-9266,
AL-DP-9267, AL-DP-9268, AL-DP-9269, AL-DP-9270, AL-DP-9271, AL-DP-
9272, AL-DP-9273, AL-DP-9274, AL-DP-9275, AL-DP-9276, AL-DP-9277,
AL-DP-9279, AL-DP-9280, AL-DP-9281, AL-DP-9282, AL-DP-9283, AL-DP-
9284, AL-DP-9285, AL-DP-9286, AL-DP-9287, AL-DP-9288, e AL-DP-9289
(vide Tabela 1 e Tabela 2).

Alternativamente, o proprio dsRNA é selecionado do grupo de
AL-DP-7301, AL-DP-7308, AL-DP-7318, AL-DP-7320, AL-DP-7322, AL-DP-
7324, AL-DP-7325, AL-DP-7326, AL-DP-7327, AL-DP-7329, AL-DP-7331,
AL-DP-7333, AL-DP-7340, AL-DP-7342, AL-DP-7303, AL-DP-7305, AL-DP-
7307, AL-DP-7309, AL-DP-7316, e AL-DP-7337, AL-DP-7304, AL-DP-7312,
AL-DP-7339, AL-DP-7344, AL-DP-7306, AL-DP-7317, AL-DP-7346, AL-DP-
7310, AL-DP-7323, AL-DP-7335, AL-DP-7338, AL-DP-7341, AL-DP-7302,
AL-DP-7315, AL-DP-7328, AL-DP-7330, AL-DP-7336, AL-DP-7345, AL-DP-
9250, AL-DP-9251, AL-DP-9252, AL-DP-9253, AL-DP-9254, AL-DP-9255,
AL-DP-9256, AL-DP-9257, AL-DP-9258, AL-DP-9259, AL-DP-9260, AL-DP-
9261, AL-DP-9262, AL-DP-9263, AL-DP-9264, AL-DP-9265, AL-DP-9266,
AL-DP-9267, AL-DP-9268, AL-DP-9269, AL-DP-9270, AL-DP-9271, AL-DP-
9272, AL-DP-9273, AL-DP-9274, AL-DP-9275, AL-DP-9276, AL-DP-9277,
AL-DP-9279, AL-DP-9280, AL-DP-9281, AL-DP-9282, AL-DP-9283, AL-DP-
9284, AL-DP-9285, AL-DP-9286, AL-DP-9287, AL-DP-9288, e AL-DP-9289.
Outras modalidades do método compreendendo administrar um dsRNA da
invengdo sdo como fornecidas acima para outros aspectos da invengéao.

Em ainda outro aspecto, um vetor para inibir a expressao de um
gene de Aha em uma célula é fornecido, o dito vetor compreendendo uma
sequéncia reguladora operavelmente ligada a uma sequéncia de nucleoti-

deo que codifica pelo menos um filamento de um dsRNA, em que um dos
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filamentos do dito dsRNA é substancialmente complementar a pelo menos
uma parte de um mRNA que codifica Ahal e em que o dito dsRNA é menos
de 30 pares de base em comprimento e em que 0 dsRNA realiza clivagem
de um mRNA que codifica um gene de Aha dentro da sequéncia alvo de um
segundo dsRNA tendo um filamento sentido selecionado do grupo de SEQ
ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13,
SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 21, SEQ ID
NO: 23, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 33,
SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 43, SEQ ID
NO: 45, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 53,
SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 57, SEQ ID NO: 59, SEQ ID NO: 61, SEQ ID
NO: 63, SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO: 69, SEQ ID NO: 71,
SEQ ID NO: 73, SEQ ID NO: 75, SEQ ID NO: 77, SEQ ID NO: 79, SEQ ID
NO: 81, SEQ ID NO: 83, SEQ ID NO: 85, SEQ ID NO: 87, SEQ ID NO: 89,
SEQ ID NO: 91, SEQ ID NO: 93, SEQ ID NO: 95, SEQ ID NO: 97, SEQ ID
NO: 99, SEQ ID NO: 101, SEQ ID NO: 103, SEQ ID NO: 105, SEQ ID NO:
107, SEQ ID NO: 109, SEQ ID NO: 111, SEQ ID NO: 113, SEQ ID NO: 115,
SEQ ID NO: 117, SEQ ID NO: 119, SEQ ID NO: 121, SEQ ID NO: 123, SEQ
ID NO: 125, SEQ ID NO: 127, SEQ ID NO: 129, SEQ ID NO: 131, SEQ ID:
NO: 133, SEQ ID NO: 135, SEQ ID NO: 137, SEQ ID NO: 139, SEQ ID NO:
141, SEQ ID NO: 143, SEQ ID NO: 145, SEQ ID NO: 147, SEQ ID NO: 149,
SEQ ID NO: 151, SEQ ID NO: 153, SEQ ID NO: 155, SEQ ID NO: 157, SEQ
ID NO: 159, SEQ ID NO: 163, SEQ ID NO: 165, SEQ ID NO: 167, SEQ ID
NO: 169, SEQ ID NO: 171, SEQ ID NO: 173, SEQ ID NO: 175, SEQ ID NO:
177, SEQ ID NO: 179, SEQ ID NO: 181, e SEQ ID NO: 183, e um filamento
antisentido complementar ao ultimo filamento sentido e selecionado do gru-
po de SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ
ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO:
22, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32, SEQ
ID NO: 34, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO:
44, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 52, SEQ
ID NO: 54, SEQ ID NO: 56, SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO:
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62, SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 70, SEQ
ID NO: 72, SEQ ID NO: 74, SEQ ID NO: 76, SEQ ID NO: 78, SEQ ID NO:
80, SEQ ID NO: 82, SEQ ID NO: 84, SEQ ID NO: 86, SEQ ID NO: 88, SEQ
ID NO: 90, SEQ ID NO: 92, SEQ ID NO: 94, SEQ ID NO: 96, SEQ ID NO:
98, SEQ ID NO: 100, SEQ ID NO: 102, SEQ ID NO: 104, SEQ ID NO: 1086,
SEQ ID NO: 108, SEQ ID NO: 110, SEQ ID NO: 112, SEQ ID NO: 114, SEQ
ID NO: 116, SEQ ID NO: 118, SEQ ID NO: 120, SEQ ID NO: 122, SEQ ID
NO: 124, SEQ ID NO: 126, SEQ ID NO: 128, SEQ ID NO: 130, SEQ ID NO:
132, SEQ ID NO: 134, SEQ ID NO: 136, SEQ ID NO: 138, SEQ ID NO: 140,
SEQ ID NO: 142, SEQ ID NO: 144, SEQ ID NO: 146, SEQ ID NO: 148, SEQ
ID NO: 150, SEQ ID NO: 152, SEQ ID NO: 154, SEQ ID NO: 156, SEQ ID
NO: 158, SEQ ID NO: 160, SEQ ID NO: 164, SEQ ID NO: 166, SEQ ID NO:
168, SEQ ID NO: 170, SEQ ID NO: 172, SEQ ID NO: 174, SEQ ID NO: 1786,
SEQ ID NO: 178, SEQ ID NO: 180, SEQ ID NO: 182, e SEQ ID NO: 184. O
dsRNA pode ser diferente do dito segundo dsRNA, mas pode ter pelo me-
nos 5, pelo menos 10, pelo menos 15, pelo menos 18, ou pelo menos 20
nucleotideos contiguos por filamento em comum com uma das sequéncias
de nucleotideo acima mencionadas.

Preferivelmente, o segundo dsRNA é selecionado do grupo de:
AL-DP-7301, AL-DP-7308, AL-DP-7318, AL-DP-7320, AL-DP-7322, AL-DP-
7324, AL-DP-7325, AL-DP-7326, AL-DP-7327, AL-DP-7329, AL-DP-7331,
AL-DP-7333, AL-DP-7340, AL-DP-7342, AL-DP-7303, AL-DP-7305, AL-DP-
7307, AL-DP-7309, AL-DP-7316, e AL-DP-7337, AL-DP-7304, AL-DP-7312,
AL-DP-7339, AL-DP-7344, AL-DP-7306, AL-DP-7317, AL-DP-7346, AL-DP-
7310, AL-DP-7323, AL-DP-7335, AL-DP-7338, AL-DP-7341, AL-DP-7302,
AL-DP-7315, AL-DP-7328, AL-DP-7330, AL-DP-7336, AL-DP-7345, AL-DP-
9250, AL-DP-9251, AL-DP-9252, AL-DP-9253, AL-DP-9254, AL-DP-9255,
AL-DP-9256, AL-DP-9257, AL-DP-9258, AL-DP-9259, AL-DP-9260, AL-DP-
9261, AL-DP-9262, AL-DP-9263, AL-DP-9264, AL-DP-9265, AL-DP-9266,
AL-DP-9267, AL-DP-9268, AL-DP-9269, AL-DP-9270, AL-DP-9271, AL-DP-
9272, AL-DP-9273, AL-DP-9274, AL-DP-9275, AL-DP-9276, AL-DP-9277,
AL-DP-9279, AL-DP-9280, AL-DP-9281, AL-DP-9282, AL-DP-9283, AL-DP-
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9284, AL-DP-9285, AL-DP-9286, AL-DP-9287, AL-DP-9288, e AL-DP-9289
(vide Tabela 1 e Tabela 2). Outras modalidades do vetor da in-

vengao sdao como fornecidas acima para outros aspectos da invengao.

Em ainda outro aspecto, uma célula isolada compreendendo o
vetor acima é fornecida. Outras modalidades da célula compreendendo um
vetor da invengao sdo como fornecidas acima para outros aspectos da in-
vencao.

TABELA 1: AGENTES DE RNAi PARA A INFRA-REGULACAO
DE AHA 1 DE HOMO SAPIENS (NM_012111.1), MUS MUSCULUS
(NM_146036.1) E PAN TROGLODYTES (XM_510094.1), E INTERACOES
NAO-ALVO MINIMAS EM CELULAS DE RATO; AL-DP-7561, AL-DP-7562,
AL-DP-7563 E AL-DP-7564 SAO ADICIONALMENTE REATIVOS CRUZA-
DOS PARA AHA 2A DE MUS MUSCULUS (NM_172391.3) E RATTUS
NORVEGICUS (XM_223680.3)

Identifi- | Sequéncia de filamento SEQ | Sequéncia de filamen- | SEQ
cador sentido’ ID to antisentido’ ID
dupleto NO: NO:
AL-DP- | auugguccacggauaag- agcuuauccguggacca-
7299 cuTT auTT

AL-DP- | gugaguaagcuugaug- cuccaucaagcuuacu-

7300 gagTT cacTT

AL-DP- | agucaaaauccccacuu- acaaguggggauuuuga-
7301 guTT cuTT

AL-DP- | aaaucucguggccuua- cauuaaggccacga-

7302 augTT gauuuTT

AL-DP- | gagauuagugugagc- caaggcucacacuaau-

7303 cuugTT : cucTT

AL-DP- | aaucucguggccuuaau- -ucauuaaggccacga-

7304 gaTT gauuTT

AL-DP- | agauuagugugagc- gcaaggcucacacuaau-
7305 cuugcTT : cuTT

AL-DP- | cgggcggacgccaccaacgTT cguugguggc-

7306 guccgcecegTT

AL-DP- | ggcggacgccaccaacgucTT gacguugguggc-

7307 guccgecTT
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ldentifi- | Sequéncia de filamento SEQ | Sequéncia de filamen- | SEQ
cador sentido’ ID | to antisentido® ID
dupleto NO: NO:
AL-DP- | gggcggacgccaccaacguTT acguugguggc-

7308 guccgeccTT

AL-DP- | caacgucaacaacuggcacTT gugccaguuguugac-
7309 guugTT

AL-DP- | gcgggcggacgccaccaacTT guugguggc-

7310 guccgceccgeTT
AL-DP- | aucucguggccuuaauga- uucauuaaggccacga-
7311 aTT gauTT

AL-DP- | acgucaacaacuggca- cagugccaguuguugac-
7312 cugTT guTT

AL-DP- | accaacgucaacaacuggcTT gccaguuguugacguug-
7313 guTT

AL-DP- | acgcuggaucguggag- cuccuccacgauccagc-
7314 gagTT guTT

AL-DP- | agacccacgcuggauc- cacgauccagcgugggu-
7315 gugTT cuTT

AL-DP- | gacccacgcuggauc- ccacgauccagcgugg-
7316 guggTT gucTT

AL-DP- | gaauuuacaucagcacc- agggugcugauguaa-
7317 cuTT auucTT

AL-DP- | gggaauuuacaucag- ggugcugauguaa-
7318 caccTT auucccTT

AL-DP- | ugggaauuuacaucag- gugcugauguaaauucc-
7319 cacTT calT

AL-DP- | ccaacgucaacaacuggcaTlT ugccaguuguugac-
7320 guuggTT

AL-DP- | aaguggggugaggga- ggucucccucacccca-
7321 gaccTT cuuTT

AL-DP- | acacaaaucucguggc- aaggccacgagauuugu-
7322 cuuTT guTT

AL-DP- | acccacgcuggaucgug- uccacgauccagcgugg-
7323 galT guTT

AL-DP- | gagucaaaaucccca- caaguggggauuuuga-
7324 cuugTT cucTT

AL-DP- | gagcucuauagaguguuu- uaaacacucuauagag-
7325 aTT cucTT

AL-DP- | ggcagcgguacuacuuu- ucaaaguaguaccg-
7326 galT cugecTT




21

Identifi- | Sequéncia de filamento SEQ | Sequéncia de filamen- | SEQ
cador sentido’ ID | to antisentido’ ID
dupleto NO: NO:
AL-DP- | gacacaaaucucguggc- aggccacgagauuugu-
7327 cuTT gucTT

AL-DP- | agcgggcggacgccaccaalT uugguggcguccgeccg-
7328 cuTT

AL-DP- | caaaauccccacuugua- cuuacaaguggg-

7329 agTT gauuuugTT

AL-DP- | gagacccacgcuggauc- acgauccagcgugggu-
7330 guTT cucTT

AL-DP- | gagccuugccaaagau- cucaucuuuggcaagg-
7331 gagTT cucTT '

AL-DP- | ugacacaaaucuc- ggccacgagauuugugu-
7332 guggecTT caTT

AL-DP- | ggagcucuauagagu- aaacacucuauagag-
7333 guuuTT cuccTT

AL-DP- | cccacgcuggaucgug- cuccacgauccagc-
7334 gagTT gugggTT

AL-DP- | gauccccaauuugucu- aucagacaaauuggg-
7335 gauTT gaucTT

AL-DP- | gagauccccaauuugu- cagacaaauuggggau-
7336 cugTT cucTT

AL-DP- | agccugacacaaaucuc- acgagauuugugucagg-
7337 guTT cuTT

AL-DP- | agauccccaauuugucu- ucagacaaauuggggau-
7338 gaTT cuTT

AL-DP- | agggagacccacgcug- auccagcgugggucucc-
7339 gauTT cuTT

AL-DP- | gagggagacccacgcug- uccagcgugggucucc-
7340 gaTT cucTT

AL-DP- | gccaaguggggugagg- cucccucacccca-

7341 gagTT cuuggcTT

AL-DP- | uggcagcgguacua- caaaguaguaccgcugc-
7342 cuuugTT caTT

AL-DP- | ugagggagacccacg- ccagcgugggucucccu-
7343 cuggTT caTT

AL-DP- | aguggagauuagugu- gcucacacuaaucucca-
7344 gagcTT cuTlT

AL-DP- | aggagcucuauagagu- aacacucuauagagcuc-
7345 guuTT cuTT
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Identifi- Sequencna de filamento SEQ | Sequéncia de filamen- | SEQ
cador sentido’ ID to antisentido’ ID
dupleto NO: NO:
AL-DP- | agcgguacuacuuu- cccucaaaguaguaccg-

7346 gagggTT cuTT

AL-DP- | cgcuggaucguggag- gcuccuccacgauc-

7561 gagcTT cagegTT

AL-DP- | gcuggaucguggag- cgcuccuccacgauc-

7562 gagegTT cagcTT

AL-DP- | cuggaucguggag- ccgcuccuccacgauc-

7563 gageggTT cagTT

AL-DP- | uggaucguggag- ccecgeuccuccacgauc-

7564 gagcgggTT caTT

! letras maiusculas = desoxirribonucleotideos; letras minusculas

= ribonucleotideos
TABELA 2: AGENTES DE RNAi PARA A INFRA-REGULACAO

DE AHA 1

DE HOMO SAPIENS (NM_012111.1),

MUS MUSCULUS

(NM_146036.1) E PAN TROGLODYTES (XM_510094.1), E INTERAC}OES'
NAO-ALVO MINIMAS EM CELULAS HUMANAS

Identifi- Sequenma de filamento [ SEQ | Sequéncia de filamen- | SEQ
cador sentido’ ID to antlsentldo ID
dupleto NO: NO:
AL-DP- | gccugacacaaaucuc- cacgagauuugugu-

9250 gugTT caggcTT

AL-DP- | ccugacacaaaucuc- ccacgagauuugugu-

9251 guggTT caggTT

AL-DP- | acgccaccaacgucaaca- uuguugacguugguggc-

9252 aTT guTT

AL-DP- | agcucuauagaguguuu- guaaacacucuauagag-

9253 acTT cuTT

AL-DP- | gggcuggcagcgguacu- guaguaccgcugc-

9254 acTT cagcccTT

AL-DP- | cuggcagcgguacua- aaaguaguaccgcugc-

9255 cuuuTT cagTT

AL-DP- | ggaugaaguggagauua- acuaaucuccacuu-

9256 guTT cauccTT
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Identifi- | Sequéncia de filamento | SEQ | Sequéncia de filamen- | SEQ
cador sentido’ ID to antisentido’ ID
dupleto NO: NO:
AL-DP- | accagaggagcucuaua- ucuauagagcuccucug-
9257 gaTT gquTT

AL-DP- | aaguggagauuagugu- cucacacuaaucucca-
9258 gagTT cuuTT

AL-DP- | gaggagcucuauagagu- acacucuauagagcuc-
9259 guTT cucTT

AL-DP- | gggagacccacgcug- gauccagcgugggu-
9260 gaucTT cucccTT

AL-DP- | ugagccugacacaaau- gagauuugugucaggcu-
9261 cucTT caTT

AL-DP- | gcggacgccaccaacgu- ugacguugguggc-
9262 caTT guccgcTT

AL-DP- | cggacgccaccaacguca- uugacguugguggc-
9263 aTT guccgTT

AL-DP- | gaaguggagauuagugu- ucacacuaaucucca-
9264 galT ~ cuucTT

AL-DP- | cucguggccuuaauga- ccuucauuaaggccac-
9265 aggTT gagTT

AL-DP- | ucguggccuuaaugaag- uccuucauuaaggccac-
9266 galT gaTT

AL-DP- | aaugggaauuuacau- gcugauguaaauucc-
9267 cagcTT cauuTT

AL-DP- | ggaauuuacaucag- gggugcugauguaa-
9268 cacccTT auuccTT

AL-DP- | ggagauuagugugagc- aaggcucacacuaau-
9269 cuuTT cuccTT

AL-DP- | cacaaaucucguggccuu- uaaggccacgagauuu-
9270 aTT gugTT

AL-DP- | acaaaucucguggccuua- uuaaggccacgagauuu-
9271 aTT guTT

AL-DP- | ggagacccacgcug- cgauccagcgugggu-
9272 gaucgTT cuccTT
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Identifi- | Sequéncia de filamento | SEQ | Sequéncia de filamen- | SEQ
cador sentido’ ID to antisentido’ ID
dupleto NO: NO:
AL-DP- | ggacgccaccaacguca- guugacguugguggc-
9273 acTT guccTT

AL-DP- | gaugaaguggagauua- cacuaaucuccacuu-
9274 qugTT caucTT

AL-DP- | gugagccuugccaaa- caucuuuggcaaggcu-
9275 gaugTT cacTT

AL-DP- | caaugaauggagaguca- acugacucuccauu-
9276 guTT cauugTT

AL-DP- | auuagugugagccuugc- uggcaaggcucacacua-
9277 caTT auTT

AL-DP- | agaugagccugacacaa- auuugugucaggcucau-
9278 auTT culT

AL-DP- | uagugugagccuugccaa- uuuggcaaggcucaca-
9279 aTT cualT

AL-DP- | uuugccaccaucaccuu- ucaaggugaugguggca-
9280 gaTlT aalT

AL-DP- | acggagagagaugcuuca- uugaagcaucucucucc-
9281 aTT guTT

AL-DP- | cggagagagaugcuucaa- uuugaagcaucucu-
9282 aTT -cuccgTT

AL-DP- | aaaauccccacuuguaa- ucuuacaaguggg-
9283 gaTT gauuuuTT

AL-DP- | auccccaauuugucu- caucagacaaauuggg-
9284 gaugTT gauTT

AL-DP- | ucaaaauccccacuugua- uuacaaguggggauuuu-
9285 | aTlT gaTT

AL-DP- | aaauccccacuuguaa- aucuuacaaguggg-
9286 gauTT “gauuuTT

AL-DP- | uccccaauuugucugau- ucaucagacaaauuggg-
0287 gaTT gaTT

AL-DP- | auggccaaguggggu- ccucaccccacuuggce-
0288 gaggTT : cauTT
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Identifi- | Sequéncia de filamento | SEQ | Sequéncia de filamen- | SEQ
cador sentido’ ID | to antisentido’ ID
dupleto NO: NO:
AL-DP- | ggagucaaaaucccca- aaguggggauuuuga-

9289 cuuTT cuccTT

! letras maiusculas = desoxirribonucleotideos; letras minusculas
= ribonucleotideos

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

Nenhuma Figura é apresentada.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A invengdo fornece &cido ribonucléico bifilamentar (dsRNA),
como também composicdes e métodos para inibir a expressao de um gene
de Aha em uma célula ou mamifero usando o dsRNA. A invengao também
prové composi¢cdes e métodos para tratar condicbes patoldgicas e doengas
em um mamifero causadas pela expressdao de um gene de Aha usando ds-
RNA. dsRNA direciona a degradacao sequéncia-especifica de mRNA atra-
vés de um processo conhecido como interferéncia de RNA (RNAI).

O dsRNA da invengao compreende um filamento de RNA (o fi-
lamento antisentido) tendo uma regidao que é menos de 30 nucleotideos em
comprimento, em geral 19-24 nucleotideos em comprimento, e é substanci-
almente complementar a pelo menos parte de uma transcricao de mRNA de
um gene de Aha. O uso destes dsRNAs permite a degradagao alvejada de
mRBNAs de genes que estao implicados na replicagdo e/ou manutengao das
células cancerosas em mamiferos, e/ou na degradacao do Regulador de
Condutancia de Transmembrana de Fibrose Cistica (CFTR) desdobrado.
Usando ensaios com base em célula e animais, os inventores presentes
demonstraram que dosagens muito baixas destes dsRNAs especifica e efi-
cientemente podem mediar RNAI, resultando em inibigao significativa da
expressao de um gene de Aha. Desse modo, os métodos e composigcoes da
invengdo compreendendo estes dsRNAs sao uteis para tratar processos
patolégicos mediados por expressao de Aha, por exemplo cancer e/ou fibro-

se cistica, alvejando um gene envolvido na degradagao da proteina.
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A descricao detalhada a seguir descreve como fazer e usar o
dsRNA e composi¢des contendo dsRNA para inibir a expressao de um gene
de Aha, como também composi¢cdes e métodos para tratar doen¢as e dis-
turbios causados pela expressao de um gene de Aha, tais como céancer e/ou
fibrose cistica. As composi¢cdes farmacéuticas da invengdo compreendem
um dsRNA tendo um filamento antisentido compreendendo uma regiao de
comblementaridade que é menos de 30 nucleotideos em comprimento, em
geral 19-24 nucleotideos em comprimento, e é substancialmente comple-
mentar a pelo menos parte de uma transcricao de RNA de um gene de Aha,
junto com um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

Consequentemente, certos aspectos da invencao fornecem
composi¢oes farmacéuticas que compreendem o dsRNA da invengado junto
com um veiculo farmaceuticamente aceitavel, métodos de usar as composi-
coes para inibir expressdao de um gene de Aha, e métodos de usar as com-
posi¢cdes farmacéuticas para tratar doengas causadas por expressdao de um
gene de Aha.

DEFINICOES

Para conveniéncia, o significado de certos termos e frases usa-
dos no relatério descritivo, exemplos, e reivindicagcdes em anexo, é fornecido
abaixo. Se houver uma discrepancia evidente entre o uso de um termo em
outras partes deste relatério descritivo e sua definicdo fornecida nesta se-
¢ao, a definicdo nesta se¢ao prevalecera.

"G", "C", "A", "T" e "U" (independente se escritos em letras mai-
Usculas ou letras minusculas), cada em geral representa um nucleotideo
contendo guanina, citosina, adenina, timina, e uracila como uma base, res-
pectivamente. Porém, sera entendido que o termo "ribonucleotideo" ou "nu-
cleotideo" pode também referir-se a um nucleotideo modificado, como mais
detalhado abaixo, ou uma porgao de substituicdo do substituto. A pessoa
versada é bem ciente que guanina, citosina, adenina, timina, e uracila po-
dem ser substituidas por outras porcaos sem substancialmente alterar as
propriedades de pareamento de base de um oligonucleotideo compreen-
dendo um nucleotideo carregando tal porgao de substituicdo. Por exemplo,
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sem limitacdo, um nucleotideo compreendendo inosina como sua base pode
parear em base com nucleotideos contendo adenina, citosina, ou uracila.
Consequentemente, nucleotideos contendo uracila, guanina, ou adenina
podem ser substituidos nas sequéncias de nucleotideo da invengao por um
nucleotideo contendo, por exemplo, inosina. Sequéncias compreendendo
tais porcdos de substituicdo sdo modalidades da invengéo.

Como aqui usado, "gene de Aha" refere-se ao Ativador dos ge-
nes de ATPase da Proteina de Choque Térmico 90. "Aha1" refere-se ao Ati-
vador dos genes de ATPase 1 da Proteina de Choque Térmico 90, exem-
plos ndo-exaustivos destes sdo encontrados sob os numeros de acesso do
Genbank NM_012111.1 (Homo sapiens), NM_146036.1 (Mus musculus), e
XM_510094.1 (Pan troglodytes). "Aha2" refere-se ao Ativador putativo dos
genes de ATPase 2 da Proteina de Choque Térmico 90, também conhecido
como Ahsa2, exemplos nao-exaustivos destes podem ser encontrados sob
os numeros de acesso do Genbank NM_172391.3 (Mus musculus) e
XM_223680.3 (Rattus norvegicus).

‘ Como aqui usado, "se'quéncia alvo" refere-se a uma porgao con-
tigua da sequéncia de nucleotideo de uma molécula de mRNA formada du-
rante a transcricao de um gene de Aha, incluindo mRNA que é um produto
do processamento de RNA de um produto de transcrigdo primario. A se-
quéncia alvo de qualquer agente de RNAi dado da invengao significa uma
sequéncia de mRNA de nucleotideos X que sao alvejados pelo agente de
RNAi em virtude da complementaridade do filamento antisentido do agente
de RNAI para tal sequéncia e com a qual o filamento antisentido pode hibri-
dar quando colocado em contato com o0 mRNA, em que X é o niumero de
nucleotideos no filamento antisentido mais o numero de nucleotideos em
uma extensao unifilamentar do filamento sentido, se houver.

Como aqui usado, o termo "filamento compreendendo uma se-
quéncia" refere-se a um oligonucleotideo compreendendo uma cadeia de
nucleotideos que é descrita pela sequéncia referida usando a nomenclatura
de nucleotideo padrao.

Como aqui usado, e a menos que do contrario indicado, o termo
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"complementar", quando usado para descrever uma primeira sequéncia de
nucleotideo em relagdo a uma segunda sequéncia de nucleotideo, refere-se
a habilidade de um oligonucleotideo ou polinucleotideo compreéndendo a
primeira sequéncia de nucleotideo para hibridar e formar uma estrutura du-
plex sob certas condigdes com um oligonucleotideo ou polinucleotideo com-
preendendo a segunda sequéncia de nucleotideo, como seré entendido pela
pessoa versada. Tais condi¢des podem, por exemplo, ser condi¢goes rigoro-
sas onde condigdes rigorosas podem incluir: 400 mM de NaCl, 40 mM de
PIPES pH 6,4, 1 mM de EDTA, 50°C ou 70°C durante 12-16 horas seguidas
por lavagem. Outras condi¢des, tais como condi¢des fisiologicamente rele-
vantes que podem ser encontradas dentro de um organismo, podem aplicar-
se. A pessoa versada podera determinar o conjunto de condigdes mais a-
propriado para um teste de complementaridade de duas sequéncias de a-
cordo com a ultima aplicagao dos nucleotideos hibridados.

Este inclui pareamento de base do oligonucleotideo ou polinu-
cleotideo compreendendo a primeira sequéncia de nucleotideo com o oligo-
nucleotideo ou polinucleotideo compreendendo a segunda sequéncia de
nucleotideo no comprimento inteiro da primeira e segunda sequéncia de nu-
cleotideo. Tais sequéncias podem ser referidas como "completamente com-
plementares" com respeito uma a outra aqui. Porém, onde uma primeira se-
quéncia for referida como "substancialmente complementar" com respeito a
uma segunda sequéncia aqui, as duas sequéncias podem ser completamen-
te complementares, ou elas podem formar um ou mais, mas em geral nao
mais que 4, 3 ou 2 pares de base nao-pareados sob hibridagdo, enquanto
retendo a habilidade para hibridar sob as condicdes mais relevantes com
sua ultima aplicagdo. Porém, onde dois oligonucleotideos forem projetados
para formar, sob hibridagdo, uma ou mais extensdes unifilamentares, tais
extensdes ndao devem ser consideradas como disparidades com respeito a
determinacdo de complementaridade. Por exemplo, um dsRNA compreen-
dendo um oligonucleotideo de 21 nucleotideos em comprimento e outro oli-
gonucleotideo de 23 nucleotideos em comprimento, em que o oligonucleoti-

deo mais longo compreende uma sequéncia de 21 nucleotideos que é com-
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pletamente complementar ao oligonucleotideo mais curto, ainda pode ser
referido cdmo "completamente complementar" para o propdsito da invencao.

Sequéncias "complementares”, como aqui usadas, podem tam-
bém incluir, ou ser formadas completamente de pares de base de nao-
Watson-Crick e/ou pares de base formados de nucleotideos nao-naturais e
modificados, em até onde os requerimentos acima com respeito a sua habi-
lidade para hibridar forem satisfeitos.

Os termos "complementar", "completamente complementar" e
"substancialmente complementar" aqui pode ser usado com respeito ao pa-
reamento de bases entre o filamento sentido e o filamento antisentido de um
dsRNA, ou entre o filamento antisentido de um dsRNA e uma sequéncia al-
vo, como sera entendido do contexto de seu uso.

Como aqui usado, um polinucleotideo que é "substancialmente
complementar a pelo menos parte de" um RNA mensageiro (MRNA) refere-
se a um polinucleotideo que é substanciaimente complementar a uma por-
cdo contigua do mRNA de interesse (por exemplo, Ahal de codificacao).
Por exemplo, um polinucleotideo é complementar a pelo menos uma parte
de um mRNA de Aha1l se a sequéncia for substancialmente complementar a
uma porg¢ao nao-interrompida de um mRNA que codifica Aha1l.

O termo "RNA bifilamentar" ou "dsRNA", como aqui usado, refe-
re-se a um complexo de moléculas de acido ribonucléico, tendo uma estru-
tura duplex que compreende dois filamentos de acido nucléico antiparalelos
e substancialmente complementares, como definidos acima. Os dois fila-
mentos que formam a estrutura duplex podem ser porgdes diferentes de
uma molécula de RNA maior, ou eles podem ser moléculas de RNA separa-
das. Onde os dois filamentos fizerem parte de uma molécula maior, e por-
tanto estarem conectados por uma cadeia nao-interrompida de nucleotideos
entre a terminacao 3' de um filamento e a terminagao 5' do respectivo outro
filamento que forma a estrutura duplex, a cadeia de RNA de conexao é refe-
rida como um "al¢a de alfinete". Onde os dois filamentos estiverem conecta-
dos covalentemente por meio diferente de uma cadeia nao-interrompida de

nucleotideos entre a terminagdo 3' de um filamento e a terminagéao 5' do
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respectivo outro filamento que forma a estrutura duplex, a estrutura de co-
nexdo é referida como um 'ligante". Os filamentos de RNA podem ter o
mesmo numero ou diferente de nucleotideos. O numero méximov de pares
de base é o nimero de nucleotideos no filamento mais curto do dsRNA me-
nos qualquer extensao que esteja presente no duplex. Além da estrutura
duplex, um dsRNA pode compreender uma ou mais extensdes de nucleoti-
deo.

Como aqui usado, uma "extensdo de nucleotideo" refere-se ao
nucleotideo ndo-pareado ou nucleotideos que se protraem da estrutura du-
plex de um dsRNA quando uma terminagao 3' de um filamento do dsRNA
estende-se além da terminagéo 5' do outro filamento, ou vice-versa. "Cega"
ou "terminacgdo cega" significa que ndo ha nenhum nucleotideo néao-pareado
naquela terminagdo do dsRNA, isto é, nenhuma extensdo de nucleotideo.
Um dsRNA "com terminagao cega" € um dsRNA que ndao tem nenhuma ex-
tensdo de nucleotideo em qualquer terminagao da molécula.

O termo "filamento antisentido" refere-se ao filamento de um
dsRNA que inclui uma regiao que é substancialmente complementar a uma
sequéncia alvo. Como aqui usado, o termo "regiao-de complementaridade"
refere-se a regido no filamento antisentido que é substancialmente comple-
mentar a uma sequéncia, por exemplo uma sequéncia alvo, como definida
aqui. Onde a regiao de complementaridade néo for completamente comple-
mentar a sequéncia alvo, as disparidades sdo mais toleradas nas regioes
terminais e, se presente, estdo em geral em uma regiao ou regides termi-
nais, por exemplo, dentro de 6, 5, 4, 3, ou 2 nucleotideos dos términos 5'
e/ou 3'. O mais preferivelmente, as disparidades estéo localizadas dentro de
8, 5, 4, 3, ou 2 nucleotideos do término de 5' do filamento antisentido e/ou
do término de 3' do filamento sentido.

O termo "filamento sentido”, como aqui usado, refere-se ao fi-
lamento de um dsRNA que inclui uma regido que € substancialmente com-
plementar a uma regiao do filamento antisentido.

"Introduzir em uma célula", quando referir-se a um dsRNA, sig-

nifica facilitar absor¢do ou absorvimento na célula, como é entendido por
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aqueles versados na técnica. Absor¢ao ou absorvimento de dsRNA pode
ocorrer através de processos celulares difusivos ou ativos sem ajuda, ou por
agentes ou dispositivos auxiliares. O significado deste termo n&o € limitado a
células in vitro; um dsRNA pode também ser "introduzido em uma célula”,
em que a célula faz parte de um organismo vivo. Em tal circunstancia, a in-
troducao na célula incluira a liberagdo ao organismo. Por exemplo, para libe-
ragao in vivo, o dsRNA pode ser injetado em um sitio de tecido ou adminis-
trado sistemicamente. Introdugao in vitro em uma célula inclui métodos co-
nhecidos na técnica tais como eletroporagao e lipofeccgao.

Os termos "siléncio" e "inibir a expressao de", em até onde eles
referirem a um gene de Aha, por exemplo um gene de Ahat, aqui se refe-
rem a pelo menos supressao parcial da expressao de um gene de Aha, por
exemplo um gene de Ahal, como manifestada por uma redugcao da quanti-
dade de mRNA transcrito de um gene de Aha que pode ser isolado de uma
primeira célula ou grupo de células em que um gene de Aha é transcrito e
que tem ou foi tratado de modo que a expressao de um gene de Aha é inibi-
da, quando comparada a uma segunda célula ou grupo de células substan-
cialmente idénticas a primeira célula ou grupo de células mas que tem ou
nao foi tratadas assim (células de controle). Preferivelmente, as células sao
células HeLa ou MLE 12. O grau de inibicdo usualmente é expressado em
termos de

(mBNA em células de controle) - (NBRNA em células tratadas) .

100 %
mRNA em células de controle

Alternativamente, o grau de inibicdo pode ser dado em termos
de uma reducao de um parametro que é ligado funcionalmente a transcri¢ao
do gene de Aha, por exemplo a quantidade de proteina codificada por um
gene de Aha que é segregado por uma célula, ou encontrado na solugao
apos lise de tais células, ou o numero de células que exibem um certo feno-
tipo, por exemplo apoptose ou CFTR de superficie celular. Em principio, si-
lenciamento de gene de Aha pode ser determinado em qualquer célula que

expresse o alvo, constitutivamente ou através de engenharia genémica, e
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por qualquer ensaio apropriado. Porém, quando uma referéncia for necessa-
ria para determinar se um dsRNA dado inibe a expressao de um gene de
Aha em um certo grau e portanto é abrangido pela invengao im'ediata, 0s
ensaios fornecidos nos Exemplos abaixo servirao como tal referéncia.

Por exemplo, em certas circunstancias, expressiao de um gene
de Aha, por exemplo um gene de Ahat, é suprimida em pelo menos cerca
de 20%, 25%, 35%, ou 50% por administragdo do oligonucleotideo bifila-
mentar da invengdo. Em alguma modalidade, um gene de Aha, por exemplo
um gene de Ahal, é suprimido em pelo menos cerca de 60%, 70%, ou 80%
por administragdo do oligonucleotideo bifilamentar da invengdo. Em algu-
mas modalidades, um gene de Aha, por exemplo um gene de Aha1l, é su-
primido em pelo menos cerca de 85%, 90%, ou 95% por administragdao do
oligonucleotideo bifilamentar da invenc¢ao. Tabela 6 prové valores para inibi-
¢do da expressao de Aha1 usando véarias moléculas de dsRNA da invengao.

Como aqui usado no contexto de expressao de Aha, por exem-
plo Expressao de Aha1l, os termos "tratar", "tratamento”, e outros, referem-
se a alivio ou mitigacao de processos patoldgicos mediados por expressao
de Aha. No contexto da presente invengao enquanto refere-se a quaisquer
das outras condi¢des recitadas aqui abaixo (diferentes de processos patolé-
gicos mediados por expressao de Aha), os termos "tratar", "tratamento", e
outros intencionam aliviar ou mitigar pelo menos um sintoma associado a tal
condigao, ou reduzir ou inverter a progressao de tal condi¢ao.

Como aqui usado, as frases "quantidade terapeuticamente efi-
caz" e "quantidade profilaticamente eficaz" referem-se a uma quantidade
que fornece um beneficio terapéutico no tratamento, prevengao, ou gerenci-
amento de processos patolégicos mediados por expressdao de Aha ou um
sintoma evidente de processos patolégicos mediados por expressao de Aha.
A quantidade especifica que é terapeuticamente eficaz pode ser facilmente
determinada por médico usual, e pode variar, dependendo de fatores co-
nhecidos na técnica, tais como, por exemplo o tipo de processos patolégicos
mediados por expressao de Aha, a histéria do paciente e idade, o estagio

dos processos patolégicos mediados por expressao de Aha, e a administra-
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cao de outros processos antipatolégicos mediados por agentes de expres-
sao de Aha.

Como aqui usado, uma "composi¢ao farmacéutica" compreende
uma quantidade farmacologicamente eficaz de um dsRNA e um veiculo far-
maceuticamente aceitavel. Como aqui usado, "quantidade farmacologica-
mente eficaz", "quantidade terapeuticamente eficaz" ou simplesmente
"quantidade eficaz" referem-se aquela quantidade de um RNA eficaz para
produzir o resultado farmacoldgico, terapéutico ou preventivo intencionado.
Por exemplo, se um tratamento clinico dado for considerado eficaz quando
houver pelo menos uma redugao de 25% em um parametro mensuravel as-
sociado a uma doenga ou disturbio, uma quantidade terapeuticamente efi-
caz de um farmaco para o tratamento daquela doenga ou distirbio é a quan-
tidade necessaria para realizar pelo menos uma reducdao de 25% naquele
parametro.

O termo "veiculo farmaceuticamente aceitavel" refere-se ao vei-
culo para administracao de um agente terapéutico. Tais veiculos incluem,
mas nao sao limitados a, solugao salina, solugao salina tamponada, dextro-
se, agua, glicerol, etanol, e combinagdes dos mesmos. O termo especifica-
mente exclui meio de cultura de célula. Para farmacos administrados oral-
mente, 0s veiculos farmaceuticamente aceitaveis incluem, mas nao sao limi-
tados a excipientes farmaceuticamente aceitaveis tais como diluentes iner-
tes, agentes desintegrantes, agentes de ligagao, agentes lubrificantes, agen-
tes adogantes, agentes flavorizantes, agentes de coloragdo e conservantes.
Diluentes inertes adequados incluem carbonato de sddio e calcio, fosfato de
sddio e caicio, e lactose, enquanto amido de milho e acido alginico sao a-
gentes desintegrantes adequados. Agentes de ligagdo podem incluir amido
e gelatina, enquanto o agente lubrificante, se presente, em geral sera estea-
rato de magnésio, acido estearico ou talco. Se desejado, os comprimidos
podem ser revestidos com um material tal como monoestearato de glicerila
ou diestearato de glicerila, para tardar a absor¢ao no trato gastrointestinal.
Como aqui usado, uma "célula transformada" é uma célula a

qual um vetor foi introduzido do qual uma molécula de dsRNA pode ser ex-
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pressada.

ACIDO RIBONUCLEICO BIFILAMENTAR (dsRNA)

Em uma modalidade, a invengao fornece moléculas dé acido ri-
bonucléico bifilamentar (dsRNA) para inibir a expressdo de um gene de Aha,
por exemplo um gene de Ahal, em uma célula ou mamifero, em que o ds-
RNA compreende um filamento antisentido compreendendo uma regidao de
complementaridade que é complementar a pelo menos uma parte de um
mRNA formado na expressao de um gene de Aha, por exemplo um gene de
Ahal, e em que a regiao de complementaridade € menos de 30 nucleoti-
deos em comprimento, em geral 19-24 nucleotideos em comprimento. O
dsRNA pode ser idéntico a um dos dsRNAs mostrados na Tabela 1 e Tabela
2, ou pode realizar clivagem de um mRNA que codifica um gene de Aha
dentro da sequéncia alvo de um dos dsRNAs mostrados na Tabela 1 e Ta-
bela 2. Preferivelmente, o dsRNA tem pelo menos 5, pelo menos 10, pelo
menos 15, pelo menos 18, ou pelo menos 20 nucleotideos contiguos por
flamento em comum com pelo menos um filamento, mas preferivelmente
ambos os filamentos, de um dos dsRNAs mostrados na Tabela 1 e Tabela
2. dsRNAs alternativos que alvejam outro lugar na sequéncia alvo de um
dos dsRNAs fornecidos na Tabela 1 e Tabela 2 podem ser facilmente de-
terminados usando a sequéncia alvo e a sequéncia de Ahal de flanquea-
mento.

O dsRNA compreende dois filamentos de RNA que sao suficien-
temente complementares para hibridarem-se para formar uma estrutura du-
plex. Um filamento do dsRNA (o filamento antisentido) compreende uma
regiao de complementaridade que é substancialmente complementar, e em
geral completamente complementar, a uma sequéncia alvo, derivada da se-
quéncia de um mRNA formada durante a expressao de um gene de Aha, o
outro filamento (o filamento sentido) compreende uma regiao que é com-
plementar ao filamento antisentido, de modo que os dois filamentos hibri-
dam-se e formam uma estrutura duplex quando combinados sob condi¢gbes
adequadas. Em geral, a estrutura duplex é entre 15 e 30, mais em geral en-
tre 18 e 25, ainda mais em geral entre 19 e 24, e mais em geral entre 19 e



10

15

20

25

30

35

21 pares de base em comprimento. Similarmente, a regido de complementa-
ridade para a sequéncia alvo é entre 15 e 30, mais em geral entre 18 e 25,
ainda mais em geral entre 19 e 24, e mais em geral entre 19 e 21 nucleoti-
deos em comprimento. O dsRNA da invengdo pode também compreender
uma ou mais extensdes de nucleotideo unifilamentar. O dsRNA pode ser
sintetizado por métodos padrdes conhecidos na técnica como também de-
batidos abaixo, por exemplo, por uso de um sintetizador de DNA automati-
zado, tal como esta comercialmente disponivel, por exemplo, de Biosearch,
Applied Biosystems, Inc. Em uma modalidade preferida, um gene de Aha é
o gene de Ahal humano. Em modalidades especificas, o primeiro filamento
do dsRNA compreende as sequéncias de sentido dos agentes de RNAi AL-
DP-7301 - AL-DP-7346 e AL-DP-7561 - AL-DP-7564 (Tabela 1), e AL-DP-
9250 - AL-DP-9289 (Tabela 2), e a segunda sequéncia é selecionada do
grupo que consiste nas sequéncias de antisentido de AL-DP-7301 - AL-DP-
7346 e AL-DP-7561 - AL-DP-7564 (Tabela 1) e AL-DP-9250 - AL-DP-9289
(Tabela 2).

Em outras modalidades, o dsRNA compreende pelo menos uma
sequéncia de nucleotideo selecionada dos grupos de sequéncias fornecidas
acima para os agentes de RNAi AL-DP-7301 - AL-DP-7346 e AL-DP-7561 -
AL-DP-7564 (Tabela 1) e AL-DP-9250 - AL-DP-9289 (Tabela 2). Em outras
modalidades, o dsRNA compreende pelo menos duas sequéncias selecio-
nadas deste grupo, em que uma das pelo menos duas sequéncias é com-
plementar a outra das pelo menos duas sequéncias, e uma das pelo menos
duas sequéncias é substancialmente complementar a uma sequéncia de um
mRNA gerada na expressao de um gene de Aha, por exemplo um gene de |
Ahal. Em geral, o dsRNA compreende dois oligonucleotideos, em que um
oligonucleotideo pode ser descrito como o filamento sentido em um dos a-
gentes de RNAi AL-DP-7301 - AL-DP-7346 e AL-DP-7561 - AL-DP-7564
(Tabela 1), e AL-DP-9250 - AL-DP-9289 (Tabela 2), e o segundo oligonucle-
otideo pode ser descrito como o filamento antisentido em um dos agentes
de RNAi AL-DP-7301 - AL-DP-7346 e AL-DP-7561 - AL-DP-7564 (Tabela 1),
e AL-DP-9250 - AL-DP-9289 (Tabela 2).
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A pessoa versada esta bem ciente que dsRNAs compreendevn-
do uma estrutura duplex de entre 20 e 23, mas especificamente 21, pares
de base foram aclamadas como particularmente eficazes em induZir interfe-
réncia de RNA (Elbashir et al., EMBO 2001, 20:6877-6888). Porém, outros
descobriram que dsRNAs mais curtos ou mais longos podem ser eficazes
também. Nas modalidades descritas acima, em virtude da natureza das se-
quéncias de oligonucleotideo fornecidas para os agentes de RNAi AL-DP-
7301 - AL-DP-7346 e AL-DP-7561 - AL-DP-7564 (Tabela 1), e AL-DP-9250 -
AL-DP-9289 (Tabela 2), os dsRNAs da invengcao podem compreender pelo
menos um filamento de um comprimento de no minimo 21 nt. Pode ser ra-
zoavelmente esperado que dsRNAs mais curtos compreendendo uma das
sequéncias fornecidas aqui para os agentes de RNAi AL-DP-7301 - AL-DP-
7346 e AL-DP-7561 - AL-DP-7564 (Tabela 1), e AL-DP-9250 - AL-DP-9289
(Tabela 2), menos apenas alguns nucleotideos em uma ou ambas termina-
¢cOes possam ser similarmente eficazes quando comparados aos dsRNAs
descritos acima. Consequentemente, dsRNAs compreendendo uma se-
quéncia parcial de pelo menos 15, 16, 17, 18, 19, 20, ou mais nucleotideos
contiguos de uma das sequéncias dos agentes de RNAi AL-DP-7301 - AL-
DP-7346 e AL-DP-7561 - AL-DP-7564 (Tabela 1), e AL-DP-9250 - AL-DP-
9289 (Tabela 2), e diferindo em sua habilidade para inibir a expressao de
um gene de Aha, por exemplo um gene de Ahal, em um ensaio de FACS
como descrito aqui abaixo em nao mais que 5, 10, 15, 20, 25, ou 30% de
inibicdo de um dsRNA compreendendo a sequéncia total, € contemplado
pela invengao.

Outros dsRNAs que clivam dentro da sequéncia alvo dos agen-
tes de RNAi AL-DP-7301 - AL-DP-7346 e AL-DP-7561 - AL-DP-7564 (Tabe-
la 1), e AL-DP-9250 - AL-DP-9289 (Tabela 2), podem ser faciimente feitos
usando a sequéncia de gene de Ahal e a respectivo sequéncia alvo. Os
agentes de RNAI fornecidos na Tabela 1 e Tabela 2 identificam um sitio no
mRNA de Ahal que é suscetivel a clivagem com base em RNAIi. Como tal a
presente invengao inclui agentes de RNAIi que alvejam dentro da sequéncia

alvejada por um dos agentes da presente invencdo. Como aqui usado um
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dsRNA é dito alvejar dentro da sequéncia de um segundo dsRNA se o dsR-
NA clivar a mensagem em qualquer lugar dentro do mRNA sendo comple-
mentar ao filamento antisentido do segundo dsRNA. Um tal dsRNA em geral
terd pelos menos 5, pelo menos 10, pelo menos 15, pelo menos 18, ou pelo
menos 20 nucleotideos contiguos de uma das sequéncias fornecidas na Ta-
bela 1 e Tabela 2 acopladas as sequéncias de nucleotideo adicionais tiradas
da regido contigua para a sequéncia selecionada em um mRNA que codifica
um gene de Aha. Por exemplo, os 15 nucleotideos mais da 3' da sequéncia
alvo de AL-DP-7301 combinados com os proximos 6 nucleotideos do gene
de Aha1 alvo produzem um agente de filamento simples de 21 nucleotideos
que sdo com base em uma das sequéncias fornecidas na Tabela 1 e Tabela
2.

Preferivelmente, o segundo dsRNA é selecionado do grupo de
dsRNAs que tem uma certa atividade na inibicdo da expressdo de um gene
de Aha em um ensaio adequado, tal como o0s ensaios descritos aqui. Por
conseguinte, em certas modalidades preferidas, o segundo dsRNA é sele-
cionado do grupo de AL-DP-7301, AL-DP-7308, AL-DP-7318, AL-DP-7320,
AL-DP-7322, AL-DP-7324, AL-DP-7325, AL-DP-7326, AL-DP-7327, AL-DP-
7329, AL-DP-7331, AL-DP-7333, AL-DP-7340, AL-DP-7342, AL-DP-7303,
AL-DP-7305, AL-DP-7307, AL-DP-7309, AL-DP-7316, e AL-DP-7337, AL-
DP-7304, AL-DP-7312, AL-DP-7339, AL-DP-7344, AL-DP-7306, AL-DP-
7317, AL-DP-7346, AL-DP-7310, AL-DP-7323, AL-DP-7335, AL-DP-7338,
AL-DP-7341, AL-DP-7302, AL-DP-7315, AL-DP-7328, AL-DP-7330, AL-DP-
7336, AL-DP-7345, AL-DP-9250, AL-DP-9251, AL-DP-9252, AL-DP-9253,
AL-DP-9254, AL-DP-9255, AL-DP-9256, AL-DP-9257, AL-DP-9258, AL-DP- |
9259, AL-DP-9260, AL-DP-9261, AL-DP-9262, AL-DP-9263, AL-DP-9264,
AL-DP-9265, AL-DP-9266, AL-DP-9267, AL-DP-9268, AL-DP-9269, AL-DP-
9270, AL-DP-9271, AL-DP-9272, AL-DP-9273, AL-DP-9274, AL-DP-9275,
AL-DP-9276, AL-DP-9277, AL-DP-9279, AL-DP-9280, AL-DP-9281, AL-DP-
9282, AL-DP-9283, AL-DP-9284, AL-DP-9285, AL-DP-9286, AL-DP-9287,
AL-DP-9288, e AL-DP-9289.

O dsRNA da invengao pode conter uma ou mais disparidades
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para a sequéncia alvo. Em uma modalidade preferida, o dsRNA da inveng¢ao
contém nao mais que 3 disparidades. Se o filamento antisentido do dsRNA
contiver disparidades para uma sequéncia alvo, é preferivel que ‘a area de
disparidade nao esteja localizada no centro da regiao de complementarida-
de. Se o filamento antisentido do dsRNA contiver disparidades para a se-
quéncia alvo, é preferivel que a disparidade esteja restringida a 5 nucleoti-
deos de qualquer terminagao, por exemplo 5, 4, 3, 2, ou 1 nucleotideo da
terminacao 5' ou 3' da regido de complementaridade, e preferivelmente da
terminagcao 5'. Por exemplo, para um filamento de dsRNA de 23 nucleoti-
deos que é complementar a uma regido de um gene de Aha, o dsRNA em
geral nao contenha nenhuma disparidade dentro dos 13 nucleotideos cen-
trais. Em outra modalidade, o filamento antisentido do dsRNA nao contém
nenhuma disparidade na regiao das posigdes 1, ou 2, as posi¢coes 9, ou 10,
do filamento antisentido (contando de 5'-3'). Os métodos descritos dentro da
invencao podem ser usados para determinar se um dsRNA que contém uma
disparidade para uma sequéncia alvo é eficaz em inibir a expressao de um
gene de Aha. Consideracao da eficacia dos dsRNAs com disparidades em
inibir expressdo de um gene de Aha é importante, especialmente se a regidao
particular de complementaridade em um gene de Aha for conhecida ter vari-
acao de sequéncia polimérfica dentro da populagao.

Em uma modalidade, pelo menos uma terminacao do dsRNA
tem uma extensao de nucleotideo unifilamentar de 1 a 4, em geral 1 ou 2
nucleotideos. dsRNAs tendo pelo menos uma extensao de nucleotideo tem
inesperadamente propriedades inibidoras superiores que suas contrapartes
com terminagao cega. Além disso, os inventores presentes descobriram que
a presenc¢a de apenas uma extensao de nucleotideo fortalece a atividade de
interferéncia do dsRNA, sem afetar sua estabilidade geral. dsRNA tendo
apenas uma extensao provaram particularmente estavel e eficaz in vivo,
como também em uma variedade de células, meios de cultura de célula,
sangue, e soro. Em geral, a extenséo unifilamentar fica localizada na termi-
nacao 3'-terminal do filamento antisentido ou, alternativamente, na termina-
cdo 3'-terminal do filamento sentido. O dsRNA pode também ter uma termi-
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nagao cega, em geral localizada na terminagéo 5' do filamento antisentido.
Tais dsRNAs melhoraram a estabilidade e a atividade inibidora, desse modo
permitindo administracdo em baixas dosagens, isto €, menos que 5 mg/kg
peso do corpo do recipiente por dia. Em geral, o filamento antisentido do
dsRNA tem uma extensao de nucleotideo na terminagao 3', e a terminacgao

5' é cego. Em outra modalidade, um ou mais dos nucleotideos na extensao

~ sdo substituidos com um tiofosfato de nucleosideo.

Em ainda outra modalidade, o dsRNA é quimicamente modifi-
cado para intensificar a estabilidade. Os acidos nucléicos da invengao po-
dem ser sintetizados e/ou modificados por métodos bem estabelecidos na
técnica, tais como aqueles descritos em "Current protocols in nucleic acid
chemistry", Beaucage, S. L. et al. (Edrs.), John Wiley & Sons, Inc., Nova lor-
que, NY, USA, que é por este meio incorporado aqui por referéncia. Exem-
plos especificos de compostos de dsRNA preferidos uteis nesta invencao
incluem dsRNAs contendo cadeias principais modificadas ou nenhuma liga-
cao de internucleosideo natural. Como definidos neste relatério descritivo,
os dsRNAs tendo cadeias principais modificadas incluem aqueles que retém
um atomo de fésforo na cadeia principal e aqueles que nao tém um atomo
de fosforo na cadeia principal. Para o propdsito deste relatério descritivo, e
como as vezes referido na técnica, dsRNAs modificados nao tendo um ato-
mo de fésforo em sua cadeia principal de internucleosideo podem também
ser considerados ser oligonucleosideos.

Cadeias principais de dsRNA modificadas preferidas incluem,
por exemplo, fosforotioatos, fosforotioatos de quiral, fosforoditioatos, fosfo-
triésteres, aminoalquilfosfotriésteres, fosfonatos de metila e outros de alquila |
incluindo fosfonatos de 3'-alquileno e fosfonatos de quiral, fosfinatos, fosfo-
ramidatos incluindo fosforamidato de 3'-amino e aminoalquilfosforamidatos,
tionofosforamidatos, tionoalquilfosfonatos, tionoalquilfosfotriésteres, e bora-
nofosfatos tendo ligagdes 3'-5' normais, analogos ligados de 2'-5' destes, e
aqueles tendo polaridade invertida em que os pares adjacentes das unida-
des de nucleosideo sao ligados 3'-5' a 5'-3' ou 2'-5' a 5'-2'. Varios sais, sais

misturados e formas de acidos livres sdo também inclusos.
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Patentes U. S. representativas que ensinam a preparagao das
ligagbes contendo fésforo acima incluem, mas néo séo limitadas a, Pat. U.
S. Nos. 3.687.808; 4.469.863; 4.476.301; 5.023.243; 5.177.195; 5.188.897;
5.264.423; 5.276.019; 5.278.302; 5.286.717; 5.321.131; 5.399.676;
5.405.939; 5.453.496; 5.455.233; 5.466.677; 5.476.925; 5.519.126;
5.5636.821; 5.541.316; 5.550.111; 5.563.253; 5.571.799; 5.587.361; e
5.625.050, cada uma destas € aqui incorporada por referéncia.

Cadeias principais de dsRNA modificadas preferidas que nao
incluem um atomo de fésforo nelas tém cadeias principais que sao formadas
por ligacdes de internucleosideo de alquila ou cicloalquila de cadeia curta,
heteroatomos misturados e ligacdes de internucleosideo de alquila ou de
cicloalquila, ou uma ou mais ligagdes de internucleosideo heteroatdémico ou
heterociclico de cadeia curta. Estas incluem aquelas tendo ligacdes de mor-
folino (formado na parte da porgao de agucar de um nucleosideo); cadeias
principais de siloxano; cadeias principais de sulfeto, sulféxido e sulfona; ca-
deias principais de formacetila e tioformacetila; cadeias principais de forma-
cetila de metileno e tioformacetila; cadeias principais contendo alqueno; ca-
deias principais de sulfamato; cadeias principais de metileneimino e metile-
noidrazino; cadeias principais de sulfonato e suifonamida; cadeias principais
de amida; e similares tendo partes de componentes de N, O, S e CH, mistu-
radas.

Patente U. S. representativa que ensina a preparagao dos oli-
gonucleosideos acima incluem, mas nao sao limitadas a, Pat. U. S. Nos.
5.034.506; 5.166.315; 5.185.444; 5.214.134; 5.216.141; 5.235.033;
5.64.562; 5.264.564; 5.405.938; 5.434.257; 5.466.677; 5.470.967,
5.489.677; 5.541.307; 5.561.225; 5.596.086; 5.602.240; 5.608.046;
5.610.289; 5.618.704; 5.623.070; 5.663.312; 5.633.360; 5.677.437,; e,
5.677.439, cada uma destas é aqui incorporada por referéncia.

Em outros miméticos de dsRNA preferidos, tanto o agucar como
a ligacao de internucleosideo, isto é, a cadeia principal, das unidades de
nucleotideo sao substituidos com grupos novos. As unidades de base sao

mantidas para hibridagdo com um composto alvo de acido nucléico apropri-
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ado. Um tal composto oligomérico, um dsRNA mimético que foi mostrado ter
propriedades de hibridagao excelentes, é referido como um acido nucléico
de peptideo (PNA). Em compostos de PNA, a cadeia principal de agucar de
um dsRNA é substituida com uma amida contendo a cadeia principal, em
particular uma cadeia principal de aminoetilglicina. As nucleobases sao reti-
das e séo direta ou indiretamente ligadas aos atomos de nitrogénio de aza
da porgao de amida da cadeia principal. Patente U. S. representativo que
ensinam a preparagao dos compostos de PNA incluem, mas néo_ sao limita-
das a, Pat. U. S. Nos. 5.539.082; 5.714.331; e 5.719.262, cada uma destas
€ aqui incorporada por referéncia. Mais ensinamento de compostos de PNA
podem ser encontrados em Nielsen et al., Sience, 1991, 254, 1497-1500.

A maioria das modalidades preferidas da invengdao sdao dsRNAs
com cadeias principais de fosforotioato e oligonucleosideos com cadeias
principais de heteroatomo, e em particular -CH>-NH-CH,;-, -CH>-N(CH3)-O-
CHa- [conhecidas como uma cadeia principal de metileno (metilimino) ou
MMI], -CH2-O-N(CH3s)-CHaz-, -CH2-N(CH3)-N(CH3)-CH,- e -N(CHg)-CH,-CHo-
[em que a cadeia principal de fosfodiéster nativa é representada como -O-P-
O-CH,-] da Pat. U. S. No. 5.489.677 acima referida, e as cadeias principais
de amida da Pat. U. S. No. 5.602.240 acima referida. Também preferidos
sao dsRNAs tendo estruturas de cadeia principal de morfolino da Pat. U. S.
No. 5.034.506 acima referida.

DsRNAs modificados podem também conter uma ou mais por-
caos de agucar substituidas. DsRNAs preferidos compreendem um dos se-
guintes na posi¢ao 2": OH; F; O-, S-, ou N-alquila; O-, S-, ou N-alquenila; O-,
S- ou N-alquinila; ou O-alquil-O-alquila, em que a alquila, alquenila e alquini-
la podem ser C; a Cq alquila ou C, a C4 alquenila e alquinila substituidas
ou insubstituidas. Particularmente preferidos sao O[(CH2),O].CHs,
O(CH32),OCHjs, O(CHz)nNHo, O(CH2)nCHs, O(CH2),ONHg, e
O(CH2),ON[(CH2),CHa3)]2, onde n e m sdo de 1 a cerca de 10. Outros dsR-
NAs preferidos compreendem um dos seguintes na posig¢édo 2': C; a Cyp al-
quila inferior, alquila inferior substituida, alcarila, aralquila, O-alcarila ou O-
aralquila, SH, SCH3, OCN, ClI, Br, CN, CF3, OCF3, SOCH3, SO,CH3;, ONO,,
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NO,, N3, NH,, heterocicloalquila, heterocicloalcarila, aminoalquilamino, poli-
alquilamino, silila substituida, um grupo de clivagem de RNA, um grupo re-
pérter, um intercalator, um grupo para melhorar as propriedades farmacoci-
néticas de um dsRNA, ou um grupo para melhorar as propriedades farma-
codindmicas de um dsRNA, e outros substituintes tendo propriedades simi-
lares. Uma modificagdo preferida inclui 2'-metoxietoxi (2'-O-CH>CH,OCHj5,
também conhecido como 2'-O-(2-metoxietil) ou 2'-MOE (Martin et al., Helv.
Chim. Acta, 1995, 78, 486-504) isto €, um grupo alcédxi-alcodxi. Uma modifi-
cagao preferida também inclui 2'-dimetilaminooxietdxi, isto &, um grupo
O(CH2)2ON(CHg),, também conhecido como 2'-DMAOE, como descrito nos
exemplos mais abaixo, e 2'-dimetilaminoetoxietoxi (também conhecido na
técnica como 2'-O-dimetilaminoetoxietila ou 2'-DMAEOE), isto é, 2'-O-CH,-
O-CH2-N(CHy,)., também descrito nos exemplos mais abaixo.

Outras modificagdes preferidas incluem 2'-metéxi (2'-OCHs), 2'-
aminopropoxi (2'-OCH.CH.CH2NH,) e 2'-fluor (2'-F). Modificagdes similares
podem também ser feita nas outras posigcoes no dsRNA, particularmente na
posicdo 3' do agucar no nucleotideo terminal 3' ou em dsRNAs ligados 2'-5'
e na posigao 5' do nucleotideo terminal 5'. DsRNAs pode também ter mimé--
ticos de agucar tais como porgcaos de ciclobutila no lugar do agucar de pen-
tofuranosila. Patente U. S. representativo que ensina a preparagao de tais
estruturas de agucar modificada incluem, mas nao sao limitadas a, Pat. U.
S. Nos. 4.981.957; 5.118.800; 5.319.080; 5.359.044; 5.393.878; 5.446.137;
5.466.786; 5.514.785; 5.519.134; 5.567.811; 5.576.427; 5.591.722;
5.597.909; 5.610.300; 5.627.053; 5.639.873; 5.646.265; 5.658.873;
5.670.633; e 5.700.920, algumas destas sdo de propriedade comum com o
pedido de patente imediato, e cada uma destas é aqui incorporada por refe-
réncia em sua totalidade.

DsRNAs podem também incluir modificagdes ou substituicbes
da nucleobase (frequentemente referidas na técnica simplesmente como
"base"). Como aqui usado, nucleobases "inalteradas" ou "naturais" incluem
as bases de purina adenina (A) e guanina (G), e as bases de pirimidina timi-

na (T), citosina (C) e uracila (U). Nucleobases modificadas incluem outras
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nucleobases sintéticas e naturais tais como 5-metilcitosina (5-me-C), 5-
hidroximetila citosina, xantina, hipoxantina, 2-aminoadenina, 6-metil e outros
derivados de alquila da adenina e guanina, 2-propila e outros derivados de
alquila da adenina e guanina, 2-tiouracila, 2-tiotimina e 2-tiocitosina, 5-
halouracila e citosina, 5-propinil uracila e citosina, 6-azo uracila, citosina e
timina, 5-uracila (pseudouracila), 4-tiouracila, 8-halo, 8-amino, 8-tiol, 8-
tioalquila, 8-hidroxila e outras adeninas e guaninas8-substituidas, 5-halo, -
particularmente 5-bromo, 5-trifluorometila e outras uracilas e citosinas5-
substituidas, 7-metilguanina e 7-metiladenina, 8-azaguanina e 8-
azaadenina, 7-deazaguanina e 7-daazaadenina e 3-deazaguanina e 3-
deazaadenina. Nucleobases também incluem aquelas descrevedas na Pat.
U. S. No. 3.687.808, aquelas descrevedas em Concise Encyclopedia Of
Polymer Science And Engineering, paginas 858-859, Kroschwitz, J. L, ed.
John Wiley & Sons, 1990, aquelas descrevedas por Englisch et al., Ange-
wandte Chemie, International Edition, 1991, 30, 613, e aquelas descrevedas
por Sanghvi, Y S., Capitulo 15, DsRNA Research and Applications, paginas
289-302, Crooke, S. T. e Lebleu, B., Ed., CRC Press, 1993. Certas destas
nucleobases sdo particularmente uteis para aumentar a afinidade de ligacao
dos compostos oligoméricos da invengao. Estes incluem pirimidinas 5-
substituidas, 6-azapirimidinas e N-2, N-6 e 0-6 purinas substituidas, incluin-
do 2-aminopropiladenina, 5-propiniluracila e 5-propinilcitosina. Substituicoes
de 5-metilcitosina foram mostradas aumentar a estabilidade do duplex de
acido nucléico em 0,6-1, graus C (Sanghvi, Y. S., Crooke, S. T. e Lebleu, B.,
Eds., DsRNA Research and Applications, CRC Press, Boca Raton, 1993,
pags. 276-278) e as substituicdbes de base sdo presentemente preferidas,
até mesmo mais particularmente quando combinadas com modificagdes de
acgucar de 2'-O-metoxietila.

Patentes U. S. representativas que ensinam a preparacao de
certas nucleobases modificadas acima observadas como também outras
nucleobases modificadas incluem, mas nao sao limitadas, a Pat. U. S. No.
3.687.808 acima observada, como também a Pat. U. S. Nos. 4.845.205;
5.130.30; 5.134.066; 5.175.273; 5.367.066; 5.432.272; 5.457.187;
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5.459.255; 5.484.908; 5.502.177; 5.525.711; 5.5652.540; 5.587.469;
5.594.121. 5.596.091; 5.614.617; e 5.681.941, cada uma destas é aqui in-
corporada por referéncia, e Pat. U. S. No. 5.750.692, também aqUi incorpo-
rada por referéncia.

Outra modificacao dos dsRNAs da invengao envolve ligar quimi-
camente ao dsRNA uma ou mais por¢aos ou conjugados que intensificam a
atividade, distribuicao celular ou absorgao celular do dsRNA. Tais porgaos
incluem mas ndo sio limitadas a porgaos de lipidio tais como uma porg¢ao
de colesterol (Letsinger et al.,, Proc. Natl. Acid. Sci. USA, 199, 86, 6553-
6556), acido célico (Manoharan et al., Biorg. Med. Chem. Let., 1994 4 1053-
1060), um tioéter, por exemplo, berilo-S-tritiltiol (Manoharan et al., Ann. N. I.
Acad. Sci., 1992, 660, 306-309; Manoharan et al., Biorg. Med. Chem. Let.,
1993, 3, 2765-2770), um tiocolesterol (Oberhauser et al., Nucl. Acids Res.,
1992, 20, 533-538), uma cadeia alifatica, por exemplo, dodecandiol ou resi-
duos de undecila (Saison-Behmoaras et al.,, EMBO J, 1991, 10, 1111-1118;
Kabanov et al., FEBS Lett., 1990, 259, 327-330; Svinarchuk et al., Biochimi-
e, 1993, 75, 49-54), um fosfolipideo, por exemplo, di-hexadecil-rac-glicerol
ou trietil-amoénio 1,2-di-O-hexadecil-rac-glicero-3-h-fosfonato (Manoharan et
al., Tetrahedron Lett., 1995, 36, 3651-3654; Shea et al., Nucl. Acids Res.,
1990, 18, 3777-3783), uma poliamina ou uma cadeia de polietileno glicol
(Manoharan et al., Nucleosides & Nucleotides, 1995, 14, 969-973), ou acido
acético de adamantano (Manoharan et al., Tetrahedron Lett., 1995, 36,
3651-3654), uma porgao de paimitila (Mishra et al., Biochim. Biophys. Acta,
1995, 1264, 229-237), ou uma porgao de octadecilamina ou de hexilamino-
carboniloxicolesterol (Crooke et al., J. Pharmacol. Exp. Ther., 1996, 277,
923-937).

Patentes U. S. Representativas quem ensinam a preparacao de
tais conjugados de dsRNA incluem. mas néo s&o limitadas a. Pat. U. S. Nos.
4.828.979; 4.948.882; 5.218.105; 5.525.465; 5.541.313; 5.545.730;
5.5652.538; 5.578.717. 5.580.731; 5.591.584; 5.109.124; 5.118.802;
5.138.045; 5.414.077, 5.486.603; 5.512.439; 5.578.718; 5.608.046;
4.587.044; 4.605.735; 4.667.025; 4.762.779; 4.789.737; 4.824.941;
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4.835.263; 4.876.335; 4.904.582; 4.958.013; 5.082.830; 5.112.963;
5.214.136; 5.082.830; 5.112.963; 5.214.136; 5.245.022; 5.254.469;
5.258.506; 5.262.536; 5.272.250; 5.292.873; 5.317.098; 5.371.241.
5.391.723; 5.416.203. 5.451.463; 5.510.475; 5.512.667; 5.514.785;
5.565.552; 5.567.810; 5.574.142; 5.585.481; 5.587.371; 5.595.726;
5.597.696; 5.599.923; 5.599.928 e 5.688.941, cada uma destas é aqui in-
corporada por referéncia.

Nao é necessario para todas as posicdes em um composto da-
do serem modificadas uniformemente, e de fato mais que uma das modifi-
cagdes acima mencionadas podem ser incorporadas em um composto sozi-
nho ou até mesmo a um nucleosideo sé dentro de um dsRNA. A presente
invengado também inclui compostos de dsRNA que sao compostos quiméri-
cos. Compostos "quiméricos" de dsRNA ou "quimeras”, no contexto desta
invengao, sao compostos de dsRNA, particularmente dsRNAs contendo du-
as ou mais regides quimicamente distintas, cada composta de pelo menos
uma unidade de mondémero, isto €, um nucleotideo no caso de um composto
de dsRNA. Estes dsRNAs tipicamente contém pelo menos uma regido em
que o dsRNA é modificado para conferir no dsRNA resisténcia aumentada. a
degradagdo de nuclease, absorcdo celular aumentada, e/ou afinidade au-
mentada de ligacao pelo acido nucléico alvo. Uma regido adicional do dsR-
NA pode servir como um substrato para enzimas capazes de clivar
RNA:DNA ou hibridos de RNA:RNA. Por via de exemplo, RNase H é uma
endonuclease celular que cliva o filamento de RNA de um dudplex de
RNA:DNA. Portanto, ativagao de RNase H resulta na clivagem do alvo de
RNA, assim grandemente intensificando a eficiéncia da inibicao de dsRNA
da expressao do gene. Por conseguinte, resultados comparaveis podem ser
frequentemente obtidos com dsRNAs mais curtos quando dsRNAs quiméri-
cos forem usados, comparados as deoxidsRNAs de fosforotioato hibridando
com a mesma regiao alvo. Clivagem do alvo de RNA pode ser detectada
habitualmente através de eletroforese em gel e, se necessario, técnicas de
hibridagdo de acido nucléico associadas conhecidas na técnica.

Em certas circunstancias, o dsRNA pode ser modificados por
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um grupo nao-ligante. Varias moléculas nao-ligantes foram conjugadas com
os dsRNAs para intensificar a atividade, distribuicdo celular ou absorgao ce-
lular do dsRNA, e procedimentos para executar tais conjugacoes 'estéo dis-
poniveis na literatura cientifica. Tais por¢dos nao-ligantes incluiram porgcaos
de lipidio, tais como colesterol (Letsinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
1989, 86:6553), acido cdlico (Manoharan et al., Bioorg. Med. Chem. Lett.,
1994, 4:1053), um tioéter, por exemplo, hexil-S-tritiltiol (Manoharan et al.,
Ann. N. Y. Acad. Sci., 1992, 660:306; Manoharan et al., Bioorg. Med. Chem.
Let., 1993, 3:2765), um tiocolesterol (Oberhauser et al., Nucl. Acids Res.,
1992, 20:533), uma cadeia alifatica, por exemplo, dodecandiol ou residuos
de undecila (Saison-Behmoaras et al., EMBO J., 1991, 10:111; Kabanov et
al.,, FEBS Lett., 1990, 259:327; Svinarchuk et al., Biochimie, 1993, 75:49),
um fosfolipideo, por exemplo, di-hexadecil-rac-glicerol ou 1,2-di-O-hexadecil-
rac-glicero-3-h-fosfonato de trietilaménio (Manoharan et al., Tetrahedron
Lett., 1995, 36:3651; Shea et al., Nucl. Acids Res., 1990, 18:3777), uma ca-
deia de poliamina ou uma de polietileno glicol (Manoharan et al., Nucleosi- .
des & Nucleotides, 1995, 14:969), ou acido acético de adamantano (Mano-
haran et al., Tetrahedron Lett., 1995, 36:3651), uma por¢éao de palmitila (Mi-
shra et al., Biochim. Biophys. Acta, 1995, 1264:229), ou uma octadecilamina
ou por¢ao de hexilamino-carbonil-oxicolesterol (Crooke et al., J. Pharmacol.
Exp. Ther., 1996, 277:923). Patentes dos Estados Unidos representativas
que ensinam a preparagao de tais conjugados de dsRNA foram listadas a-
cima. Protocolos de conjugagao tipicos envolvem a sintese de dsRNAs que
carrega um aminoligante a uma ou mais posicdes da sequéncia. O grupo
amino é depois reagido com a molécula que é conjugada usando reagentes
apropriados de acoplamento ou ativadores. A reagcdo de conjugacao ou po-
de ser executada ainda com o dsRNA ligado ao suporte sdélido ou seguindo
clivagem do dsRNA na fase de solugcédo. Purificagdao do conjugado de dsRNA
por HPLC tipicamente fornece o conjugado puro.

AGENTES DE RNAi CODIFICADO POR VETOR

O dsRNA da invengéo pode também ser expressado de vetores

virais intracelularmente recombinantes in vivo. Os vetores virais recombinan-
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tes da invengdao compreendem sequéncias que codificam o dsRNA da in-
vengdo e qualquer promotor adequado para expressar as sequéncias de
dsRNA. Promotores adequados incluem, por exemplo, as sequéncias de
promotor Pol lll de U6 ou H1 e o promotor de citomegalovirus. Sele¢do de
outros promotores adequados esta dentro da habilidade na técnica. Os veto-
res virais recombinantes da invengao podem também compreender promo-
tores induziveis ou regulaveis para expressao do dsRNA em um tecido parti-
cular ou em um ambiente intracelular particular. O uso de vetores virais re-
combinantes para liberar dsRNA da invengao para as células in vivo é deba-
tido em mais detalhe abaixo. ‘

dsRNA da invengao pode ser expressado de um vetor viral re-
combinante olj como duas moléculas de RNA separadas, complementares,
ou como uma molécula de RNA simples com duas regides complementares.

Qualquer vetor viral capaz de aceitar as sequéncias de codifica-
cao para a(s) molécula(s) de dsRNA a ser(em) expressada(s) pode ser usa-
do, por exemplo vetores derivados de adenovirus (AV); adenovirus associa-
do (AAV); retrovirus (por exemplo, lentivirus (LV), Rhabdovirus, virus de leu-
cemia murina); virus do herpes, € outros. O tropismo dos vetores virais pode
ser modificado mediante pseudotipagem dos vetores com proteinas de en-
velope ou outros antigenos de superficie de outros virus, ou substituindo a
proteina de capsideo virais diferentes, conforme apropriado.

Por exemplo, vetores lentivirais da invencao podem ser pseudo-
tipado com proteinas de superficie de virus de estomatite vesicular (VSV),
raivas, Ebola, Mokola, e outros. Vetores de AAV da invengao podem ser fei-
tos para alvejar células diferentes criando os vetores para expressar soroti-
pos diferentes da proteina de capsideo. Por exemplo, um vetor de AAV que
expressa um capsideo de sorotipo 2 em um genoma de sorotipo 2 é chama-
do AAV 2/2. Este gene de capsideo de sorotipo 2 no vetor AAV 2/2 pode ser
substituido por um gene de capsideo de sorotipo 5 para produzir um vetor
AAV 2/5. Técnicas para construir vetores de AAV que expressam sorotipos
de proteina de capsideo diferentes estdao dentro da habilidade na técnica;
vide, por exemplo, Rabinowitz J E et al. (2002), J Virol 76:791-801, a des-
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crevecgao inteira desta é aqui incorporada por referéncia.

Selecéo de vetores virais recombinantes adequados para o uso
na invencdo, métodos para inserir sequéncias de acido nucléicd para ex-
pressar o dsRNA no vetor, e métodos de liberar o vetor viral para as células
de interesse estdo dentro da habilidade na técnica. Vide, por exemplo,
Dornburg R (1995), Gene Therap. 2: 301-310; Eglitis M A (1988), Biotechni-
ques 6: 608-614; Miller A D (1990), Hum Gene Therap. 1: 5-14; Anderson W
F (1998), Nature 392: 25-30; e Rubinson D A et al., Nat. Genet. 33: 401-406,
as descrevegdes inteiras destas sao aqui incorporadas por referéncia.

Vetores virais preferidos sao aqueles derivados de AV e AAV.
Em uma modalidade particularmente preferida, o dsRNA da invencao é ex-
pressado como duas moléculas de RNA unifilamentar complementares se-
paradas de um vetor de AAV compregndendo, por exemplo, os promotores
de RNA recombinante de U6 ou H1, ou o promotor do citomegalovirus
(CMV).

Um vetor de AV adequado para expressar o dsRNA dé inven-
¢do, um método para construir o vetor de AV recombinante, e um método
para liberar o vetor em células alvas, sdo descritos em Xia H et al. (2002),
Nat. Biotech. 20: 1006-1010. |

Vetores de AAV adequados para expressar 0 dsRNA da inven-
¢do, métodos para construir o vetor de AV recombinante, e métodos para
liberar os vetores em células alvas sédo descritos em Samulski R et al.
(1987), J. Virol. 61: 3096-3101; Fisher K J et al. (1996), J. Virol, 70: 520-532;
Samulski R et al. (1989), J. Virol. 63: 3822-3826; Pat. U. S. No. 5.252.479;
Pat. U. S. No. 5.139.941; Pedido de Patente Internacional No. WO
94/13788; e Pedido de Patente Internacional No. WO 93/24641, as descre-
vegdes inteiras destes sdo aqui incorporadas por referéncia.

COMPOSICOES FARMACEUTICAS COMPREENDENDO Ds-
RNA

Em uma modalidade, a invengéo fornece composi¢des farma-
céuticas compreendendo um dsRNA, como descrito aqui, € um veiculo far-

maceuticamente aceitavel. A composi¢cao farmacéutica compreendendo o
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dsRNA é util para tratar uma doenga ou disturbio associado a expressao ou
atividade de um gene de Aha, tal como processos patolégicos mediados por
expressdo de Ahal. Tais composi¢des farmacéuticas sdo formuladas com
base no modo de liberagdo. Um exemplo sdo composi¢cdes que sao formu-
ladas para administragdo sistémica por meio de liberagao parenteral.

As composicOes farmacéuticas da invengcdo sdo administradas
em dosagens suficientes para inibir expressao de um gene de Aha. Os in-
ventores presentes surpreendentemente descobriram que, por causa de sua
eficiéncia melhorada, as composi¢cdes compreendendo o dsRNA da inven-
¢do podem ser administradas em baixas dosagens. Uma dosagem méxima
de 5 mg de dsRNA por quilograma do peso do corpo do recipiente por dia é
suficiente para inibir ou completamente suprimir a expressdo de um gene de
Aha.

Em geral, uma dose adequada de dsRNA estard na faixa de
0,01 micrograma a 5,0 miligramas por quilograma do peso do corpo do reci-
piente por dia, em geral na faixa de 1 micrograma a 1 mg por quilograma do
peso do corpo por dia. A composi¢gao farmacéutica pode ser administrada
uma vez diariamente, ou o dsRNA pode ser administrado como duas, trés,
ou mais subdoses em intervalos apropriados ao longo do dia ou até mesmo
usando infusdo ou liberagao continua através de uma formulagéo de libera-
cdo controlada. Em cujo caso, o dsRNA contido em cada subdose deve ser
correspondentemente menor para alcangar a dosagem diaria total. A unida-
de de dosagem pode também ser composta para liberagdo durante varios
dias, por exemplo, usando uma formulagdo de liberagdo continua conven-
cional que fornece liberagao continua do dsRNA em varios periodos do dia.
Formulagdes de liberagao sustentada sdo bem-conhecidas na técnica e sao
particularmente Uteis para liberagdo vaginal dos agentes, tais como poderi-
am ser usadas com os agentes da presente invengao. Nesta modalidade, a
unidade de dosagem contém um multiplo correspondente da dose diaria.

O artesdo versado apreciara que certos fatores podem influen-
ciar a dosagem e regulagao requeridas para eficazmente tratar um suijeito,

incluindo mas nao-limitado a severidade da doenca ou disturbio, tratamentos
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anteriores, a saude geral e/ou idade do sujeito, e outras doengas presentes.
Além disso, tratamento de um sujeito com uma quantidade terapeuticamente
eficaz de uma composi¢ao pode incluir um tratamento simples ou uma série
de tratamentos. Estimativas de dosagens eficazes e meias-vidas in vivo para
os dsRNAs individuais abrangidos pela invengao podem ser feitas usando
metodologias convencionais ou em base da testagem in vivo usando um
modelo animal apropriado, como descrito em outro lugar aqui.

Avancos em genéticas de camundongo tém gerado varios mo-
delos de camundongo para o estudo de varias doengas humanas, tais como
processos patolégicos mediados por expressao de Aha. Tais modelos s&o
usados para testagem in vivo de dsRNA, como também para determinar
uma dose terapeuticamente eficaz.

A presente invengdo também inclui composi¢des e formulagdes
farmacéuticas que incluem os compostos de dsRNA da invengédo. As com-
posi¢coes farmacéuticas da presente invengcédo podem ser administradas de
varios modos dependendo se tratamento local ou sistémico é desejado e da
area a ser tratada. Administracdo pode ser tépica, pulmonar, por exemplo,
por inalacao ou insuflagdo de pds ou aerossdéis, incluindo através de nebuli-
zador; intratraqueana, intranasal, epidérmica e transdérmica, oral ou paren-
teral. Administragao parenteral inclui inje¢ao ou infusao intravenosa, intra-
arterial, subcutanea, intraperitoneal ou intramuscular; ou intracraniano, por
exemplo, administragao intratecal ou intraventricular.

Composicdes e formulagbes farmacéuticas para administragcéo
tépica podem incluir emplastos transdérmicos, unguentos, logdes, cremes,
géis, gotas, supositérios, pulverizagdes, liquidos e pés. Veiculos farmacéuti-
cos convencionais, bases aquosas, em pd ou oleosas, espessantes e outros
podem ser necessarios ou desejaveis. Preservativos revestidos, luvas e ou-
tros podem também ser Uteis. Formulagdes topicas preferidas incluem aque-
las em que os dsRNAs da invencéo estdo em admistdo com um agente de
liberacao topico tal como lipidios, lipossomas, acidos graxos, ésteres de aci-
do graxo, esterdides, agentes quelantes e tensoativos. Lipidios e lipossomas

preferidos incluem neutro (por exemplo dioleoilfosfatidil etanolamina =
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NARCOTICO, dimiristoilfosfatidil colina = DMPC, distearolifosfatidil colina)
negativo (por exemplo dimiristoilfosfatidil glicerol = DMPG) e catiénico (por
exemplo dioleoiltetrametilaminopropila = DOTAP e dioleoilfosfatidil etanola-
mina = DOTMA). DsRNAs da invengcao podem ser encapsulados dentro de
lipossomas ou podem formar complexos com estes, em particular para li-
possomas catidnicos. Alternativamente, dsRNAs podem ser complexados
em lipidios, em particular em lipidios catiénicos. Acidos graxos e ésteres
preferidos incluem mas nao sao limitados a acido araquiddnico, acido oléico,
acido eicosandico, acido laurico, acido caprilico, acido caprico, acido miristi-
co, acido palmitico, acido estearico, acido linoléico, acido linolénico, dicapra-
to, tricaprato, monooleina, dilaurina, glicerii 1-monocaprato, 1-
dodecilazaciclo-heptan-2-ona, um acilcarnitina, um acilcolina, ou um éster de
Ci-10 alquila (por exemplo isopropilmiristato IPM), monoglicerideo, digliceri-
deo ou sal farmaceuticamente aceitavel dos mesmos. As formulagdes topi-
cas sao descritas em detalhes no pedido de patente U. S. No. 09/315.298
depositado em 20 de maio de 1999, que é incorporado aqui por referéncia
em sua totalidade.

Composicoes e formulagdes para administragdo oral incluem
pos ou granulos, microparticulados, nanoparticulados, suspensdes ou solu-
cOes em agua ou meios ndo-aquosos, capsulas, capsulas de gel, sachés,
comprimidos ou minicomprimidos. Espessantes, agentes flavorizantes, dilu-
entes, emulsificantes, auxiliares de dispersao ou aglutinantes podem ser
desejaveis. Formulagdes orais preferidas sao aquelas em que os dsRNAs
da invencao sao administrados junto com um ou mais intensificadores de
penetracao, tensoativos, e quelantes. Tensoativos preferidos incluem acidos
graxos e/ou ésteres ou sais dos mesmos, acidos biliares e/ou sais dos
mesmos. Acidos biliares/sais preferidos incluem &acido quenodeoxicélico
(CDCA) e acido ursodeoxiquenodeoxicdlico (UDCA), acido cdlico, acido de-
sidrocdlico, acido deoxicdlico, acido glucdlico, acido glicdlico, acido glicode-
oxicolico, acido tauroéélico, acido taurodeoxicdlico, tauro-24,25-diidro-
fusidato de sodio e glicodiidrofusidato de sédio. Acidos graxos preferidos
incluem acido araquiddnico, acido undecandico, acido oléico, acido laurico,
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acido caprilico, acido caprico, acido miritico, acido palmitico, acido estearico,
acido linoléico, acido linolénico, dicaprato, tricaprato, monooleina, dilaurina,
1-monocaprato de glicerila, 1-dodecilazaciclo-heptan-2-ona, um aci!carnitina,
um acilcolina, ou um monoglicerideo, um diglicerideo ou um sal farmaceuti-
camente aceitdvel dos mesmos (por exemplo sédio). Também preferidas
sdo combinag¢des de intensificadores de penetragcdo, por exemplo, acidos
graxos/sais em combinagdo com acidos biliares/sais. Uma combinagao par-
ticularmente preferida é o sal de sédio de acido laurico, acido caprico e UD-
CA. Intensificadores de penetragdo também incluem polioxietileno-9-lauril
éter, polioxietileno-20-cetil éter. DsRNAs da invengdo podem ser liberados
oralmente, em forma granular incluindo particulas secadas pulverizadas, ou
complexados para formar micro ou nanoparticulas. Agentes complexadores
de DsRNA incluem poliamino acidos; poliiminas; poliacrilatos; polialquilacri-
latos, polioxetanos, polialquilcianoacrilatos; gelatinas cationizadas, albumi-
nas, amidos, acrilatos, polietilenoglicdis (PEG) e amidos; polialquilcianoacri-
latos; poliiminas derivatizada de DEAE, polulanas, celuloses e amidos. A-
gentes complexadores particularmente preferidos incluem quitosana, N-
trimetilquitosana, poli-L-lisina, poli-histidina, poliornitina, poliesperminas, pvi-
amina, polivinilpiridina, politiodietilaminometiletileno P (TDAE), poliaminoesti-
reno (por exemplo p-amino), poli(metilcianoacrilato), poli(etilcianoacrilato),
poli(butilcianoacrilato), poli(isobutilcianoacrilato), poli(iso-hexilcinaoacrilato),
DEAE-metacrilato, DEAE-hexilacrilato, DEAE-acrilamida, DEAE-albumina e
DEAE-dextrana, polimetilacrilato, poli-hexilacrilato, poli(acido D,L-lactico),
poli(acido DL-lactico-co-gldlico (PLGA)), alginato, e polietilenoglicol (PEG).
Formulagdes orais para dsRNAs e sua preparacdo sao descritas em deta-
Ihes no pedido de patente U. S. No. 08/886,829 (depositado em 12 de julho
de 1997), No. 09/108.673 (depositado em 12 de julho de 1998), No.
09/256.515 (depositado em 23 de fevereiro de 1999), No. 09/082.624 (de-
positado em 21 de maio de 1998) e No. 09/315.298 (depositado em 20 de
maio de 1999), cada um destes € incorporado aqui por referéncia em sua
totalidade.

Composigdes e formulagdes para administracao parenteral, in-
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tratecal ou intraventricular podem incluir solugbes aquosas estéreis que po-
dem também conter tampdes, diluentes e outros aditivos adequados tais
como, mas nao-limitados a, intensificadores de penetragdo, compostos vei-
culares e outros veiculos ou excipientes farmaceuticamente aceitaveis.

Composigdes farmacéuticas da presente invencgao incluem, mas
nao sao limitadas a, solugdes, emulsdes, e formulagdes contendo liposso-
ma. Estes composigcdes podem ser geradas de uma variedade de compo-
nentes que incluem, mas nao sao limitados a, liquidos pré-formados, sélidos
auto-emulsionantes e semissdlidos auto-emulsionantes.

As formulagdes farmacéuticas da presente invengado, que po-
dem ser convenientemente apresentadas em forma de dosagem de unida-
de, podem ser preparadas de acordo com técnicas convencionais bem-
conhecidas na industria farmacéutica. Tais técnicas incluem a etapa de tra-
zer em associacao os componentes ativos com o(s) veiculo(es) farmacéuti-
co(s) ou excipiente(s). Em geral, as formula¢gdes sao preparadas trazendo
uniforme e intimamente em associagdo os componentes ativos com veiculos
liquidos ou veiculos sélidos finamente divididos ou ambos, e depois, se ne-
cessario, modelando o produto.

As composicdes da presente invengao podem ser formuladas
em quaisquer de muitas possiveis formas de dosagem tais como, mas nao-
limitadas a, comprimidos, capsulas, capsulas de gel, xaropes liquidos, géis
macios, supositdrios, e enemas. As composi¢cdes da presente invengao po-
dem também ser formuladas como suspensdes em meios aquosos, nao-
aquosos ou misturados. Suspensdes aquosas podem também conter subs-
tancias que aumentam a viscosidade da suspensao incluindo, por exemplo,
carboximetilcelulose sddica, sorbitol e/ou dextrana. A suspensao pode tam-
bém conter estabilizantes.

Em uma modalidade da presente invengao as composi¢coes
farmacéuticas podem ser formuladas e usadas como espumas. Espumas
farmacéuticas incluem formulagdes tais como, mas nao-limitadas a, emul-
soes, microemulsdes, cremes, geléias e lipossomas. Embora basicamente

similares em natureza estas formulagbes variem nos componentes € na
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consisténcia do produto final. A preparagéao de tais composi¢cdes e formula-
¢Oes é em geral conhecidas aqueles versados nas técnicas farmacéuticas e
de formulacao e podem ser aplicadas a formulagéao das compdsigées da
presente invengao.

EMULSOES

As composigcdes da presente invengao podem ser preparadas e
formuladas como emulsdes. Emulsdes sao tipicamente sistemas heterogé-
neos de um liquido disperso em outro na forma de goticulas que usualmente
excedem 0,1 ym em diametro (ldson, em Pharmaceutical Dosage Forms,
Lieberman, Rieger e Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., Nova lorque,
N. I, volume 1, pag., 199; Rosoff, em Pharmaceutical Dosage Forms, Lie-
berman, Rieger e Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., Nova lorque, N.
l., Volume 1, pag., 245; Block in Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman,
Rieger e Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., Nova lorque, N. I., volu-
me 2, pag., 335; Higuchi et al.,, em Remington's Pharmaceutical Sciences,
Mack Publishing Co., Easton, Pa., 1985, pag., 301). Emulsdes sao frequen-
temente sistemas bifasicos compreendendo duas fases liquidas imisciveis
intimamente misturadas e dispersas entre si. Em geral, emulsdes podem ser
ou a variedade de agua-em-6leo (a/0) ou d6leo-em-agua (o/a). Quando uma
fase aquosa for dividida finamente e dispersa como goticulas minuciosas em
uma fase oleosa de volume, a composicao resultante é chamada uma emul-
sdo de agua-em-dleo (a/o). Alternativamente, quando uma fase oleosa for
dividida finamente e dispersa como goticulas minuciosas em uma fase a-
quosa de volume, a composi¢ao resultante é chamada uma emulsao de 6-
leo-em-agua (o/a). Emulsdes podem conter componentes adicionais além
das fases dispersas, e o farmaco ativo que pode estar presente como uma
solugdo ou na fase aquosa, fase oleosa ou si mesmo como uma fase sepa-
rada. Excipientes farmacéuticos tais como emulsificantes, estabilizantes,
corantes, e antioxidantes podem também estar presentes, quando necessa-
rio, nas emulsdes. Emulsdes farmacéuticas podem também ser emulsdes
multiplas tais como as que sdo compreendidas de mais de duas fases, por

exemplo, no caso de emulsdes de Oleo-em-agua-em-6leo (o/a/o) e agua-
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em-6leo-em-agua (a/o/a). Tais formulagcdes complexas frequentemente for-
necem certas vantagens que as emulsdes binarias simples nao fornecem.
Emulsdées multiplas em que as goticulas de dleo individuais de uma emulsédo
de o/a incluem goticulas de agua pequenas constituem uma emulsdo de
a/o/a. lgualmente um sistema de goticulas de dleo incluidas nos glébulos de
agua estabilizados em uma fase continua oleosa fornece uma emulsao de
o/alo.

EmulsbGes sao caracterizadas por pouca estabilidade termodi-
namica ou nenhuma. Frequentemente, a fase dispersa ou descontinua da
emulsao é bem dispersa na fase externa ou continua e mantida nesta forma
através dos meios de emulsificantes ou da viscosidade da formulagio.
Qualquer uma das fases da emulsao pode ser um semissdélido ou um sdlido,
como é o caso de bases de unguento do estilo de emulsdo e cremes. Outros
meios de estabilizar emulsdes requerem o uso de emulsificantes que podem
ser incorporados em qualquer fase da emulsao. Emulsificantes podem ser
classificados amplamente em quatro categorias: tensoativos sintéticos, e-
mulsificantes de ocorréncia natural, bases de absorgao, e sélidos finamente
dispersos (ldson, em Pharmaceuticals Dosage Forms, Lieberman, Rieger e
Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., Nova lorque, N. I., volume 1, pag.,
199).

Tensoativos sintéticos, também conhecidos como agentes ati-
vos de superficie, encontraram ampla aplicabilidade na formulagdo de emul-
sdes e foram revisados na literatura (Rieger, em Pharmaceutical Dosage
Forms, Lieberman, Rieger e Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., Nova
lorque, N. ., volume 1, pag., 285; Idson, em Pharmaceutical Dosage Forms,
Lieberman, Rieger e Banker (Eds.), Marcel Dekker, Inc., Nova lorque, N. |.,
1988, volume 1, pag., 199). Tensoativos sao tipicamente anfifilicos e com-
preendem um hidréfilo e uma porgao hidrofébica. A razao da natureza hidro-
filico para hidrofébica do tensoativo foi denominado o equilibrio hidroéfi-
lo/lipéfilo (HLB) e € uma valiosa ferramenta na categorizagdo e selegdo de
tensoativos na preparagédo das formulacdes. Tensoativos podem ser classi-
ficados em classes diferentes com base na natureza do grupo hidréfilo: nao-
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idnico, anibnico, catidnico e anfotérico (Rieger, em Pharmaceutical Dosage
Forms, Lieberman, Rieger e Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., Nova
forque, N. I., volume 1, pag., 285). |

Emulsificantes de ocorréncia natural usados em formulagdes de
emulsao incluem lanolina, cera de abelha, fosfatideos, lecitina e acacia. Ba-
ses de absorgao possuem propriedades hidrofilicos de modo que elas po-
dem absorver agua para formar emulsdes de a/o ainda retendo suas consis-
téncias semissdlidas, tais como lanolina anidra e petrolato hidréfilo. Sélidos
finamente divididos tém também sido especialmente usados como emulsifi-
cantes finos em combinagdo com tensoativos e em preparagdes viscosas.
Estes incluem sdélidos inorganicos polares, tais como hidroxidos de metal
pesado, argila nao-intumescente tal como bentonita, atapulgita, hectorita,
caulim, montmorilonita, silicato de aluminio coloidal e silicato de aluminio de
magnésio coloidal, pigmentos e sdlidos nao-polares tais como carbono ou
triestearato de glicerila.

Uma variedade grande de materiais ndo-emulsificantes é tam-
bém incluida nas formulagdes de emulsao e contribui para as propriedades
das emulsodes. Estes incluem gorduras, dleos, ceras, acidos graxos, alcodis
graxos, ésteres graxos, umectantes, coldides hidréfilos, conservantes e anti-
oxidantes (Block, em Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger e
Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., Nova lorque, N. I., volume 1, pag.,
335; Idson, em Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger e Banker
(Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., Nova lorque, N. |., volume 1, pag., 199).

Coldides hidréfilos ou hidrocoldides incluem gomas de ocorrén-
cia natural e polimeros sintéticos tais como polissacarideos (por exemplo,
acacia, agar, acido alginico, carragenina, goma guar, goma caraia, e traga-
canto), derivados de celulose (por exemplo, carboximetilcelulose e carboxi-
propilcelulose), e polimeros sintéticos (por exemplo, carbémeros, éteres de
celulose, e polimeros de carboxivinil). Estes dispersam ou intumescem em
agua para formar solugdes coloidais que estabilizam as emulsdes formado-
ras filmes interfaciais fortes ao redor das goticulas de fase dispersa e au-

mentar a viscosidade da fase externa.



10

15

20

25

30

57

Uma vez que as emulsdes frequentemente contém varios com-
ponentes tais como carboidratos, proteinas, esterdis e fosfatideos que po-
dem facilmente suportar o crescimento de micrébios, estas formulagdes fre-
quentemente incorporam conservantes. Conservantes comumente usados
incluidos nas formulacdes de emulsao incluem metil parabeno, propil para-
beno, sais de amdnio quaternario, cloreto de benzalcdnio, ésteres de acido
p-hidroxibenzdico, e acido bdrico. Antioxidantes sdo também comumente
adicionados as formulagdes de emulsao para impedir deterioragao da formu-
lagao. Antioxidantes usados podem ser descontaminantes de radicais livres
tais como tocoferdis, galatos de alquila, hidroxianisol butilado, hidroxitolueno
butilado, ou agentes redutores tais como acido ascérbico € metabissulfito de
sddio, e sinergistas de antioxidante tais como acido citrico, acido tartarico, e
lecitina.

A aplicacdo das formulagdes de emulsao por meio vias derma-
tolégicas, orais e parenterais e métodos para sua fabricagao foi revisada na
literatura (Idson, em Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger e
Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., Nova lorque, N. I., volume 1, péag.,
199). Formula¢des de emulsao para liberagao oral foram muito extensamen-
te usadas por causa da facilidade de formulagao, como também eficacia de
um ponto de vista de absor¢cao e de biodisponibilidade (Rosoff, em Pharma-
ceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger e Banker (Eds.), 1988, Marcel
Dekker, Inc., Nova lorque, N. I., volume 1, pag., 245; Idson, em Pharmaceu-
tical Dosage Forms, Lieberman, Rieger e Banker (Eds.), 1988, Marcel Dek-
ker, Inc., Nova lorque, N. I, volume 1, pag., 199). Laxantes de base de déleo
mineral, vitaminas soluveis em agua e preparagdes nutritivas graxas altas
estdo entre os materiais que foram comumente administrados de forma oral
como emulsdes de o/a.

Em uma modalidade da presente invencao, as composi¢des de
dsRNAs e acidos nucléicos sdo formuladas como microemulsées. Um mi-
croemulsdo pode ser definida como um sistema de agua, dleo e anfifilico
que é uma solugdo simples opticamente isotrépica e termodinamicamente

liquida estavel (Rosoff, em Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rie-
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ger e Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., Nova lorque, N. I., volume 1,
pag., 245). Tipicamente, as microemulsdes sédo sistemas que sao prepara-
dos dispersando um dleo primeiro em uma solugao de tensoativo' aquosa e
depois adicionando uma quantidade suficiente de um quarto componente,
em geral um alcool de comprimento de intermediario de cadeia para formar
um sistema transparente. Portanto, as microemulsées foram também descri-
tas como dispersdes termodinamicamente estaveis, isotropicamente claras
de dois liquidos imisciveis que sé@o estabilizados por filmes interfaciais de
moléculas ativas de superficie (Leung € Shah, em: Controlled Release of
Drugs: Polymers and Aggregate Systems, Rosoff, M., Ed., 1989, VCH Publi-
shers, Nova lorque, paginas 185-215). Microemulsdes sdo comumente pre-
paradas por meio de uma combinagdo de trés a cinco componentes que
incluem 6leo, agua, tensoativo, co-tensoativo e eletrdlito. Se a microemulsao
for do tipo agua-em-é6leo (a/o) ou uma éleo-em-agua (o/a) é dependente das
propriedades do 6leo e tensoativo usados e da estrutura e embalagem ge-
ométrica das cabecas polares e caudas dos hidrocarbonetos das moléculas
de tensoativo (Schott, em Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Pu-
blishing Co., Easton, Pa., 1985, pag., 271).

O método fenomenolégico utilizando diagramas de fase foi ex--
tensivamente estudado e rendeu um conhecimento inclusivo, para alguém
versado na técnica, de como formular microemuisdes (Rosoff, em Pharma-
ceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger e Banker (Eds.), 1988, Marcel
Dekker, Inc., Nova lorque, N. I., volume 1, pag., 245; Block, em Pharmaceu-
tical Dosage Forms, Lieberman, Rieger e Banker (Eds.), 1988, Marcel Dek-
ker, Inc., Nova lorque, N. I., volume 1, pag., 335). Comparadas as emulsdes
convencionais, as microemulsdes oferecem a vantagem de solubilizar far-
macos insoluveis em agua em uma formulagdo de goticulas termodinami-
camente estaveis que sao formadas espontaneamente.

Tensoativos usados na preparacao de microemulsoes incluem,
mas ndo sao limitados a, tensoativos idnicos, tensoativos nao-idnicos, Brij
96, éteres de oleila de polioxietileno, ésteres de acido graxo de poliglicerol,
monolaurato de tetraglicerol (ML310), monooleato de tetraglicerol (MO310),
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monooleato de hexaglicerol (PO310), pentaoleato de hexaglicerol (PO500),
monocaprato de decaglicerol (MCA750), monooleato de decaglicerol
(MO750), éequioleato de decaglicerol (SO750), decaoleato de decaglicerol
(DAO750), sozinho ou em combinagdo com cotensoativos. O cotensoativo,
usualmente um alcool de cadeia curta tal como etanol, 1-propanol, e 1-
butanol, serve para aumentar a fluidez interfacial penetrando no filme de
tensoativo e por conseguinte criando um filme desordenado por causa do
espago vago gerado entre as moléculas de tensoativo. Porém, as microe-
mulsdes podem ser preparadas sem o uso de cotensoativos e sistemas de
microemulsdo auto-emulsificante livre de alcool sao conhecidos na técnica.
A fase aquosa pode tipicamente ser, mas nao ¢ limitada a, agua, uma solu-
cdo aquosa do farmaco, glicerol, PEG300, PEG400, poliglicerdis, propileno
glicéis, e derivados de etileno glicol. A fase de éleo pode incluir, mas néo é
limitada a, materiais tais como Captex 300, Captex 355, Capmul MCM, éste-
res de acido graxo, mono, di, e triglicerideos de cadeia média (Cg-C12), éste-
res de acido graxo de glicerila polioxietilada, alcodis graxos, glicerideos poli-
glicolizados, Cg-C1o glicerideos saturados poliglicolizados, éleos vegetais e
Oleo de silicone.

MicroemulsbOes sdo particularmente de interesse do ponto de
vista de solubilizacdo dos farmacos e a absorgéo intensificada dos farma-
cos. Microemulsdes com base em lipidio (o/a e a/o) foram propostas intensi-
ficar a biodisponibilidade oral dos farmacos, incluindo peptideos (Constanti-
nides et al., Pharmaceutical Research, 1994, 11, 1385-1390; Ritschel, Meth.
Find. Exp. Clin. Pharmacol., 1993, 13, 205). Microemulsdes fornecem vanta-
gens melhoradas de solubilizagdo de farmaco, protecéo de farmaco da hi-
drélise enzimatica, possivel intensificacao da absor¢cao de farmaco devido
as alteragdes induzidas por tensoativo na fluidez e permeabilidade da mem-
brana, facilidade de preparagao, facilidade de administragao oral em formas
de dosagem soélidas, poténcia clinica melhorada, e toxicidade diminuida
(Constantinides et al., Pharmaceuticals Reserach, 1994, 11, 1385; Ho et al.,
J. Pharm. Sci., 1996, 85, 138-143). Frequentemente as microemulsdes po-

dem se formar espontaneamente quando seus componentes sao reunidos
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em temperatura ambiente. Isto pode ser particularmente vantajoso ao formu-
lar farmacos, peptideos ou dsRNAs termoestaveis. Microemulsdes tém tam-
bém sido eficazes na liberagdao transdérmica de componentes atiVos em a-
plicacbes cosméticas e farmacéuticas. Espera-se que as composi¢gdes de
microemulsao e formulagcdes da presente invengao facilite a absorgao sis-
témica aumentada de dsRNAs e acidos nucléicos do trato gastrointestinal,
como também melhore a absorgcao celular local de dsRNAs e acidos nucléi-
cos dentro do trato gastrointestinal, vagina, cavidade bucal e outras areas de
administragao.

Microemulsdes da presente invengdao podem também conter
componentes adicionais e aditivos tais como monoestearato de sorbitan
(Grill 3), Labrasol, e intensificadores de penetracao para melhorar as propri-
edades da formulagao e intensificar a absorcao dos dsRNAs e acidos nu-
cléicos da presente invengdo. Intensificadores de penetragdo usados nas
microemulsdes da presente invengao podem ser classificados como perten-
cendo a um dentre os tensoativos de cinco categorias vastas, acidos graxos,
sais biliares, agentes quelantes, e ndo-tensoativos nao-quelantes (Lee et al.,
Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991, pag., 92). Cada
um destas classes foi debatida acima.

LIPOSSOMAS

Ha muitas estruturas organizadas de tensoativos além das mi-
croemulsdes que foram estudadas e usadas para a formulagdo de farma-
cos. Estas incluem monocamadas, micelas, bicamadas e vesiculas. Vesicu-
las, tais como lipossomas, atrairam grande interesse por causa de sua es-
pecificidade e a duragao de agcdo que elas oferecem do ponto de vista de
liberagdo de farmaco. Como usado na presente inven¢ao, o termo "liposso-
ma" significa uma vesicula composta de lipidios anfifilicos dispostos em uma
bicamada ou bicamadas esféricas.

Lipossomas s&o vesiculas unilamelares ou multilamelares tendo
uma membrana formada de um material lipofilico e um interior aquoso. A
por¢ao aquosa contém a composi¢ao a ser liberada. Lipossomas catibnicos

possuem a vantagem de serem capazes de fundirem-se com a parede da
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célula. Lipossomas ndo-catidnicos, embora nao capazes de eficientemente
fundirem-se como com a parede da célula, sdo absorvidos pelos macroéfa-
gos in vivo.

Para cruzar a pele mamifera intacta, as vesiculas de lipidio tém

que atravessar uma série de poros finos, cada com um didmetro menor que

50 nm, sob a influéncia de um gradiente transdérmico adequado. Portanto, é
desejavel usar um lipossoma que seja altamente deformavel e capaz de a-
travessar tais poros finos. |

Mais vantagens dos lipossomas incluem; lipossomas obtidos de
fosfolipideos naturais sdo biocompativeis e biodegradaveis; lipossomas po-
dem incorporar uma gama extensiva de agua e farmacos soluveis em lipidio;
lipossomas podem proteger os farmacos encapsulados em seus comparti-
mentos internos do metabolismo e degradacgao (Rosoff, em Pharmaceutical
Dosage Forms, Lieberman, Rieger e Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker,
Inc., Nova lorque, N. I., volume 1, pag., 245). Considera¢des importantes na
preparagcao de formulagdes de lipossoma sao a carga da superficie de lipi-
dio, tamanho da vesicula e o volume aquoso dos lipossomas.

Lipossomas sdo uteis para a transferéncia e liberagao de com-
ponentes ativos para o sitio de acdo. Porque a membrana lipossomal é es-
truturalmente similar as membranas biolégicas, quando os lipossomas sdo
aplicados a um tecido, os lipossomas comeg¢am a fundir com as membranas
celulares e a medida que a fusao dos lipossomas e das células progride, os
conteudos lipossomais séo esvaziados na célula onde o agente ativo pode
agir.

Formulagdes lipossomais foram o foco de investigagao extensi-
va como o modo de liberagdo para muitos farmacos. Ha evidéncia crescente
que para administragcao topica, os lipossomas apresentam varias vantagens
sobre outras formulagdes. Tais vantagens incluem efeitos colaterais reduzi-
dos relacionados a absorgdo sistémica alta do farmaco administrado, acu-
mulagdo aumentada do farmaco administrado ao alvo desejado, e a habili-
dade para administrar uma ampla variedade de farmacos, hidréfilo e hidro-

fobico, na pele.
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Varios relatérios detalharam a habilidade dos lipossomas para
liberar agentes, incluindo DNA de peso molecular alto, na pele. Compostos
incluindo analgésicos, anticorpos, hormdnios e DNAs de peso molecular alto
foram administrados a pele. A maior parte das aplicagdes resultou no alve-
jamento da epiderme superior

Lipossomas enquadram-se em duas classes vastas. Liposso-
mas cationicos sao lipossomas positivamente carregados que interagem
com as moléculas de DNA negativamente carregadas para formar um com-
plexo estavel. O complexo de DNA/lipossoma positivamente carregado liga
a superficie da célula negativamente carregada e é interiorizado em um en-
dossoma. Devido ao pH acidico dentro do endossoma, os lipossomas sao
rompidos, liberando seus conteudos no citoplasma da célula (Wang et al.,
Biochem. Biophys. Res. Commun., 1987, 147, 980-985).

Lipossomas que sao sensiveis ao pH ou negativamente carre-
gados, atraem o DNA ao invés do complexo com este. Uma vez que o DNA
e o lipidio estao similarmente carregados, repulsédo ao invés de formagao de
complexo ocorre. Nao obstante, algum DNA é atraido para dentro do interior
aquoso destes lipossomas. Lipossomas sensiveis ao pH foram usados para
liberar DNA que codifica o gene de timidina cinase para monocamadas das
células em cultura. Expressao do gene exdégeno foi detectada nas células
alvo (Zhou et al., Journal of Controlled Release, 1992, 19, 269-274).

Um tipo principal da composic¢ao lipossomal inclui fosfolipideos
diferentes de fosfatidilcolina naturalmente derivada. Composi¢des liposso-
mais neutras podem ser formadas, por exemplo, de fosfatidilcolina de dimi-
ristoila (DMPC) ou fosfatidilcolina de dipalmitoila (DPPC). Composig¢oes li-
possomais anidnicas em geral sdo formadas de fosfatidilglicerol de dimiristo-
ila, enquanto lipossomas fusogénicas aniénicas sao formadas primariamen-
te de fosfatidiletanolamina de dioleoila (DOPE). Outro tipo de composigao
lipossomal é formado de fosfatidilcolina (PC) tal como, por exemplo, PC de
feijdo-soja, e PC de ovo. Outro tipo é formado de misturas de fosfolipideo
e/ou fosfatidilcolina e/ou colesterol.

Varios estudos avaliaram a liberacao tépica das formulacdes de



10

15

20

25

30

63

farmacos lipossomais a pele. Aplicagao de lipossomas contendo interferona
a pele de cobaia resultou em uma reducao das feridas de herpes da pele
enquanto liberagao de interferona por meio de outros meios (por exemplo
como uma solugdo ou como uma emulsao) foi ineficaz (Weiner et al., Jour-
nal of Drug Targeting, 1992, 2, 405-410). Também, um estudo adicional tes-
tou a eficacia de interferona administrada como parte de uma formulagao
lipossomal para a administragdo de interferona usando um sistema aquoso,
e concluiu que a formulagao lipossomal foi superior a administragao aquosa
(du Plessis et al., Antiviral Research, 1992, 18, 259-265).

Sistemas lipossomais nao-idnicos foram também examinados
para determinar sua utilidade na liberagéo de farmacos a pele, em particular
sistemas compreendendo tensoativo nao-ibnico e colesterol. Formulagoes
lipossomais ndo-idnicas compreendendo Novasome.TM. | (dilaurato de gli-
cerila/colesterol/éter de polioxietileno-10-estearila) e Novasome. TM. |l (dies-
tearato de glicerila/colesterol/éter de polioxietileno-10-estearil) foram usados
para liberar ciclosporina-A na derme da pele do camundongo. Resultados
indicaram que tais sistemas lipossomais nao-idnicos foram eficazes em faci-
litar a deposicao de ciclosporina-A em diferentes camadas da pele (Hu et al.
S. T. P. Pharma. Sci., 1994, 4, 6, 466).

Lipossomas também incluem lipossomas "estericamente estabi-
lizadas", um termo que, como aqui usado, refere-se aos lipossomas com-
preendendo um ou mais lipidios especializados'que, quando incorporados
nos lipossomas, resultam em vidas de circulagao otimizadas com relagéao
aos lipossomas que carecem de tais lipidios especializados. Exemplos de
lipossomas estericamente estabilizados sao aqueles em que parte da por-
cdo de lipidio de formagéo de vesicula do lipossoma (A) compreende um ou
mais glicolipideos, tais como monosialogangliosideo Gy 1, ou (B) é derivati-
zado com um ou mais polimeros hidréfilos, tais como uma porgcao de polieti-
leno glicol (PEG). Embora ndo querendo estar preso a qualquer teoria parti-
cular, a técnica acredita que, pelo menos para lipossomas estericamente
estabilizados contendo gangliosideos, esfingomielina, ou lipidios derivatiza-

dos de PEG, as meia-vidas de circulagao otimizadas destes lipossomas es-
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tericamente estabilizados derivam de uma absorgao reduzida nas células do
sistema reticuloendotelial (RES) (Allen et al., FEBS Letters, 1987, 223, 42;
Wu et al., Cancer Research, 1993, 53, 3765). |

Varios lipossomas compreendendo um ou mais glicolipideos
sdo conhecidos na técnica. Papahadjopoulos et al. (A Ann. N. I. Acad. Sci.,
1987, 507, 64) relatou a habilidade de monosialogangliosideo Gn1, sulfato
de galactocerebrosideo e fosfatidilinositol melhorar as meia-vidas no sangue
dos lipossomas. Estes achados foram expostos por Gabizon et al. (Proc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A, 1988, 85, 6949). Pat. U. S. No. 4.837.028 e WO
88/04924, ambos para Allen et al., descrevem lipossomas compreendendo
(1) esfingomielina e (2) o gangliosideo Gm1 ou um éster de sulfato de galac-
tocerebrosideo. Pat. U. S. No. 5.543.152 (Webb et al.) descreve lipossomas
compreendendo esfingomielina. Lipossomas compreendendo 1,2-sn-
dimiristoilfosfatidilcolina sdo descrevedos em WO 97/1 3499 (Lim et al).

Muitos lipossomas compreendendo lipidios derivatizados com
um ou mais polimeros hidréfilos, e métodos de preparacao dos mesmos,
sao conhecidos na técnica. Sunamoto et al. (Bull. Chem. Soc. Jpn., 1980,
53, 2778) descreveu lipossomas compreendendo um detergente n&o-idnico;
2Cq2156, que contém uma porgdo de PEG. lllum et al. (FEBS Lett., 1984,
167, 79) observou que revestimento hidrofilo das particulas de poliestireno
com glicéis poliméricos resulta em meia-vidas no sangue significativamente
otimizadas. Fosfolipideos sintéticos modificados para a ligagao de grupos
carboxilicos de polialquileno glicéis (por exemplo, PEG) sdo descritos por
Sears (Pats. U. S. Nos. 4.426.330 e 4.534.899). Klibanov et al. (FEBS Lett,,
1990, 268, 235) descreveu experimentos demonstrando que lipossomas
compreendendo fosfatidiletanolamina (PE) derivatizada com PEG ou estea-
rato de PEG tem aumentos significativos nas meia-vidas de circulagdo de
sangue. Blume et al. (Biochimica et Biophysica Acta, 1990, 1029, 91) esten-
deu tais observagdes a outrosb fosfolipideos derivatizados com PEG, por e-
xemplo, DSPE-PEG, formados da combinagéo de diestearoilfosfatidiletano-
lamina (DSPE) e PEG. Lipossomas tendo por¢aos de PEG covalentemente
ligadas em sua superficie externa séo descritos na Patente européia No. EP
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0 445 131 B1 e WO 90/04384 para Fisher. Composi¢cdes lipossomais con-
tendo 1-20 por cento em mol de PE derivatizado com PEG, e métodos de
uso das mesmas, sao descritas por Woodle et al. (Pats. U. S. Nos.
5.013.556 e 5.356.633) e Martin et al. (Pat. U. S. No. 5.213.804 e Patente
européia No. EP 0 496 813 B1). Lipossomas compreendendo varios outros
conjugados de lipidio-polimero sdo descrevedos em WO 91/05545 e Pat. U.
S. No. 5.225.212 (ambos para Martin et al.) e em WO 94/20073 (Zalipsky et
al.). Lipossomas compreendendo lipidios de ceramida PEG-modificados sio
descritos em WO 96/10391 (Choi et al). Pat. U. S. No. 5.540.935 (Miyazaki
et al.) e Pat. U. S. No. 5.556.948 (Tagawa et al.) descrevem lipossomas con-
tendo PEG que podem ser também derivatizados com por¢aos funcionais
em suas superficies.

Um numero limitado de lipossomas compreendendo acidos nu-
cléicos é conhecido na técnica. WO 96/40062 para Thierry et al. descreve
métodos para encapsular acidos nucléicos de peso molecular élto em lipos-
somas. Pat. U. S. No. 5.264.221 para Tagawa et al. descreve Iipossorﬁas
ligados a proteina e afirma que os conteudos de tais lipossomas podem in-
cluir dsRNA. Pat. U. S. No. 5.665.710 para Rahman et al. descreve certos
métodos de encapsular oligodeoxinucleotideos em lipossomas. WO
97/04787 para Amar et al. descreve lipossomas compreendendo dsRNAs
alvejados para o gene de raf.

Transfersomas sao ainda outro tipo de lipossomas, e sdo alta-
mente agregados de lipidios deformaveis que sado candidatos atrativos para
veiculos de liberacao de farmaco. Transferssomas podem ser descritos co-
mo goticulas de lipidio que sao tao altamente deformaveis que eles sao fa-
cilmente capazes de penetraf através de poros que sao menores que a goti-
cula. Transferssomas sao adaptaveis ao ambiente no qual eles sao usados,
por exemplo eles estdao auto-otimizantes (adaptaveis a forma dos poros na
pele), auto-reparadores, frequentemente alcangcam seus alvos sem fragmen-
tarem-se, e frequentemente autocarregadores. Para fazer transferssomas é
possivel adicionar ativadores de borda de superficie, usualmente tensoati-

vos, a uma composigao lipossomal padrao. Transferssomas foram usados
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para liberar albumina de soro a pele. A liberagdo mediada por transferssoma
de albumina de soro foi mostrada ser tao eficaz quanto injegdo subcutinea
de uma solugdo contendo albumina de soro. |

Tensoativos encontram ampla aplicacdo em formulagdes tais
como emulsdes (incluindo microemulsdes) e lipossomas. O modo mais co-
mum de classificar e avaliar as propriedades dos muitos tipos diferentes de
tensoativos, naturais e sintéticos, é pelo uso do equilibrio de hidréfilo/lipéfilo
(HLB). A natureza do grupo hidréfilo (também conhecido como a "cabecga”)
prové os meios mais uteis para categorizar os tensoativos diferentes usados
nas formulagdes (Rieger, em Pharmaceutical Dosage Forms, Marcel Dekker,
Inc., Nova lorque, N. 1., 1988, pag., 285).

Se a molécula de tensoativo ndo for ionizada, é classificada
como um tensoativo nao-idnico. Tensoativos nao-idnicos encontram ampla
aplicacdo em produtos farmacéuticos e cosméticos e sao utilizaveis em uma
gama extensiva de valores de pH. Em geral seus valores de HLB variam de
2 a cerca de 18 dependendo de sua estrutura. Tensoativos nao-idnicos in-
cluem ésteres nao-idnicos tais como ésteres de etileno glicol, ésteres de
propileno glicol, ésteres de glicerila, ésteres de poliglicerila, ésteres de sorbi-
tan, ésteres de sucrose, e ésteres etoxilados. Alcanolamidas e éteres nao-
ibnicas tais como etoxilatos de alcool graxo, alcodis propoxilados, e polime-
ros de bloco etoxilados/propoxilados sdo também inclusos nesta classe. Os
tensoativos de polioxietileno sao os membros mais populares da classe de
tensoativos ndo-idnicos.

Se a molécula de tensoativo carregar uma carga negativa quan-
do for dissolvida ou dispersa em agua, o tensoativo é classificado como ani-
onico. Tensoativos anidnicos incluem carboxilatos tais como saboes, lactila-
tos de acila, amidas de acila de aminoacidos, ésteres de acido sulfurico tais
como sulfatos de alquila e sulfatos de alquila etoxilados, sulfonatos tais co-
mo sulfonatos de alquil benzeno, isetionatos de acila, tauratos de acila e
sulfossuccinatos, e fosfatos. Os membros mais importantes da classe de
tensoativos aniénicos sao os sulfatos de alquila e os sabdes.

Se a molécula de tensoativo carregar uma carga positiva quan-
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do for dissolvida ou dispersada em agua, o tensoativo é classificado como
catidnico. Tensoativos catiénicos incluem sais de aménio quaternario e ami-
nas etoxiladas. Os sais de amdnio quaternario sdo os membros mais usa-
dos desta classe.

Se a molécula de tensoativo tiver a habilidade ou carregar uma
carga positiva ou negativa, o tensoativo é classificado como anfotérico. Ten-
soativos anfotéricos incluem derivados de acido acrilico, alquilamidas substi-
tuidas, N-alquilbetainas e fosfatideos.

O uso de tensoativos em produtos de farmaco, formulagdes e
em emulsoes foi revisado (Rieger, em Pharmaceutical Dosage Forms, Mar-
cel Dekker, Inc., Nova lorque, N. I., 1988, pag., 285).

INTENSIFICADORES DE PENETRACAO

Em uma modalidade, a presente invengao emprega varios in-
tensificadores de penetragao para realizar a liberacao eficiente de acidos
nucléicos, particularmente dsRNAs, a pele dos animais. A maioria dos far-
macos esta presente em solugdo tanto nas formas ionizadas como nao-
ionizadas. Porém, usualmente apenas farmacos soldveis em lipidio ou lipofi-
licos facilmente atravessam as membranas da célula. Foi descoberto que
até mesmo farmacos nao-lipofilicos podem cruzar as membranas da célula
se a membrana a ser cruzada for tratada com um intensificador de penetra-
cao. Além de auxiliar a difusdo dos farmacos nao-lipofilicos ao longo das
membranas da célula, os intensificadores de penetracdo também intensifi-
cam a permeabilidade dos farmacos lipofilicos.

Intensificadores de penetracdao podem ser classificados como
pertencendo a um dentre cinco categorias vastas, isto &, tensoativos, acidos
graxos, sais biliares, agentes quelantes, e nao-tensoativos nao-quelantes
(Lee et al., Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991, pag.
92). Cada uma das classes de intensificadores de penetragao supracitadas
séo descritas abaixo em maior detalhe.

Tensoativos: com relagao a presente invencao, os tensoativos
(ou "agentes ativos de superficie") sdo entidades quimicas que, quando dis-

solvidas em uma solugdo aquosa, reduzem a tensao superficial da solugdo
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ou a tensao interfacial entre a solugdo aquosa e outro liquido, com o resul-
tado que a absorgdo dos dsRNAs através da mucosa é intensificada. Além
dos sais biliares e acidos graxos, estes intensificadores de penetragéo inclu-
em, por exemplo, lauril sulfato de sédio, éter de polioxietileno-9-laurila e éter
de polioxietileno-20-cetila) (Lee et al., Critical Reviews in Therapeutic Drug
Carrier Systems, 1991, pag. 92); e emuisdes perfluoroquimicas, tais como
FC-43 (Takahashi et al., J. Pharm. Pharmacol., 1988, 40, 252).

Acidos graxos: Varios acidos graxos e seus derivados que atu-
am como intensificadores de penetragao incluem, por exemplo, acido oléico,
acido laurico, acido caprico (acido n-decandico), acido miristico, acido palmi-
tico, &cido estearico, acido linoléico, acido linolénico, dicaprato, tricaprato,
monooleina (1-monooleoil-rac-glicerol), dilaurina, acido caprilico, acido ara-
quiddnico, 1-monocaprato de glicerol, 1-dodecilazaciclo-heptan-2-ona, acil-
carnitinas, acilcolinas, C4-C1¢ alquil ésteres dos mesmos (por exemplo, meti-
la, isopropila e t-butila), e mono- e di-glicerideos dos mesmos (isto €&, oleato,
laurato, caprato, miristato, palmitato, estearato, linoleato, etc.) (Lee et al.,
Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991, pag. 92; Mura-
nishi, Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1990, 7, 1-33; El
Hariri et al., J. Pharm. Pharmacol., 1992, 44, 651-654).

Sais biliares: O papel fisiolégico da bilis inclui a facilitagdo da
dispersao e absorgao dos lipidios e vitaminas soluveis em gordura (Brunton,
Capitulo 38 em: Goodman & Gilman The Pharmacological Basis of Thera-
peutics, 92 Ed., Hardman et al. Eds., McGraw-Hill, Nova lorque, 1996, pags.
934-935). Varios sais biliares naturais, e seus derivados sintéticos, atuam
como intensificadores de penetracdao. Desse modo o termo "sais biliares"
inclui quaisquer dos componentes de ocorréncia natural da bilis como tam-
bém qualquer de seus derivados sintéticos. Os sais biliares da invengao in-
cluem, por exemplo, acido célico (ou seu sal de sdédio. farmaceuticamente
aceitavel, colato de sédio), acido desidrocdlico (deidrocolato de sédio), acido
deoxicélico (deoxicolato de sédio), acido glucdlico (glucolato de sédio), acido
glicdlico (glicocolato de sddio), acido glicodeoxicdlico (glicodeoxicolato de

sddio), acido taurocdlico (taurocolato de sédio), acido taurodeoxicdlico (tau-
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rodeoxicolato de sodio), acido quenodeoxicdlico (quenodeoxicolato de sé-
dio), acido ursodeoxicolico (UDCA), tauro-24,25-diidro-fusidato de sdédio
(STDHF), glicodiidrofusidato de sédio e éter de polioxietileno-9-laurila (POE)
(Lee et al., Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991, pa-
gina 92; Swinyard, Capitulo 39 Em: Remington's Pharmaceuticals Sciences,
182 Ed., Gennaro, ed., Mack Publishing Co., Easton, Pa., 1990, paginas
782-783; Muranishi, Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems,
1990, 7, 1-33; Yamamoto et al., J. Pharm. Exp. Ther., 1992, 263, 25; Yama-
shita et al., J. Pharm. Sci., 1990, 79, 579-583).

Agentes Quelantes: Agentes quelantes, como usados com rela-
¢cao a presente invengao, podem ser definidos como compostos que remo-
vem ions metalicos da solugao formando complexos com estes, com o re-
sultado que a absorcao dos dsRNAs através da mucosa é intensificada.
Com relagdao ao seu uso como intensificadores de penetragdo na presente
invengao, os agentes quelantes tém a vantagem adicionada de também ser-
vir como inibidores de DNase, como a maioria das nucleases de DNA carac-
terizadas requerem um ion de metal divalente para catalise e sdo desse
modo inibidas pelos agentes quelantes (Jarrett, J. Chromatogr., 1993, 618,
315-339). Agentes quelantes da invengao incluem mas nao sao limitados a
etilenodiaminotetraacetato de dissédio (EDTA), acido citrico, salicilatos (por
exemplo, salicilato de sddio, 5-metoxisalicilato e homovanilato), derivados de
N-acila de colageno, laurete-9 e derivados de N-amino acila de beta-
dicetonas (enaminas) (Lee et al., Critical Reviews in Therapeutic Drug Carri-
er Systems, 1991, pagina 92; Muranishi, Critical Reviews in Therapeutic
Drug Carrier Systems, 1990, 7, 1-33; Buur et al., J. Control Rel., 1990, 14,
43-51).

Nao-tensoativos nao-quelantes: Como aqui usado, cofnpostos
de intensificagdo de penetragdo de ndo-tensoativo ndo-quelante podem ser
definidos como compostos que demonstram atividade insignificante como
agentes quelantes ou como tensoativos mas que no entanto intensificam a
absorcao dos dsRNAs através da mucosa alimentar (Muranishi, Critical Re-
views in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1990, 7, 1-33). Esta classe de
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intensificadores de penetracao inclui, por exemplo, ureias ciclicas insatura-
das, derivados de 1-alquil- e 1-alquenilazaciclo-alcanona (Lee et al., Critical
Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991, pagina 92); ‘e agentes
anti-inflamatérios nao-esterdides tais como diclofenaco sdédico, indometacina
e fenilbutazona (Yamashita et al., J. Pharm. Pharmacol., 1987, 39, 621-626).

Agentes que intensificam a absor¢ao dos dsRNAs no nivel celu-
lar podem também ser adicionados as composi¢cdes farmacéuticas e outras
da presente invengcdo. Por exemplo, lipidios catidnicos, tais como lipofectina
(Junichi et al, Pat. U. S. No. 5.705.188), derivados de glicerol catidénico, e
moléculas policatidnicas, tais como polilisina (Lollo et al., Pedido de Patente
do PCT WO 97/30731), é também conhecido intensificar a absorgéo celular
dos dsRNAs.

Outros agentes podem ser utilizados para intensificar a penetra-
cao dos acidos nucléicos administrados, incluindo glicéis tais como etileno
glicol e propileno glicol, pirréis tais como 2-pirrol, azonas, e terpenos tais
como limoneno e mentona.

VEICULOS

Certas composi¢cdes da presente invengdao também incorporam
compostos de veiculo na formulagdo. Como aqui usado, "composto de vei-
culo" ou "veiculo" podem referir-se a um acido nucléico, ou analogo do
mesmo que seja inerte (isto é, ndo possua atividade bioldgica per se) mas
seja reconhecido como um &cido nucléico por processos in vivo que redu-
zem a biodisponibilidade de um acido nucléico tendo atividade bioldgica, por
exemplo, degradando o acido nucléico biologicamente ativo ou promovendo
sua remocgao de circulagdo. A coadministracao de um acido nucléico e um
composto de veiculo, tipicamente com um excesso da ultima substancia,
pode resultar em uma redugéo substancial da quantidade de acido nucléico
restabelecido no figado, rim ou outros reservatérios extracirculatérios, pre-
sumivelmente devido a competicdo entre 0 composto de veiculo e o acido
nucléico para um receptor comum. Por exemplo, o restabelecimento de um
dsRNA de fosforotioato parcialmente em tecido hepatico pode ser reduzido
quando for coadministrado com acido poliinosinico, sulfato de dextrana, aci-
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do policitidico ou acido 4-acetamido-4'isbtiociano—estilbeno-2,2'-dissulf6nico
(Miyao et al., Antisense Res. Dev., 1995, 5, 115-121; Takakura et al., Anti-
sense & Nucl. Acid Drug Dev., 1996, 6, 177-183.

EXCIPIENTES

Em contraste com um composto de veiculo, um “veiculo farma-
céutico" ou "excipiente" é um solvente farmaceuticamente aceitavel, agente
de suspensdo ou qualquer outro veiculo farmacologicamente inerte para
liberar um ou mais acidos nucléicos a um animal. O excipiente pode ser li-
quido ou sélido e é selecionado, com a maneira planejada de administragao
em mente, para prover o volume desejado, consisténcia, etc., quando com-
binado com um &cido nucléico e os outros componentes de uma composi-
¢do farmacéutica dada. Veiculos farmacéuticos tipicos incluem, mas néo
sdo limitados a, agentes de ligagao (por exemplo, amido de milho pré-
gelatinizado, polivinilpirrolidona ou hidroxipropil metilcelulose, etc.); agentes
de enchimento (por exemplo, lactose e outros agucares, celulose microcris-
talina, pectina, gelatina, sulfato de calcio, etil celulose, poliacrilatos ou fosfa-
to de hidrogénio de calcio, etc.); lubrificantes (por exemplo, estearato de
magnésio, talco, silica, diéxido de silicio coloidal, acido estearico, estearatos
metalicos, 6leos vegetais hidrogenados, amido de milho, polietileno glicéis,
benzoato de sddio, acetato de sédio, etc.); desintegrantes (por exemplo, a-
mido, glicolato de amido de sddio, etc.); e agentes umectantes (por exem-
plo, lauril sulfato de sédio, etc).

Excipiente organico ou inorganico farmaceuticamente aceitavel
adequado para administracado nao-parenteral que nao deleteriamente reage
com os acidos nucléicos pode também ser usado para formular as composi-
¢Oes da presente invengdo. Veiculos farmaceuticamente aceitaveis adequa-
dos incluem, mas nao sdo limitados a, agua, solugdes de sal, alcodis, polieti-
leno glicdis, gelatina, lactose, amilose, estearato de magnésio, talco, acido
silicico, parafina viscosa, hidroximetilcelulose, polivinilpirrolidona e outros.

Formulacbes para administragéo tépica dos acidos nucléicos
podem incluir solugdes aquosas estéreis e nado-estéreis, solugbes néao-

aquosas em solventes comuns tais como alcoois, ou solugdes dos acidos
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nucléicos em bases de 6leo liquidas ou sélidas. As solugdes podem também
conter tampodes, diluentes e outros aditivos adequados. Excipientes organi-
cos ou inorganicos farmaceuticamente aceitaveis adequados paré adminis-
tracao nao-parenteral que nao deleteriamente reage com os acidos nucléi-
cos podem ser usados.

Excipientes farmaceuticamente aceitaveis adequados incluem,
mas ndo s&o limitados a, agua, solugdes de sal, alcool, polietileno glicéis,
gelatina, lactose, amilose, estearato de magnésio, talco, acido silicico, para-
fina viscosa, hidroximetilcelulose, polivinilpirrolidona e outros.

COMPOSICOES FARMACEUTICAS PARA A LIBERACAO PA-
RA O TRATO RESPIRATORIO

Outro aspecto da invencao prové a liberagao de agentes de IR-
NA ao trato respiratério, particularmente para o tratamento de fibrose cistica.
O trato respiratério inclui as vias aéreas superiores, incluindo a orofaringe e
laringe, seguidas pelas vias aéreas inferiores que incluem a traquéia segui-
das por bifurcagdes nos brénquios e bronquiolos. As vias aéreas superiores
e inferiores sdo chamadas as vias aéreas condutivas. Os bronquiolos termi-
nais depois dividem em bronquiolos respiratérios que depois conduzem a
ultima zona respiratéria, os alvéolos, ou pulméo profundo. O pulmao profun-
do, ou alvéolos, é o alvo primario de aerossois terapéuticos inalados para
liberagcao sistémica dos agentes de iRNA.

Composigoes de liberagao pulmonar podem ser liberadas atra-
vés de inalagdo pelo paciente de uma dispersao de forma que a composi-
cao, preferivelmente o agente de iRNA, dentro da dispersédo possa alcangar
o pulmao onde pode, por exemplo, ser absorvida facilmente através da regi-
ao alveolar diretamente para a circulagao do sangue. Liberagao pulmonar
pode ser eficaz tanto para liberagao sistémica como para liberagao localiza-
da para tratar doengas dos pulmdes.

Liberagao pulmonar pode ser alcangada através de métodos di-
ferentes, incluindo o uso de formulag¢des nebulizadas, aerossolizadas, mice-
lulares e baseadas em pd seco; administracao através de inalagcdo pode ser

oral e/ou nasal. Liberagao pode ser alcangada com nebulizadores liquidos,
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inaladores com base em aerossol, e dispositivos de dispersdo de pé seco.
Dispositivos de dose medida sao preferidos. Um dos beneficios de se usar
um atomizador ou inalador é que o potencial para contaminagdo é minimi-
zado porque os dispositivos ficam autocontidos. Dispositivos de dispersao
de pds secos, por exemplo, liberam os farmacos que podem ser formulados
facilmente como pds secos. Uma composi¢cdo de iRNA pode ser estavel-
mente armazenada como pés liofilizados ou secados por pulverizagao por si
s6 ou em combinagdo com veiculos de pdé adequados. A liberagdo de uma
composi¢ao para inalagdao pode ser mediada por um elemento de regulagao
de doseamento que pode incluir um crondmetro, contador de dose, disposi-
tivo medidor de tempo, ou um indicador de tempo que quando incorporado
no dispositivo permite rastreamento da dose, monitoramento de complacén-
cia, e/ou desencadeamento de dose para um paciente durante a administra-
cao do farmaco de aerossol.

Exemplos de dispositivos farmacéuticos para liberagdo de ae-
rossol incluem inaladores de dose medida (MDIs), inaladores de pds secos
(DPls), e nebulizadores de jato de ar. Sistemas de liberagcdo exemplares
para inalagao que podem ser facilmente adaptados para liberagao dos agen-
tes de iRNA em questdao sao descritos, por exemplo, nas Pats. U. S. Nos.
5.756.353; 5.858.784; e pedidos de patente do PCT WO98/31346;
W098/10796; WOO00/27359; WO01/54664; WO02/060412. Outras formula-
coes de aerossol que podem ser usadas para liberar os agentes de iRNA
sao nas Pats. U. S. Nos. 6.294.153; 6.344.194; 6.071.497, e pedidos de pa-
tente do PCT WO002/066078; W0O02/053190; WO01/60420; WO00/66206.
Também, métodos para liberar agentes de iRNA podem ser adaptados da-
queles usados na liberagdao de outros oligonucleotideos (por exemplo, um
oligonucleotideo antissentido) através de inalagao, tais como descritos em
Templin et al., Antisense Nucleic Acid Drugs Dev, 2000, 10:359-68; Sandra-
sagra et al., Expert Opin Biol Ther, 2001, 1:979-83; Sandrasagra et al., Anti-
sense Nucleic Acid Drug Dev, 2002, 12:177-81.

A liberagdo dos agentes inventivos pode também envolver a

administracdo dos assim chamados "pré-farmacos”, isto é formulagdes ou
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modificagdes quimicas de uma substancia terapéutica que requer alguma
forma de processamento ou transporte através de sistemas inatos para o
organismo sujeito para liberar a substancia terapéutica, preferiveimente no
sitio onde sua ag¢ao é desejada; esta modalidade posterior pode ser usada
junto com liberagao do trato respiratério, mas também junto com outras mo-
dalidades da presente invengao. Por exemplo, os pulmdes humanos podem
remover ou rapidamente degradar os aerossois depositados hidroliticamente
clivaveis em periodos que variam de minutos a horas. Nas vias aéreas supe-
riores, os epitélios ciliados contribuem para o "escalator mucociliar" por que
as particulas sdo varridas das vias aéreas para a boca. Pavia, D., "Lung Mu-
cociliary Clearance", em Aerossols and the Lung: Clinical and Experimental
Aspects, Clarke, S. W. e Pavia, D., Eds., Butterworths, Londres, 1984. Nos
pulmdes profundos, os macréfagos alveolares sd0 capazes de realizar fago-
citose de particulas logo apds sua deposicao. Warheit et al. Microscopy Res.
Tech., 26: 412-422 (1993); e Brain, J. D., "Physiology and Pathophysiology
of Pulmonary Macrophages", em The Reticuloendothelial System, S. M. Rei-
chard e J. Filkins, Eds., Plenum, Nova lorque, pags. 315-327, 1985.

Em modalidades preferidas, particularmente onde doseamento
sistémico com o agente de iRNA for desejado, os agentes de iRNA em ae-
rossol sao formulados como microparticulas. Microparticulas tendo um dia-
metro de entre 0,5 e dez microns podem penetrar os pulmdes, atravessando
a maioria das barreiras naturais. Um didmetro de menos de dez microns é
requerido para desviar-se da garganta; um diametro de 0,5 microns ou mai-
or é requerido para evitar de ser exalado.

OUTROS COMPONENTES

As composi¢cdes da presente invengao podem adicionalmente
conter outros componentes adjuntos convencionalmente encontrados nas
composicdes farmacéuticas, em seus niveis de uso estabelecidos na técni-
ca. Desse modo, por exemplo, as composi¢cdes podem conter materiais adi-
cionais, compativeis, farmaceuticamente ativos tais como, por exemplo, an-
tipruriticos, adstringentes, anestésicos locais ou agentes anti-inflamatérios,
ou pode conter materiais adicionais uteis em fisicamente formular as vérias
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formas de dosagem das composi¢Oes da presente invengao, tais como co-
rantes, agentes flavorizantes, conservantes, antioxidantes, opacificadores,
agentes espessantes e estabilizantes. Porém, tais materiais, quando adicio-
nados, ndo deveriam interferir indevidamente com as atividades biologicas
dos componentes das composi¢gdes da presente inveng¢ao. As formulagdes
podem ser esterilizadas e, se desejado, misturadas com agentes auxiliares,
por exemplo, lubrificantes, conservantes, estabilizantes, agentes umectan-
tes, emulsificantes, sais para influenciar a pressao osmética, tampoes, colo-
ragdes, condimentos e/ou substancias aromaticas e outros que nao deleteri-
amente interagem com o(s) acido(s) nucléico(s) da formulagao.

Suspensdes aquosas podem conter substdncias que aumentam
a viscosidade da suspensao incluindo, por exemplo, carboximetilcelulose de
sdodio, sorbitol e/ou dextrana. A suspensao pode também conter estabilizan-
tes.

Certas modalidades da invengéao fornecem composi¢des farma-
céuticas que contém (a) um ou mais agentes de dsRNA e (b) um ou mais
outros agentes quimioterapéuticos que funcionam por um mecanismo de
interferéncia de ndo-RNA. Exemplos de tais agentes quimioterapéuticos in-
cluem mas nao sao limitados a daunorrubicina, daunomicina, dactinomicina,
doxorrubicina, epirrubicina, idarrubicina, esorrubicina, bleomicina, mafosfa-
mida, ifosfamida, arabinosida de citosina, bis-cloroetilnitrosureia, bussulfano,
mitomicina C, actinomicina D, mitramicina, prednisona, hidroxiprogesterona,
testosterona, tamoxifeno, dacarbazina, procarbazina, hexametilimelamina,
pentametiimelamina, mitoxantrona, ansacrina, clorambucil, metilciclo-
hexilnitrosureia, mostardas de nitrogénio, melfalano, ciclofosfamida, 6-
mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina, 5-azacitidina, hidroxiureia, deoxico-
formicina, 4-hidroxiperoxiciclofosforamida, 5-fluorouracila (5-FU), 5-
fluorodeoxiuridina (5-FUdR), metotrexato (MTX), colquicina, taxol, vincristina,
vinblastina, etoposida (VP-16), trimetrexato, irinotecan, topotecan, gencitabi-
na, teniposida, cisplatina e dietilestilbestrol (DES). Vide, em geral, The
Merck Manual of Diagnosis and Therapy, 152 Ed. 1987, pags. 1206-1228,
Berkow et al., eds., Rahway, N. J. Quando usados com os compostos da
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invencgao, tais agentes quimioterapéuticos podem ser usados individualmen-
te (por exemplo, 5-FU e oligonucleotideo), sequencialmente (por exemplo, 5-
FU e oligonucleotideo durante um periodo de tempo seguido por MTX e oli-
gonucleotideo), ou em combinagdo com um ou mais outros tais agentes
quimioterapéuticos (por exemplo, 5-FU, MTX e oligonucleotideo, ou 5-FU,
radioterapia e oligonucleotideo). Farmacos anti-inflamatérios, incluindo mas
nao-limitados a farmacos anti-inflamatdérios nao-esteroidais e corticosterdi-
des, e farmacos antivirais, incluindo mas nao-limitados a ribivirina, vidarabi-
na, aciclovir e ganciclovir, podem também ser combinados nas composi¢goes
da invengao. Vide, em geral, The Merck Manual of Diagnosis and Therapy,
152 Ed., Berkow et al., eds., 1987, Rahway, N. J., paginas 2499-2506 e 46-
49, respectivamente). Outros agentes quimioterapéuticos de nao-dsRNA
estdo também dentro do escopo desta invengao. Dois ou mais compostos
combinados podem ser usados junto ou sequencialmente.

Toxicidade e eficacia terapéutica de tais compostos podem ser
determinadas através de procedimentos farmacéuticos padrao em culturas
de célula ou animais experimentais, por exemplo, para determinar a LDsg (a
dose letal para 50% da populagéo) e a EDso (a dose terapeuticamente eficaz
em 50% da populacao). A razao de dose entre os efeitos toxicos e terapéu-
ticos é o indice terapéutico e pode ser expressada como a razao LDso/EDsp.
Compostos que exibem indice terapéutico alto sdo preferidos.

Os dados obtidos de ensaios de cultura de célula e estudos de
animais podem ser usados na formulagdo uma faixa de dosagem para uso
em seres humanos. A dosagem das composi¢des da invencgao fica em geral
dentro de uma faixa de concentragdes circulantes que incluem a EDso com
pouca ou nenhuma toxicidade. A dosagem pode variar dentro desta faixa
dependendo da forma de dosagem empregada e da via de administragéo
utilizada. Para qualquer composto usado no método da invengao, a dose
terapeuticamente eficaz pode ser estimada inicialmente de ensaios de cultu-
ra de células. Uma dose pode ser formulada em modelos animais para al-
cancar uma faixa de concentragdo de plasma circulante do composto ou,

quando apropriado, do produto de polipeptideo de uma sequéncia alvo (por
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exemplo, alcancando uma concentragdo diminuida do polipeptideo) que in-
clui a ICs (isto €, a concentragdao do composto de teste que alcanga uma
inibicdo méxima da porgao dos sintomas) conforme determinado na cultura
de células. Tal informacao pode ser usada para determinar doses uteis mais
com precisao em seres humanos. Os niveis em plasma podem ser medidos,
por exemplo, através de cromatografia liquida de alto desempenho.

Além de sua administragao individualmente ou como uma plura-
lidade, como debatido acima, os dsRNAs da invengao podem ser adminis-
trados em combinagcao com outros agentes conhecidos eficazes no trata-
mento de processos patolégicos mediados por expressao de Aha. Em todo
caso, o médico administrador pode ajustar a quantidade e regulagido da ad-
ministracdo de dsRNA em base dos resultados observados usando medidas
de eficacia padrdes conhecidas na técnica ou descritas aqui.

METODOS PARA TRATAR DOENCAS CAUSADAS POR EX-
PRESSAO DE UM GENE DE Aha

A invengao refere-se em particular ao uso de um dsRNA ou uma
composicao farmacéutica preparada deste para o tratamento de Fibrose
Cistica. Devido ao efeito inibidor na expressao de Ahal, um dsRNA de a-
cordo com a invengdo ou uma composi¢ao farmacéutica preparada deste
pode intensificar a qualidade de vida de pacientes com Fibrose Cistica.

Além disso, a invengao refere-se ao uso de um dsRNA ou uma
composicao farmacéutica da invengao visada para o tratamento de céancer,
por exemplo, para inibir crescimento do tumor e metastase do tumor. Por
exemplo, o dsRNA ou uma composi¢ao farmacéutica preparada deste pode
ser usado para o tratamento de tumores sdlidos, como cancer de mama,
cancer pulmonar, cancer de cabega e pescogo, cancer de cérebro, cancer
abdominal, cancer de célon, cancer colorretal, cancer de eséfago, cancer
gastrointestinal, glioma, cancer de figado, cancer de lingua, neuroblastoma,
osteossarcoma, cancer ovariano, cancer pancredtico, cancer de préstata,
retinoblastoma, tumor de Wilm, mieloma multiplo e para o tratamento de
cancer de pele, como melanoma, para o tratamento de linfomas e cancer de

sangue. A invengao também refere-se ao uso de um dsRNA de acordo com
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a invencao ou uma composigcao farmacéutica preparada deste para inibir
expressao de Ahal e/ou para inibir acumulagédo de fluido de ascites e efu-
sdo pleural em tipos diferentes de cancer, por exemplo, cancer de mama,
cancer pulmonar, cancer de cabeca, cancer de pescogo, cancer de cérebro,
cancer abdominal; cancer de célon, cancer colorretal, cancer de esé6fago,
cancer gastrointestinal, glioma, cancer de figado, cancer de lingua, neuro-
blastoma, osteossarcoma, cancer ovariano, cancer pancreatico, cancer de
préstata, retinoblastoma, tumor de Wilm, mieloma multiplo, céncer de pele,
melanoma, linfomas e cancer de sangue. Devido ao efeito inibidor em ex-
pressdao de Ahat, um dsRNA de acordo com a inven¢ao ou uma composi-
cao farmacéutica preparada deste pode intensificar a qualidade de vida de
pacientes de cancer.

A invengao refere-se, além disso, ao uso de um dsRNA ou uma
composi¢ado farmacéutica do mesmo, por exemplo, para tratar Fibrose Cisti-
ca ou cancer ou para impedir metastase do tumor, em combina¢cdo com ou-
tros farmacéuticos e/ou outros métodos terapéuticos, por exemplo, com far-
macéuticos conhecidos e/ou métodos terapéuticos conhecidos, tais como,
por exemplo, aqueles que sao empregados correntemente para tratar Fibro-
se Cistica ou cancer e/ou para impedir metastase do tumor. Onde a compo-
sicdo farmacéutica visa para o tratamento de fibrose cistica, preferéncia é
dada a uma combinag¢do com fisioterapia de térax diaria, enzimas pancreati-
cas oralmente aplicadas, antibiéticos orais ou inalados diariamente para o-
por-se a infec¢ao pulmonar, terapia antiasma inalada, comprimidos de corti-
costerdides, suplementos dietéticos de vitamina, especialmente A e D, ina-
lacao de Pulmozyme™, medicinas para aliviar a constipagdo ou melhorar a
atividade dos suplementos de enzima, insulina para diabetes relacionada a
CF, medicacédo para doenga hepatica associada a CF, e oxigénio para aju-
dar com a respiragao.

Onde a composicdao farmacéutica visa para o tratamento de

‘cancer e/ou para impedir metastase do tumor, preferéncia é dada a uma

combinagdo com terapia de radiacao e agentes quimioterapéuticos, tais co-

mo cisplatina, ciclofosfamida, 5-fluorouracila, adriamicina, daunorrubicina ou
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tamoxifeno.

A invencgdo pode também ser praticada incluindo com um agen-
te de RNAI especifico outro agente quimioterapéutico anticancer, tal como
qualquer agente quimioterapéutico convencional. A combinagado de um a-
gente de ligacdo especifico com tais outros agentes pode potencializar o
protocolo quimioterapéutico. Numerosos protocolos quimioterapéuticos se
apresentardo na mente do médico versado como sendo capaz de incorpora-
¢do no método da invengdo. Qualquer agente quimioterapéutico pode ser
usado, incluindo agentes de alquilagao, antimetabdlitos, horménios e anta-
gonistas, radioisétopos, como também produtos naturais. Por exemplo, o
composto da invengdao pode ser administrado com antibiéticos tais como
doxorrubicina e outros analogos de antraciclina, mostardas de nitrogénio tais
como ciclofosfamida, analogos de pirimidina tais como 5-fluorouracila, cis-
platina, hidroxiureia, taxol e seus derivados naturais e sintéticos, e outros.
No caso de tumores misturados, tais como adenocarcinoma da mama onde
os tumores incluem células dependentes de gonadotropina e independentes
de gonadotropina, o composto pode ser administrado junto com leuprolida
ou goserrelina como outro exemplo, (analogos de peptideo sintéticos de LH-
RH). Outros protocolos antineoplasticos incluem o uso de um composto de
tetraciclina com outra modalidade de tratamento, por exemplo, cirurgia, radi-
acao, etc., também referido aqui como "modalidades antineoplasticas ajun-
tas". Desse modo, o método da invengcao pode ser empregado com tais re-
gimes convencionais com o beneficio de reduzir os efeitos colaterais e in-
tensificar a eficacia.

METODOS PARA INIBIR EXPRESSAO DE UM GENE DE Aha

Em ainda outro aspecto, a invengao prové um método para inibir
a expressdo de um gene de Aha em um mamifero. O método compreende
administrar uma composicao da invengdo ao mamifero de modo que a ex-
presséo do gene de Aha alvo, por exemplo Aha1l, é silenciado. Por causa de
sua especificidade alta, os dsRNAs da invengao especificamente alvejam os
RNAs (primarios ou processados) do gene de Aha alvo. Composi¢des e me-
todos para inibir a expressado destes genes de Aha usando dsRNAs podem



10

15

20

25

30

80

ser executados como descritos em outro lugar aqui.

Em uma modalidade, o método compreende administrar uma
composicdo compreendendo um dsRNA, em que o dsRNA co‘mpreende
uma sequéncia de nucleotideo que é complementar a pelo menos uma parte
de uma transcricado de RNA de um gene de Aha, por exemplo Aha1l, do
mamifero a ser tratado. Quando o organismo a ser tratado for um mamifero
tal como um ser humano, a composi¢cdo pode ser administrada por quais-
quer meios conhecidos na técnica incluindo, mas néao-limitada a vias orais
ou parenterais, incluindo administragédo intravenosa, intramuscular, subcuta-
nea, transdérmica, via aérea (aerossol), nasal, retal, vaginal e tépica (inclu-
indo bucal e sublingual). Erﬁ modalidades preferidas, as composi¢des sao
administradas por infusdo ou inje¢ao intravenosa.

A menos que do contrario definido, todos termos técnicos e ci-
entificos aqui usados tém o mesmo significado que comumente entendido
por alguém versado na técnica ao qual esta invengdo compete. Embora meé-
todos e materiais similares ou equivalentes aqueles descritos aqui possam
ser usados na pratica ou testagem da invengdo, métodos e materiais ade-
quados sao descritos abaixo. Todas as publicagcdes, pedidos de patente,
patentes, e outras referéncias mencionadas aqui séo incorporados por refe-
réncia em sua totalidade. No caso de conflito, o relatério descritivo presente,
incluindo definigdes, prevalecera. Além disso, os materiais, métodos, e e-
xemplos sdo ilustrativos apenas e nao intencionados ser limitativos.

EXEMPLOS

CAMINHADA DE GENE DE UM GENE DE Aha

Modelo de siRNA foi realizado para identificar siRNAs que alve-
jam Ahal. As sequéncias de mRNA de Aha 1 de Homo sapiens
(NM_012111.1);, Mus musculus (NM_146036.1) e Pan troglodytes
(XM_510094.1) foram examinadas por anéalise de computador para identifi-
car sequéncias homélogas de 19 ou 21 nucleotideos que rendem agentes
de RNAI reativos cruzados entre estas trés espécies. Daquelas identificadas,
48 tais sequéncias foram selecionadas para intera¢gdes nao-alvas minimas

em ratos (pelo menos 3 disparidades para qualquer outro gene no genoma
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de rato, ou pelo menos duas disparidades para qualquer outro gene no ge-
noma de rato, em que uma das ditas pelo menos duas disparidades fica lo-
calizada em uma posicdo complementar a posi¢cao 9 ou 10 do filamento an-
tisentido do agente de RNAI correspondente, contando 5' para 3') e os dsR-
NAs correspondente sintetizados para triar (AL-DP-7301 - AL-DP-7346, vide
Tabela 1). AL-DP-7561, AL-DP-7562, AL-DP-7563 e AL-DP-7564 que sao
adicionalmente reativos cruzados para Aha 2 de Mus musculus
(NM_172391.3) e Rattus norvegicus (XM_223680.3), foram também sinteti-
zados e triados. Além disso, umas 40 sequéncias também foram seleciona-
das para interagdes nao-alvo minimas prognosticadas em seres humanos
(pelo menos 3 disparidades para qualquer outro gene no genoma humano,
ou pelo menos duas disparidades para qualquer outro gene no genoma hu-
mano, em que uma das ditas pelo menos duas disparidades fica localizada
em uma posicao complementar a posi¢ao 9 ou 10 do filamento antisentido
do agente de RNAI correspondente, contando 5' para 3') e os dsRNAs cor-
respondentes sintetizados para triar (AL-DP-9250 - AL-DP-9289, vide Tabela
2). 17 sequéncias foram identificadas como pertencendo a ambos conjuntos
(AL-DP-7301, AL-DP-7304, AL-DP-7305, AL-DP-7307, AL-DP-7310, AL-DP-
7312, AL-DP-7315, AL-DP-7316, AL-DP-7317, AL-DP-7323, AL-DP-7324,
AL-DP-7332, AL-DP-7336, AL-DP-7337, AL-DP-7338, AL-DP-7342, e AL-
DP-7344.

SINTESE DE dsRNA

FONTE DE REAGENTES

Onde a fonte de um reagente especificamente nédo for dada a- |
qui, tal reagente pode ser obtido de qualquer provedor de reagentes para
biologia molecular em uma qualidade/pureza padrbes para aplicagdo em
biologia molecular.

SINTESE DE SIRNA

RNAs unifilamentares foram produzidos através de sintese de
fase sdlida em uma escala de 1 ymol usando um sintetizador 8909 Expedite
(Applied Biosystems, Applera Deutschland GmbH, Darmstadt, Alemanha) e
vidro de poro controlado (CPG, 500A, Proligo Biochemie GmbH, Hamburgo,
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Alemanha) como suporte sélido. RNA e RNA contendo nucleotideos de 2'-
O-metila foram gerados por sintese de fase sdélida empregando as fosfora-
miditas correspondentes e fosforamiditas de 2'-O-metila, respecﬁvamente
(Proligo Biochemie GmbH, Hamburgo, Alemanha). Estes blocos de constru-
¢ao foram incorporados em sitios selecionados dentro da sequéncia da ca-
deia de oligorribonucleotideo usando quimica de fosforamidita de nucleosi-
deo padréo tal como descrita em Current protocols in nucleic acid chemistry,
Beaucage, S. L. et al. (Edrs.), John Wiley & Sons, Inc., Nova lorque, NI,
EUA. Liga¢cbes de fosforotioato foram introduzidas por substituicio da solu-
cao de oxidante de iodo com uma solugao do reagente de Beaucage (Chru-
achem Ltd, Glasgow, UK) em acetonitrila (1%). Outros reagentes subordina-
dos foram obtidos de Mallinckrodt Baker (Griesheim, Alemanha).

Desprotecao e purificagdo dos oligorribonucleotideos brutos a-
través de HPLC de permuta de anion foram realizadas de acordo com os
procedimentos estabelecidos. Rendimentos e concentra¢des foram determi-
nados por absor¢cao de UV de uma solugdao do respectivo RNA a um com-"
primento de onda de 260 nm usando um fotdmetro espectral (DU 640B,
Beckman Coulter GmbH, UnterschleiBheim, Alemanha). RNA bifilamentar foi
gerado misturando uma solugdo equimolar de filamentos complementares
em tampao de anelamento (20 mM de fosfato de sédio, pH 6,8; 100 mM de
cloreto de sddio), aquecido em um banho de agua a 85 - 90°C durante 3
minutos e esfriado para temperatura ambiente em um periodo de 3 - 4 ho-
ras. A solucdo de RNA anelada foi armazenada a -20°C até o uso.

Para a sintese de siRNAs conjugados com 3'-colesterol (aqui re-
feridos como -Col-3'), um suporte sélido apropriadamente modificado foi u-
sado para sintese de RNA. O suporte sélido modificado foi preparado como
segue:

Dietil-2-azabutano-1,4-dicarboxilato AA
O

o
AA

Uma solugdo aquosa a 4,7 M de hidréxido de sédio (50 ml) foi
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adicionada em uma solugao esfriada a gelo agitada de cloridrato de glicinato
de etila (32,19 g, 0,23 mol) em agua (50 ml). Depois, acrilato de etila (23,1 g,
0,23 mol) foi adicionado e a mistura foi agitada em temperatura ambiente
até conclusdo da reacao ser apurada por TLC. Apds 19 h, a solugéo foi divi-
dida com diclorometano (3 x 100 ml). A camada orgénica foi secada com
sulfato de sddio anidro, filtrada e evaporada. O residuo foi destilado para
fornecer AA (28,8 g, 61%).

Ester de etila de &cido 3-{Etoxicarbonilmetil-[6-(9H-fluoren-9-

ilmetoxicarbonil-amino)-hexanoil]-amino}-propiénico AB
o

o~ e~y O~
FmocHN\/o\/\/l/o\[C])/
AB

Acido Fmoc-6-amino-hexandico (9,12 g, 25,83 mmols) foi dis-
solvido em diclorometano (50 ml) e esfriado com gelo. Diisopropilcarbodimi-
da (3,25 g, 3,99 ml, 25,83 mmols) foi adicionada a solug¢do a 0°C. Foi depois
seguido pela adicao de Dietil-azabutano-1,4-dicarboxilato (5 g, 24,6 mmols)
e dimetilamino piridina (0,305 g, 2,5 mmols). A solugao foi trazida para tem-
peratura ambiente e agitada por mais 6 h. Conclusao da reacao foi apurada
por TLC. A mistura de reacao foi concentrada sob vacuo e acetato de etila
foi adicionado para precipitar a diisopropil ureia. A suspensao foi filtrada. O
filtrado. foi lavado com 5% de acido cloridrico aquoso, 5% de bicarbonato de
sédio e agua. A camada organica combinada foi secada em sulfato de sédio
e concentrada para dar o produto bruto que foi purificado através de croma-
tografia de coluna (50% EtOAC/Hexanos) para render 11,87 g (88%) de AB.

Ester de etila de acido 3-[(6-amino-hexanoil)-etoxicarbonilmetil-

amino]-propidénico AC o

HZN\/MO O
AC
Ester de etila de acido 3-{etoxicarbonilmetil-[6-(9H-fluoren-9-

ilmetoxicarbonilamino)-hexanoil]-amino}-propiénico AB (11,5 g, 21,3 mmols)
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foi dissolvido em 20% de piperidina em dimetilformamida a 0°C. A solugao
foi continuada agitando por 1 h. A mistura de reag¢édo foi concentrada sob
vacuo, agua foi adicionada ao residuo, e o produto foi extraido co‘m acetato
de etila. O produto bruto foi purificado através de conversdo em seu sal de
cloridrato.

Ester de etila de acido 3-({6-[17-(1,5-dimetil-hexil)-10,13-dimetil-
2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-tetradecaidro-1H-
ciclopentalalfenantren-3-iloxicarbonilamino]-hexanoil}etoxicarbonilmetil-

amino)-propidnico AD o

P )J\/\ O~

O

AD

O sal de cloridrato de éster de etila de acido 3-[(6-amino-
hexanoil)-etoxicarbonilmetil-amino]-propiénico AC (4,7 g, 14,8 mmols) foi
absorvido em diclorometano. A suspensao foi esfriada para 0°C em gelo. A
suspensdo, diisopropiletilamina (3,87 g, 5,2 ml, 30 mmols) foi adicionada. A
solugao resultante, cloroformato de colesterila (6,675 g, 14,8 mmols) foi adi-
cionado. A mistura de reacao foi agitada durante a noite. A mistura de rea-
cao foi diluida com diclorometano e lavada com 10% de acido cloridrico. O
produto foi purificado através de cromatografia instantanea (10,3 g, 92%).

Ester de etila de acido 1-{6-[17-(1,5-dimetil-hexil)-10,13-dimetil-
2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-tetradecaidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-s-ionicarboniIamino]-hexanoiI}-4-oxo-pirro|idina-3-

carboxilico AE
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AE

T-butéxido de potassio (1,1 g, 9,8 mmols) foi empastado em 30
ml de tolueno seco. A mistura foi esfriada para 0°C em gelo e 5 g (6,6
mmols) de diéster AD foram adicionados lentamente com ag[tagéo dentro de
20 min. A temperatura foi mantida abaixo de 5°C durante a adi¢do. A agita-
cao foi continuada por 30 min a 0°C e 1 ml de acido acético glacial foi adi-
cionado, imediatamente seguido por 4 g de NaH,PO4'H,O em 40 ml de a-
gua. A mistura resultante foi extraida duas vezes com 100 ml de diclorome-
tano cada e os extratos orgénicoé combinados foram lavados duas vezes
com 10 ml de tampéao de fosfato cada, secados, e evaporados a secura. O
residuo foi dissolvido em 60 ml de tolueno, esfriado para 0°C e extraido com
trés porgcdes de 50 ml de tampao de carbonato frio a pH 9,5. Os extratos
aquosos foram ajustados para pH 3 com acido fosférico, e extraidos com
cinco porcdes de 40 mil de cloroférmio que foram combinadas, secadas e
evaporadas a secura. O residuo foi purificado através de cromatografia de
coluna usando 25% de etilacetato/hexano para fornecer 1,9 g de b-cetoéster
(39%).

Ester de 17-(1,5-dimetil-hexil)-10,13-dimetil-2,3,4,7,8,9,10,11,
12,13,14,15,16,17-tetradecaidro-1H-ciclopenta[alfenantren-3-ila de acido [6-
(3-hidroéxi-4-hidroximetil-pirrolidin-1-il)-6-oxo-hexil]l-carbamico AF
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AF
Metanol (2 ml) foi adicionado a gotas em um periodo de 1 h a
uma mistura sob refluxo de b-cetoéster AE (1,5 g, 2,2 mmols) e boroidreto
de sédio (0,226 g, 6 mmols) em tetraidrofurano (10 ml). Agitagéo foi continu-
5 ada em temperatura de refluxo por 1 h. Apds esfriar para temperatura ambi-
ente, 1 N de HCI (12,5 ml) foi adicionado, a mistura foi extraida com etilace-
tato (3 x 40 ml). A camada de etilacetato combinada foi secada em sulfato
de sdédio anidro e concentrada sob vacuo para render o produto que foi puri-
ficado através de cromatografia de coluna (10% de MeOH/CHCI3) (89%).
10 Ester de 17-(1,5-dimetil-hexil)-10,13-dimetil-2,3,4,7,8,9,10,11,12,
13,14,15,16,17-tetradecaidro-1H-ciclopental[a]fenantren-3-ila de acido (6-{3-
[Bis-(4-metodxi-fenil)-fenil-metoximetil]-4-hidréxi-pirrolidin- 1-il}-6-oxo-hexil)-

carbamico AG

OCHj,4
e rae
o H\/\/\/I\L Q
b © OCHg
O
AG
15 Diol AF (1,25 gm 1,994 mmols) foi secado evaporando com piri-

dina (2 x 5 mL) a vacuo. Piridina anidra (10 ml) e 4,4'-dimetoxitritilcloreto
(0,724 g, 2,13 mmols) foi adicionado com agitagao. A reacgao foi realizada
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em temperatura ambiente durante a noite. A reagdo foi extinguida pela adi-
¢ao de metanol. A mistura de reacao foi concentrada sob vacuo e ao residuo
diclorometano (50 ml) foi adicionado. A camada orgénica foi lavada com 1M
de bicarbonato de sédio aquoso. A camada organica foi secada em sulfato
de soédio anidro, filtrada e concentrada. A piridina residual foi removida eva-
porando com tolueno. O produto bruto foi purificado através de cromatogra-
fia de coluna (2% de MeOH/cloroférmio, Rt = 0,5 em 5% de MeOH/CHCI5)
(1,75 g, 95%).

Ester de mono-(4-[bis-(4-metdxi-fenil)-fenil-metoximetil]-1-{6-[17-

- (1,5-dimetil-hexil)-10,13-dimetil 2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-tetrade-

caidro-1H ciclopenta[alfenantren-3-iloxicarbonilamino]-hexanoil}-pirrolidin-3-

il) de acido succinico AH
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HsCO o O
J{/\n/ CH0

OCH3

AH

O composto AG (1,0 g, 1,05 mmol) foi misturado com anidrido
succinico (0,150 g, 1,5 mmol) e DMAP (0,073 g, 0,6 mmol) e secado em um
vacuo a 40°C durante a noite. A mistura foi dissolvida em diclbroetano anidro
(8 ml), trietilamina (0,318 g, 0,440 mL, 3,15 mmols) foi adicionada e a solu-
cao foi agitada em temperatura ambiente sob atmosfera de argdnio por 16 h.
Foi depois diluida com diclorometano (40 ml) e lavada com gelo acido citrico
aquoso frio (5 %p, 30 ml) e agua (2 X 20 ml). A fase orgéanica foi secada em
sulfato de sédio anidro e concentrada a secura. O residuo foi usado como
tal para a préxima etapa.

CPG derivatizado com colesterol Al

. HaCO O O
HNJK/YOZ_XCHZO ®

O OCH3

O)\/\/\_—————-HN\H/O

O
Al

Succinato AH (0,254 g, 0,242 mmol) foi dissolvido em uma mis-
tura de diclorometano/acetonitrila (3:2, 3 ml). Aquela solugdo DMAP (0,0296
g, 0,242 mmol) em acetonitrila (1,25 ml), 2,2'-Ditio-bis(5-nitropiridina) (0,075
g, 0,242 mmol) em acetonitrila/dicloroetano (3:1, 1,25 mi) foram adicionados
sucessivamente. A solucdo resultante trifenilfosfina (0,064 g, 0,242 mmol)
em acetonitrila (0,6 mi) foi adicionada. A mistura de reacao tornou-se de cor

laranja clara. A solugéo foi brevemente agitada usando um agitador de agéo
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de pulsos (5 min). Alquilamina de cadeia longa-CPG (LCAA-CPG) (1,5 g,
61 mM) foi adicionada. A suspensao foi agitada por 2 h. A CPG foi filtrada

através de um funil sinterizado e lavada sucessivamente com acetonitrila,

diclorometano e éter. Grupos amino nao-reagidos foram mascarados usan-

do anidrido acético/piridina. O carregamento alcancado da CPG foi medido
tirando a medi¢ao de UV (37 mM/g).

A sintese de siRNAs carregando um grupo bisdecilamida de a-
cido 5'-12-dodecandico (aqui referido como "5'-C32-") ou um grupo derivado
de 5'-colesterila (aqui referido como "5'-Col-") foi executada como descrita
em WO 2004/065601, exceto que, para o derivado de colesterila, foi execu-
tada a etapa de oxidacdo usando o reagente de Beaucage para introduzir
uma ligacao de fosforotioato a terminagao 5' do oligdmero de acido nucléico.

Sequéncias de acido nucléico sdo representadas abaixo usando

nomenclatura padrdo, e especificamente as abreviagbes da Tabela 2.

TABELA 3: ABREVIACOES DOS MONOMEROS DE NUCLEO-
TIDEO USADOS NA REPRESENTACAO DA SEQUENCIA DE ACIDO NU-
CLEICO. Sera entendido que estes mondmeros, quando presentes em um
oligonucleotideo, estdo ligados mutuamente através de ligagbes de 5'-3*%-

fosfodiéster.

Abreviacao Nucleotideo(s)

A, a 2'-dedbxi-adenosina-5'-fosfato, adenosina-5'-fosfato

C,c 2'-deodxi-citidina-5'-fosfato, citidina-5'-fosfato

G, g 2'-dedxi-guanosina-5'-fosfato, guanosina-5'-fosfato

T, t 2'-dedxi-timidina-5'-fosfato, timidina-5'-fosfato

U, u 2'-dedxi-uridina-5'-fosfato, uridina-5'-fosfato

N, n qualquer 2'-dedxi-nucleotideo/nucleotideo (G, A, C,ou T,
g, a, couu)

Am 2'-O-metiladenosina-5'-fosfato

Cm 2'-O-metilcitidina-5'-fosfato

Gm 2'-O-metilguanosina-5'-fosfato
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Abreviacao . Nucleotideo(s)

Tm 2'-O-metil-timidina-5'-fosfato

Um 2'-O-metiluridina-5'-fosfato

Af 2'-fluor-2'-dedxi-adenosina-5'-fosfato

Cf 2'-fluor-2'-dedxi-citidina-5'-fosfato

Gf 2'-flior-2'-dedxi-guanosina-5'-fosfato

Tf 2'-fluor-2'-dedxi-timidina-5'-fosfato

uf 2'-fluor-2'-dedxi-uridina-5'-fosfato

A, C, G, T,U, | sublinhado: nucleosideo-5'-fosforotioato
a, cgtu '

am, cm, gm, sublinhado: 2-O-metil-nucleosideo-5'-fosforotioato
tm, um

2 Letras mailsculas representam 2'-deoxirribonucleotideos

(DNA), letras mindsculas representam ribonucleotideos (RNA)

VETORES DE EXPRESSAO DE DSRNA

Em outro aspecto da invengdo, moléculas de dsRNA especificas
para Ahal que modulam a atividade de expressao do gene Ahal sao ex-
pressadas das unidades de transcri¢do inseridas nos vetores de DNA ou
RNA (vide, por exemplo, Couture, A, et al., TIG. (1996), 12:5-10; Skillern, A.,
et al., Publicagao Internacional do PCT No. WO 00/22113, Conrad, Publica-
¢ao Internacional do PCT No. WO 00/22114, e Conrad, Pat. U. S. No.
6.054.299). Estes transgenes podem ser introduzidos como uma construgdo
linear, um plasmideo circular, ou um vetor viral, que podem ser incorporados
e herdados como um transgene integrado no genoma hospedeiro. O trans-
gene pode também ser construido para permiti-lo ser herdado como um
plasmideo extracromossémico (Gassmann, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
(1995) 92:1292).

Os filamentos individuais de um dsRNA podem ser transcritos
por promotores em dois vetores de expressao separados e podem ser co-
transfeccionados em uma célula alvo. Alternativamente cada filamento indi-

vidual do dsRNA pode ser transcrito por promotores ambos destes estao




10

15

20

25

30

91

localizados no mesmo plasmideo de expressao. Em uma modalidade prefe-
rida, um dsRNA é expressado como uma repeticao invertida unida por uma
sequéncia de polinucleotideo de ligador de modo que o dsRNA tem uma
estrutura tronco e de alga.

Os vetores de expressao de dsRNA recombinante sdao em geral
plasmideos de DNA ou vetores virais. dsRNA que expressam vetores virais
podem ser construidos com base em, mas nao-limitado a, adenovirus asso-
ciado (para uma revisao, vide Muzyczka, et al., Curr. Topics Micro. Immunol.
(1992) 158:97-129)); adenovirus (vide, por exemplo, Berkner, et al., BioTe-
chniques (1998) 6:616), Rosenfeld et al. (1991, Science 252:431-434), e
Rosenfeld et al. (1992), Cell 68:143-155)); ou alfavirus como também outros
conhecidos na técnica. Retrovirus foram usados para introduzir uma varie-
dade de genes em muitos tipos de células diferentes, incluindo células epite-
liais, in vitro e/ou in vivo (vide, por exemplo, Eglitis, et al., Science (1985)
230:1395-1398; Danos e Mulligan, Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1998)
85:6460-6464; Wilson et al., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:3014-3018;
Armentano et al., 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:61416145; Huber et
al., 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:8039-8043; Ferry et al., 1991, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 88:8377-8381; Chowdhury et al.,, 1991, Science
254:1802-1805; van Beusechem. et al., 1992, Proc. Nad. Acad. Sci. USA
89:7640-19 ; Kay et al.,, 1992, Human Gene Therapy 3:641-647; Dai et al.,
1992, Proc. Natl.Acad. Sci. USA 89:10892-10895; Hwu et al., 1993, J. Im-
munol. 150:4104-4115; patente U. S. No. 4.868.116; patente U. S. No.
4.980.286; Pedido de Patente do PCT WO 89/07136; Pedido de Patente do
PCT WO 89/02468; Pedido de Patente do PCT WO 89/05345; e Pedido de
Patente do PCT WO 92/07573). Vetores retrovirais recombinantes capazes
de transduzir e expressar genes inseridos no genoma de uma célula podem
ser produzidos transfeccionando o genoma retroviral recombinante em li-
nhagens celulares de embalagem adequadas tais como PA317 e Psi-CRIP
(Comette et al., 1991, Human Gene Therapy 2:5-10; Cone et al., 1984, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 81:6349). Vetores adenovirais recombinantes podem

ser usados para infetar uma ampla variedade de células e tecidos em hos-
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pedeiros suscetiveis (por exemplo, rato, hamster, cachorro, € chimpanzé)
(Hsu et al., 1992, J., Infectious Disease, 166:769), e também tém a vanta-
gem de nao requerer células mitoticamente ativas para infecgéao.

O promotor dirigindo a expressdo de dsRNA ou em um plasmi-
deo de DNA ou vetor viral da invengao pode ser uma RNA polimerase euca-
ridtica | (por exemplo promotor de RNA ribossémico), RNA Il polimerase (por
exemplo promotor prematuro do CMV ou promotor da actina ou promotor de
snRNA de U1) ou em geral promotor de RNA polimerase Il (por exemplo
promotor de RNA de SnRNA de U6 ou de 7SK) ou um promotor procariético,
por exemplo, o promotor T7, contanto que o plasmideo de expressdo tam-
bém codifique T7 RNA polimerase requerida para transcricdo de um promo-
tor T7. O promotor pode também dirigir a expressdo do transgene para o
pancreas (vide, por exemplo sequéncia reguladora de insulina para o pan-
creas (Bucchini et al., 1986, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:2511-2515)).

Além disso, a expressao do transgene pode ser precisamente
regulada, por exemplo, usando uma sequéncia reguladora induzivel e siste-
mas de expressao tais como uma sequéncia reguladora que seja sensivel a
certos reguladores fisiolégicos, por exemplo, niveis de glicose circulante, ou
horménios (Docherty et al., 1994, FASEB J., 8:20-24). Tais sistemas de ex-
pressao induzivel, adequados para o controle de expressao do transgene
em células ou em mamiferos incluem regulagdao por ecdisona, através de
estrogénio, progesterona, tetraciclina, indutores quimicos de dimerizagao, e
isopropil-beta-D1-tiogalactopiranosideo (EPTG). Uma pessoa versada na
técnica poderia selecionar a sequéncia reguladora/promotora apropriada
com base no uso intencionado do transgene de dsRNA.

Em geral, vetores recombinantes capazes de expressar molécu-
las de dsRNA sao liberados como descrito abaixo, e persistem em células
alvos. Alternativamente, vetores virais podem ser usados que fornecem ex-
pressao transiente das moléculas de dsRNA. Tais vetores podem ser admi-
nistrados repetidamente quando necessario. Uma vez expressos, os dsR-
NAs ligam ao RNA alvo e modulam sua fungédo ou expressao. Liberagdo dos

vetores de expressao de dsRNA pode ser sistémica, tal como por adminis-
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tracdo intravenosa ou intramuscular, por administracdo as células alvos ex-
plantadas do paciente seguidas por reintrodu¢do no paciente ou por quais-
quer outros meios que permitam introdugdo em uma célula alvo desejada.

plasmideos de DNA de expressdo de dsRNA séao tipicamente
transfeccionados em células alvas como um complexo com veiculos de lipi-
dios catiénicos (por exemplo Oligofectamina) ou veiculos baseados de lipi-
dios nao-catidnicos (por exemplo Transit-TKO™). Transfec¢des de lipidios
multiplas para choques mediados por dsRNA que alvejam regic”)e_s diferentes
de um gene de Aha1 simples ou genes de Ahal multiplos em um periodo de
uma semana ou mais sdo também contempladas pela invengao. Introdugcéao
com sucesso dos vetores da invencao em células hospedeiras pode ser
monitorada usando varios métodos conhecidos. Por exemplo, transfecgao
transiente pode ser sinalizada com repérter, tal como um marcador fluores-
cente, tal como Proteina Fluorescente Verde (GFP). Transfecgcao estavel de
células ex vivo pode ser assegurada usando marcadores que provéem a
célula transfeccionada com resisténcia aos fatores ambientais especificos
(por exemplo, antibidticos e farmacos), tais como resisténcia a higromicina
B.

As moléculas de dsRNA especificas para Aha1 podem também
ser inseridas nos vetores e usadas como vetores de terapia de gene para
pacientes humanos. Vetores de terapia de gene podem ser liberados a um
sujeito, por exemplo, por inje¢do intravenosa, administragéo local (vide pa-
tente U. S. 5.328.470) ou através de injecao estereotatica (vide por exemplo,
Chen et al. (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:3054-3057). A preparagao
farmacéutica do vetor de terapia de gene pode incluir o vetor de terapia de |
gene em um diluente aceitavel, ou pode compreender uma matriz de libera-
cdo lenta no qual o veiculo de liberagao de gene estd embutido. Alternati-
vamente, onde o vetor de liberacdo de gene completo pode ser produzido
intacto das células recombinantes, por exemplo, vetores retrovirais, a prepa-
racdo farmacéutica pode incluir uma ou mais células que produzem o siste-
ma de liberagcao de gene.

SIRNA Aha1l EM VARREDURA IN VITRO
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VARREDURA DE DOSE UNICA EM CELULAS Hela E MLE 12

Células HelLa foram obtidas da American Type Culture Collecti-
on (Rockville, MD, cat. No. HB-8065) e cultivadas em F12 de Harm's (Bioc-
hrom AG, Berlim, Alemanha, cat. No. FG0815) suplementado para conter
10% de soro de bezerro fetal (FCS) (Biochrom AG, Berlim, Alemanha, cat.
No. S0115), Penicilina 100 U/ml, Estreptomicina 100 pg/mi (Biochrom AG,
Berlim, Alemanha, cat. No. A2213) a 37°C em uma atmosfera com 5% de
CO., em uma incubadora umedecida (Heraeus HERAcell, Kendro Laboratory
Products, Langenselbold, Alemanha).

Células de MLE 12 foram obtidas da American Type Culture
Collection (Rockville, MD, cat. No. CRL-2110) e cultivadas em Meio de HI-
TES (mistura 1:1 de MEM de Dulbecco (Biochrom AG, Berlim, Alemanha,
cat. No: F0435) + F12 de Ham (Biochrom AG, Berlim, Alemanha, cat. No:
FGO0815)) suplementado para conter 2% de soro de bezerro fetal (FCS) (Bi-
ochrom AG, Berlim, Alemanha, cat. No. S0115), Penicilina 100 U/ml, Estrep-
tomicina 100 ug/mi (Biochrom AG, Berlim, Alemanha, cat. No. A2213), 4 mM
de L-Glutamina (Biochrom AG, Berlim, Alemanha, cat. No: K0282), 1 x Insu-
lina/Transferrina/Na-Selenita (Gibco: 51500-056), 10 nM de Hidrocortisona
(Sigma Munique, Alemanha, cat. No: H6909), 10 nM de B-Estradiol (Sigma
Munique, Alemanha, cat. No: E2257), e 10 MM de HEPES (USB Europe
GmBH, Staufen, Alemanha, cat. No.: 16926) a 37°C em uma atmosfera com
5% de CO,; em uma incubadora umedecida (Heraeus HERAcell, Kendro La-
boratory Products, Langenselbold, Alemanha).

TRANSFECCAO E QUANTIFICAGCAO DE mRNA

Células HelLa e MLE12 foram semeadas a uma densidade de
2,0 x 10* células/célula em placas de 96 cavidades para transfec¢do com
siRNA, e transfeccionadas diretamente. Transfec¢ao de siRNA (30 nM) foi
realizada com lipofectamina 2000 (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Alemanha,
cat. No. 11668-019) como descrita pelo fabricante. 24 horas apds transfec-
¢do, as células foram lisadas e os niveis de mRNA de Ahail foram quantifi-
cados com o kit Quantigene Explore (Genosprectra, Dumbarton Circle Fre-
mont, USA, cat. No. QG-000-02) de acordo com o protocolo do fabricante.
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Niveis de mMRNA de Ahal foram normalizados para mRNA de GAPDH. As
leituras foram obtidas em quadruplicagdes para cada siRNA. Duplices de
siRNA nao relacionados para o gene de Aha1 foram usados como controle.
A atividade de um duplex de siRNA especifico para Aha1 dado foi expres-
sada como por cento da concentracdo de mRNA de Ahal em células trata-
das com relagdo a concentragdo de mRNA de Ahal em células tratadas
com o duplex de siRNA de controle.

TABELA 4: SEQUENCIAS DE SONDA USADAS COM O KIT
DE QUANTIGENE EXPLORE (GENOSPECTRA) NA QUANTIFICAGCAO DE
AHA1 DE Homo Sapiens (HS ’

Nome de FPL Funcao | Sequéncia

hsAha1 001 CE GATGTAAATTCCCATTGCTTCTCTTTTTTC
TCTTGGAAAGAAAGT

hsAhat 002 CE TGAACTCTGTTTT-
GAGGGTGCTTTTTTCTCTTGGAAAGAA-
AGT

hsAha1 003 CE GGGTCTACTGACTCTCCATTCATTGTTTTT
CTCTTGGAAAGAAAGT ’

hsAha1 004 CE CCTTGCGCTCCT-
CAGTTTTCTTTTTCTCTTGGAAAGAAAGT

hsAha1 005 CE GGTTTTTGAAGGAGCAGGCTTAGTTTTTC
TCTTGGAAAGAAAGT

hsAha1 006 LE ACGCTGTTTTCATCAGACAAATTTTTTTAG
GCATAGGACCCGTGTCT

hsAha1 007 LE GCTCACACTAATCTCCACTTCATCCTTTTT
AGGCATAGGACCCGTGTCT

hsAhat 008 LE TCATTAAGGCCACGAGATTTGTTTTTTAGG
CATAGGACCCGTGTCT

hsAha1 009 LE TAGGTAAGATCATGCCCTGGGTTTTTAGG
CATAGGACCCGTGTCT

hsAha1 010 LE ACTCCAACAGGTCTGGCCTGTTTTTAGGC
ATAGGACCCGTGTCT

hsAha1 011 BL GTCAGGCTCATCTTTGGCAAG

hsAhat 012 BL TAGAAGTTTCACCCCTTCTTCCT

hsAhat 013 BL AGTGCTGGCTGCCCCACT

TABELA 5: SEQUENCIAS DE SONDA USADAS COM KIT DE
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QUANTIGENE EXPLORE (GENOSPECTRA) NA QUANTIFICAGCAO DE

AHA1 DE Mus Musculus (mm)

Nome de FPL Fungao Sequéncia
mmAhsa 1001 CE CTCGAACGGCCAGGAA-
CATTTTTCTCTTGGAAAGAAAGT
mmAhsa 1002 CE GCACTTGCCCTCTTCATTTTCTATTTTTC
TCTTGGAAAGAAAGT
mmAhsa 1003 CE TTGATGGATGCCTCCC-
CATTTTTTCTCTTGGAAAGAAAGT
mmAhsa 1004 CE AACTCTGTCTTGAGGGTGCTGATTTTTT
CTCTTGGAAAGAAAGT
CE TTTGGCCTGGCTTTTTGA-
ATTTTTCTCTTGGAAAGAAAGT
LE CAAGCTTGTTCACTTCGGTCACCTCTTTT
TAGGCATAGGACCCGTGTCT
LE CCTGACTTAGAGGTACCTGTCCAGTTTT
TTTAGGCATAGGACCCGTGTCT
LE GATTTCCACATGTCCTTTGTACTGCACTT
TTTTAGGCATAGGACCCGTGTCT
LE ATTTTCATCAGACAAATTGGGTTTTTAGG
CATAGGACCCGTGTCT
LE TAATCTCCACTTCATCCACGCTTTTTTAG
GCATAGGACCCGTGTCT
LE TTTCACCCCGTCTTCCTTCATTTTTAGGC
ATAGGACCCGTGTCT
LE ACTGTGGGCAAGATCATGCCCTGAGTAT
TTTTAGGCATAGGACCCGTGTCT
BL AAGATAAGTTTGCCTTTCCTGTTG
BL CAGTTTGATGGTCCACTCATAGAAG
BL CATCTTTGGCAAGGCTCACAC
BL TTAAGGCCACGAGATTTGTGTCAGGCT
BL GTAAATTCCCACTGCTTCTCTCAGAAG
BL CACTGGATCTACTGACTCTCCATTC
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Nome de FPL Funcao Sequéncia
BL CTCAGTCTTTAGTGCTGGCTGGCC
BL GGAGCAGACTTAGCCTTGCAAGT

CURVA DE DOSE-RESPOSTA EM CELULAS Hela

Transfecgao e quantificagdo de mRNA: Para transfeccdo com
siRNA, as células HeLa foram semeadas a uma densidade de 2,0 x 10* cé-
lulas/cavidade em placas de 96 cavidades e transfeccionadas diretamente.
Transfecg¢édo de siRNA foi realizada com lipofectamina 2000 (Invitrogen Gm-
bH, Karlsruhe, Alemanha, cat. No. 11668-019) como descrito pelo fabrican-
te. siRNAs foram concentrados de 30 nM em diluicbes de 3 vezes para 14
pM. 24 horas apds transfecc¢ao, as células HelLa foram lisadas e os niveis de
mRNA de Aha1 foram quantificados com o kit Quantigene Explore (Genos-
prectra, Dumbarton Circle Fremont, USA, cat. No. QG-000-02) de acordo
com o protocolo. Niveis de mRNA de Ahail foram normalizados para mRNA
de GAP-DH. Para cada siRNA, quatro pontos de dados individuais foram
colhidos. Duplices de siRNA nao relacionados ao gene de Ahal foram usa-
dos como controle. A atividade de um duplex de siRNA especifico para A-
ha1 dado foi expressada como por cento de concentracao de mRNA de A-
ha1 em células tratadas com relagcao a concentragdao de mRNA de Aha1 em
células tratadas com o duplex de siRNA de controle. Ajuste XL foi usado
para calcular os valores de ICsp.

Tabela 6 fornece valores para inibicao da expressao de Ahat
usando varias moléculas de dsRNA da invengao.

TABELA 6: mRNA De Ahal RESIDUAL EM % DE CONTROLE
EM CELULAS HelLa E MLE12 TRATADAS COM SOLUCOES DE 30 nM DE
VARIOS AGENTES DE RNAi ESPECIFICOS PARA Ahat, E ICs, PARA
AGENTES DE RNAi SELECIONADOS DETERMINADOS EM CELULAS
Hela
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Identificador de | Células Hela, | ICs0 em células | Células MLE12,
duplex mRNA residual | HeLa [nM] mRNA - residual
[%] [%]
AL-DP-7299 19+3 105 +17
AL-DP-7300 72 94 +13
AL-DP-7301 31 0,035 14+ 3
AL-DP-7302 17 +5 6116
AL-DP-7303 5+2 235
AL-DP-7304 7+3 307
AL-DP-7305 62 26 +6
AL-DP-7306 27 +8 45 + 11
AL-DP-7307 166 1,1 27 = 8
AL-DP-7308 13+5 0,21 207
AL-DP-7309 103 0,36 22 +8
AL-DP-7310 51 £13 59 +13
AL-DP-7311 4+3 0,07 16 + 4
AL-DP-7312 14+3 40 + 8
AL-DP-7313 63 + 14 80 +10
AL-DP-7314 97 = 21 88 +10
AL-DP-7315 76 + 24 77 £10
AL-DP-7316 7+2 0,34 23+6
AL-DP-7317 113 44 + 12
AL-DP-7318 4+£2 0,29 16 +3
AL-DP-7319 387 73 + 21
AL-DP-7320 16 £4 0,07 155
AL-DP-7321 130 + 36 81 +16
AL-DP-7322 42 0,045 10+3
AL-DP-7323 24+6 55 + 11
AL-DP-7324 3x2 0,089 124
AL-DP-7325 5+2 0,3 124
AL-DP-7326 3+1 0,27 19+7
AL-DP-7327 3+1 0,08 137
AL-DP-7328 49 + 14 67 =10
AL-DP-7329 6+2 0,2 185
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Identificador de | Células Hela, | ICso em células | Células MLE12,

ddplex mRNA residual | HeLa [nM] mRNA  residual
[%] [%]

AL-DP-7330 64 +19 78 +10

AL-DP-7331 52 0,55 135

AL-DP-7332 95 + 20 82 =15

AL-DP-7333 2+1 0,27 9+3

AL-DP-7334 94 + 17 83+ 19

AL-DP-7335 115 57 + 11

AL-DP-7336 22 + 4 6312

AL-DP-7337 62 0,29 205

AL-DP-7338 39+6 56 + 10

AL-DP-7339 10+ 1 35+6

AL-DP-7340 8+2 0,61 19+6

AL-DP-7341 17 £ 4 55+ 16

AL-DP-7342 6+4 0,5 15+ 3

AL-DP-7343 26 =4 10319

AL-DP-7344 5+2 38 + 11

AL-DP-7345 53 + 22 63 + 15

AL-DP-7346 22 +4 44 + 11

AL-DP-9250 4 x1

AL-DP-9251 519

AL-DP-9252 192

AL-DP-9253 11 =1

AL-DP-9254 7+1

AL-DP-9255 5+0

AL-DP-9256 5+0

AL-DP-9257 70

AL-DP-9258 9+1

AL-DP-9259 7+1

AL-DP-9260 15+3

AL-DP-9261 21 +2

AL-DP-9262 24 +4

AL-DP-9263 25+6

AL-DP-9264 7+2
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Identificador de | Células Hela, | ICso em células | Células MLE12,

duplex mRNA residual | HeLa [nM] mRNA  residual
[%] (%]

AL-DP-9265 8+1

AL-DP-9266 112

AL-DP-9267 45+ 4

AL-DP-9268 9=x1

AL-DP-9269 5+1

AL-DP-9270 61

AL-DP-9271 62

AL-DP-9272 26+8

AL-DP-9273 11 +1

AL-DP-9274 7 1

AL-DP-9275 8+1

AL-DP-9276 4 +1

AL-DP-9277 10+ 1

AL-DP-9278 2+0

AL-DP-9279 3+0

AL-DP-9280 12+ 1

AL-DP-9281 82

AL-DP-9282 3+0

AL-DP-9283 6+1

AL-DP-9284 39+2

AL-DP-9285 4 + 1

AL-DP-9286 61 = 11

AL-DP-9287 3+1

AL-DP-9288 275

AL-DP-9289 6+1

Em resumo, AL-DP-7301, AL-DP-7308, AL-DP-7318, AL-DP-
7320, AL-DP-7322, AL-DP-7324, AL-DP-7325, AL-DP-7326, AL-DP-7327,
AL-DP-7329, AL-DP-7331, AL-DP-7333, AL-DP-7340, e AL-DP-7342 inibi-
ram expressdo de Ahal em pelo menos 80% em células HeLa e MLE12,
AL-DP-7303, AL-DP-7305, AL-DP-7307, AL-DP-7309, AL-DP-7316, e AL-
DP-7337 inibiram expressdo de Aha1 em pelo menos 80% em células Hela



10

15

20

101

e em pelo menos 70% em células MLE12, AL-DP-7304, AL-DP-7312, AL-
DP-7339, e AL-DP-7344 inibiram expressao de Ahal em pelo menos 80%
em células Hel.a e em pelo menos 60% em células MLE12, AL-DP-7306,
AL-DP-7317, e AL-DP-7346 inibiram expressao de Ahal em pelo menos
70% em células HelLa e em pelo menos 50% em células MLE12, AL-DP-
7310, AL-DP-7323, AL-DP-7335, AL-DP-7338, e AL-DP-7341 inibiram ex-
pressao de Ahal em pelo menos 40% em células HeLa e MLE12, e AL-DP-
7302, AL-DP-7315, AL-DP-7328, AL-DP-7330, AL-DP-7336, e AL-DP-7345
inibiram expressdo de Ahal em pelo menos 20% em células HelLa e MLE12.

Além disso, AL-DP-9250, AL-DP-9252, AL-DP-9253, AL-DP-
9254, AL-DP-9255, AL-DP-9256, AL-DP-9257, AL-DP-9258, AL-DP-9259,
AL-DP-9260, AL-DP-9264, AL-DP-9265, AL-DP-9266, AL-DP-9268, AL-DP-
9269, AL-DP-9270, AL-DP-9271, AL-DP-9273, AL-DP-9274, AL-DP-9275,
AL-DP-9276, AL-DP-9277, AL-DP-9279, AL-DP-9280, AL-DP-9281, AL-DP-
9282, AL-DP-9283, AL-DP-9285, AL-DP-9287, e AL-DP-9289 inibiram ex-
pressdo de Ahal em pelo menos 80% em células HelLa, AL-DP-9261, AL-
DP-9262, AL-DP-9263, AL-DP-9272, e AL-DP-9288 inibiram expressao de
Ahal em pelo menos 70% em células HeLa, AL-DP-9263 inibiu expressao
de Ahal em pelo menos 60% em células HelLa, AL-DP-9267 inibiu expres-
sao de Ahail em pelo menos 50% em células HelLa, AL-DP-9251 inibiu ex-
pressdo de Ahatl em pelo menos 40% em células Hela, e AL-DP-9286 ini-
biu expressao de Ahal em pelo menos 30% em células Hel a.
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<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,6 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 18

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"
<400> 1

auugguccac ggauaagcut t 21

<210> 2

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulacdo de Aha 1

<220>
<223> A&cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto &, base + ac¢ucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"
<400> 2

agcuuauccg uggaccaaut t 21

<210> 3

<211> 21 ~©

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi1I para infrarregulacdo de Aha 1
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<220>
<223> Acido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é, base + agicar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>

<221> base_modificada

<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19
<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"

<400> 3
gugaguaagc uugauggagt t 21
<210> 4
<211> 21

<212> DNA
<213> Seguéncia artificial

<220>
<223> BAgentes de RNAi para infrarregulacdo de Aha 1

<220>
<223> 4cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto &, base + agicar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"
<400> 4

cuccaucaag cuuacucact t 21

<210> 5

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> 4cido nucléico 5'-terminal €& um nucleosideo, isto é, base + aglcar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>

<221> base_modificada

<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19
<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"”

<400> 5
agucaaaauc cccacuugut t 21
<210> 6
<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> 4cido nucléico 5'~terminal é& um nucleosideo, isto é, base + agucar mas

carecendo de 5'-fosfato
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<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,.15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"
<400> 6

acaagugggg auuuugacut t 21

<210> 7

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> RAgentes de RNAi para infrarregulacdo de Aha 1

<220>
<223> A4acido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é, base + agicar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"
<400> 7

aaaucucgug gccuuaaugt t 21

<210> 8

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> Acido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é, base + agucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>

<221> Dbase_modificada

<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19
<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila”

<400> 8
cauuaaggcc acgagauuut t 21
<210> 9
<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> Acido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é, base + agicar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>

<221> base modificada

<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19
<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila”
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<400> S
gagauuagug ugagccuugt t 21
<210> 10
<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulag¢do de Aha 1

<220>
<223> &cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é, base + agicar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> base_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"
<400> 10

caaggcucac acuaaucuct t 21

<210> 11

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulag¢do de Aha 1

<220>
<223> 4acido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é, base + agucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'~-O-metila”
<400> 11

aaucucgugg ccuuaaugat t 21

<210> 12

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> &cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é, base + agicar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>

<221> Dbase_modificada

<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19
<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila”

<400> 12
ucauuaaggc cacgagauut t 21
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<210> 13

<211> 21

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> BAgentes de RNAi para infrarrequlagi&o de Aha 1

<220>
<223> &4cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é, base + agicar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> i, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"”
<400> 13

agauuagugu gagccuugct t 21

<210> 14

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> 4cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é, base + acgucar mas
carecendo de 5'-fosfato ’

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"
<400> 14

gcaaggcuca cacuaaucut t 21

<210> 15

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> A&acido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto &, base + agicar mas
carecendo de 5'~fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 18

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"
<400> 15

cgggcggacg ccaccaacgt t 21

<210> 16

<211> 21
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<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNALI para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> 4cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é, base + acucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 18

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"”
<400> 16

cguugguggc guccgcccgt t 21

<210> 17

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulag¢do de Aha 1

<220>
<223> adcido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto &, base + acgucar mas
carecendo de S5'-fosfato

<220>
<221> base_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila”
<400> 17

ggcggacgcc accaacguct t 21

<210> 18

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregula¢do de Aha 1

<220>
<223> acido nucléico S5'-terminal é um nucleosideo, isto &, base + agucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> base_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,.17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila”
<400> 18

gacguuggug gcguccgcct t 21

<210> 19

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
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<223> Agentes de RNAi para infrarregulacdo de Aha 1

<220>
<223> 4cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto &, base + acgicar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> base_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"
<400> 19

gggcggacgc caccaacgut t 21

<210> 20

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNALI para infrarregulag@o de Aha 1

<220>
<223> 4&cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é, base + aguicar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> base_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila”
<400> 20

acguuggugg cguccgccct t 21

<210> 21

<211> 21

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> BAgentes de RNAi para infrarregulagd@oc de Aha 1

<220>
<223> 4cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é, base + agucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> base_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"
<400> 21

caacgucaac aacuggcact t 21

<210> 22

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> BAgentes de RNAi para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
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<223> 4cido nucléico S'-terminal é um nucleocsideo, isto &, base + ag¢thcar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila”™
<400> 22

gugccaguug uugacguugt t 21

<210> 23

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> BAgentes de RNAi para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> acido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é, base + agicar mas
carecendo de 5'~fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 8, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila”
<400> 23

gcgggcggac gccaccaact t 21

<210> 24

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAiL para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> A&cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto &, base + aglcar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>

<221> Dbase_modificada

<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 112, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19
<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"

<400> 24
guugguggcg uccgccecget t 21
<210> 25
<211> 21

<212> DNA
<213> Seguéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulag¢d@o de Aha 1

<220>
<223> 4cido nucléico S5'-terminal é um nucleosideo, isto &, base + agucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
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<221> base_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila”
<400> 25

aucucguggc cuuaaugaat t 21

<210> 26

<211> 21

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulag¢do de Aha 1

<220>
<223> 4cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é, base + agucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"”
<400> 26

uucaunaagg ccacgagaut t 21

<210> 27

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAiI para infrarregulacgdo de Aha 1

<220>
<223> 4cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto &, base + acgucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> i, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila”
<400> 27

acgucaacaa cuggcacugt t 21

<210> 28

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulacgdo de Aha 1

<220>
<223> &4cido nucléico 5'~terminal é um nucleosideo, isto &, base + agucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>

<221> base modificada

<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19
<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"
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<400> 28
cagugccagu uguugacgut t 21
<210> 29
<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulac&o de Aha 1

<220>
<223> 4cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto €, base + agucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila”
<400> 29

accaacguca acaacuggct t 21

<210> 30

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> BAgentes de RNAi para infrarregulacdo de Aha 1

<220>
<223> 4cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto &, base + agucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila”
<400> 30

gccaguuguu gacguuggut t 21

<210> 31

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> BAgentes de RNAi para infrarregulacdo de Aha 1

<220>
<223> 4cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto €, base + agucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>

<221> Dbase_modificada

<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19
<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"”

<400> 31
acgcuggauc guggaggagt t 21
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<210> 32
<211> 21
<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulacgdo de Aha 1

<220>
<223> &cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é, base + ag¢icar mas

carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila”
<400> 32

cuccuccacg auccagcgut t 21

<210> 33

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> Aacido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto &, base + agucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> base_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"
<400> 33

agacccacgc uggaucgugt t 21

<210> 34

<211i> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> RAgentes de RNAiLi para infrarregulacdo de Aha 1

<220>
<223> 4&cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto &, base + ac¢ucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> base_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila”
<400> 34

cacgauccag cgugggucut t 21

<210> 35

<211> 21

<212> DNA



113

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulag&do de Aha 1

<220>
<223> &cido nucléico 5'-terminal & um nucleosideo, isto &, base + acgucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila”
<400> 35

gacccacgcu ggaucguggt t 21

<210> 36

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> acido nucléico 5'-terminal € um nucleosideo, isto &, base + acgicar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"”
<400> 36

ccacgaucca gcguggguct t 21

<210> 37

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulacdo de Aha 1

<220>
<223> &cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto &, base + acucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>

<221> Dbase_modificada

<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 106, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19
<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"”

<400> 37
gaauuuacau cagcacccut t 21
<210> 38
<211> 21

<212> DNA .
<213> Sequéncia artificial

<220> .
<223> Agentes de RNAi para infrarregulacdo de Aha 1
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<220>
<223> acido nucléico 5'-terminal € um nucleosideo, isto &, base + acucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"
<400> 38

agggugcuga uguaaauuct t 21

<210> 39

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> &acido nucléico S'-terminal é um nucleosideo, isto &, base + agucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 18

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila™
<400> 39

gggaauuuac aucagcacct t 21

<210> 40

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAiI para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> &4cido nucléico S'-terminal é um nucleosideo, isto &, base + acicar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 18

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila”
<400> 40

ggugcugaug uaaauuccct t 21

<210> 41

<211> 21

<212> DNA
<213> Seguéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulag@o de Aha 1

<220>
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<223> &cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é, base + agicar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> base_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"”
<400> 41

ugggaauuua caucagcact t 21

<210> 42

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> 4cido nucléico 5'-terminal € um nucleosideo, isto &, base + ag¢ucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> base_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"”
<400> 42

gugcugaugu aaauucccat t 21

<210> 43

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> BAgentes de RNAi para infrarregulacédo de Aha 1

<220>
<223> 4cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é, base + ag¢ucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"
<400> 43

ccaacgucaa caacuggcat t 21

<210> 44

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> &cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto &, base + acgucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
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<221> Dbase_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"
<400> 44

ugccaguugu ugacguuggt t 21

<210> 45

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulacdo de Aha 1

<220>
<223> &4cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é, base + ag¢lcar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila”
<400> 45

aaguggggug agggagacct t 21

<210> 46

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> 4acido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto €, base + agucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>

<221> Dbase_modificada

<222> i, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19
<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila”

<400> 46
ggucucccuc accccacuut t 21
<210> 47
<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> BAgentes de RNAi para infrarregulacdo de Aha 1

<220>
<223> 4cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é, base + aglcar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>

<221> Dbase_modificada

<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19
<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"
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<400> 47
acacaaaucu cguggccuut t 21
<210> 48
<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> &cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é, base + acucar mas
carecendo de 5'~fosfato

<220>
<221> Dbase _modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila”
<400> 48

aaggccacga gauuugugut t 21

<210> 49

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNARi para infrarregulacédo de Aha 1

<220>
<223> 4&cido nucléico 5'-~terminal & um nucleosideo, isto é, base + agucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 8, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"™
<400> 49

acccacgcug gaucguggat t 21

<210> 50

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulacgdo de Aha 1

<220>
<223> A&cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto &, base + acgucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>

<221> base_modificada

<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19
<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"

<400> 50
uccacgaucc agcgugggut t 21
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<210> 51

<211> 21

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAiI para infrarregulag¢do de Aha 1

<220>
<223> 4&cido nucléico 5'-terminal ¢ um nucleosideo, isto é, base + agicar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> base_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila”
<400> 51

gagucaaaau ccccacuugt t 21

<210> 52

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> 4cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é, base + acgucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>

<221> base_modificada

<222> i, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19
<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"”

<400> 52
caagugggga uuuugacuct t 21
<210> 53
<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> 4cido nucléico S5'-terminal & um nucleosideo, isto é, base + aglcar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>

<221> base_modificada

<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19
<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila”

<400> 53
gagcucuaua gaguguuuat t 21
<210> 54
<211> 21

<212> DNA
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<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulacd@o de Aha 1

<220>
<223> Acido nucléico 5'-terminal & um nucleosideo, isto é, base + agliicar mas
carecendo de S'-fosfato

<220>
<221> base_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"”
<400> 54

uaaacacucu auagagcuct t 21

<210> 55

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulacdo de Aha 1

<220>
<223> 4cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é, base + agGcar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila”
<400> 55

ggcagcggua cuacuuugat t 21

<210> 56

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulacdo de Aha 1

<220>
<223> Aacido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto &, base + ag¢ucar mas
carecendo de 5'~fosfato

<220>
<221> base_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila”
<400> 56

ucaaaguagu accgcugcct t 21

<210> 57

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Dngentes de RNAi para infrarregulagdo de Aha 1
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<220>
<223> &cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto &, base + agucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 8, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila™
<400> 57

gacacaaauc ucguggccut t 21

<210> 58

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> BRgentes de RNAi para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> &acido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto &, base + agucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>

<221> base_modificada

<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19
<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"

<400> 58
aggccacgag auuuguguct t 21
<210> 59
<21i1> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> BAgentes de RNAi para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> Acido nucléico 5'-terminal & um nucleosideo, isto &, base + ag¢icar mas
carecendo de 5'-~fosfato

<220>

<221> Dbase_modificada

<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19
<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"

<400> 59
agcgggcgga cgccaccaat t 21
<210> 60
<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNALI para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
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<223> é&cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto &, base + agucar mas
carecendo de 5'-~fosfato

<220>
<221> base_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,6 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"
<400> 60

uugguggcgu ccgecccgeut t 21

<210> 61

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> RAgentes de RNAi para infrarregulacdo de ARha 1

<220>
<223> 4cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto &, base + ag¢ulcar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"
<400> 61

caaaaucccc acuuguaagt t 21

<210> 62

<211> 21

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulacé&o de Aha 1

<220>
<223> &cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é, base + acgucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> base_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"
<400> 62

cuuacaagug gggauuuugt t 21

<210> 63

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAiL para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> dcido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é, base + acicar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
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<221> Dbase_modificada
<222> i, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila”
<400> 63

gagacccacg cuggaucgut t 21

<210> 64

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> 4&cido nucléico 5'~terminal é um nucleosideo, isto é, base + aglcar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"
<400> 64

acgauccagc gugggucuct t 21

<210> 65

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAiLI para infrarrequlag¢do de Aha 1

<220>
<223> Acido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é, base + agucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220> .
<221> base_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila”
<400> 65

gagccuugcc aaagaugagt t 21

<210> 66

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> 4cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é, base + ac¢dicar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>

<221> Dbase_modificada

<222> i, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19
<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"
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<400> 66
cucaucuuug gcaaggcuct t 21
<210> 67
<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulacg&@o de Aha 1

<220>
<223> 4&cido nucléico 5'~-terminal é um nucleosideo, isto &, base + acgucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> base_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"”
<400> 67

ugacacaaau cucguggcct t 21

<210> 68

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAiLI para infrarregulag¢ao de Aha 1

<220>
<223> &cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é, base + agucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> base_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"
<400> 68

ggccacgaga uuugugucat t 21

<210> 69

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> &cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto &, base + acucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>

<221> Dbase_modificada

<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19
<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila™

<400> 69
ggagcucuau agaguguuut t 21
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<210> 70
<211> 21
<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulag¢do de Aha 1

<220>
<223> &cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é, base + agicar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila”
<400> 70

aaacacucua uagagcucct t 21

<210> 71

<211> 21

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulag¢do de Aha 1

<220>
<223> Acido nucléico S5'-terminal é um nucleosideo, isto &, base + aclcar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"
<400> 71

cccacgcugg aucguggagt t 21

<210> 72

<211> 21

<212> DNA

<213> Seguéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulacgdo de Aha 1

<220>
<223> &cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto &, base + acgucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5 6, 7, 8 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila”
<400> 72

cuccacgauc cagcgugggt t 21

<210> 73

<211> 21

<212> DNA
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<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulacdo de Aha 1

<220>
<223> 4cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto &, base + actcar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila”
<400> 73

gauccccaau uugucugaut t 21

<210> 74

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulacdo de Aha 1

<220>
<223> 4acido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é, base + agucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>

<221> base_modificada

<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19
<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"

<400> 74
aucagacaaa uuggggauct t 21
<210> 75
<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulag¢ido de Aha 1

<220>
<223> A&cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto &, base + aclicar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"
<400> 75

gagaucccca auuugucugt t 21

<210> 76

<211> 21

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> BAgentes de RNAiI para infrarregulagdo de Aha 1
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<220>
<223> &cido nucléico 5'~terminal é um nucleosideo, isto é, base + agucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> base_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"”
<400> 76

cagacaaauwu ggggaucuct t 21

<210> 77

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAiL para infrarregulacdo de Aha 1

<220>
<223> acido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto &, base + ac¢icar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila”
<400> 77

agccugacac aaaucucgut t 21

<210> 78

<211> 21

<212> DNA
<213> Seguéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> acido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é, base + acucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> base_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila”
<400> 78

acgagauuug ugucaggcut t 21

<210> 79

<211> 21

<212> DNA
<213> Seguéncia artificial

<220>
<223> BAgentes de RNA1 para infrarregulac¢do de Aha 1

<220>
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<223> &cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é, base + acucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila™
<400> 79

agauccccaa uuugucugat t 21

<210> 80

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> BAgentes de RNALI para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> &cido nucléico 5°'-terminal & um nucleosideo, isto é, base + agucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"”
<400> 80

ucagacaaau uggggaucut t 21

<210> 81

<211> 21

<212> DNA
<213> Seguéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulacdo de Aha 1

<220>
<223> &cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é, base + acicar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> base_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"
<400> 81

agggagaccc acgcuggaut t 21

<210> 82

<211> 21

<212> DNA
<213> Seguéncia artificial

<220>
<223> BAgentes de RNAiLI para infrarregulagdo de BRha 1

<220>
<223> &4cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é, base + agucar mas
carecendo de 5'-~-fosfato

<220>



128

<221> Dbase_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila”
<400> 82

auccagcgug ggucucccut t 21

<210> 83

<211> 21

<212> DNA
<213> Seguéncia artificial

<220>
<223> BAgentes de RNAi para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> &cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto &, base + aglcar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> base_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila”
<400> 83

gagggagacc cacgcuggat t . 21

<210> 84

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> BAgentes de RNAi para infrarregulacado de Aha 1

<220>
<223> 4acido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é, base + ag¢ucar mas
carecendo de 5'~fosfato

<220>
<221> base_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"
<400> 84

uccagcgugg gucucccuct t 21

<210> 85

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulagédo de Aha 1

<220>
<223> 4cido nucliico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é, base + agucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>

<221> Dbase_modificada

<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19
<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"
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<400> 85
gccaaguggg gugagggagt t 21
<210> 86
<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> 4cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é, base + agucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila”
<400> 86

cucccucacc ccacuuggct t 21

<210> 87

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulagdoc de Aha 1

<220>
<223> Acido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é, base + agucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila”
<400> 87

uggcagcggu acuacuuugt t 21

<210> 88

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> BAgentes de RNAi para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> acido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto &, base + agucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>

<221> Dbase_modificada

<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19
<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"”

<400> 88
caaaguagua ccgcugccat t 21
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<210> 89

<211> 21

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> 4cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é, base + agicar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"”
<400> 89

ugagggagac ccacgcuggt t 21

<210> 90

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> 4acido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é, base + aglhcar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"
<400> S0

ccagcguggg ucucccucat t 21

<210> 91

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulagd@o de Aha 1

<220>
<223> 4cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto &, base + agucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>

<221> Dbase_modificada

<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19
<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"”

400> 91
aguggagauu agugugagct t 21
<210> 92
<211> 21

<212> DNA
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<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulagdo de ARha 1

<220>
<223> 4cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é, base + agucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"
<400> 92

gcucacacua aucuccacut t 21

<210> 93

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulag¢do de Aha 1

<220>
<223> &cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é, base + agucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 8, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila”
<400> 93

aggagcucua uagaguguut t 21

<210> 94

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulac¢do de Aha 1

<220>
<223> 4cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto &, base + agucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> i, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"
<400> 94

aacacucuau agagcuccut t 21

<210> 85

<211> 21

<212> DNA
<213> Seqguéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi1I para infrarregulagdo de Aha 1
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<220>
<223> 4acido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é, base + agucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"
<400> 95

agcgguacua cuuugagggt t 21

<210> 96

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulacdo de Aha 1

<220>
<223> Acido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é, base + ag¢ucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila™
<400> 96

cccucaaagu aguaccgcut t 21

<210> 97

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulacédo de Aha 1

<220>
<223> 4&cido nucléico 5'-terminal & um nucleosideo, isto é, base + acgucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>

<221> base_modificada

<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19
<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"

<400> 97
cgcuggaucg uggaggagct t 21
<210> 98
<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
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<223> &cido nucléico S5'-terminal ¢ um nucleosideo, isto é, base + ac¢ucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> base _modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila”
<400> 98

gcuccuccac gauccagcgt t 21

<210> 99

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulagdo de Rha 1

<220>
<223> 4cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto &, base + ag¢ucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, &, 7, 8, 8, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 198

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila”
<400> 99

gcuggaucgu ggaggagegt t 21

<210> 100

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAiL para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> A4cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é, base + agucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"”
<400> 100

cgcuccucca cgauccagct t 21

<210> 101

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> BAgentes de RNAi para infrarregulagdo de Rha 1

<220>
<223> &cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto &, base + agucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
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<221> Dbase_modificada
<222> i, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"”
<400> 101

cuggaucgug gaggagcggt t 21

<210> 102

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAiLI para infrarregulag¢do de Aha 1

<220>
<223> Acido nucléico S'-terminal & um nucleosideo, isto &, base + ag¢ucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"”
<400> 102

ccgcuccucc acgauccagt t 21

<210> 103

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulagd@o de Aha 1

<220>
<223> acido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é, base + ag¢ucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila”
<400> 103

uggaucgugg aggagcgggt t 21

<210> 104

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulacdo de Aha 1

<220>
<223> 4cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto &, base + aglcar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>

<221> Dbase_modificada

<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19
<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-O-metila"”
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<400> 104
cccgcuccuc cacgauccat t 21

<210> 105

<211> 21

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulacido de Aha 1

<220>
<223> 4&cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto €,
carecendo de 5'-fosfato

<220>

<221> base_modificada

<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi™

<400> 105
gccugacaca aaucucgugt t 21

<210> 106

<211> 21

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulagd@o de Aha 1

<220>
<223> 4acido nucléico 5'-terminal ¢ um nucleosideo, isto é,
carecendo de 5'~fosfato

<220>

<221> Dbase_modificada

<222> 1..18

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi"

<400> 106
cacgagauuu gugucaggct t 21

<210> 107

<211> 21

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> BAgentes de RNAiI para infrarregulagédo de Aha 1

<220>
<223> adcido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto &,
carecendo de 5'-fosfato

<220>

<221> Dbase_modificada

<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidroxi"

<400> 107
ccugacacaa aucucguggt t 21

base + ag¢icar mas

base + agucar mas

base + agucar mas
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<210> 108

<211> 21

<212> DNA

<213> Seguéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulag¢do de Aha 1

<220>
<223> 4cido nucléico 5'-~-terminal € um nucleosideo, isto é,
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi"
<400> 108

ccacgagauu ugugucaggt t 21

<210> 108

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> BAgentes de RNAiLI para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> 4&cido nucléico 5'-terminal & um nucleosideo, isto &,
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi™
<400> 109
acgccaccaa cgucaacaat t 21

<210> 110

<211> 21

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> 4dcido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto &,
carecendo de 5'-fosfato

<220>

<221> Dbase_modificada

<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi”

<400> 110
uuguugacgu ugguggcgut t 21

<210> 111
<211> 21
<212> DNA

base + acicar mas

base + agucar mas

base + agucar mas
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<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> 4acido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto €&,
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi"
<400> 111

agcucuauag aguguuuact t 21

<210> 112

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> BAgentes de RNAiL para infrarreqgulagao de Aha 1

<220>
<223> 4cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é,
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> base_modificada
<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi"
<400> 112

guaaacacuc uauvagagcut t 21

<210> 113

<211> 21

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> BAgentes de RNAi para infrarregulacdo de Aha 1

<220>
<223> 4cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é&,
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi"
<400> 113

gggcuggcag cgguacuact t 21

<210> 114

<211> 21

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulacdo de hAha 1

base + ag¢ucar mas

base + ag¢ucar mas

base + agucar mas
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<220>
<223> &cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto &,
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> base_modificada
<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi"
<400> 114

guaguaccgc ugccagecct t 21

<210> 115

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> 4cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é,
carecendo de 5'~fosfato

<220>
<221> base_modificada
<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi"
<400> 115

cuggcagcgg uacuacuuut t 21

<210> 116

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulagdo de ARha 1

<220>
<223> 4dcido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto &,
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> base_modificada
<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi"
<400> 116

aaaguaguac cgcugccagt t 21

<210> 117

<211> 21

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNALI para infrarregulacdo de Aha 1

<220>

base + agucar mas

base + agicar mas

base + agucar mas
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<223> &cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é, base + agucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>

<221> Dbase_modificada

<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi”

<400> 117
ggaugaagug gagauuagut t 21

<210> 118

<211> 21

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAiLI para infrarregulacdo de Aha 1

<220>
<223> 4&cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto &, base + agucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>

<221> Dbase_modificada

<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi"

<400> 118
acuaaucucc acuucaucct t 21

<210> 119

<211> 21

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAiI para infrarregulag&o de Aha 1

<220>
<223> A4cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto &, base + agicar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>

<221> base_modificada

<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi"

<400> 119
accagaggag cucuauagat t 21

<210> 120

<211> 21

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulac¢&o de Aha 1

<220>
<223> Acido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto &, base + acucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
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<221> Dbase_modificada
<222> 1..19

<223> [/base-mod = "base correspondente de 2'~hidréxi”
<400> 120

ucuauagagc uccucuggut t 21

<210> 121

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulacdo de Aha 1

<220>
<223> 4acido nucléico 5'-terminal €& um nucleosideo, isto &, base + agucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi"
<400> 121

aaguggagau uagugugagt t 21

<210> 122

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> 4cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto &, base + agucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> base_modificada
<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi”
<400> 122

cucacacuaa ucuccacuut t 21

<210> 123

<211> 21

<212> DNA
<213> Segquéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAL para infrarregulacdo de Aha 1

<220>
<223> 4Acido nucléico 5'-terminal & um nucleosideo, isto &, base + agucar mas
carecendo de 5'~fosfato

<220>

<221> base_modificada

<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi"
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<400> 123
gaggagcucu auagagugut t 21
<210> 124
<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulacdo de Aha 1

<220>
<223> &cido nucléico 5'-terminal & um nucleosideo, isto &,
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidroxi”
<400> 124

acacucuaua gagcuccuct t 21

<210> 125

<211> 21

<212> DNA
<213> Segquéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> adcido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é,
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> base_modificada
<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi"
<400> 125

gggagaccca cgcuggauct t 21

<210> 126

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> 4cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto &,
carecendo de 5'-fosfato

<220>

<221> Dbase_modificada

<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi”

<400> 126
gauccagcgu gggucuccct t 21

base + agucar mas

base + acucar mas

base + acucar mas
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<210> 127

<211> 21

<212> DNA

<213> Segquéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulacdo de Aha 1

<220>
<223> &4cido nucléico 5'~terminal é um nucleosideo, isto &, base + aclicar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> base_modificada
<222> 1..18

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidroxi"
<400> 127
ugagccugac acaaaucuct t 21

<210> 128

<211> 21

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> RAgentes de RNAi para infrarregulacd@o de Aha 1

<220>
<223> 4cido nucléico 5'-terminal ¢ um nucleosideo, isto é, base + agGcar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>

<221> Dbase_modificada

<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidroxi”

<400> 128
gagauuugug ucaggcucat t 21

<210> 129

<211> 21

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> dcido nucléico 5'-terminal € um nucleosideo, isto &, base + acg¢icar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>

<221> Dbase_modificada

<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi"

<400> 129
gcggacgcca ccaacgucat t 21

<210> 130
<211> 21
<212> DNA
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<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulacdo de Aha 1

<220>
<223> &cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto &,
carecendo de 5'-fosfato

<220>

<221> base_modificada

<222> 1..19%

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidroéxi”

<400> 130

ugacguuggu ggcguccgct t 21
<210> 131
<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulacdo de Aha 1

<220>
<223> a4cido nucléico 5'-terminal € um nucleosideo, isto &,
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi”
<400> 131

cggacgccac caacgucaat t 21

<210> 132

<211> 21

<212>, DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulacdo de Aha 1

<220>
<223> &4cido nucléico 5'-terminal & um nucleosideo, isto §é,
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> base_modificada
<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi”
<400> 132

uugacguugg uggcguccgt t 21

<210> 133

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulagdo de Aha 1

base + agucar mas

base + agicar mas

base + acgicar mas
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<220>
<223> dcido nucléico S5'-terminal é um nucleosideo, isto &,
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1..18

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi"”
<400> 133

gaaguggaga uuagugugat t 21

<210> 134

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> RAgentes de RNAi para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> Aacido nucléico S5'-terminal € um nucleosideo, isto &,
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> base_modificada
<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi”
<400> 134

ucacacuaau cuccacuuct t 21

<210> 135

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAiI para infrarregulag¢do de Aha 1

<220>
<223> &cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto &,
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréoxi"
<400> 135

cucguggccu uaaugaaggt t 21

<210> 136

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNALl para infrarregulagdo de Aha 1

<220>

base + ac¢ucar mas

base + ac¢ucar mas

base + acucar mas
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<223> 4&cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é, base + ag¢lcar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidroxi”
<400> 136

ccuucauuaa ggccacgagt t 21

<210> 137

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulacé@o de Aha 1

<220>
<223> acido nucléico 5'~terminal é um nucleosideo, isto &, base + agucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidroxi™
<400> 137

ucguggccuu aaugaaggat t 21

<210> 138

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulacdo de Aha 1

<220>
<223> 4acido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é, base + aguicar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> base _modificada
<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi"”
<400> 138

uccuucauua aggccacgat t 21

<210> 139

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulacdo de Aha 1

<220>
<223> acido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é, base + aglicar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
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<221> base_modificada
<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi”
<400> 138

aaugggaauu uacaucagct t 21

<210> 140

<211> 21

<212> DNA
<213> Sedquéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAiL para infrarregulacdo de Aha 1

<220>
<223> 4cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto &,
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1..198

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi”
<400> 140

gcugauguaa auucccauut t 21

<210> 141

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> BAgentes de RNAi para infrarregulacdo de Aha 1

<220>
<223> Acido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é,
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi”
<400> 141

ggaauuuaca ucagcaccct t 21

<210> 142

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> BAgentes de RNAiL para infrarregulac&o de Aha 1

<220>
<223> Acido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto &,
carecendo de 5'-fosfato

<220>

<221> Dbase_modificada

<222> 1..18

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi”

base + agucar mas

base + agucar mas

base + agucar mas
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<400> 142
gggugcugau guaaauucct t 21

<210> 143
<211> 21
<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> &cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é, base + agucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>

<221> base_modificada

<222> 1..18

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi”

<400> 143
ggagauuagu gugagccuut t 21

<210> 144

<211> 21

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulacdo de Aha 1

<220>
<223> &cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é, base + aglcar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>

<221> Dbase_modificada

<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi™”

<400> 144
aaggcucaca cuaaucucct t 21

<210> 145

<211> 21

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAiL para infrarregulac¢do de Aha 1

<220>
<223> acido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto &, base + agucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>

<221> Dbase_modificada

<222> 1..18

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi"

<400> 145
cacaaaucuc guggccuuat t 21
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<210> 146

<211> 21

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> 4dcido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é,
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidroéxi”
<400> 146

uaaggccacg agauuugugt t 21

<210> 147

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulacdo de Aha 1

<220>
<223> acido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto &,
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> base_modificada
<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi"
<400> 147

acaaaucucg uggccuuaat t 21

<210> 148

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulacdo de Aha 1

<220>
<223> 4cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é,
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1..18

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi"
<400> 148

uuaaggccac gagauuugut t 21

<210> 149

<211> 21

<212> DNA

base + ag¢ucar mas

base + agucar mas

base + acucar mas
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<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> &cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto &,
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi"
<400> 149

ggagacccac gcuggaucgt t 21

<210> 150

<211> 21

<212> DNA

<213> Seqguéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> Acido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto €&,
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi"
<400> 150

cgauccagcg ugggucucct t 21

<210> 151

<211> 21

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulacgdo de BAha 1

<220> .
<223> Acido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é,
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> base_modificada
<222> 1..1%

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi"
<400> 151

ggacgccacc aacgucaact t 21

<210> 152

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarrequlacdo de Aha 1

base + agucar mas

base + agucar mas

base + agucar mas
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<220>
<223> 4dcido nucléico 5'~terminal é um nucleosideo, isto é, base + agucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi™
<400> 152

guugacguug guggcgucct t 21

<210> 153

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> dcido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto &, base + agucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi”
<400> 153

gaugaagugg agauuagugt t 21

<210> 154

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNA1 para infrarregulac&do de Aha 1

<220>
<223> 4cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é, base + agucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> base_modificada
<222> 1..18

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi”
<400> 154

cacuaaucuc cacuucauct t 21

<210> 155

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéacia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAiL para infrarregqulagido de Aha 1

<220>
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<223> &cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é, base + agiucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>

<221> Dbase_modificada

<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidroxi”

<400> 155
gugagccuug ccaaagaugt t 21

<210> 156

<211> 21

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNA1 para infrarregula¢do de Aha 1

<220>
<223> &cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto &, base + aglcar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>

<221> Dbase_modificada

<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi"

<400> 156
caucuuuggc aaggcucact t 21

<210> 157

<211> 21

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulag&o de Aha 1

<220>
<223> &cido nucléico 5'~terminal é um nucleosideo, isto &, base + agucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>

<221> Dbase_modificada

<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi"

<400> 157

caaugaaugg agagucagut t 21
<210> 158
<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> 4cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é, base + acucar mas
carecendo de 5'-fosfato .

<220>
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<221> Dbase_modificada
<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi”
<400> 158

acugacucuc cauucauugt t 21

<210> 159

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulacdo de Aha 1

<220>
<223> &cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto &, base + ag¢icar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> base_modificada
<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi"
<400> 159

auuaguguga gccuugccat t 21

<210> 160

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAiL para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> &cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto &, base + agucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase modificada
<222> 1..18

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi"
<400> 160

uggcaaggcu cacacuaaut t 21

<210> 161

<211> 21

<212> DNA
<213> Seguéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> 4&cido nucléico 5'-terminal & um nucleosideo, isto €, base + acucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>

<221> base_modificada

<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidroxi"
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<400> 161
agaugagccu gacacaaaut t 21
<210> 162
<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> 4&cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é,
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> base_modificada
<222> 1..18

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi™
<400> 162

auuuguguca ggcucaucut t 21

<210> 163

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAL para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> 4cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto &,
carecendo de 5'~-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi”
<400> 163

uwagugugagc cuugccaaat t 21

<210> 164

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> BAgentes de RNAi para infrarregulag¢do de Aha 1

<220>
<223> 4cido nucléico 5'-terminal &€ um nucleosideo, isto é,
carecendo de 5'-fosfato

<220>

<221> base_modificada

<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi"”

<400> 164
uuuggcaagg cucacacuat t 21

base + agucar mas

base + agucar mas

base + agucar mas
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<210> 165

<211> 21

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> BAgentes de RNAi para infrarregulacdo de Aha 1

<220>
<223> adcido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é,
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> base_modificada
<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi”
<400> 165

uuugccacca ucaccuugat t 21

<210> 166

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulag&o de Aha 1

<220>
<223> &cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é,
carecendo de 5'-fosfato

<220>

<221> Dbase_modificada

<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi"

<400> 166

ucaaggugau gguggcaaat t 21
<210> 167
<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNALI para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> &cido nucléico 5'~terminal é um nucleosideo, isto é,
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidrdéxi”
<400> 167

acggagagag augcuucaat t 21

<210> 168

<211> 21

<212> DNA

base + agucar mas

base + ag¢icar mas

base + ag¢ucar mas
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<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> BAgentes de RNAiL para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> 4cido nucléico 5'-terminal & um nucleosideo, isto &,
carecendo de 5'-fosfato

<220>

<221> Dbase_modificada

<222> 1..19%

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi™

<400> 168
uugaagcauc ucucuccgut t 21

<210> 169

<211> 21

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulacg¢do de Aha 1

<220>
<223> &cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto &,
carecendo de 5'-fosfato

<220>

<221> base_modificada

<222> 1..18

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi"

<400> 169
cggagagaga ugcuucaaat t 21

<210> 170

<211> 21

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulag&do de Aha 1

<220>
<223> acido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto §é,
carecendo de 5'-fosfato

<220>

<221> base_modificada

<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi™

<400> 170
uuugaagcau cucucuccgt t 21

<210> 171

<211> 21

<212> DNA

<213> Segquéncia artificial

<220>
<223> DAgentes de RNAi para infrarregulacdo de Aha 1

base + ag¢ucar mas

base + acucar mas

base + agucar mas
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<220>
<223> 4&cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto &, base + agucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> base_modificada
<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi”
<400> 171

aaaaucccca cuuguaagat t 21

<210> 172

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> acido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é, base + agucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi”
<400> 172

ucuuacaagu ggggauuuut t 21

<210> 173

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAiL para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> acido nucléico S5'-terminal é um nucleosideo, isto é, base + agucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidroxi”
<400> 173

auccccaauu ugucugaugt t 21

<210> 174

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNA1 para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
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<223> &4cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto &,
carecendo de S'~fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi”
<400> 174

caucagacaa auuggggaut t 21

<210> 175

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> RAgentes de RNAi para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> A4cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto €&,
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> base_modificada
<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi™
<400> 175

ucaaaauccc cacuuguaat t 21

<210> 176

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulacdo de Aha 1

<220>
<223> 4cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto &,
carecendo de 5'~fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1..18

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidrdéxi"
<400> 176

uuacaagugg ggauuuugat t 21

<210> 177

<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulacdo de Aha 1

<220>
<223> adcido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é,
carecendo de 5'-fosfato

<220>

base + agucar mas

base + agucar mas

base + agucar mas

base + agucar mas
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<221> Dbase_modificada
<222> 1..19
<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidrdéxi"

<400> 177
aaauccccac uuguaagaut t 21

<210> 178

<211> 21

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulacgdo de Aha 1

<220>
<223> adcido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto &, base + aglhcar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>

<221> base_modificada

<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi"”

<400> 178
aucuuacaag uggggauuut t 21

<210> 179

<211> 21

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulac&o de Aha 1

<220>
<223> 4dcido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é, base + actucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>

<221> base_modificada

<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi”

<400> 179

uccccaauuu gucugaugat t 21
<210> 180
<211> 21

<212> DNA
<213> Seguéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulagdo de Aha 1

<220>
<223> &4cido nucléico 5'-terminal €& um nucleosideo, isto é, base + a¢ucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>

<221> base_modificada

<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi"
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<400> 180

ucaucagaca aauuggggat t 21
<210> 181
<21i1> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220> .
<223> Agentes de RNAi para infrarregulag¢do de Aha 1

<220>
<223> 4acido nucléico 5'-~terminal & um nucleosideo, isto &,
carecendo de 5'-fosfato

<220>

<221> base_modificada

<222> 1..1%

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi”

<400> 181

auggccaagu ggggugaggt t 21
<210> 182
<211> 21

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> BAgentes de RNAL para infrarregula¢do de Aha 1

<220>
<223> Acido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto €&,
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> base_modificada
<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidréxi”
<400> 182
ccucacccca cuuggccaut t 21

<210> 183

<211> 21

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Agentes de RNAi para infrarregulacé&o de Aha 1

<220>
<223> 4cido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto é,
carecendo de 5'-fosfato

<220>

<221> Dbase_modificada

<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidroéxi”

<400> 183
ggagucaaaa uccccacuut t 21

base + agucar mas

base + acicar mas

base + agucar mas
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<210> 184

<211> 21

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> BAgentes de RNAiL para infrarregulacdo de Aha 1

<220>
<223> 4acido nucléico 5'-terminal é um nucleosideo, isto €&, base + agucar mas
carecendo de 5'-fosfato

<220>
<221> Dbase_modificada
<222> 1..19

<223> /base-mod = "base correspondente de 2'-hidrdxi"
<400> 184

aaguggggau uuugacucct t 21

<210> 185

<211> 45

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> sequéncia de sonda de bDNA usada para quantificacdo de Ahal de Homo sapiens

<400> 185
gatgtaaatt cccattgctt ctcttttttc tcttggaaag aaagt 45

<210> 186

<211> 43

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> sequéncia de sonda de bDNA usada para quantificagdo de Ahal de Homo sapiens

<400> 186
tgaactctgt tttgagggtg cttttttctc ttggaaagaa agt 43
<210> 187
<211> 46

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> sequéncia de sonda de bDNA usada para quantificagdo de Ahal de Homo sapiens

<400> 187
gggtctactg actctccatt cattgttttt ctcttggaaa gaaagt 46

<210> 188

<211> 41

<21i2> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> sequéncia de sonda de bDNA usada para quantifica¢do de Ahal de Homo sapiens

<400> 188
ccttgcgctc ctcagttttc tttttctctt ggaaagaaag t 41



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

<220>
<223>

<400>

161

189

44

DNA

Sequéncia artificial

sequéncia de sonda de bDNA usada para quantificagdo de Ahal de Homo sapiens

189

ggtttttgaa ggagcaggct tagtttttct cttggaaaga aagt 44

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

<220>
<223>

<400>

190

47

DNA

Sequéncia artificial

sequéncia de sonda de bDNA usada para quantificagdo de Ahal de Homo sapiens

180

acgctgtttt catcagacaa atttttttag gcataggacc cgtgtct 47

<210> 191

<211> 49

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> sequéncia de sonda de bDNA usada para quantificacdo de Ahal de Homo sapiens
<400> 191

gctcacacta atctccactt catccttttt aggcatagga cccgtgtct 49

<210> 192

<211> 46

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> sequéncia de sonda de bDNA usada para quantificacdo de Ahal de Homo sapiens
<400> 192

tcattaaggc cacgagattt gttttttagg cataggaccc gtgtct 46

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

<220>
<223>

<400>

193
45
DNA
Sequéncia artificial

sequéncia de sonda de bDNA usada para quantificac@o de Ahal de Homo sapiens

193

taggtaagat catgccctgg gtttttaggc ataggacccg tgtct 45

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

194

44

DNA

Sequéncia artificial
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<220>
<223> sequéncia de sonda de bDNA usada para quantifica¢do de Ahal de Homo sapiens

<400> 194
actccaacag gtctggcctg tttttaggca taggacccgt gtct 44

<210> 195

<211> 21

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> sequéncia de sonda de bDNA usada para quantificacdo de Ahal de Homo sapiens

<400> 195
gtcaggctca tctttggcaa g 21

<210> 196

<211> 23

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> sequéncia de sonda de bDNA usada para quantificacd@o de Ahal de Homo sapiens

<400> 196

tagaagtttc accccttctt cct 23
<210> 197
<211> 18

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> sequéncia de sonda de bDNA usada para quantificagdo de Ahal de Homo sapiens

<400> 197
agtgctggct gccccact 18

<210> 198

<211> 39

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> sequéncia de sonda de bDNA usada para quantificag&do de Ahal de Mus musculus

<400> 198
ctcgaacggc caggaacatt tttctcttgg aaagaaagt 39

<210> 199

<211> 44

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> sequéncia de sonda de bDNA usada para quantifica¢do de Ahal de Mus musculus

<400> 199
gcacttgcce tcttcatttt ctatttttet cttggaaaga aagt a4
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<210> 200

<211> 40

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> sequéncia de sonda de bDNA usada para quantificacdo de ARhal de Mus musculus

<400> 200
ttgatggatg cctccccatt ttttctcttg gaaagaaagt 40

<210> 201

<211> 44

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> sequéncia de sonda de bDNA usada para quantificacdo de Ahal de Mus musculus

<400> 201
aactctgtct tgagggtgct gattttttct cttggaaaga aagt 44

<210> 202

<211> 40

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> sequéncia de sonda de bDNA usada para quantificagdo de Ahal de Mus musculus

<400> 202
tttggcctgg ctttttgaat ttttctcttg gaaagaaagt 40

<210> 203

<211> 49

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> sequéncia de sonda de bDNA usada para quantificacdo de Ahal de Mus musculus

<400> 203

caagcttgtt cacttcggtc acctcttttt aggcatagga cccgtgtct 49
<210> 204
<211> 50

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> sequéncia de sonda de bDNA usada para quantificacdo de Ahal de Mus musculus

<400> 204
cctgacttag aggtacctgt ccagtttttt taggcatagg acccgtgtct 50
<210> 205
<211> 52

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> sequéncia de sonda de bDNA usada para quantificacdo de Ahal de Mus musculus
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<400> 205
gatttccaca tgtcctttgt actgcacttt tttaggcata ggacccgtgt ct 52

<210> 206
<211> 45
<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> sequéncia de sonda de bDNA usada para quantifica¢c&o de Ahal de Mus musculus

<400> 206
attttcatca gacaaattgg gtttttaggc ataggacccg tgtct 45

<210> 207
<211> 46
<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> sequéncia de sonda de bDNA usada para quantificag¢do de Ahal de Mus musculus

<400> 207
taatctccac ttcatccacg cttttttagg cataggaccc gtgtct 46

<210> 208

<211> 44

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> sequéncia de sonda de bDNA usada para quantificagdo de ARhal de Mus musculus

<400> 208
tttcaccccg tcttceccttca tttttaggca taggacccgt gtct 44

<210> 209

<211> 51

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> sequéncia de sonda de bDNA usada para quantificacdo de Ahal de Mus musculus

<400> 209
actgtgggca agatcatgcc ctgagtattt ttaggcatag gacccgtgtc t 51

<210> 210
<211> 24
<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> sequéncia de sonda de bDNA usada para quantificacdo de Ahal de Mus musculus

<400> 210
aagataagtt tgcctttecct gttg 24

<210> 211
<2i1> 25
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<212> DNA
<213> Seqguéncia artificial

<220>
<223> sequéncia de sonda de bDNA usada para quantificac¢do de Ahal de Mus musculus

<400> 211
cagtttgatg gtccactcat agaag 25

<210> 212

<211> 21

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> sequéncia de sonda de bDNA usada para quantificagdo de Ahal de Mus musculus

<400> 212

catctttggc aaggctcaca ¢ 21
<210> 213

<211> 27

<212> DNA
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> sequéncia de sonda de bDNA usada para quantificagdo de Ahal de Mus musculus

<400> 213
ttaaggccac gagatttgtg tcaggct 27

<210> 214

<211> 27

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> sequéncia de sonda de bDNA usada para quantificagdo de Ahal de Mus musculus

<400> 214
gtaaattccc actgcttctce tcagaag 27

<210> 215

<211> 25

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> sequéncia de sonda de bDNA usada para quantificagdo de Ahal de Mus musculus

<400> 215
cactggatct actgactctc cattc 25

<210> 216

<211> 24

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> sequéncia de sonda de bDNA usada para quantificagdo de Ahal de Mus musculus

<400> 216
ctcagtcttt agtgctggct ggcc 24
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<210> 217

<211> 23

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> sequéncia de sonda de bDNA usada para quantifica¢do de Ahal de Mus musculus

<400> 217
ggagcagact tagccttgca agt 23
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REIVINDICACOES

‘ 1. Acido ribonucléico bifilamentar (dsRNA) para inibir a expres-
sdo de um gene Aha humano em uma célula, em que o dito dsRNA com-
preende pelo menos duas sequéncias que sdo complementares uma a outra
e em que um filamento de sentido compreende uma primeira sequéncia e
um filamento de antisentido compreende uma segunda sequéncia compre-
endendo uma regido de complementaridade que é substancialmente com-
plementar a pelo menos uma parte de um mRNA que codifica um gene Aha
e em que a dita regido de complementaridade é menos de 30 nucleotideos
em comprimento e em que o dsRNA realiza clivagem de um mRNA que co-
difica um gene Aha dentro da sequéncia alvo de um segundo dsRNA tendo
um filamento de sentido selecionado do grupo de SEQ ID NO: 5, SEQ ID
NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 15,
SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 23, SEQ ID
NO: 27, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 35,
SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 45, SEQ ID
NO: 47, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 55,
SEQ ID NO: 57, SEQ ID NO: 59, SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 63, SEQ ID
NO: 65, SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO: 69, SEQ ID NO: 71, SEQ ID NO: 73,
SEQ ID NO: 75, SEQ ID NO: 77, SEQ ID NO: 79, SEQ ID NO: 81, SEQ ID
NO: 83, SEQ ID NO: 85, SEQ ID NO: 87, SEQ ID NO: 89, SEQ ID NO: 91,
SEQ ID NO: 93, SEQ ID NO: 95, SEQ ID NO: 97, SEQ ID NO: 99, SEQ ID
NO: 101, SEQ ID NO: 103, SEQ ID NO: 105, SEQ ID NO: 107, SEQ ID NO:
109, SEQ ID NO: 111, SEQ ID NO: 113, SEQ ID NO: 115, SEQ ID NO: 117,
SEQ ID NO: 119, SEQ ID NO: 121, SEQ ID NO: 123, SEQ ID NO: 125, SEQ
ID NO: 127, SEQ ID NO: 129, SEQ ID NO: 131, SEQ ID NO: 133, SEQ ID
NO: 135, SEQ ID NO: 137, SEQ ID NO: 139, SEQ ID NO: 141, SEQ ID NO:
143, SEQ ID NO: 145, SEQ ID NO: 147, SEQ ID NO: 149, SEQ ID NO: 151,
SEQ ID NO: 153, SEQ ID NO: 155, SEQ ID NO: 157, SEQ ID NO: 159, SEQ
ID NO: 163, SEQ ID NO: 165, SEQ ID NO: 167, SEQ ID NO: 169, SEQ ID
NO: 171, SEQ ID NO: 173, SEQ ID NO: 175, SEQ ID NO: 177, SEQ ID NO:
179, SEQ ID NO: 181, e SEQ ID NO: 183, e um filamento de antisentido
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complementar ao Ultimo filamento de sentido e selecionado do grupo de
SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO:
14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ
ID NO: 24, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO:
34, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 44, SEQ
ID NO: 46, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO:
54, SEQ ID NO: 56, SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 62, SEQ
ID NO: 64, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO:
72, SEQ ID NO: 74, SEQ ID NO: 76, SEQ ID NO: 78, SEQ ID NO: 80, SEQ
ID NO: 82, SEQ ID NO: 84, SEQ ID NO: 86, SEQ ID NO: 88, SEQ ID NO:
90, SEQ ID NO: 92, SEQ ID NO: 94, SEQ ID NO: 96, SEQ ID NO: 98, SEQ
ID NO: 100, SEQ ID NO: 102, SEQ ID NO: 104, SEQ ID NO: 106, SEQ ID
NO: 108, SEQ ID NO: 110, SEQ ID NO: 112, SEQ ID NO: 114, SEQ ID NO:
116, SEQ ID NO: 118, SEQ ID NO: 120, SEQ ID NO: 122, SEQ ID NO: 124,
SEQ ID NO: 126, SEQ ID NO: 128, SEQ ID NO: 130, SEQ ID NO: 132, SEQ
ID NO: 134, SEQ ID NO: 136, SEQ ID NO: 138, SEQ ID NO: 140, SEQ ID
NO: 142, SEQ ID NO: 144, SEQ ID NO: 146, SEQ ID NO: 148, SEQ ID NO:
150, SEQ ID NO: 152, SEQ ID NO: 154, SEQ ID NO: 156, SEQ ID NO: 158,
SEQ ID NO: 160, SEQ ID NO: 164, SEQ ID NO: 166, SEQ ID NO: 168, SEQ
ID NO: 170, SEQ ID NO: 172, SEQ ID NO: 174, SEQ ID NO: 176, SEQ ID
NO: 178, SEQ ID NO: 180, SEQ ID NO: 182, e SEQ ID NO: 184.

2. dsRNA de acordo com a reivindicagao 1, em que o dito gene
Aha é um gene Ahail, e preferivelmente um gene Aha1l de Homo sapiens.

3. dsRNA de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2, em que, sob
contato com uma célula que expressa o dito gene Aha, o dsRNA inibe ex-
pressio do dito gene Aha na dita célula por pelo menos 20%.

4. dsRNA de acordo com a reivindicagdao 3, em que a dita inibi-
¢éo de pelo menos 20% da expressdo de um gene Aha é realizada em celu-
las de HeLa e/ou MLE12.

5. dsRNA de qualquer uma das reivindicagdes precedentes, em
que o dsRNA é selecionado do grupo de AL-DP-7301, AL-DP-7308, AL-DP-
7318, AL-DP-7320, AL-DP-7322, AL-DP-7324, AL-DP-7325, AL-DP-7326,
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AL-DP-7327, AL-DP-7329, AL-DP-7331, AL-DP-7333, AL-DP-7340, AL-DP-
7342, AL-DP-7303, AL-DP-7305, AL-DP-7307, AL-DP-7309, AL-DP-7316, e
AL-DP-7337, AL-DP-7304, AL-DP-7312, AL-DP-7339, AL-DP-7344, AL-DP-
7306, AL-DP-7317, AL-DP-7346, AL-DP-7310, AL-DP-7323, AL-DP-7335,
AL-DP-7338, AL-DP-7341, AL-DP-7302, AL-DP-7315, AL-DP-7328, AL-DP-
7330, AL-DP-7336, AL-DP-7345, AL-DP-9250, AL-DP-9251, AL-DP-9252,
AL-DP-9253, AL-DP-9254, AL-DP-9255, AL-DP-9256, AL-DP-9257, AL-DP-
9258, AL-DP-9259, AL-DP-9260, AL-DP-9261, AL-DP-9262, AL-DP-9263,
AL-DP-9264, AL-DP-9265, AL-DP-9266, AL-DP-9267, AL-DP-9268, AL-DP-
9269, AL-DP-9270, AL-DP-9271, AL-DP-9272, AL-DP-9273, AL-DP-9274,
AL-DP-9275, AL-DP-9276, AL-DP-9277, AL-DP-9279, AL-DP-9280, AL-DP-
9281, AL-DP-9282, AL-DP-9283, AL-DP-9284, AL-DP-9285, AL-DP-9286,
AL-DP-9287, AL-DP-9288, e AL-DP-9289.

6. dsRNA de acordo com qualquer uma das reivindicagdes pre-
cedentes, em que o dito dsRNA compreende pelo menos um nucleotideo
modificado.

7. dsRNA de acordo com a reivindicagao 6, em que o dito nu-
cleotideo modificado é selecionado do grupo de: um nucleotideo de 2'-O-
metila modificada, um nucleotideo compreendendo um grupo 5'-
fosforotioato, e um nucleotideo terminal ligado a um derivado de colesterila
ou grupo bisdecilamida de acido dodecandico.

8. dsRNA de acordo com a reivindicagao 6, em que o dito nu-
cleotideo modificado é selecionado do grupo de: um nucleotideo 2'-dedxi-2'-
fldor modificado, um nucleotideo 2'-dedxi-modificado, um nucleotideo trava-
do, um nucleotideo abésico, nucleotideo 2'-amino-modificado, nucleotideo |
2'-alquil-modificado, nucleotideo de morfolino, um fosforamidato, e um nu-
cleotideo compreendendo base ndo-natural.

9. Célula compreendendo o dsRNA de acordo com qualquer
uma das reivindicagdes precedentes.

10. Composigcao farmacéutica para inibir a expressao de um ge-
ne Aha em um organismo, compreendendo um dsRNA e um veiculo farma-

ceuticamente aceitavel, em que o dsRNA compreende pelo menos duas se-
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quéncias que sdo complementares uma a outra e em que um filamento de
sentido compreende uma primeira sequéncia e um filamento de antisentido
compreende uma segunda sequéncia compreendendo uma regido de com-
plementaridade que é substancialmente complementar a pelo menos uma
parte de um mRNA que codifica um gene Aha, e em que a dita regiao de
complementaridade é menos de 30 nucleotideos em comprimento, € em que
o dsRNA realiza clivagem de um mRNA que codifica um gene Aha dentro da
sequéncia alvo de um segundo dsRNA tendo um filamento de sentido sele-
cionado do grupo de SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID
NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19,
SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 29, SEQ ID
NO: 31, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 39,
SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 49, SEQ ID
NO: 51, SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 57, SEQ ID NO: 59,
SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 67, SEQ ID
NO: 69, SEQ ID NO: 71, SEQ ID NO: 73, SEQ ID NO: 75, SEQ ID NO: 77,
SEQ ID NO: 79, SEQ ID NO: 81, SEQ ID NO: 83, SEQ ID NO: 85, SEQ ID
NO: 87, SEQ ID NO: 89, SEQ ID NO: 91, SEQ ID NO: 93, SEQ ID NO: 95,
SEQ ID NO: 97, SEQ ID NO: 99, SEQ ID NO: 101, SEQ ID NO: 103, SEQ ID
NO: 105, SEQ ID NO: 107, SEQ ID NO: 109, SEQ ID NO: 111, SEQ ID NO:
113, SEQ ID NO: 115, SEQ ID NO: 117, SEQ ID NO: 119, SEQ ID NO: 121,
SEQ ID NO: 123, SEQ ID NO: 125, SEQ ID NO: 127, SEQ ID NO: 129, SEQ
ID NO: 131, SEQ ID NO: 133, SEQ ID NO: 135, SEQ ID NO: 137, SEQ ID
NO: 139, SEQ ID NO: 141, SEQ ID NO: 143, SEQ ID NO: 145, SEQ ID NO:
147, SEQ ID NO: 149, SEQ ID NO: 151, SEQ ID NO: 153, SEQ ID NO: 155,
SEQ ID NO: 157, SEQ ID NO: 159, SEQ ID NO: 163, SEQ ID NO: 165, SEQ
ID NO: 167, SEQ ID NO: 169, SEQ ID NO: 171, SEQ ID NO: 173, SEQ ID
NO: 175, SEQ ID NO: 177, SEQ ID NO: 179, SEQ ID NO: 181, e SEQ ID
NO: 183, e um filamento de antisentido complementar ao ultimo filamento de
sentido e selecionado do grupo de SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID
NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18,
SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 28, SEQ ID
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NO: 30, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 38,
SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 48, SEQ ID
NO: 50, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 56, SEQ ID NO: 58,
SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO: 66, SEQ ID
NO: 68, SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 72, SEQ ID NO: 74, SEQ ID NO: 76,
SEQ ID NO: 78, SEQ ID NO: 80, SEQ ID NO: 82, SEQ ID NO: 84, SEQ ID
NO: 86, SEQ ID NO: 88, SEQ ID NO: 90, SEQ ID NO: 92, SEQ ID NO: 94,
SEQ ID NO: 96, SEQ ID NO: 98, SEQ ID NO: 100, SEQ ID NO: 102, SEQ ID
NO: 104, SEQ ID NO: 106, SEQ ID NO: 108, SEQ ID NO: 110, SEQ ID NO:
112, SEQ ID NO: 114, SEQ ID NO: 116, SEQ ID NO: 118, SEQ ID NO: 120,
SEQ ID NO: 122, SEQ ID NO: 124, SEQ ID NO: 126, SEQ ID NO: 128, SEQ
ID NO: 130, SEQ ID NO: 132, SEQ ID NO: 134, SEQ ID NO: 136, SEQ ID
NO: 138, SEQ ID NO: 140, SEQ ID NO: 142, SEQ ID NO: 144, SEQ ID NO:
146, SEQ ID NO: 148, SEQ ID NO: 150, SEQ ID NO: 152, SEQ ID NO: 154,
SEQ ID NO: 156, SEQ ID NO: 158, SEQ ID NO: 160, SEQ ID NO: 164, SEQ
ID NO: 166, SEQ ID NO: 168, SEQ ID NO: 170, SEQ ID NO: 172, SEQ ID
NO: 174, SEQ ID NO: 176, SEQ ID NO: 178, SEQ ID NO: 180, SEQ ID NO:
182, e SEQ ID NO: 184.

11. Composicao farmacéutica de acordo com a reivindicagao
10, em que o dito gene Aha é um gene Aha1l, e preferivelmente um gene
Ahal de Homo sapiens.

12. Composicao farmacéutica de acordo com a reivindicagao 10
ou 11, em que, sob contato com uma célula que expressa o dito gene Aha, o
dsRNA inibe expressdo do dito gene Aha na dita célula por pelo menos
20%. |

13. Composicdo farmacéutica de acordo com a reivindicagéao
12, em que a dita inibicado de pelo menos 20% da expressdo de um gene
Aha é realizada em células de Hela e/ou MLE12.

14. Composicado farmacéutica de qualquer uma das reivindica-
coes 10 a 13, em que o dsRNA é selecionado do grupo de AL-DP-7301, AL-
DP-7308, AL-DP-7318, AL-DP-7320, AL-DP-7322, AL-DP-7324, AL-DP-
7325, AL-DP-7326, AL-DP-7327, AL-DP-7329, AL-DP-7331, AL-DP-7333,
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AL-DP-7340, AL-DP-7342, AL-DP-7303, AL-DP-7305, AL-DP-7307, AL-DP-
7309, AL-DP-7316, AL-DP-7337, AL-DP-7304, AL-DP-7312, AL-DP-7339,
AL-DP-7344, AL-DP-7306, AL-DP-7317, AL-DP-7346, AL-DP-731YO, AL-DP-
7323, AL-DP-7335, AL-DP-7338, AL-DP-7341, AL-DP-7302, AL-DP-7315,
AL-DP-7328, AL-DP-7330, AL-DP-7336, AL-DP-7345, AL-DP-9250, AL-DP-
9251, AL-DP-9252, AL-DP-9253, AL-DP-9254, AL-DP-9255, AL-DP-9256,
AL-DP-9257, AL-DP-9258, AL-DP-9259, AL-DP-9260, AL-DP-9261, AL-DP-
9262, AL-DP-9263, AL-DP-9264, AL-DP-9265, AL-DP-9266, AL-DP-9267,
AL-DP-9268, AL-DP-9269, AL-DP-9270, AL-DP-9271, AL-DP-9272, AL-DP- .
9273, AL-DP-9274, AL-DP-9275, AL-DP-9276, AL-DP-9277, AL-DP-9279,
AL-DP-9280, AL-DP-9281, AL-DP-9282, AL-DP-9283, AL-DP-9284, AL-DP-
9285, AL-DP-9286, AL-DP-9287, AL-DP-9288, e AL-DP-9289.

15. Composigdo farmacéutica de qualquer uma das reivindica-
¢des 10 a 14, em que o dito dsRNA compreende pelo menos um nucleoti-
deo modificado.

16. Composicdo farmacéutica de acordo com a reivindicagao
15, em que o dito nucleotideo modificado é selecionado do grupo de: um
nucleotideo de 2'-O-metil modificado, um nucleotideo compreendendo um
grupo 5'-fosforotioato, e um nucleotideo terminal ligado a um derivado de
colesterila ou grupo bisdecilamida de acido dodecandico.

17. Composigdo farmacéutica de acordo com a reivindicagao
15, em que o dito nucleotideo modificado é selecionado do grupo de: um
nucleotideo 2'-deéxi-2'-flior modificado, um nucleotideo 2'-dedxi-modificado,
um nucleotideo travado, um nucleotideo abasico, nucleotideo 2'-amino-
modificado, nucleotideo 2'-alquil-modificado, nucleotideo de morfolino, um
fosforamidato, e um nucleotideo compreendendo base nao-natural.

18. Método para inibir a expressdo de um gene Aha em uma cé-
lula, o método compreendendo:

(a) introduzir na célula um &cido ribonucléico bifilamentar
(dsRNA), em que o dsRNA compreende pelo menos duas sequéncias que
sdo complementares uma & outra e em que um filamento de sentido com-

preende uma primeira sequéncia e um filamento de antisentido compreende
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uma segunda sequéncia compreendendo uma regido de complementarida-
de que é substancialmente complementar a pelo menos uma parte de um
mRNA que codifica Ahal, e em que a dita regido de complementaridade é
menos de 30 nucleotideos em comprimento e em que o dsRNA realiza cli-
vagem de um mRNA que codifica um gene Aha dentro da sequéncia alvo de
um segundo dsRNA tendo um filamento de sentido selecionado do grupo de
SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO:
13, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 21, SEQ
ID NO: 23, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO:
33, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 43, SEQ
ID NO: 45, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO:
53, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 57, SEQ ID NO: 59, SEQ ID NO: 61, SEQ
ID NO: 63, SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO: 69, SEQ ID NO:
71, SEQ ID NO: 73, SEQ ID NO: 75, SEQ ID NO: 77, SEQ ID NO: 79, SEQ
ID NO: 81, SEQ ID NO: 83, SEQ ID NO: 85, SEQ ID NO: 87, SEQ ID NO:
89, SEQ ID NO: 91, SEQ ID NO: 93, SEQ ID NO: 95, SEQ ID NO: 97, SEQ
ID NO: 99, SEQ ID NO: 101, SEQ ID NO: 103, SEQ ID NO: 105, SEQ ID
NO: 107, SEQ ID NO: 109, SEQ ID NO: 111, SEQ ID NO: 113, SEQ ID NO:
115, SEQ ID NO: 117, SEQ ID NO: 119, SEQ ID NO: 121, SEQ ID NO: 123,
SEQ ID NO: 125, SEQ ID NO: 127, SEQ ID NO: 129, SEQ ID NO: 131, SEQ
ID NO: 133, SEQ ID NO: 135, SEQ ID NO: 137, SEQ ID NO: 139, SEQ ID
NO: 141, SEQ ID NO: 143, SEQ ID NO: 145, SEQ ID NO: 147, SEQ ID NO:
149, SEQ ID NO: 151, SEQ ID NO: 153, SEQ ID NO: 155, SEQ ID NO: 157,
SEQ ID NO: 159, SEQ ID NO: 163, SEQ ID NO: 165, SEQ ID NO: 167, SEQ
ID NO: 169, SEQ ID NO: 171, SEQ ID NO: 173, SEQ ID NO: 175, SEQ ID
NO: 177, SEQ ID NO: 179, SEQ ID NO: 181, e SEQ ID NO: 183, e um fila-
mento de antisentido complementar ao ultimo filamento de sentido e sele-
cionado do grupo de SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID
NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20,
SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30, SEQ ID
NO: 32, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 40,
SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 50, SEQ ID
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NO: 52, SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 56, SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 60,
SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 68, SEQ ID
NO: 70, SEQ ID NO: 72, SEQ ID NO: 74, SEQ ID NO: 76, SEQ ID NO: 78,
SEQ ID NO: 80, SEQ ID NO: 82, SEQ ID NO: 84, SEQ ID NO: 86, SEQ ID
NO: 88, SEQ ID NO: 90, SEQ ID NO: 92, SEQ ID NO: 94, SEQ ID NO: 96,
SEQ ID NO: 98, SEQ ID NO: 100, SEQ ID NO: 102, SEQ ID NO: 104, SEQ
ID NO: 106, SEQ ID NO: 108, SEQ ID NO: 110, SEQ ID NO: 112, SEQ ID
NO: 114, SEQ ID NO: 116, SEQ ID NO: 118, SEQ ID NO: 120, SEQ ID NO:
122, SEQ ID NO: 124, SEQ ID NO: 126, SEQ ID NO: 128, SEQ ID NO: 130,
SEQ ID NO: 132, SEQ ID NO: 134, SEQ ID NO: 136, SEQ ID NO: 138, SEQ
ID NO: 140, SEQ ID NO: 142, SEQ ID NO: 144, SEQ ID NO: 146, SEQ ID
NO: 148, SEQ ID NO: 150, SEQ ID NO: 152, SEQ ID NO: 154, SEQ ID NO:
156, SEQ ID NO: 158, SEQ ID NO: 160, SEQ ID NO: 164, SEQ ID NO: 166,
SEQ ID NO: 168, SEQ ID NO: 170, SEQ ID NO: 172, SEQ ID NO: 174, SEQ
ID NO: 176, SEQ ID NO: 178, SEQ ID NO: 180, SEQ ID NO: 182, e SEQ ID
NO: 184; e

(b) manter a célula produzida na etapa (a) durante um tempo
suficiente para obter degradacao da transcricdo de mRNA de um gene Aha,
assim inibindo a expressdo de um gene Aha na célula.

19. Método de acordo com a reivindicagdo 18, em que o gene &
um gene Aha1l, e preferivelmente um gene Ahal de Homo sapiens.

20. Método de acordo com a reivindicagdao 18 ou 19, em que o
dsRNA é selecionado do grupo de AL-DP-7301, AL-DP-7308, AL-DP-7318,
AL-DP-7320, AL-DP-7322, AL-DP-7324, AL-DP-7325, AL-DP-7326, AL-DP-
7327, AL-DP-7329, AL-DP-7331, AL-DP-7333, AL-DP-7340, AL-DP-7342,
AL-DP-7303, AL-DP-7305, AL-DP-7307, AL-DP-7309, AL-DP-7316, e AL-
DP-7337, AL-DP-7304, AL-DP-7312, AL-DP-7339, AL-DP-7344, AL-DP-
7306, AL-DP-7317, AL-DP-7346, AL-DP-7310, AL-DP-7323, AL-DP-7335,
AL-DP-7338, AL-DP-7341, AL-DP-7302, AL-DP-7315, AL-DP-7328, AL-DP-
7330, AL-DP-7336, AL-DP-7345, AL-DP-9250, AL-DP-9251, AL-DP-9252,
AL-DP-9253, AL-DP-9254, AL-DP-9255, AL-DP-9256, AL-DP-9257, AL-DP-
9258, AL-DP-9259, AL-DP-9260, AL-DP-9261, AL-DP-9262, AL-DP-9263,
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AL-DP-9264, AL-DP-9265, AL-DP-9266, AL-DP-9267, AL-DP-9268, AL-DP-
9269, AL-DP-9270, AL-DP-9271, AL-DP-9272, AL-DP-9273, AL-DP-9274,
AL-DP-9275, AL-DP-9276, AL-DP-9277, AL-DP-9279, AL-DP-9280, AL-DP-
9281, AL-DP-9282, AL-DP-9283, AL-DP-9284, AL-DP-9285, AL-DP-9286,
AL-DP-9287, AL-DP-9288, e AL-DP-9289.

21. Método de qualquer uma das reivindicagcoes 18 a 20, em
que o método é executado in vitro.

22. Método de tratar, prevenir ou controlar processos patologi-
cos mediados por expressao de Aha compreendendo administrar a um pa-
ciente em necessidade de tal tratamento, prevengao ou gerenciamento uma
quantidade terapéutica ou profilaticamente eficaz de um dsRNA, em que o
dsRNA compreende pelo menos duas sequéncias que sao complementares
uma a outra e em que um filamento de sentido compreende uma primeira
sequéncia e um filamento de antisentido compreende uma segunda se-
quéncia compreendendo uma regiao de complementaridade que é substan-
cialmente complementar a pelo menos uma parte de um mRNA que codifica
Aha1, e em que a dita regidao de complementaridade € menos de 30 nucleo-
tideos em comp'rimento e em que o0 dsRNA realiza clivagem de um mRNA
que codifica um gene Aha dentro da sequéncia alvo de um segundo dsRNA
tendo um filamento de sentido selecionado do grupo de SEQ ID NO: 5, SEQ
ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 15,
SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 23, SEQ ID
NO: 27, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 35,
SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 45, SEQ ID
NO: 47, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 55,
SEQ ID NO: 57, SEQ ID NO: 59, SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 63, SEQ ID
NO: 65, SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO: 69, SEQ ID NO: 71, SEQ ID NO: 73,
SEQ ID NO: 75, SEQ ID NO: 77, SEQ ID NO: 79, SEQ ID NO: 81, SEQ ID
NO: 83, SEQ ID NO: 85, SEQ ID NO: 87, SEQ ID NO: 89, SEQ ID NO: 91,
SEQ ID NO: 93, SEQ ID NO: 95, SEQ ID NO: 97, SEQ ID NO: 99, SEQ ID
NO: 101, SEQ ID NO: 103, SEQ ID NO: 105, SEQ ID NO: 107, SEQ ID NO:
109, SEQ ID NO: 111, SEQ ID NO: 113, SEQ ID NO: 115, SEQ ID NO: 117,



10

15

20

25

30

10

SEQ ID NO: 119, SEQ ID NO: 121, SEQ ID NO: 123, SEQ ID NO: 125, SEQ
ID NO: 127, SEQ ID NO: 129, SEQ ID NO: 131, SEQ ID NO: 133, SEQ ID
NO: 135, SEQ ID NO: 137, SEQ ID NO: 139, SEQ ID NO: 141, SEQ ID NO:
143, SEQ ID NO: 145, SEQ ID NO: 147, SEQ ID NO: 149, SEQ ID NO: 151,
SEQ ID NO: 153, SEQ ID NO: 155, SEQ ID NO: 157, SEQ ID NO: 159, SEQ
ID NO: 163, SEQ ID NO: 165, SEQ ID NO: 167, SEQ ID NO: 169, SEQ ID
NO: 171, SEQ ID NO: 173, SEQ ID NO: 175, SEQ ID NO: 177, SEQ ID NO:
179, SEQ ID NO: 181, e SEQ ID NO: 183, e um filamento de antisentido
complementar ao ultimo filamento de sentido e selecionado do grupo de
SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO:
14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ
ID NO: 24, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO:
34, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 44, SEQ
ID NO: 46, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO:
54, SEQ ID NO: 56, SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 62, SEQ
ID NO: 64, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO:
72, SEQ ID NO: 74, SEQ ID NO: 76, SEQ ID NO: 78, SEQ ID NO: 80, SEQ
ID NO: 82, SEQ ID NO: 84, SEQ ID NO: 86, SEQ ID NO: 88, SEQ ID NO:
90, SEQ ID NO: 92, SEQ ID NO: 94, SEQ ID NO: 96, SEQ ID NO: 98, SEQ
ID NO: 100, SEQ ID NO: 102, SEQ ID NO: 104, SEQ ID NO: 106, SEQ ID
NO: 108, SEQ ID NO: 110, SEQ ID NO: 112, SEQ ID NO: 114, SEQ ID NO:
116, SEQ ID NO: 118, SEQ ID NO: 120, SEQ ID NO: 122, SEQ ID NO: 124,
SEQ ID NO: 126, SEQ ID NO: 128, SEQ ID NO: 130, SEQ ID NO: 132, SEQ
ID NO: 134, SEQ ID NO: 136, SEQ ID NO: 138, SEQ ID NO: 140, SEQ ID
NO: 142, SEQ ID NO: 144, SEQ ID NO: 146, SEQ ID NO: 148, SEQ ID NO:
150, SEQ ID NO: 152, SEQ ID NO: 154, SEQ ID NO: 156, SEQ ID NO: 158,
SEQ ID NO: 160, SEQ ID NO: 164, SEQ ID NO: 166, SEQ ID NO: 168, SEQ
ID NO: 170, SEQ ID NO: 172, SEQ ID NO: 174, SEQ ID NO: 176, SEQ ID
NO: 178, SEQ ID NO: 180, SEQ ID NO: 182, e SEQ ID NO: 184.

23. Método de acordo com a reivindicagdo 22, em que o dsRNA
é selecionado do grupo de AL-DP-7301, AL-DP-7308, AL-DP-7318, AL-DP-
7320, AL-DP-7322, AL-DP-7324, AL-DP-7325, AL-DP-7326, AL-DP-7327,



10

15

20

25

30

11

AL-DP-7329, AL-DP-7331, AL-DP-7333, AL-DP-7340, AL-DP-7342, AL-DP-
7303, AL-DP-7305, AL-DP-7307, AL-DP-7309, AL-DP-7316, e AL-DP-7337,
AL-DP-7304, AL-DP-7312, AL-DP-7339, AL-DP-7344, AL-DP-7306, AL-DP-
7317, AL-DP-7346, AL-DP-7310, AL-DP-7323, AL-DP-7335, AL-DP-7338,
AL-DP-7341, AL-DP-7302, AL-DP-7315, AL-DP-7328, AL-DP-7330, AL-DP-
7336, AL-DP-7345, AL-DP-9250, AL-DP-9251, AL-DP-9252, AL-DP-9253,
AL-DP-9254, AL-DP-9255, AL-DP-9256, AL-DP-9257, AL-DP-9258, AL-DP-
9259, AL-DP-9260, AL-DP-9261, AL-DP-9262, AL-DP-9263, AL-DP-9264,
AL-DP-9265, AL-DP-9266, AL-DP-9267, AL-DP-9268, AL-DP-9269, AL-DP-
9270, AL-DP-9271, AL-DP-9272, AL-DP-9273, AL-DP-9274, AL-DP-9275,
AL-DP-9276, AL-DP-9277, AL-DP-9279, AL-DP-9280, AL-DP-9281, AL-DP-
9282, AL-DP-9283, AL-DP-9284, AL-DP-9285, AL-DP-9286, AL-DP-9287,
AL-DP-9288, e AL-DP-9289.

24. Vetor para inibir a expressao de um gene Aha em uma célu-
la, o dito vetor compreendendo uma sequéncia reguladora operavelmente
ligada a uma sequéncia de nucleotideo que codifica pelo menos um filamen-
to de um dsRNA, em que um dos filamentos do dito dsRNA é substancial-
mente complementar a pelo menos uma parte de um mRNA que codifica
Ahal e em que o dito dsRNA é menos de 30 pares de base em comprimen-
to e em que o dsRNA realiza clivagem de um mRNA que codifica um gene
Aha dentro da sequéncia alvo de um segundo dsRNA tendo um filamento de
sentido selecionado do grupo de SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO:
9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID
NO: 19, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 29,
SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 37, SEQ ID |
NO: 39, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 49,
SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 57, SEQ ID
NO: 59, SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 67,
SEQ ID NO: 69, SEQ ID NO: 71, SEQ ID NO: 73, SEQ ID NO: 75, SEQ ID
NO: 77, SEQ ID NO: 79, SEQ ID NO: 81, SEQ ID NO: 83, SEQ ID NO: 85,
SEQ ID NO: 87, SEQ ID NO: 89, SEQ ID NO: 91, SEQ ID NO: 93, SEQ ID
NO: 95, SEQ ID NO: 97, SEQ ID NO: 99, SEQ ID NO: 101, SEQ ID NO: 103,
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SEQ ID NO: 105, SEQ ID NO: 107, SEQ ID NO: 109, SEQ ID NO: 111, SEQ
ID NO: 113, SEQ ID NO: 115, SEQ ID NO: 117, SEQ ID NO: 119, SEQ ID
NO: 121, SEQ ID NO: 123, SEQ ID NO: 125, SEQ ID NO: 127, SEQ ID NO:
129, SEQ ID NO: 131, SEQ ID NO: 133, SEQ ID NO: 135, SEQ ID NO: 137,
SEQ ID NO: 139, SEQ ID NO: 141, SEQ ID NO: 143, SEQ ID NO: 145, SEQ
ID NO: 147, SEQ ID NO: 149, SEQ ID NO: 151, SEQ ID NO: 153, SEQ ID
NO: 155, SEQ ID NO: 157, SEQ ID NO: 159, SEQ ID NO: 163, SEQ ID NO:
165, SEQ ID NO: 167, SEQ ID NO: 169, SEQ ID NO: 171, SEQ ID NO: 173,
SEQ ID NO: 175, SEQ ID NO: 177, SEQ ID NO: 179, SEQ ID NO: 181, e
SEQ ID NO: 183, e um filamento de antisentido complementar ao ultimo fi-
lamento de sentido e selecionado do grupo de SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO:
8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID
NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 28,
SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 36, SEQ ID
NO: 38, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 48,
SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 56, SEQ ID
NO: 58, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO: 66,
SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 72, SEQ ID NO: 74, SEQ ID
NO: 76, SEQ ID NO: 78, SEQ ID NO: 80, SEQ ID NO: 82, SEQ ID NO: 84,
SEQ ID NO: 86, SEQ ID NO: 88, SEQ ID NO: 90, SEQ ID NO: 92, SEQ ID
NO: 94, SEQ ID NO: 96, SEQ ID NO: 98, SEQ ID NO: 100, SEQ ID NO: 102,
SEQ ID NO: 104, SEQ ID NO: 106, SEQ ID NO: 108, SEQ ID NO: 110, SEQ
ID NO: 112, SEQ ID NO: 114, SEQ ID NO: 116, SEQ ID NO: 118, SEQ ID
NO: 120, SEQ ID NO: 122, SEQ ID NO: 124, SEQ ID NO: 126, SEQ ID NO:
128, SEQ ID NO: 130, SEQ ID NO: 132, SEQ ID NO: 134, SEQ ID NO: 136,
SEQ ID NO: 138, SEQ ID NO: 140, SEQ ID NO: 142, SEQ ID NO: 144, SEQ
ID NO: 146, SEQ ID NO: 148, SEQ ID NO: 150, SEQ ID NO: 152, SEQ ID
NO: 154, SEQ ID NO: 156, SEQ ID NO: 158, SEQ ID NO: 160, SEQ ID NO:
164, SEQ ID NO: 166, SEQ ID NO: 168, SEQ ID NO: 170, SEQ ID NO: 172,
SEQ ID NO: 174, SEQ ID NO: 176, SEQ ID NO: 178, SEQ ID NO: 180, SEQ
ID NO: 182, e SEQ ID NO: 184.

25. Célula compreendendo o vetor como definido na reivindicagao 24.
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RESUMO
Patente de Invenc,ao "MODULAGAO DE RNAI DE Aha E uUsos TERA—

. PEUTICOS DO MESMO".

.A presente presente invengao refere-se a um acido ribonucléico

bifilamentar (dsRNA) para inibir.a expressao de um gene Aha (gene 4Aha1),

compreendendo um filamento de antisentido tendo uma sequéncia de nu-’
- cleotideo.que € menor que 30 nucleotideos em comprimento, em geral 19-

25 nucleotideos em compnmento e que é substancnalmente complementar

‘a pelo menos uma parte de um gene Aha. A invengdo também refere se a

uma. composngao farmaceutnca compreendendo o dsRNA junto com um vei-
culo farmaceutlcamente aceitavel, metodos para tratar doengas causadas

-por expressaq de Ahal e a expressao de um gene Aha usando a composiz

¢ao farmacéutica; e métodos para inibir a expressdo de um gene Aha em

_ uma célula. ' - .

1
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