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Relatério Descritivo da Patente de Invengdo para "INIBICAO
MEDIADA POR RNAi DE RHO QUINASE PARA O TRATAMENTO DE DIS-
TURBIOS OCULARES".

Campo da Invencao
A presente invencao refere-se ao campo de composi¢des de

RNA de interferéncia para inibir a expressao de alvos de mRNA de Rho qui-
nase em disturbios oculares, particularmente para reduzir a pressao intra-
ocular no tratamento de hipertensdo ocular e glaucoma.

Antecedentes da Invencéo
Glaucoma é um grupo heterogéneo de neuropatias épticas que

compartilham certas caracteristicas clinicas. A perda de visdo em glaucoma
se deve a morte seletiva das células do géanglio retiniano na retina neutra
que é clinicamente diagnosticada por alteragbes caracteristicas no campo
visual, defeitos na camada de fibras Opticas, e escavagdo em forma de cali-
ce da cabec¢a do nervo 6ptico (CNO). Um dos principais fatores de risco para
o desenvolvimento de glaucoma é a presenga de hipertensao ocular (HTO),
isto é pressao intra-ocular (PIO) elevada. Uma PIO adequada € necesséaria
para manter a conformag¢ao do olho e proporcionar um gradiénte de pressao
que permita o fluxo do humor aquoso péra a coérnea avascular e para a lente.
Niveis de PIO podem também estar envolvidos na patogénese de glaucoma
de tensao normal (GTN), conforme evidenciada por pacientes que se benefi-
ciam de medicag¢des que reduzem a PIO. Uma vez que tenham sido feitos
ajustes para a espessura corneana central para leituras de PIO em pacien-
tes com GTN, pode também ser constatado que muitos desses pacientes
tém hipertensao ocular.

A PIO elevada associada a glaucoma devido a resisténcia ele-
vada ao transbordamento do fluxo aquoso na rede trabecular (RT), um pe-
queno tecido especializado localizado no angulo corneano da iris da camara
anterior ocular. Mudancgas glaucomatosas na RT incluem perda de células
da RT e a deposicao e acumulag¢ao de fragmentos extracelulares que inclu-
em material similar a placas. Além disso, existem também alteragbes que
ocorrem na CNO glaucomatosa. Em olhos glaucomatosos, existem alteragoes



morfolégicas e de mobilidade nas células gliais da CNO. Em resposta a PIO
elevada e/ou aos ataques isquémicos transitérios, existe uma alteragao na
composi¢cdo de matriz extracelular da CNO e alteracdes nas morfologias das
células gliais e no axdénio das células da glandula retiniana. |

Glaucomas primarios resultam de disturbios no fluido intra-ocular
que tem uma base anatdmica ou fisiolégica. Glaucomas secundarios ocor-
rem em consequéncia de lesdo ou trauma no olho ou de uma doencga pree-
xistente. Glaucoma de angulo aberto primario (POAG), também conhecido
como glaucoma crénico ou simples, representa a maioria de todos os glau-
comas primarios. POAG é caracterizado pela degeneracao da rede trabecu-
lar, resultando em resisténcia anormalmente alta & drenagem de fluido do
olho. Uma consequéncia de tal resisténcia é um aurhento de PIO que é re-
querida para direcionar o fluido normalmente produzido pelo olho através da
resisténcia aumentada. ’

Proteinas quinases contendo espiral espiralada, associadas a
Rho, também conhecidas como Rho quinases ou ROCKs, séo efetores da
familia de RHO de pequenas proteinas de ligacao de GTP (Rho GTPases).
A via de sinalizagcdo de Rho GTPase parece desempenhar um papel na re-
gulagao do transbordafnento de humor aquoso, por exemplo, ao alterar a
organizagao citoesquelética da rede trabecular (RT) e/ou células da muscu-
latura ciliar (CM). Inibidores de moléculas pequenas de Rho quinase causam
alteragdes reversiveis na morfologia celular da RT e da organizagao cistoes-
quelética, diminuem a contractilidade do tecido da RT isolado, € aumentam a
facilidade do transbordamento do tumor aquoso em cultura de érgaos ((Waki
M. et al., Curr Eye Res. 22:470-4 (2001); Honjo M. et al., Invest Ophthalmol
Vis Sci. 42:137-44 (2001); Rao PV. et al.,, Mol Vis. 11:288-97 (2005); Rao
PV. et al., Invest Ophthalmol Vis Sci. 42:1029-37 (2001)). Efeitos similares
séao gerados pela expressao de dominios de ligacao de Rho negativos, do-
minantes. Contudo, o tratamento com inibidores de moléculas pequenas de
Rho quinase também provoca vasodilatagao e hiperemia conjuntival. Além
disso, a eficacia de terapias com base em moléculas pequenas tem vida re-
lativamente curta, requerendo dosagem todos os dias e, em alguns casos, a



eficacia diminui com o tempo.
Em vista da importancia da hipertensao ocular no glaucoma e os
efeitos colaterais dos métodos de tratamento anteriores, seria desejavel ter
um método aperfeicoado para tratar hipertensao ocular.
Sumadrio da Invencédo
A presente invengao é'direcionada a RNAs de interferéncia que
silenciam a expressao de mRNA de Rho quinase, diminuindo, assim, a pres-
sao intra-ocular em pacientes com hipertensao ocular ou glaucoma ou em

risco de desenvolver hipertenséo ou glaucoma. Alvos de Rho quinase inclu-
em ROCK1 (também conhecida como ROCKI, ROKB, ou p160ROCK) e
ROCK2 (também conhecida Como ROCKII ou ROKao). Os RNAs de interfe-
réncia da invengao sao Uteis para tratar paciente com hipertenséo ocular od
com glaucoma tal como glaucoma de tensdo normal e glaucoma de angulo
aberto.

-Uma modalidade da presente invengao proporciona dm método
para atenuar a expressdao de um mRNA de Rho quinase em um paciente. O
método compreende administrar ao paciente uma composi¢do que compre-
ende uma quantidade eficaz de RNA de interferéncia que tem um compri-
mento de 19 a 49 nucleotideos e um Ven’culo farmaceuticamente aceitavel.
Em uma modalidade, a administracéo € para o olho do paciente para atenu-
ar a expressao de um alvo de hipertensao ocular em humano.

Em uma modalidade da inveng¢ao, o RNA de interferéncia com-
preende um filamento de nucleotideo sentido, um filamento de nucleotideo
anti-sentido e uma regidao de complementaridade contigua pelo menos qua-
se perfeita de pelo menos 19 nucleotideos. Ainda, o filamento anti-sentido
hibridiza sob condigdes fisiolégicas para uma por¢cao de um mRNA corres-
pondente 2 SEQ ID NO:1 ou 4 SEQ ID NO:2, que sdo seqliéncias de cDNA
que codificam ROCK1 e ROCK?2, respectivamente (N° de Acesso no Gen-
Bank: NM_005406, e NM_004850, respectivamente). O filamento anti-
sentido tem uma regido de complementaridade contigua pelo menos quase
perfeita de pelo menos 19 nucleotideos com a por¢ao de mRNA correspon-
dente a SEQ ID NO:1 ou a SEQ ID NO:2, respectivamente. A administracao



de tal composigao atenua a expressao de Rho quinase no paciente.

Em uma modalidade da invencdao, um RNA de interferéncia é
desenhado para alvejar um mRNA que corresponde a SEQ ID NO:1 com-
preendendo o nucleotideo 605, 653, 659, 1248, 1562, 1876, 2266, 2474,
2485, 2740, 2808, 2834, 3007, 3146, 3199, 3245, 3379, 3453, 3511, 3513,
3519, 3781, 3782, 998, 1132, 1200, 1648, 1674, 1708, ou 2077. Em uma
‘modalidade da invengao, um RNA de interferéncia é desenhado para alvejar
um mRNA que corresponde a SEQ ID NO:2 compreendendo o nucleotideo
1102, 1865, 2000, 2229, 2514, 2584, 2738, 3305, 4111, 4652, 5184, 5187,
5255, 6315, 5439, 5450, 5578, 5579, 5611, 5625, 5795, 6000, 6228, 6264,
584, 1337, 1678, 2773, 2814, 2941, 3357, 3398, 3481, 3633, 3644, 3645,
3767, 3836, 4023, 4097, 5202, ou 5440. -

A presente invengdo proporciona ainda, para administragao de
um segundo RNA de interferéncia a um paciente além de um primeiro RNA
de interferéncia. O método compreende administrar a um paciente um se-
gundo RNA de interferéncia tendo um comprimento de 19 a 49 nucleotideos
€ compreendendo um filamento de nucleotideo sentido, um filamento de nu-
cleotideo anti-sentido, e uma regido de complementaridade pelo menos qua-
se perfeita de pelo menos 19 nucleotideos; em que o filamento anti-sentido
do segundo RNA de interferéncia hibridiza sob condigoes fisiolégicas para
uma segunda porgao de mRNA correspondente a SEQ ID NO:1 ou &4 SEQ ID
NO:2 e o filamento anti-sentido tem uma regido de complementaridade pelo
menos quase perfeita de pelo menos 19 nucleotideos com a segunda porgédo
de hibridizagdo de mRNA correspondente a SEQ ID NO:1 ou a SEQ ID
NO:2, respectivamente. O segundo RNA de interferéncia pode alvejar o
mesmo mMRNA como o primeiro RNA de interferéncia ou pode alvejar um
mRNA diferente. Ainda, um terceiro, quarto, ou quinto, etc. RNA de interfe-
réncia pode ser administrado de um modo similar.

Uma outra modalidade da invengdao € um método para atenuar a
expressao de Rho quinase em um paciente, compreendendo administrar ao
paciente uma composi¢cao que compreende uma quantidade eficaz de RNA

de interferéncia de filamento simples que tem um comprimento de 19 a 49



nucleotideos e um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

Para atenuar a expressdao de ROCK1, o RNA de interferéncia de
~filamento simples hibridiza sob condicées fisiolégicas para uma porgdo de
mRNA que corresponde a SEQ ID NO:1 que compreende o nucleotideo 605,
653, 659, 1248, 1562, 1876, 2266, 2474, 2485, 2740, 2808, 2834, 3007,
3146, 3199, 3245, 3379, 3453, 3511, 3513, 3519, 3781, 3782, 998, 1132,
1200, 1648, 1674, 1708, ou 2077, e o RNA de interferéncia tem uma regiao
de complementaridade pelo menos quase perfeita de pelo menos 19 nucleo-
tideos com a por¢ao de hibridizagdo de mRNA correspondente a SEQ ID
NO:1. A expressdao de ROCK1 é assim atenuada.

_ Para atenuar a expressdo de ROCK2, o RNA de interferéncia de
filamento simples hibridiza sob condigdes fisiolégicas para uma porgdo de
mRNA que corresponde & SEQ ID NO:2 que compreende o nucleotideo
1102, 1865, 2000, 2229, 2514, 2584, 2738, 3305, 4111, 4652, 5184, 5187,
5255, 6315, 6439, 5450, 5578, 5579, 5611, 5625, 5795, 6000, 6228, 6264,
584, 1337, 1678, 2773, 2814, 2941, 3357, 3398, 3481, 3633, e o RNA de
interferéncia tem uma regido de complementaridade contigua pelo menos
quase perfeita de pelos menos 19 nucleotideos com a porgao de hibridiza-
c¢ao de mRNA correspondente a SEQ ID NO:2. A expressdao de ROCK2 é
assim atenuada.

Uma outra modalidade da invenc¢ao refere-se a um método para
tratar hipertensao ocular ou glaucoma. O método compreende administrar ao
olho uma composi¢gdo que compreende uma quantidade eficaz de RNA de
interferéncia tendo um comprimento de 19 a 49 nucleotideos € um veiculo
farmaceuticamente aceitavel, e o RNA de interferéncia compreendendo um
filamento de nucleotideo sentido, um filamento de nucleotideo anti-sentido, e
uma regiao de complementaridade contigua pelo menos quase perfeita de
pelo menos 19 nucleotideos. O filamento anti-sentido hibridiza sob condi-
¢Oes fisioldgicas para uma porgao de mRNA correspondente a SEQ ID NO:1
ou a SEQ ID NO:2 e tem uma regidao de complementaridade contigua pelo
menos quase perfeita de pelo menos 19 nucleotideos com a porgao de hibri-
dizagdo de mRNA correspondente a SEQ ID NO:1 ou a SEQ ID NO:2, res-



pectivamente. A hipertensao ocular ou glaucoma é assim tratado.

Uma outra modalidade da invengao refere-se a um método para
tratar hipertensao ocular ou glaucoma em um paciente que necessite deste,
em que o método compreende administrar a um olho do paciente uma com-
posicao que compreende uma quantidade eficaz de RNA de interferéncia
tendo um comprimento de 19 a 49 nucleotideos e um veiculo farmaceutica-
mente aceitavel deste, em que o RNA de interferéncia compreende uma re-
giao de pelo menos 13 nucleotideos contiguos tendo pelo menos 90% de
complementaridade de sequéncia para, ou pelo menos 90% de identidade
de sequiéncia com, o 13 pendltimos nucleotideos da extremidade 3’ de um
mRNA correspondente a qualquer uma de SEQ ID NO:3 e SEQ ID NO:9 -
SEQ ID NO:79, em que a hipertensao ocular ou glaucoma é assim tratado.

Uma outra modalidade da invengao refere-se a um método para
atenuar a expressao de um mRNA de alvo de Rho quinase em um paciente,
compreendendo administrar ao paciente uma composi¢cdo que compreende
uma quantidade eficaz de RNA de interferéncia que tem um comprimento de
19 a 49 nucleotideos e um veiculo farmaceuticamente aceitavel deste, onde
o RNA de interferéncia compreende uma regido de pelo menos 13 nucleoti-
deos contiguos tendo pélo menos 90% de complementaridade de sequiéncia
para, ou pelo menos 90% de identidade com, os 13 penultimos nucleotideos
da extremidade 3’ de um mRNA correspondente a qualquer uma de SEQ ID
NO:3 e SEQ ID NO:9 — SEQ ID NO:79, como a seguir.

Quando o MRNA-alvo de Rho quinase é mRNA de ROCK1, o
RNA de interferéncia compreende uma regido de pelo menos 13 nucleoti-
deos contiguos tendo pelo menos 90% de complementaridade de sequéncia
para, ou pelo menos 90% de identidade de sequéncia com, os 13 penultimos
nucleotideos da extremidade 3' de um mRNA correspondente & SEQ D
NO:3, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID
NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ
ID NO:18, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:22,
SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:26, SEQ ID
NO:27, SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:29, SEQ ID NO:30, SEQ ID NO:73, SEQ



ID NO:74, SEQ ID NO:75, SEQ ID NO:76, SEQ ID NO:77, SEQ ID NO:78,
ou SEQ ID NO:79.

Quando o MRNA-alvo de Rho quinase € mRNA de ROCK2, o
RNA de interferéncia compreende uma regido de pelo menos 13 nucleoti-
deos contiguos tendo pelo menos 90% de complementaridade de seqiéncia
para, ou pelo menos 90% de identidade de seqﬂéncia‘com,- os 13 pendltimos
nucleotideos da extremidade 3’ de um mRNA'correspondente a SEQ ID
NO:31, SEQ ID NO:32, SEQ ID NO:33, SEQ ID NO:34, SEQ ID NO:35, SEQ
ID NO:36, SEQ ID NO:37, SEQ ID NO:38, SEQ ID NO:39, SEQ ID NO:40,
SEQ ID NO:41, SEQ ID NO:42, SEQ ID NO:43, SEQ ID NO:44, SEQ ID
NO:45, SEQ ID NO:46, SEQ ID NO:47, SEQ ID NO:48, SEQ ID NO:49, SEQ
ID NO:50, SEQ ID NO:51, SEQ ID NO:52, SEQ ID NO:53, SEQ ID NO:54,
SEQ ID NO:55, SEQ ID NO:56, SEQ ID NO:57, SEQ ID NO:58, SEQ ID
NO:59, SEQ ID NO:60, SEQ ID NO:61, SEQ ID NO:62, SEQ ID NO:63, SEQ
ID NO:64, SEQ ID NO:65, SEQ ID NO:66, SEQ ID NO:67, SEQ ID NO:68,
SEQ ID NO:69, SEQ ID NO:70, SEQ ID NO:71, ou SEQ ID NO:72.

' - Em uma outra modalidade da presente invengéo, a regidao de
nucleotideos contiguos é uma regiao de pelo menos 14 nucleotideos conti-
guos tendo pelo menos 85% de complbementaridade de sequiéncia para, ou
pelo menos 85% de identidade de seqléncia com, os 14 pentltimos nucleo-
tideos da extremidade 3’ de um mRNA correspondente a seqiéncia do iden-
tificador de seqiéncia. Em ainda uma outra modalidade da invengéo, a regi-
ao de nucleotideos contiguos é uma regido de pelo menos 15, 16, 17 ou 18
nucleotideos contiguos tendo pelo menos 80% de complementaridade de
seqléncia para, ou pelo menos 80% de identidade de sequéncia com, os
penultimos 15, 16, 17, ou 18 nucleotideos, respectivamente, da extremidade
3’ de um mRNA correspondente & seqléncia-alvo identificada pelo identifi-
cador de sequéncia.

Uma outra modalidade da invengao refere-se a um método para
tratar hipertensdo ocular em um paciente que necessite deste, em qUe O mé-
todo compreende administrar ao paciente uma composi¢do que compreende
uma molécula de siRNA de filamento duplo que infra-regula a expressao de



um gene de ROCK1 ou de ROCK2 via interferéncia de RNA, em que cada
filamento da molécula de siRNA ¢é, independentemente, cerca de 19 a cerca
de 27 nucleotideos de comprimento; e um filamento da molécula de siRNA
compreende uma sequéncia de nucleotideos tendo complementaridade
substancial para um mRNA correspondente ao gene de ROCK1 ou de
ROCK2, respectivamente, de modo que a molécula de siRNA direciona a
clivagem do mRNA via interferéncia de RNA.

Uma composicao que compreende RNA de interferéncia que
tem um comprimento de 19 a 49 nucleotideos e que tem uma sequiéncia de
nucleotideos de qualquer uma de SEQ IND NO:3, e SEQ ID NO:9 — SEQ ID
NO:79, ou um complemento destas, e um veiculo farmaceuticamente aceita-
vel é uma modalidade da presente invengdo. Em uma modalidade, o RNA de
interferéncia pode ser isolado. O termo "isolado" significa que o RNA de in-
terferéncia esta livre de seu meio natural total.

Uma outra modalidade da invencdo é uma composicao que
compreende uma molécula de siRNA de filamento duplo que infra-regula a
expressao de um gene de ROCK1 ou ROCK?2 via interferéncia de RNA, em
que cada filamento da molécula de-siRNA é independentemente de cerca de
19 a cerca de 27 nucleotideos de comprimento; e um filamento da molécula
de siRNA compreende uma sequéncia de nucleotideos que tem substancial
complementaridade para um mRNA correspondente ao gene de ROCK1 ou
de ROCK2, respectivamente, de modo que a molécula de siRNA direciona a
clivagem do mRNA via interferéncia de RNA.

A presente invengao proporciona uma vantagem sobre inibidores
de moléculas peduenas de Rho quinase ja que o efeito colateral ihdesejével
de terapias correntes de moléculas pequenas, por exemplo, hiperemia, é
dissociado do efeito desejavel de reduzir a pressao intra-ocular.

O uso de qualquer uma das modalidades conforme descritas
aqui na preparacao de um medicamento para atenuar a expressao de mRNA
de ROCK1 ou de ROCK2 é também uma modalidade da presente invengao.

Breve Descricao dos Desenhos
A figura 1 proporciona um Western blot de ROCK1 de células




GTM-3 transfectadas com siRNAs de ROCK1 #1, #2, #3, e #4; siRNAs de
ROCK2 #1, #2, #3, e #4; um grupo de siRNA de ROCK1; um siRNA de con-
trole nao-alvejante; e um controle de tampao (-siRNA). Os siRNAs estavam
em uma concentragdo de 100nM. As setas indicam as posi¢des das bandas
de proteina ROCK1 de 160 kDa e da actina de 42 kDa.

A figura 2 proporciona' um Western blot de ROCK1 de células
GTM-S transfectadas com siRNAs de ROCK1 #1, #2, #3, e #4, e um siRNA
de conrole ndo-alvejante, cada em 10nM, 1nM, e 0,1nM, e um controle de
tamp&o (-siRNA). As setas indicam as posi¢oes das bandas de proteina
ROCK1 de 160 kDa e da proteina actina de 42 kDa. |

A figura 3 proporciona um Western blot de ROCK2 de células
GTM-3 transfectadas com siRNAs de ROCK2 #1, #2, #3, e #4, um grupo de
ROCK1, e um siRNA de controle nédo alvejante, cada um em 100nM, e um
controle de tampao (-siRNA).' As setas indicam as posi¢gdes das bandas de
proteina ROCK1 de 160 kDa e da proteina actina de 42 kDa.

A figura 4 proporciona Western blot de ROCK2 de células GTM-
3 transfectadas com siRNAs de ROCK2 #1, #2, #3, e #4, e um siRNA de
controle nao-alvejante, cada um em 10nM, 1nM, e 0,1nM, e um controle de
tampao (-siRNA). As setas indicam aé posicoes das bandas de proteina
ROCK1 de 160 kDa e da proteina actina de 42 kDa.
Descricao Detalhada da Invencéo

Interferéncia de RNA (RNAI) é um processo pelo qual RNA de
filamento (dsRNA) é para silenciar expressado de gene. Embora nédo se dese- '
je estar ligado a qualquer teoria, RNAi comeca com a clivagem de dsRNAs
mais longos para pequenos RNAs de interferéncia (siRNAs) por enzima simi-
lar a RNaselll, dicer. siRNAs sdo dsRNAs que sdo usualmente de cerca de
19 a 28 nucleotideos, ou 20 a 25 nucleotideos, ou 21 a 22 nucleotideos de

comprimento e freqlientemente contém pendentes de 2 nucleotideos em 3’,
e fosfato em 5’ e hidroxila em 3’. Um filamento do siRNA ¢é incorporada a um
complexo de ribonucleoproteina conhecido como o complexo silenciador
induzido por RNA (RISC). RISC usa esse filamento de siRNA para identificar
moléculas de mRNA que sdo pelo menos parcialmente complementares do
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filamento de siRNA incorporada, e entao cliva esses MRNAs-alvo ou inibe a
sua tradugao. Portanto, o filamento de siRNA que é incorporado no RISC é
conhecida como filamento guia ou filamento anti-sentido. O outro filamento
de siRNA, conhecido como filamento passageiro, é eliminada do siRNA e é
pelo menos parcialmente homdloga ao- MRNA-alvo. Aqueles versados na
técnica reconhecerao que, em principio, qualquer filamento de um siRNA
pode ser incorporado ao RISC e funciona como um filamento guia. Contudo,
o desenho de siRNA (por exemplo, estabilidade de duplex de siRNA reduzi-
da na extremidade 5’ do filamento anti-sentido) pode favorecer a incorpora-
¢ao do filamento anti-sentido ao RISC.

Clivagem de mRNAs mediada por RISC tendo uma sequléncia
pelo menos parcialmente complementar ao filamento guia leva a um decrés-
cimo no nivel de estado constante daquele mRNA e da proteina correspon-
dente codificada por este mRNA. Alternativamente, RISC pode também re-
duzir a expressdo da proteina correspondente via repressao traducional sem
clivagem do MRNA-alvo. Outras moléculas de RNA e moléculas similares a
RNA podem também interagir com RISC e silenciar o gene de expressao.
Exemplos de outras moléculas de RNA que podem interagir cbm RISC in-
cluem RNAs curtos de grampo de cabelo (shRNAs), siRNAs de filamento
simples, microRNAs (miRNAs), duplices de 27 méros de substrato de dicer.
O termo "siRNA", como usado aqui, refere-se a um RNA de interferéncia de
filamento duplo, a menos que indicado de outro modo. Exemplos de molécu-
las similares a RNA que podem interagir com RISC incluem moléculas de
RNA contendo um ou mais nucleotideos quimicamente modificados, um ou
mais desoxirribonucleotideos, e/ou uma ou mais ligagoes nao-fosfodiéster.
Para fins da presente discussao, todos os RNA ou moléculas similares a
RNA que podem interagir com RISC e participar das alteragoes mediatas por
RISC na expressdo génica serao referidas como "RNAs de interferéncia”.
siRNAs, shRNAs, miRNAs, e duplices de 27 méros de substrato de dicer
sao, portanto, subconjuntos dos RNAs de interferéncia."

RNA de interferéncia das modalidades da invengao parece agir

de um modo catalitico para clivagem de MRNA-alvo, isto €, RNA de interfe-
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réncia é capaz de efetuar a inibicdo do MRNA-alvo em quantidades subes-
tequiométricas. Em comparagao com terapias anti-sentido, é requerido signi-
~ ficativamente menos RNA de interferéncia para proporcionar um efeito tera-
péutico sob tais condigdes de clivagem. 7

A presente invengao refere-se ao uso de RNA de interferéncia
para inibir a expressdao de mRNA de Rho quinase (ROCK), diminuindo assim
a pressao intra-ocular em pacientes com glaucoma. Existem duas isoformas
de Rho quinase (também conhecidas como ROCKI, ROKfB ou p160ROCK) e
ROCK2 (também conhecidas como ROCKIl ou ROKa). De acordo com a
presente invencao, RNAs de interferéncia conforme estabelecidos aqui pro-
vidos por expressd@o exdgena ou enddgena sio particularmente eficazes em
silenciar mRNA de ROCK. |

Inibidores de pequenas moléculas de ROCK causam alteragoes
irreversiveis na morfologia de células da rede trabecular e organizagao cito-
esquelética, diminuem a contractilidade de tecido da musculatura ciliar isola-
do, e aumentam a facilidade de transbordamento de humor aquoso e cultura
de orgdo. Efeitos similares séo gerados por expressdo de dominios de liga-
¢ao de Rho negativos, dominantes. O tratamento com inibidores de molécu-
las pequenas de ROCK reduz a PIO, contudo, tal tratamento parece que
também provoca hiperemia. Os inibidores de moléculas pequenas de ROCK
examinados até hoje inibem quinases muiltiplas além de ROCK1 e ROCK2.
Espera-se que o uso de RNAs de interferéncia da presente invencao tendo
especificidade para mRNA de ROCK1 ou ROCK2 dissocie o efeito de redu-
cao da PIO desejavel do tratamento do efeito de hiperemia indesejavel do
tratamento.

Sequéncias de acidos nucléicos sao aqui escritas em um dire¢ao
de 5’ para 3', a menos que indicado de outra forma. O termo "acido nucléi-
co", como usado aqui, refere-se ou ao DNA ou RNA ou a uma forma modifi-
cada destes compreendendo as bases purina ou pirimidina em DNA (adeni-
na "A", citosina "C", guanina "G", timina "T") ou em RNA (adenina "A", citosi-
na "C", guanina "G", uracil "G"). RNAs de interferéncia proporcionados aqui

podem compreender bases "T", particularmente nas extremidades 3’, embo-
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ra as bases "T" na ocorram naturalmente em RNA. "Acido nucléico" inclui os
termos "oligonucleotideo" e "polinucleotideo" e pode ser referir a uma molé-
cula de filamento simples ou uma molécula de filamento duplo. Uma molécu-
la de filamento duplo é formado pelo pareamento de bases de Watson-Crick
entre as bases A e T, as bases C e G, e entre as bases A e U. Os filamentos
de uma molécula de filamento duplo podem ter complementaridade parcial,
substancial ou inteira uma com relagao a outra, e formarao um hibrido du-
plex, cuja resisténcia de ligacao é dependente da natureza e grau de com-
plementaridade da seqiéncia de bases. A

Uma seqiéncia de mRNA é prontamente deduzida da sequéncia
da sequéncia de DNA correspondente. Por exemplo, a SEQ ID NO:1 propor-
ciona a sequéncia de filamento sentido de DNA correspondente ao mRNA
para ROCK1. A sequéncia de mRNA é idéntica a seqiéncia de filamento
sentido de DNA com as bases "T" substituidas com bases "U". Portanto, a
sequéncia de mRNA de ROCK1 é conhecida da SEQ ID NO:1 e a seqiiéncia
de mRNA de ROCK2 é conhecida da SEQ ID NO:2.

mRNA de Rho quinase (ROCK1 e ROCK2): proteina quinases
contendo espiral espiralada, associadas a Rho, também conhecidas como
Rho quinases ou ROCKs, sao efetores da familia de Rho de pequenas pro-
teinas de ligagdo de GTP (Rho GTPases). A via de sinalizagdo de Rho GT-
Pase parece desempenhar um papel na regulagdo do transbordamento de
humor aquoso, por exemplo, ao alterar a organizagao citoesquelética da re-
de trabecular (RT) e/ou células da musculatura ciliar (CM).

ROCKSs sao serina/treonina brotel’na quinases que sao ativadas
por Rho ligado a GTP. A ativagdo de ROCK leva a fosforilagdo de varios
substratos envolvidos na montagem do filamento de actina e contractilidade
da célula incluindo, por exemplo, a cadeia leve de miosina, cadeia leve de
miosina fosfatase, LIM quinase, adducina, ERM. Assim, ROCKs regulam
uma grande variedade de processos celulares que incluem a formagéao de
tragao-fibra, contragdo, adesao, migracao, fagocitose, apoptose, e citocine-
se. As duas isoformas de ROCK sdao ROCK1 (também conhecida como
ROCKI, ROKp, ou p160ROCK) e ROCK2 (também conhecida como ROCKII
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ou ROKo). As duas isoformas sa@o altamente similares, particularmente em
seus dominios de quinase (92% de identidade no nivel de aminoacidos),
contudo, elas exibem diferengas na distribuicao de tecido e localizagao intra-
celular sugerindo que elas podem ter fungdes nao redundantes, distintas.
Ambas as ROCK1 e ROCK2 sao expressas no segmento anterior do olho
humano.

| A base de dados GenBank do National Center for Biotechnology
Information em ncbi.nim.nih.gov proporciona a sequiéncia de DNA para
ROCK1 com o N° de Acesso NM_005406, proporcionado na "Listagem de
Sequéncias" como SEQ ID NO:1. SEQ ID NO:1 proporciona a seqiiéncia de
filamento sentido de DNA que corresponde ao mRNA que codifica ROCK1 -
(com excegao das bases "T" para as bases "U"). A sequéncia de codificag:éo.
para ROCK1 é a partir de nucleotideos 1-4065.

Equivalentes da sequéncia de mRNA de ROCK1 citada acima
sao formas splice alternativas, formas alél‘icas, isozimas, ou um cognato des-
tas. Um cognato € um mRNA de ROCK1 proveniente de uma outra espécie
de mamifero que é homédloga a SEQ ID NO:1 (um ortélogo).

A base de dados GenBank proporciona a seqiéncia de DNA
para ROCK2 como N° de Acesso NM_004850, proporcionada na "Listagem
de Sequéncias" como SEQ ID NO:2. A SEQ ID NO:2 proporcionada a se-
quéncia de filamento sentido de DNA que correspondente- ao mRNA que
codifica ROCK2 (com excecéo das bases "T" para as bases "U"). A sequén-
cia de codificacdo para ROCK2 é dos nucleotideos 450-4616. |

- Os equivalentes da sequéncia de mRNA de ROCK2 citado aci-
ma sao formas splice alternativas, formas alélicas, isozimas, ou um cognato
destas. Um cognato € um mRNA de ROCK2 de uma outra espécie de mami-
fero que é homdlogo a SEQ ID NO:2 (um ortélogo)

Atenuar a expressao de um mRNA: A frase, "atenuar a expres-
sao de um mRNA", como usada aqui, significa administrar uma quantidade
de RNA de interferéncia (por exemplo, um siRNA) para reduzir a tradugéo de
MRNA-alvo em proteina, tanto através da clivagem de mRNA como através
da inibicao direta de traducgao. A redugao da expressao do MRNA-alvo ou da
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proteina correspondente é comumente referida como "knock-down" e é re-
portada com relagao aos niveis presentes seguintes a administracdao ou a
expressao de um RNA de controle nao alvejante (por exemplo, um siRNA de
controle nao alvejante). "Knock-down" de expressdo de uma quantidade que
inclui entre 50% e 100% é contemplado pelas modalidades aqui. Contudo,
nao é necessario que tais niveis de "knock-down" sejam obtidos para fins da
invengdo. Em uma modalidade, um RNA de interferéncia simples que alveja
um dos alvos de Rho quinase é administfado para reduzir a PIO. Em outras -
modalidades, dois ou mais RNAs de interferéncia que alvejam o mesmo alvo
de Rho quinase (por exemplo, ROCK1) sdo administrados para diminuir a
PIO. Em outras modalidades, dois ou mais RNAs de interferéncia que alve-
jam os alvos Rho quinase (por exemplo, ROCK1 e ROCK2) sdo administra-
dos para reduzir a PIO. | |

"Knock-down" & comumente avaliado pela medicao dos niveis
de mRNA usando a reag¢ao a ampliagao da reagao em cadeia de polimerase
quantitativa (QPCR) ou por medigao dos niveis de proteina por Western blot
ou por ensaio de imunoabsorvente ligado a enzima (ELISA). A analise do
nivel de proteina proporciona uma avaliagdo tanto da clivagem de mRNA
bem como da inibigao dve traducdo. Outras técnicas para medir "knock-down"
incluem hibridizagdao de solugao de RNA, prote¢do de nuclease, hibridizagao
northern, monitoramente de expressao génica com um microarranjo, ligagao
de anticorpo, radioimunoensaio, e analise de células ativadas por fluores-
céncia.

Inibicdo de ROCK1 ou ROCK2 pode sertambém determinada in
vitro por avaliagdo de niveis de MRNA-alvo ou niveis de prote.l'na alvo em,
por exemplo, células TM humanas seguinte a transfecgcao de RNA de interfe-
réncia de ROCK1 ou ROCK2 conforme descrigdao abaixo.

A inibicao de alvos citados aqui € também inferida em um ser
humano ou mamifero por observagao do desenvolvimento de sintoma de
glaucoma tal como desenvolvimento de pressao intra-ocular, desenvolvimen-
to da perda de campo visual, ou desenvolvimento de alteragdes na cabeca

do nervo éptico, por exemplo.
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RNA de interferéncia: Em uma modalidade da invengéo, RNA de
interferéncia (por exemplo, siRNA) tem um filamento sentido e um filamento
anti-sentido, e os filamentos sentido e anti-sentido compreendem uma regiao
de complementaridade contigua pelo menos quase perfeita e pelo menos 19
nucleotideos. Em uma outra modalidade da invengdo, o RNA de interferén-
cia (por exemplo, siRNA) tem um filamento sentido e um filamento anti-
sentido, e o filamento anti-sentido compreende uma regiao de complementa-
ridade contigua pelo menos quase perfeita de pelo menos 19 nucleotideos
para uma sequéncia-alvo de mRNA de ROCK1 ou ROCK2, e o filamento
sentido compreende uma regido de identidade contigua pelo menos quase
perfeita de pelo menos 19 nucleotideos com uma seqﬁénci_as-alvo de mRNA
de ROCK1 ou de ROCK2. Em uma outra modalidade da invengdo, o RNA dé
interferéncia compreende pelo menos 13, 14, 15, 16, 17, ou 18 nucleotideos
contiguos tendo percentagens de complementaridade de sequéncia para ou,
tendo percentagens de identidade de sequéncia com, os 13, 14, 15, 16, 17
ou 18 nucleotideos, respectivamente, da extremidade 3’ da sequéncia-alvo
correspondente dentro de um mRNA.

O comprimento de cada filamento do RNA de interferéncia com-
preende de 19 a 49 nucleotideos, e pode compreender um comprimento de
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,
39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, ou 49 nucleotideos.

O filamento anti-sentido de um siRNA é o agente guia ativo do
siRNA em que o filamento anti-sentido é incorporado ao RISC, permitindo
assim que o RISC identifique os. MRNAs-alvo com complementaridade pelo
menos parcial para o filamento de siRNA anti-sentido para clivagem ou re-
pressao traducional.

'~ Em modalidades da presente invengdo, as sequéncias-alvo de
RNA de interferéncia (por exemplo, sequiéncias-alvo de siRNA) dentro de
uma sequéncia de MRNA-alvo sdo selecionadas usando as ferramentas de
desenhos disponiveis. RNAs de interferéncia correspondentes a uma se-
guéncia-alvo de ROCK1 ou ROCK2 sao entdo testadas por transfecgao de

células que expressam o MRNA-alvo seguido por avaliagdo de "knock-down"
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conforme descrigao acima.

Técnicas para selecionar sequéncias-alvo para siRNAs sao pro-
porcionadas por Tuschl, T. et al., "The siRNA User Guide", revisado em 6 de
maio de 2004, disponivel no site da Rockefeller University; pelo Technical
Bulletin #5086, "siRNA Design Guide Lines", Ambion Inc. no site da Ambion; e
por outras ferramentas de desenho com base na rede, por exemplo, na Invi-
trogen, Dharmacon, Integrated DNA Technologies, Genscript, ou sitios da
Proligo. Os parametros de buscas iniciais incluem os teores de G/C entre
35% e 55% e comprimentos de siRNA entre 19 e 27 nucleotideos. A se-
quéncia-alvo pode estar localizada na regido de codificagdo ou nas regides
nao traduzidas 5’ ou 3' do mRNA.

Uma modalidade de uma sequéncia-alvo de DNA de 19 nucleo-
tideos para mMRNA de ROCK1 esta presente nos nucleotideos 605 a 623 da
SEQ iD NO:1: '

5- ATAACATGCTGCTGGATAA -3’ SEQ ID NO:3.

Um siRNA da invengdo para alvejar uma sequiéncia de mRNA
correspondente da SEQ ID NO:3 e tendo filamentos de 21 nucleotideos e
um pendente em 3’ de 2 nucleotideos:

5'- AUAACAUGCUGCUGGAUAANN-S’ SEQ ID NO:4

3’ -NNUAUUGUACGACGACCUAUU-5’ SEQ ID NO:5.
Cada residuo "N" pode ser qualquer nucleotideo (A, C, G, U, T)

ou nucleotideo modificado. A extremidade 3’ pode ter um numero de resi-

duos "N" entre e incluindo 1, 2, 3, 4, 5, e 6. Os residuos "N" em qualquer dos
filamentos podem ser o mesmo residuo (por exemplo, UU, AA, CC, GG, ou
TT) ou eles podem ser diferentes (por exemplo, AC, AG, AU, CA, CG, CU,
GA, GC, GU, UA, UC, ou UG). Os pendentes em 3’ podem ser iguais ou eles
podem ser diferentes. Em uma modalidade, ambos os filamentos tém um
pendente UU em 3.

Um siRNA da invencao para alvejar uma sequéncia de mRNA
correspondente de SEQ ID NO:3 e tendo filamentos de 21 nucleotideos e
um pendente UU em 3’ em cada filamento é:

5-AUAACAUGCUGCUGGAUAAUU-3 SEQ ID NO:6
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3' -UUUAUUGUACGACGACCUAUU-5 SEQ ID NO:7.
O RNA de interferéncia pode ter também um pendente 5’ de nu-
~cleotideos ou pode ter extremidades cegas. Um siRNA da invencgédo para
alvejar uma sequéncia de mRNA correspondente de SEQ ID NO:3 e tendo
filamentos de 19 nucleotideos e extremidades cegas é:

5- AUAACAUGCUGCUGGAUAA -3’ SEQ ID NO:80

3'- UAUUGUACGACGACCUAUU -5 SEQ ID NO:81.

Os filamentos de um RNA de interferéncia de filamento duplo
(por exemplo, um siRNA) pode ser conectado para formar uma estrutura de
grampo de cabelo ou em alga-haste (por exemplo, um shRNA). Um shRNA
da invencao que alveja uma sequiéncia de mRNA correspondente da SEQ ID
NO:2 e tendo uma regiao em haste de filamento duplo de 19 bp e um penQ

dente de UU em 3’ é:
NNN

/ \
5/ -AUAACAUGCUGCUGGAUAA N
3/ -UUUAUUGUACGACGACCUAUU N SEQ ID NO:8.
\ /
NNN

N € um nucleotideo A, T, C G, U, ou uma forma modificada co-
nhecida por aquele versado na técnica. O nimero de nucleotideos N na alga
€ um numero entre e incluindo 3a23,ou5a 15, ou7ai3,ou4a9o0ou8a
11, ou o numero de nucleotideos N é 9. Alguns dos nucleotideos na alca
podem estar envolvidos em interagdes de pares de base com outros nucleo-
tideos na algca. Exemplo de sequéncias de oligonucleotides que podem ser
usados para formar a alga incluem 5-UUCAAGAGA-3’ (Brummelkamp, T.R.
et al. (2002) Science 296: 550) and 5-UUUGUGUAG-3’ (Castanotto, D. et al.
(2002) RNA 8:1454). Sera reconhecido por aquele versado na técnica que o
oligonucleotideo de cadeia simples resultante forma uma estrutura de alga-
haste ou de grampo de cabelo que compreende uma regido de filamento
duplo capaz de interagir com o maquinario de RNA..

A sequéncia-alvo de siRNA identificada acima pode ser estendi-
da na extremidade 3’ para facilitar o desenho de duplices de 27 méros de

substrato de dicer. A extensdao da sequéncia-alvo de DNA de 19 nucleoti-
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deos (SEQ ID NO:3) identificada na sequiéncia de DNA de ROCK1 (SEQ ID
NO:1) por 6 nucleotideos rende uma sequiéncia-alvo de DNA de 25 nucleoti-
deos presentes nos nucleotideos 605 a 629 da SEQ ID NO:1:
5'- ATAACATGCTGCTGGATAAATCTGG -3’ SEQ ID NO:82.
Um duplex de 27 méros de substrato de dicer da invengao para alve-
jar uma sequéncia de mRNA de SEQ ID NO:10 é:
. 8- AUAACAUGCUGCUGGAUAAAUCUGG -3 SEQ ID NO:83
3'- UUUAUUGUACGACGACCUAUUUAGACC -5’ SEQ ID NO:84.

Os dois nucleotideos na extremidade 3’ do filamento sentido (is-
to é, os nucleotideos GG da SEQ ID NO:83) podem ser desoxi_nUcIeotl’deos
para processamento aperfeicoado. O desenho dos duplices de 27 méros do
substrato de dicer, tal como proporcionado aqui, é ainda discutido no site da
Integrated DNA Technologies (IDT) e por Kim, D.-H. et al., (fevereiro de
2005) Nature Biotechnology 23:2; 222-226.

Quando RNAs de interferéncia sdo produzidos por sintese qui-
mica, fosforilagdo na posigdo 5’ do nucleotideo na extremidade 5’ de um ou
ambos os filamentos (quando presentes) pode aumentar a eficacia do siRNA
e a especificidade do complexo de RISC ligado, mas nao é requerida ja que
a fosforilagao pode ocorrer intracelularmente.

A Tabela 1 lista os exemplos de sequéncias-alvo de ROCK1 e
ROCK2 da SEQ ID NO:1 e SEQ ID NO:2, respectivamente, das quais os
siRNAs da pre‘sente invencdo sao desenhados de um modo conforme esta-
belecido acima. ROCK1 e ROCK2 codificam as duas isoformas de Rho qui-
nase, conforme notado acima.

Tabela 1. Sequéncias-alvo de ROCK1 e ROCK2 para siRNAs

Seqliéncias-alvo de ROCK1 T | N2 do Nucleotideo de | SEQ ID NO:
partida com referéncia

a SEQ ID NO:1
ATAACATGCTGCTGGATAA | 605 3
GTACTTGTATGAAGATGAA | 653
GTATGAAGATGAATAAGGA | 659 10

TAGCTCCAATGCAGATAAA 1248 11




Tabela 1. -continuacao-
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SEQ ID NO:

Seqiiéncias-alvo de ROCK1 T | N2 do Nucleotideo de
partida com referéncia
a SEQ ID NO:1

ATCAGTTGGAAGACTTAAA 1562 12
GACCTTCAAGCTCGAATTA 1876 13
GAACATTTGACTGGAAATA 2266 14
TAGCTCAGCTTACGAAACA | 2474 15
ACGAAACAGTATAGAGGAA | 2485 16
TTITGAATTGACGCAAGAAA 2740 17
CACTGTTAGTCGGCTTGAA 2808 18
ACAGCATGCTAACCAAAGA | 2834 19
GTTAACAAATTGGCAGAAA | 3007 20
ACCAGATGGTAGTGAAACA | 3146 21
GTAGAAGAATGTGCACATA | 3199 22
GCAAAGAGAGTGATATTGA | 3245 23
GTACCAAATAGAGGAAATA | 3379 24
GTTCTATAATGACGAACAA 3453 25
GATAAACTGTTTCACGTTA 3511 26
TAAACTGTTTCACGTTAGA 3513 27
GTTTCACGTTAGACCTGTA | 3519 28
TGTCGAAGATGCCATGTTA 3781 29
GTCGAAGATGCCATGTTAA | 3782 30
AACGACATCTCTTCTTCAA 998 73
GAAGAAACATTCCCTATTC 1132 74
TAGCAATCGTAGATACTTA 1200 75
GCCAATGACTTACTTAGGA 1648 76
GGACACAGCTGTAAGATTG | 1674 77
GAGATGAGCAAGTCAATTA | 1708 78
GTAACCAAAGCTCGTTTAA 2077 79
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Seqtiéncias-alvo de ROCK2 N2 de Nucleotideo de | SEQ ID NO:
partida com referéncia
a SEQ ID NO:2

ACAACATGCTCTTGGATAA | 1102 31
TGTTAATACTCGCCTAGAA | 1865 32
GAAAGCTGATCATGAAGCA | 2000 33
CAGCTGGAATCTAACAATA | 2229 34
GATATGACATACCAACTAA | 2514 |35
AGGCACGACTAGCAGATAA | 2584 36
ATTAGACTGTGACCTCAAA | 2738 37
GATGATGGCTAGACACAAA | 3305 38
CTAAAGAAATTCCAAGGAT | 4111 39
TCGTATTCTTCCAGTGAAA | 4652 40
TTGCAACTATGCACTTGTA | 5184 41
CAACTATGCACTTGTATAA | 5187 42
GTTGCATGTTCATGTITAA | 5255 43
TTCCTAATGCTTCATGATA 5315 44
CTAGCTTTGTGGAAGATAA | 5439 45
GAAGATAAATCGTGCACTA | 5450 46
CCTTGATGTCTGTCTATTA | 5578 47
CTTGATGTCTGTCTATTAT 5579 48
TTITACAGACCTCAGTATTA | 5611 49
TATTAGTCTGTGACTACAA | 5625 50
TAAATATGATCCTCAGACA | 5795 51
CAGCAATGGTAAGCGTAAA | 6000 52
CTCCGTCTCTACCAATATA | 6228 53
TGATGGTGGTGGCCTGTAA | 6264 54
CTTGCTGGATGGCTTAAAT | 584 55
GGATTCACTTGTAGGAACA | 1337 56
TCATCGGATTTACCTACTA | 1678 57
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No de Nucleotideo de | SEQ ID NO:

partida com referéncia
Seqliéncias-alvo de ROCK2 a SEQ ID NO:2
TAAATGAGCTCCTTAAACA 2773 58
GTTAGAAACCTGACATTAA 2814 . 1 59
ATAACCATCTCATGGAAAT 2941 60
TCTCTTGAGGAAACTAATA 3357 61
CAATCTTGCAAATGAGAAA 3398 62
TAAGCGCAGCAGCTATTAA 3481 63
GAGAATAGAAAGCTACATA 3633 64
GCTACATATGGAGCTTAAA 3644 65
CTACATATGGAGCTTAAAT 3645 66
GATGACATTGGACAGTAAA 3767 67
TCTGGATAGTTCCAGTATA 3836 68
GAACAATCCAATCCTTACA 4023 69
GTATAGAGCAGATGCTAAA 4097 | 70
ATAAAGCCATAATGTTGGA 5202 71
TAGCTTTGTGGAAGATAAA 5440 72

Conforme citado nos exemplos acima, aquele versado na técni-
ca é capaz de usar a informagao da sequéncia-alvo fornecida na Tabela 1
para desenhar RNAs de interferéncia tendo um comprimento mais curto ou
mais longo que as sequéncias fornecidas na tabela e por referéncia a posi-
¢do da seqiiéncia em SEQ IDN NO:1 ou SEQ ID NO:2 e adigdo ou delegao
de nucleotideos complementares ou quase complementares a SEQ ID NO:1
ou SEQ ID NO:2, respectivamente.
A reacdo de clivagem de RNA-alvo guiada por siRNAs e outras
formas de RNA de interferéncia é altamente especifica para sequéncia. Em
geral, siRNA contendo um filamento de nucleotideo de sentido idéntico na
sequéncia a uma por¢gao do MRNA-alvo e um filamento de nucleotideo anti-
sentido exatamente complementar a uma por¢do do MRNA-alvo sdo modali-
dades de siRNA para inibicio dos mRNAs citados aqui. Contudo, 100% de
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complementaridade de seqiiéncia entre o filamento de siRNA anti-sentido e
o MRNA-alvo, ou entre o filamento de siRNA anti-sentido e o filamento de
siRNA sentido, ndo é requerido para a pratica da invencgao. Assi'm, por e-
xemplo, a invencdo permite que variacdes de seqliéncias sejam esperadas
devido a mutagao genética, polimorfismo de cepa, ou divergéncia evolucio-
naria.

, Em uma modalidade da invengao, o filamento anti-sentido do
siRNA tem complementaridade contigua pelo menos quase perfeita de pelo
menos 19 nucleotideos com o MRNA-alvo. "Quase perfeita”, como usado
aqui, significa que o filamento anti-sentido do siRNA é "substancialmente
idéntica a" pelo menos uma por¢gdo do MRNA-alvo. "ldentidade”, como co-
nhecida daquele versado na técnica, é o grau de relacionamento entre se-
quéncias de nucleotideos conforme determinado por correspondéncia da
ordem e identidade dos nucleotideos entres as seqiiéncias. Em uma modali-
dade, o filamento anti-sentido de siRNA tendo 80% e entre 80% até 100% de
complementaridade, por exemplo, 85%, 90% ou 95% de complementarida-
de, a sequiéncia de MRNA-alvo é considerada de complementaridade quase
perfeita e pode ser usada na presente inven¢do. Complementaridade contigua
‘perfeita” é o pareamenio de base de Watson-Crick padrao de pares de base
adjacentes. Complementaridade contigua "pelo menos quase perfeita”" inclui
complementaridade "perfeita" como usada aqui. Métodos computacionais para
determinar a identidade ou complementaridade sdo desenhados para identi-
ficar o maior grau de correspondéncia de sequéncias de nucleotideos, por
exemplo, BLASTN (Altschul, S.F., et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-410).

O termo "identidade em percentagem" descreve a percentagem
de nucleotideos contiguos em uma primeira molécula de acido nucléico que
€ a mesma que em um grupo de nucleotideos contiguos do mesmo compri-
mento em uma segunda molécula de acido nucléico. O termo "complementa-
ridade em percentagem" descreve a percentagem de nucleotideos contiguos
em uma primeira molécula de acido nucléico que pode ser um par de bases
no sentido de Watson-Crick com um grupo de nucleotideos contiguos em

uma segunda molécula de acido nucléico.
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A relacao entre um MRNA-alvo (filamento sentido) e um filamento
de um siRNA (o filamento sentido) é aquela da identidade. O filamento senti-
do de um siRNA é também chamada de filamento passageiro, se presente.
A reagao entre um MRNA-alvo (filamento sentido) e o outro filamento de um
siRNA (o filamento anti-sentido) é aquela de complementaridade. O filamen-
to anti-sentido de um siRNA & também chamada de um filamento guia.
| A penlultima base em uma sequéncia de acidos nucléicos que é
escrita em uma direcdode 5 a3 é a seguinte para a ultima base, isto é, a
seguinte base para a base 3'. As 13 pentultimas bases de uma sequiéncia de
acidos nucléicos em uma direcdo de 5’ para 3 sao pelo menos as 13 ultimas
bases préximas a base 3’ e ndo incluindo a base 3'. Similarmente, as 14, 15,
16, 17, ou 18 penultimas bases de uma seqliéncia de acidos nucléicos em
direcao de 5’ a 3’ sdo as ultimas 14, 15, 16, 17, ou 18 bases de uma se-
quéncia, respectivamente, proximas a base 3’ e nao incluindo a base 3'.

A frase "uma regidao de pelo menos 13 nucleotideos contiguos
tendo pelo menos 90% de complementaridade de sequéncia para, ou pelo
menos 90% de identidade de sequéncia com, os 13 penultimos nucleotideos da
extremidade 3’ de um mRNA correspondente a qualquer uma de (um identifi-
cador de sequiéncia)" permite uma substituicdo de nucleotideo. Duas substi-
tuicbes de nucleotideos (isto &, 11/13 = 85% de identidade/complemen-
taridade) nao estdo incluidas em tal frase. |

Em uma modalidade da invengao, a regiao de nucleotideos con-
tiguos é uma regidao de pelo menos 14 nucleotideos contiguos tendo pelo
menos 85% de complementaridade de sequéncia para, ou pelo menos 85%
de identidade de sequiéncia com, os 14 pendltimos nucleotideos da extremi-
dade 3’ de um mRNA correspondente a seqiéncia identificada por cada i-
dentificador de sequéncia. Duas substituicbes de nucleotideo (isto € 12/14 =
86% de identidade/complementaridade) estao incluidas em tal frase.

Em uma outra modalidade da invengao, a regiao de nucleotideos
contiguos é uma regiao de pelo menos 15, 16, 17, ou 18 nucleotideos conti-
guos tendo pelo menos 80% de complementaridade de seqléncia para, ou

pelo menos 80% de identidade de seqiiéncia com, os 14 penultimos da ex-
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tremidade 3' de um mRNA correspondente a sequéncia do identificador de
sequéncia. Trés substituicdes de nucleotideo sao incluidas em tal frase.

A sequiéncia-alvo nos mRNAs correspondentes a SEQ ID NO:1
ou a SEQ ID NO:2 pode estar nas regides nao traduzidas 5’ ou 3’ do mRNA,
bem como na regidao de codificacao do mRNA.

Um ou ambos os filamentos do RNA de interferéncia de filamen-
to duplo podem ter um pendente em 3’ de 1 a 6 nucleotideos, que podem ser
ribonucleotideos ou desoxirribonucleotideos ou uma mistura destes. Os nu-
cleotideos do pendente ndao sdo pares de base. Em uma modalidade da in-
vengao, o RNA de interferéncia compreende um pendente em 3’ de TT ou
UU. Em uma outra modalidade da invengao, o RNA de interferéncia compre-
‘ende pelo menos uma extremidade cega. As termiriat;ées tém usualmente
um grupo fosfato em 5’ ou um grupo hidroxila em 3'. Em outras modalidades,
o filamento anti-sentido tem um grupo fosfato em 5’, e o filamento sentido
tem um grupo hidroxila em 5’. Em ainda outras modalidades, os terminais
sao ainda modificados por adigdo covalente de outras moléculas ou grupos
funcionais.

Os filamentos sentido e anti-sentido do siRNA de filamento duplo
podem estar em uma forma(;éo de duplex de dois filamentos simples con-
forme descricdo acima ou podem estar em uma molécula simples onde as
regidbes de complementaridade sdao pares de base e sdo covalentemente
ligadas por uma alga de grampo de cabelo de modo a formarem um filamen-
to simples. Acredita-se que o grampo de cabelo seja clivado intracelularmen-
te por uma proteina denominada dicer para formar um RNA de interferéncia
de duas moléculas de RNA de pares de base.

RNAs de interferéncia podem diferir de RNA que ocorre na natu-
reza pela adigao, delegéo, substituigéo ou modificagao de um ou mais nu-
cleotideos. Matéria nao-nucleotideo pode ser ligado ao RNA de interferéncia,
tanto na extremidade 5’ como na extremidade 3’, ou internamente. Tais mo-
dificagcbes sdo comumente desenhadas para aumentar a resisténcia a nu-
clease dos RNAs de interferéncia, para aperfeicoar a absorgao celular, para

intensificar o alvejamento celular, para auxiliar a tragcar o RNA de interferén-
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cia, para ainda aumentar a estabilidade, ou para reduzir o potencial para ati-
vacao da via de interferon. Por exemplo, RNAs de interferéncia podem com-
preender o nucleotideo purina nas extremidades dos pendentes. A conjuga-
cao de colesterol a extremidade 3’ do filamento sentido de uma molécula de
siRNA por meio de um ligante de pirrolidina, por exemplo, proporciona tam-
bém estabilidade para um siRNA. Outras modificagées incluem uma molécu-
lé de biotina na terminagao 3’, um peptideo conhecido como tendo proprie-
dades penetrantes de célula, uma nanoparticula, um peptidomimético, um
corante fluorescente, ou um dendrimero, por exemplo.

Nucleotideos podem ser modificados sobre sua porgéao de base,
sobre sua porgdo de acucar, ou sobre a porgdo de fosfato da molécula e da
fungdo nas modalidades da presente invengao. As modificagdes incluem, por
exemplo, substituicdes com grupos alquila, alcéxi, amina, desaza, halo, hi-
droxila, tiol, ou combinag¢des destes. Nucleotideos podem ser substituidos
com analogos com maior estabilidade tais como substituir um ribonucleoti-
deo com um desoxirribonucleotideo, ou tendo modificagdes no agucar tais
com grupos 2’ OH substituidos por grupos 2’ amino, grupos 2’ O-metila, gru-
poé 2’ metoxietila, ou uma ponte 2’-O, 4’-C metileno, por exemplo. Exemplos
de um analogo de purina ou de pirimidivna de nucleotideos incluem uma xan-
tina, uma hipoxantina, uma azapurina, uma metiltioadenina, 7-desaza-
adenosina e nucleotideos modificados em O ou em N. O grupo fosfato do
nucleotideo pode ser modificado por substituicdo de um ou mais dos oxigé-
nios do grupo fosfato com nitrogénio ou com enxofre (fosforotioatos). As mo-
dificagcbes sao uteis, por exemplo, para intensificar a fungao, para aumentar
a estabilidade ou a permeabilidade, ou para direcionar a localizagao ou alve-
jamento.

Pode existir uma regidao ou regioes do filamento de RNA de inter-
feréncia anti-sentido que é(sdo) nao complementar(es) a uma porgéo da
SEQ ID NO:1 ou da SEQ ID NO:2. As regides de nao-complementaridade
podem estar em 3, 5’ ou em ambas as extremidades de uma regiao com-
plementar ou entre duas regides complementares.

RNAs de interferéncia podem ser gerados de modo exégeno por
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sintese quimica, por transcrigao in vitro, ou por clivagem de RNA de filamen-
to duplo mais longo com dicer ou com uma outra nuclease apropriada com
atividade similar. RNAs de interferéncia quimicamente sintetizados, produzi-
dos de fosforamiditas de ribonucleosideos protegidos usando um sintetiza-
dor de DNA/RNA convencional, podem ser obtidos de fornecedores comer-
ciais, tais como Ambion Inc. (Austin, TX), Invitrogen (Carlsbad, CA), ou
‘Dharmacon (Lafayette, CO). RNAs de interferéncia sao purificados por ex-
tracdo com um solvente ou resina, precipitacao, eletroforese, cromatografia
ou uma combinagdo destes, por exemplo. Alternativamente, RNA de interfe-
réncia pode ser usado com pouco, se alguma purificagéo, para evitar perdas
devidas ao processamento de amostra.

RNAs de interferéncia podem ser também expressos de modo
endégeno a partir de vetores de expressao de pI‘asmn’deo ou virais ou de
cassetes de expressdao minima, por exemplo, fragmentos gerados por PCR
compreendendo um ou mais promotores de um modelo ou modelos apropri-
ados para o RNA de interferéncia. Exemplos de vetores de expressao com
base em plasmideo para shRNA, comercialmente disponiveis, incluem
membros da série pSilencer (Ambion, Austin, TX) e pCPG-siRNA (Invivo-
Gen, San Diego, CA). Vetores virais para expressao de RNA de interferéncia
podem ser derivados de uma variedade de virus, incluindo adenovirus, virus
adeno-associado, lentivirus (por exemplo, HIV, FIV, e EIAV), e herpesvirus.
Exemplos de vetores virais para expressdo de shRNA, comercialmente dis-
poniveis, incluem adeno pSilencer (Ambion, Austin, TX) e pLenti6/BLOCK-i®-
DEST (Invitrogen, Carisbad, CA). Selegcdo de vetores virais, métodos para
expressar o RNA de interferéncia do vetor e métodos para distribUir o vetor
viral estdao dentro do conhecimento ordinario da técnica. Exemplos de kits
para produgdo de cassetes de expressao de shRNA gerados por PCR inclu-
em Silencer Express (Ambion, Austin, TX) e siXpress (Mirus, Madison, WI).
Um primeiro RNA de interferéncia pode ser administrado via expressao in
vivo de um primeiro vetor de expressao capaz de expressar o primeiro RNA
de interferéncia, e um segundo RNA de interferéncia pode ser administrado
via expressao in vivo de um segundo vetor de expressao capaz de expressar
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0 segundo RNA de interferéncia, ou ambos RNAs de interferéncia podem ser
administrados via expressao in vivo de um vetor de expressao simples capaz
de expressar ambos os RNAs de interferéncia.

RNAs de interferéncia podem ser expressos a partir de uma va-
riedade de promotores eucariéticos conhecidos daqueles versado na técni-
ca, incluindo promotores pol Ill, tais como os promotores U6 ou H1, ou pro-
motores pol Il, tal como o promotor citomegalovirus. Aqueles versados na
técnica reconhecerdo que esses promotores podem ser também adaptados
para permitir a expressao induzivel do RNA de interferéncia.

Hibridizacao sob Condi¢cdes Fisiolégicas: Em certas modalidades
da presente invengéo, um filamento anti-sentido de um RNA de interferéncia
hibridiza com um mRNA in vivo como parte do complexo RISC. |

"Hibridizagdo" refere-se a um processo, no qual acidos nucléicos
de filamento simples com sequéncias de bases complementares ou quase
complementares interagem para formar complexos ligados a .hidrogénio
chamados hibridos. As reagdes de hibridizagdo sao sensiveis e seletivas. In
vitro, a especificidade de hibridizagao (isto é estringéncia) é controlada pelas
concentragdes de sal ou formamida na pré-hibridizacao e solugdes de hibri-
dizacao, por exemplo, e pela temperatura de hibridizacao; tais procedimen-
tos sao bem-conhecidos da técnica. Em particular, estringéncia é aumentada
pela redugao da concentragcdo de sal, aumento da concentragao de forma-
mida, ou elevagao da temperatura de hibridizagao.

Por exemplo, condicbes de alta estringéncia poderiam ocorrer
em cerca de 50% de formamida, a 37°C a 42°C. Condi¢bes de estringéncia
reduzida poderiam ocorrer em cerca de 35% a 25% de formamida, a 30°C a
35°C. Exemplos de condi¢des de estringéncia para hibridizacdo sdo mostra-
dos por Sambrook, J., 1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring, N.Y. Outros exemplos de con-
digdes de hibridizagao estringentes incluem NaCl 400mM, PIPES 40mM pH
6,4, EDTA 1mM, 50°C ou 70°C, por 12 a 16 horas, seguido por lavagem, ou
hibridizagcdo a 70°C, a 70°C, em 1XSSC ou a 50°C em 1XSSC, formamida a
50% seguido por lavagem a 70°C em 0,3XSSC, ou hibridizagdo a 70°C em



28

4XSSC ou a 50°C em 4XSSC, formamida a 50% seguido por Iavégem a
67°C em 1XSSC. A temperatura para hibridizacéo é de cerca de 5-10°C me-
nor que a temperatura de fusdo (Tp,) do hibrido, em que T, é deferminada
para hibridos entre 19 e 49 pares de base de comprimento usando o calculo
a seqguir: T, °C = 81,5 + 16,6 (logio[Na+]) + 0,41 (% de G+G)- (600/N), onde
N é o numero de bases no hibrido, e [Na+] é a concentracdao de ions sédio
no tampao de hibridizagao.

O ensaio de hibridizacao in vitro descrito acima proporciona um
método para predizer se uma ligagao entre um siRNA candidato e um alvo
tera especificidade. Contudo, no contexto do complexo RISC, clivagem es-
pecifica de um alvo pode ocorrer também com um filamento anti-sentido que
nao demonstra alta estringéncia para hibridizagéo in \)itro. | |

RNA de interferéncia de filamento simples: Como citado écima,
RNAs de interferéncia funcionam, por fim, como filamentos simples. Verifi-
cou-se que RNA de interferéncia de filamento simples (ss)' efetua silencia-
mento de mRNA, embora nao menos eficazmente que siRNA de filamento
duplo. Portanto, as modalidades da presente invengdao também proporcio-
nam a administragdo de um RNA de interferéncia ss que hibridiza sob condi-
¢oOes fisiologicas para uma porgcao de SEQ ID NO:1 ou de SEQ ID NO:2 e
tem uma regiao de complementaridade con’tl’gua pelo menos quase perfeita
de pelo menos 19 nucleotideos com a por¢cao de hibridizacao de SEQ ID
NO:1 ou de SEQ ID NO:2, respectivamente. O RNA de interferéncia ss tem
um comprimento de 19 a 49 nucleotideos tal como para o siRNA ds citado
acima. O RNA de interferéncia ss tem um 5’ fosfato ou é fosforilado in situ ou
in vivo na posicdo 5. O termo "5’ fosforilado" é usado para descrever, por
exemplo, polinucleotideos ou oligonucleotideos tendo um grupo fosfato liga-
do via ligacao éster a hidroxila C5 do agucar (por exemplo, ribose, desoxirri-
bose, ou um analogo destes) na extremidade 5’ do polinucleotideo ou do
oligonucleotideo.

RNAs de interferéncia ss sao sintetizados quimicamente ou por
transcricao in vitro ou expressos de modo enddgeno de vetores ou de casse-
tes de expressao no que diz respeito aos RNAs de interferéncia ds. Grupos
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5’ fosfato podem ser adicionados via uma quinase, ou um 5’ fosfato pode ser
o resultado da clivagem de nuclease de um RNA. Distribuicdo é quanto aos
RNAs de interferéncia ds. Em uma modalidade, RNAs de interferéncia ss
tendo extremidades protegidas e modificagcdOes resistentes a nuclease sao
administrados para silenciar. RNAs de interferéncia ss podem ser secados
para armazenagem ou dissolvidos em uma solugdo aquosa. A solugao pode
éonter tampoes ou sais para inibir anelamento ou para estabilizagao.

RNA de interferéncia de grampo de cabelo: um RNA de interfe-
réncia de grampo de cabelo é uma molécula simples (por exemplo, uma ca-
deia de oligonucleotideo simples) que compreende tanto os filamentos senti-
do como anti-sentido de uma RNA de interferéncia em uma estrutura de al-
ca-haste ou de grampo de cabelo (por exemplo, um shRNA). Por exemplo,
shRNAs podem ser expressos a partir de vetores de DNA em que os oligo-
nucleotideos de DNA que codificam um filamento de RNA de interferéncia
sentido sao ligados aos oligonucleotideos de DNA que codificam o filamento
de RNA de interferéncia anti-sendo, complementar, reversa, por um espaca-
dor curto. Se necessario para o vetor de expressao escolhido, os T da termi-
nagao 3’ e os nucleotideos que formam sitios de restricdo podem ser adicio-
nados. O transcrito de RNA resultante se dobra de volta para si mesmo para
formar uma estrutura de alga-haste.

Modo de administragdo: RNA de interferéncia pode ser distribui-
do, por exemplo, por administragao via aerossol, bucal, dérmica, intradérmi-
ca, inalagao, intramuscular, intranasal, intra-ocular, intrapulmonar, intraveno-
sa, intraperitoneal, nasal, ocular, oral, ética, parenteral, emplastro, subcuta-
nea, sublingual, tépica, ou transdérmica.

RNA de interferéncia pode ser-distribuido diretamente ao olho
por injecdo de tecido ocular tal como injecdes perioculares, conjuntivais, sub-
tendnicas, intracamerais, intravitreas, intra-oculares, sub-retinianas, subcon-
juntivais, retrobulbares, ou intracanaliculares, por aplicagdo direta ao olho
usando um cateter ou outro dispositivo de colocagao tal como um p'élete re-
tiniano, insercao intra-ocular, supositério, ou um implante que compreende

um material poroso, nao poroso, ou gelatinoso; por gotas oculares topicas ou
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unguentos; ou por dispositivo de liberacao lenta na cavidade ocular ou im-
plantado adjacente a esclera (transescleral) ou dentro do olho. Inje¢do intra-
cameral pode ser através da cérnea para a cAmara anterior para permitir que
O agente atinja a rede trabecular. Inje¢do intracanalicular pode ser nos ca-
nais coletores venosos drenando o canal de Schlemm ou para o canal de
Schlemm.

Paciente: Um paciente que necessite de tratamento para hiper-
tenséao ocular ou em risco de desenvolver hipertensao ocular é um ser hu-
mano ou outro mamifero tendo hipertenséo ocular ou em risco de ter hiper-
tensao ocular associada a expressao ou atividade indesejada ou inapropria-
da de alvos como citados aqui, isto € ROCK1 ou ROCK2. Outras estruturas
oculares associadas a tais distirbios podem incluir, por exemplo, o olho, re-
tina, cordide, lentes, cérnea, rede trabecular, iris, nervo 6pticb, cabecga do
nervo optico, esclera, segmentos anteriores ou posteriores, ou corpo ciliar.
Um paciente pode também ser uma célula ocular, cultura de célula, 6rgao ou
um 4rgao ou tecido ex vivo.

Formulagbes e Dosagem: Formulagdes farmacéuticas compre-
endem RNAs de interferéncia, ou sais destes, da invengéo até 99% em peso
misturados com um méio de veiculo fisiologicamente aceitavel tais como
agua, tampao, solugdo salina, glicina, acido hialurénico, manitol e similares.

RNAs de interferéncia da presente invengdo sao administrados
como solugdes, suspensdes, ou emulsdes. Os seguintes sdo exemplos de

possiveis formulagdes englobadas por esta invengéo.

Quantidade em % em peso

RNA de Interferéncia ] até 99; 0,1-99; 0,1 - 50; 0,5 - 10,0
Hidroxipropilmetiicelulose 0,5

Cloreto de sdédio 0,8

Cloreto de benzalconio 0,01

EDTA 0,01

NaOH/HCI gspH 7.4

Agua purificada (isenta de RNase) gs 100 mL
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Quantidade em % em peso

RNA de Interferéncia até 99; 0,1-99; 0,1 — 50; 0,5- 10,0
Solugao salina tamponada com fosfato 1,0

Cloreto de benzalcénio 0,01

Polissorbato 80 05
| Agua purificada (isenta de RNase) 'g.s. para 100%

Quantidade em % em peso

RNA de Interferéncia até 99; 0, 1-99; 0,1 - 50; 0,5- 10,0
Fosfato de s6dio monobasico 0,05
Fosfato de sédio dibasico (anidro) 0,15
Cloreto de sédio 0,75
EDTA dissédico 0,05
Cremophor EL 0,1
Cloreto de benzaiconio 0,01
HCI e/ou NaOH : - pH7,3-7,4
_Agua purificada (isenta de RNase) q.s. paral00%

Quantidade em % em peso

RNA de Interferéncia até 99; 0,1-99; 0,1 — 50; 0,5 — 10,0
Solugao salina tamponada com fosfato- 1,0

Hidroxipropil-B-ciclodextrina 4.0

Agua purificada (isenta de RNase) g.s. para 100%

Em geral, uma quantidade eficaz dos RNAs de interferéncia de
modalidades da invengao resulta em uma concentragao extracelular na su-
perficie da célula-alvo de 100pM a 1uM, ou de 1nM a 100nM, ou de 5nM a
cerca de 50nM, ou a cerca de 25nM. A dose requerida para obtengédo dessa
concentracao local variara dependendo de varios fatores incluindo o método
de distribuigao, o sitio de distribuigao, o numero de camadas de células entre
o sitio de distribuicao e a célula ou tecido-alvo, se a distribuigéo é local ou

sistémica, etc. A concentracao no sitio de distribuicao pode ser considera-
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velmente maior que na superficie da célula ou tecido-alvo. As composicdes
topicas sdo distribuidas a superficie do érgao-alvo uma ou quatro vezes ao
dia, ou em um programa de distribuicao prolongada tal como diaria, sema-
nal, bi-semanalmente, mensalmente, ou mais Iongos, de acordo com o crité-
rio rotineiro de um clinico experiente. O pH da formulagao é de cerca de pH
4-9,oupH4,5apH7,4.

_ E esperado que o tratamento terapéutico de pacientes com
RNAs de interferéncia direcionado contra mRNA de ROCK1 ou de ROCK2
seja benéfico para tratamentos com moléculas pequenas por aumento da
duracao de acgao, possibilitando assim dosagem menos freqliente e compla-
céncia maior pelos pacientes. ‘

Uma quantidade eficaz de uma formulagdo pode depender de
fatores tais como, por exemplo, idade, raga, e sexo do paciente, da gravida-
de da hipertensdo ocular, da taxa de renovagao do transcrito do gene-
alvo/proteina, da poténcia do RNA de interferéncia, e da estabilidade do
RNA de interferéncia. Em uma modalidade, o RNA de interferéncia é distri-
buido topicamente para um érgéo-alvo e atinge o tecido contendo mRNA de
ROCK1 ou de ROCK?2, tal como a rede trabecular, a retina ou a cabega do
nervo Optico em uma dose terapéutica, atenuando assim um processo de
doenca associada a hipertensao ocular. |

Veiculos aceitaveis: Um veiculo aceitavel refere-se aqueles vei-
culos que causam no maximo pouca a nenhuma irritagcdao ocular, proporcio-
nam conservagao adequada se necessaria, e distribuem um ou mais RNAs
de interferéncia da presente invengdao em uma dosagem homogénea. Um
veiculo aceitavel para administracdo de RNA de interferéncia de modalidades
da presente invengao incluem reagentes de transfecgdo com base em lipidios
catiénicos TransIT®-TKO (Mirus Corporation, Madison, WI), LIPOFECTIN®,
Lipofectamine, OLIGOFECTAMINE® (Invitrogen, Carlsbad, CA), ou DHAR-
MAFECT® (Dharmacon, Lafayette, CO); polications tal como polietilenoimina;
peptideos catidnicos tais como Tat, poliarginina, ou Penetratina (peptideo
Antp); ou lipossomos. Lipossomos sdo formados de lipidios formadores de

vesicula padrao e um esterol, tal como colesterol, e podem incluir molécula
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de marcacgao tal como um anticorpo monoclonal tendo afinidade de ligacao
para antigenos de superficie de células endoteliais, por exemplo. Ainda, os
'Iipossomos podem ser lipossomos peguilados.

Os RNAs de interferéncia podem ser distribuidos em solugéao,
em suspensao, ou em dispositivos de distribuicdo bioerodiveis ou nao-
bioerodiveis. Os RNA de interferéncia podem ser distribuidos sozinhos ou
como componentes de conjugados covalentes, definidos. Os RNAs de inter-
feréncia podem ser também complexados com lipidios catiénicos, peptideos
catidnicos, ou polimeros catibnicos; complexados com proteinas, proteinas
de fusdo, ou dominios de proteina com propriedades de ligagdo de &cido
nucléico (por exemplo, protamina); ou encapsulados em nanoparticulas ou
lipossomos. A distribuicao especifica de tecido ou célula pode ser obtida pe-
la inclusdo de uma fragdo de marcagao tal como um anticorpo ou fragmento
de anticorpo. |

Para distribuicdao oftadlmica, um RNA de interferéncia pode ser
combinado com conservantes oftalmologicamente aceitaveis, co-solventes,:
tensoativos, intensificadores de viscosidade, intensificadores de penetragéo,
tampoes, cloreto de sddio, ou dgua para formar uma suspensao ou solugao
oftdlmica, aquosa, estéril. As formulagéés em solucao podem ser preparadas
por dissolugdo do RNA de interferéncia em um tamp&o aquoso, isotbnico,
fisiologicamente aceitavel. Ainda, a solucao pode incluir um tensoativo acei-
tavel para auxiliar na dissolugao do inibidor. Agentes de construgdo de vis-
cosidade, tais como hidroximetil celulose, hidroxietil celulose, metilcelulose,
polivinilpirrolidona, ou similares podem ser adicionados as composi¢gdes da
presente invengao para aperfeicoar a retengao do composto.

De modo a preparar a formulagao oftalmica em unguento, o RNA
de interferéncia é combinado com um conservante em um veiculo apropria-
do, tal como d6leo mineral, lanolina liquida, ou vaselina branca. Formulagoes
oftalmicas estéreis em gel podem ser preparadas por suspensdo do RNA de
interferéncia em uma base hidrofilica preparada da combinag¢ao de, por e-
xemplo, CARBOPOL®-940 (BF Goodrich, Charlotte, NC), ou similares, de
acordo com métodos conhecidos da técnica. VISCOAT® (Alcon Laboratories,
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Inc., Fort Worth, TX), ou similar, de acordo com os métodos conhecidos da
técnica. VISCOAT® (Alcon Laboratories, Inc., Fort Worth, TX) pode ser usa-
do, por exemplo, para inje¢ao intra-ocular. Qutras composi¢coes da presente
invencao podem conter agentes intensificadores de penetracdo, tais como
Cremephor e TWEEN® 80 (monolaurato de polioxietileno sorbitano, Sigma
Aldrich, St. Louis, MO), no caso do RNA de interferéncia ser menos pene-
trante no olho. |

Kits: Modalidades da presente invengdo podem proporcionar um
kit que inclui reagentes para atenuar a expressdo de um mRNA, como aqui
citado, em uma célula. O kit contém um siRNA ou um vetor de expressao de
shRNA. Para siRNAs e vetores de expressdao de shRNA nao-virais, o kit con-
tém também um reagente de transfecgdo ou outro veiculo de distribuicdo
adequado. Para vetores de expressao de shRNA virais, o kit pbde conter o
vetor viral e/ou os componentes necessarios para produgdo de vetor viral
(por exemplo, uma linhagem de célula de empacotamento (por exemplo,
uma linhagem de célula de empacotamento bem como um vetor que com-
preende o modelo de vetor viral e os vetores auxiliares adicionais para em-
pacotamento). O kit pode conter também siRNAs de controle positivo-e ne-
gativo ou vetores de exbresséo de shRNA (por exemplo, um siRNA de con-
trole de nao-alvejamento ou um siRNA que alveja um mRNA nao relaciona-
do). O kit pode conter também reagentes para avaliar o "knock-down" do
gene-alvo pretendido (por exemplo, iniciadores e sondas para PCR quantita-
tiva para detectar o MRNA-alvo e/ou anticorpos contra a proteina correspon-
dente para Western blots). Alternativamente, o kit pode compreender uma
sequéncia de siRNA ou uma seqliéncia de shRNA e as instrugdes e os ma-
teriais necessarios para gerar o siRNA por transcri¢do in vitro ou para cons-
truir um vetor de expressao de shRNA.

Uma combinacao farmacéutica em forma de kit é ainda propor-
cionada que inclui, em combinacao embalada, um meio de veiculo adaptado
para receber um meio de recipiente em confinamento préximo com ele e um
primeiro dispositivo que inclui uma composicao de RNA de interferéncia e

um veiculo aceitavel. Tais kits podem incluir ainda, se desejados, um ou
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mais de varios componentes convencionais de kit farmacéutico, tais como,
por exemplo, recipientes com um ou mais veiculos farmaceuticamente acei-
" taveis, recipientes adicionais, etc. como ficara prontamente aparente para
aqueles versados na técnica. Instrugdes impressas como bulas ou como ro-
tulos, indicando as quantidades dos componentes a serem administradas,
diretrizes para administragao, e/ou diretrizes para misturar os componentes,
podem também ser incluidas no kit.

A capacidade do RNA de interferéncia para "knock-down" os
niveis de expressao de gene-alvo endégeno em, por exemplo, células da
rede trabecular (RT) humana é avaliada in vitro como a seguir. Células TM
humanas transformadas, por exemplo, linhagens de células designadas
GTM-3 ou HTM-3 (vide Pang, L.H. et al.,. 1994. Curr. Eye Res. 13':51-63);
sao plaqueadas 24 horas antes da transfecgao para o meio de crescimento
padrao (por exemplo, DMEM suplementado com 10% de soro bovino fetal).
A transfeccgao é realizada usando Dharmafect 1 (Dharmacon, Lafayette, CO)
de acordo com as instrugbes do fabricante em concentracdes de RNA de
interferéncia de 0,1nM a 100nM. SiICONTROL® siRNA de ndo-alvejamento
N2 1 e SiControl® siRNA Ciclofilina B (Dharmacon) sdo usados como contro-
les negativos e positivos, respectivamente. O niveis de MRNA-alvo e de
mMRNA ciclofilina B (PPIB, NM_000942) sao avaliados por qPCR 24 horas
poés-infecgdo usando, por exemplo, iniciadores de avango e reversos TAQ-
MAN® e um conjunto de sonda que engloba preferivelmente o sitio alvo (Ap-
plied Biosystems, Foster City, CA). O siRNA de controle positivo rende
"knock-down" essencualmente completo de mRNA ciclofilina B quando a -
eficacia de transfecgéao € 100%. Portanto, "knock-down" de mRNA é corrigi-
do para eficacia de transfeccao por referéncia ao nivel de mRNA ciclofilina B
em células TM transfectadas com o siRNA ciclofilina B. Os niveis de proteina
alvo podem ser avaliados aproximadamente 72 h pds-transfecgao (tempo
real dependente da taxa de renovacgao da proteina), por exemplo, por Wes-
tern blot. Técnicas padrao para isolamento de RNA e/ou de proteina de célu-
las cultivadas sao bem-conhecidas daqueles versados na técnica. Para re-
duzir a chance de efeitos fora do alvo, nao especificos, a concentragao mais
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baixa possivel de RNA de interferéncia é usada, a qual produz o nivel dese-
jado de "knock-down" em expressao de gene-alvo.

A capacidade dos RNAs de interferéncia da presente invencao
de "knock-down" niveis de expressao de proteina Rho quinase é ainda e-

xemplificada nos Exemplos 1 € 2 como a seguir.

Exemplo 1
RNA de Interferéncia para Silenciar Especificamente ROCK1 em

Células da Rede Trabecular

A presente invencao examina a capacidade de RNA de interfe-
réncia de ROCK1 de "knock-down" os niveis de expressdao enddgena de
ROCK1 em células de rede trabecular (RT) glaucomatosas, cultivadas.

A transfeccdo de células GTM-3 (Pang, |.H., et al., 1994 Curr
Eye Res. 13:51-63) foi obtida usando concentragdes in vitro padréo (100 nM)
de siRNAs de ROCK1 ou de ROCK2, ou um siRNA de controle de nao-
alvejamento e o reagente de transfeccao DHARMAFECT® #1 (Dharmacon,
Chicago, IL). Todos os siRNAs foram dissolvidos em 1X de tampao de siRNA,
uma solugao aquosa de KCIl 20mM, HEPES 6mM (pH 7,5), MgCl> 0,2mM. A
expressao da proteina ROCK1 foi avaliada por analise de Western blot, 72
horas pés-transfecgéo.‘Os siRNAs de ROCK1 sao RNAs de interferéncia de
filamento duplo tendo especificidade para‘os seguintes alvos: siROCK1#1
alveja SEQ ID NO:23; siROCK1#2 alveja SEQ ID NO:29; siROCK1#3 alveja
SEQ ID NO:10; siROCK1#4 alveja SEQ ID NO:9. As sequéncias de si-
ROCK2 estao estabelecidas no Exemplo 2, abaixo. Em 100nM, cada um dos
quatros siRNAs de ROCK1 decresceu a expressdo de ROCK1 com relagao
a um siRNA de controle de nao-alvejamento conforme mostrado pelos dados
de Western blot da Figura 1. siROCK1#2 alvejando SEQ ID NO:29 e si-
ROCK#3 alvejando SEQ ID NO:10 pareceram ser particularmente eficazes.
Os siRNAs de ROCK?2 tiveram pouco, se algum, efeito sobre a expressao de
ROCK1, confirmando a especificidade de siRNAs de ROCK2 para o alvo de
ROCK2.

Um outro estudo foi efetuado usando os siRNAs em concentra-
¢coes mais baixas. Células GTM-3 foram transfectadas com a ROCK1 ou os
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siRNAs de controle de nao-alvejamento em 10nM, 1nM, e 0,1nM, e a ex-
pressao de gene-alvo foi avaliada por andlise de Western blot, 72 horas pés-
infeccdo. As amostras de controle incluiram um controle de tampao no qual
o volume de siRNA foi substituido com um volume igual de 1X de tampao de
siRNA (-siRNA). Como mostrado pelés dados da Figura 2, cada um dos qua-
tro siRNAs de ROCK1 reduziu a éxpresséo da proteina ROCK1 significati-
Vamente em 10nM e 1nM, contudo, siROCK1#2 também silenciou a expres-
sao da proteina ROCK1 de forma relativamente eficaz em 0,1nM.
Exemplo 2

RNA de Interferéncia para Silenciar Especificamente ROCK2 em
Células da Rede Trabecular

A presente invengao examina a capacidade do RNA de interfe-.
réncia de ROCK2 de "knock-down" os niveis de expressao enddgena de
ROCK2 em células de rede trabecular (RT) glaucomatosas cultivadas.

A transfecgdo de células GTM-3 (Pang, I.H., et al., 1994 Curr
Eye Res. 13:51-63) foi obtida usando concentragdes in vitro padrdo (100 nM)
de siRNAs de ROCK1 ou de ROCK2, ou um siRNA de controle de nao-
alvejamento e o reagente de transfeccao DHARMAFECT® #1 (Dharmacon,
Chicago, IL). A expressdo de proteina ROCK2 foi avaliada por analise de
Western blot, 72 horas pds-infecgao. Os siRNAs de ROCK2 sao RNAs de
interferéncia de filamento duplo tendo especificidade para os seguintes al-
vos: siROCK2#1 alveja SEQ ID NO:33; siROCK2#2 alveja SEQ ID NO:38;
siROCK2#3 alveja SEQ ID NO:34; siROCK#4 alveja SEQ ID NO:39. Em
100nM, cada um dos quatros siRNAs de ROCK2 decresceu a expressao de
ROCK2 com relagao um siRNA de controle de nao-alvejamento e com rela-
¢ao a um grupo de siRNAs especificos de ROCK1 conforme mostrado pelo
dados de Western blot da Figura 3. O grupo de siRNAs de ROCK1 teve pou-
co, se algum, efeito sobre a expressao de ROCK2, confirmando a especifici-
dade de siRNAs de ROCK1 para o alvo de ROCK1.

Um outro estudo foi efetuado usando os siRNAs em concehtrag()es
mais baixas. Células GTM-3 foram transfectadas com a ROCK2 ou siRNAs de

controle de nao-alvejamento em 10nM, 1nM, e 0,1nM, e a expressao de ge-
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ne-alvo foi avaliada por analise de Western blot, 72 horas poés-infecgao. As
amostras de controle incluiram um controle de tampao no qual o volume de
siRNA foi substituido com um volume igual de 1X de tampao de siRNA
(-siRNA). Como mostrado pelos dados da Figura 4, cada um dos quatro siR-
NAs reduziu a expressao da proteina ROCK2 significativamente em 10nM e
1nM, com siROCK2#3 exibindo eficacia ligeiramente maior que os outros.

As referéncias citadas aqui, até onde elas proporcionarem deta-
Ihes exemplares procedimentais ou outros detalhes suplementares aqueles
estabelecidos aqui, sdo especificamente incorporadas a titulo de referéncia.

Aqueles versados na técnica, a luz da presente descricdo, apre-
ciardo que modificagbes Obvias das modalidades descritas aqui podem ser
efetuadas sem se desviar do espirito e do escopo da invengdo. Todas as
modalidades descritas aqui podem ser feitas e executadas sem experimen-
tacao indevida a luz da presente descricdo. O escopo integral da invengao é
estabelecido na descricao e em modalidades equivalentes dela. O relatério
descritivo ndo deve ser interpretado para restringir indevidamente o escopo
inteiro de protegao ao qual a presente invengao tem direito.

Como usados aqui € a menos que indig:ado de outro modo, o

termo "um" tem o significado de "um", "pelo menos um" ou "um ou mais".
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LISTAGEM DE SEQUENCIAS

Chatterton, Jon E.
Bingaman,

INIBICAO MEDIADA POR RNAi DE RHO QUINASE PARA O TRATAMENTO DE

David P.

DISTURBIOS OCULARES

<130> 4526

<150>
<151>

60/7
2005

<160> 45
<170>
<210> 1

<211> 4989
<212> DNA
<213>

<400> 1
ttttttettt

ggaggagggt
tggccgacga
ctgaagcgcce
aaggccgagg
ctgctgttcce
atccgcggcect
aaggatattg
aatgctgacc
aataactaca
atggaggaga
tggaccacaa
gagaacaatg
acggcctgtg
cccaacacct
ctcagcgcceg
gagtgcccct
ggtccttgcece
tctgctcaga
cgggggaata
ggctacgtga

cgcctcatcec

3-P017US

54,796
-12-29

Homo sapiens

ttttgagaaa
ccccgaccte
gtggagaaat
tggagaactg
actaccgcag
gagtggctgg
ggaaactctt
ggctttacaa
tctgttacct
ttgtggggaa
agccgatgtg
accgctgcca
agtgctgcca
tagcttgccecg
acaggtttga
agagcagcga
cgggcttcat
cgaaggtctg
tgctccaagg
acattgcttc
agatccgcca

taggagagga

PatentIn versdo 3.3

gggaatttca
gctgtggggg
ctgcgggcca
cacggtgatc
ctaccgcttc
cctcgagagce
ctacaactac
cctgaggaac
ctccactgtg
taagécccca
tgagaagacc
gaaaatgtgc
ccccgagtgce
ccactactac
gggctggcege
ctccgagggyg
ccgcaacggce
tgaggaagaa
atgcaccatc
agagctggag
ttctcatgcc

gcagctagaa

tcccaaataa
ctcctgtttce
ggcatcgaca
gagggctacc
cccaagctca
ctcggagacc
gcecctggtca
attactéggg
gactggtccce
aaggaatgtg
accatcaaca
ccaagcacgt
ctgggcagct
tatgccggtg
tgtgtggacc
tttgtgatcc
agccagagca
aagaaaacaa
ttcaagggca
aacttcatgg
ttggtctect

gggaattact

aaggaatgaa
tctccgeege
tccgcaacga
tccacatcct
cggtcattac
tcttccccaa
tcttcgagat
gggccatcag
tgatcctgga
gggacctgtg
atgagtacaa
gtgggaagcg
gcagcgcgcc
tctgtgtgcc
gtgacttctg
acgacggcga
tgtactgcat
agaccattga
atttgctcét
ggctcatcga
tgtccttect

ccttctacgt

gtctggctce
gctctcgetce
ctatcagcag
gctcatctcc
cgagtacttg
cctcacggtce
gaccaatctc
gattgagaaa
tgecggtgtcc
tccagggacc
ctaccgctge
ggcgtgcacc
tgacaacgac
tgcctgcececg
cgccaacatc
gtgcatgcag
cccttgtgaa
ttctgttact
taacatccga
ggtggtgacg
aaaaaacctt

cctcgacaac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320



cagaacttgc
atgtactttg
acggggacta
gcctectgtg
atcataacct
tactacaagg
Vtccaacagct
atcttactac
ctcaccatgg
accaatgctt
cagttaatcg
gtgcgctggce
gacaaaatcc
aaccccaaga
gaagccgaga
ctgcacaact
gccaacacca
accgacccgg
gagagaactg
tgcaaccacg
atgcccgcag
aactccatct
gaaataaaat
aggaagtatg
caggccacat
gccaaaacag
ttgatcgtgg
aggctgggga
gtgtacgttc
gggcaggggt
cctgaaacca
gagtttctca

ctgggtgtgg

agcaactgtg
ctttcaatcc
aagggcgcca
aaagtgacgt
ggcaccggta
aagcaccctt
ggaacatggt
atgggctgaa
tggagaacga
cagttccttc
tgaagtggaa
agcggcagcc
ccatcaggaa
ctgaggtgtg
anagéccga
ccatcttcgt
ccatgtccag
aagagctgga
tcatttctaa
aggctgagaa
aaggagcaga
ttttaaagtg
acggatcaca
gaggggccaa
ctctctctgg
gatatgaaaa
gagggttggt
atggagtgct
ctgatgagtg
cgtttgggat
gagtggccat
acgaagcttc

tgtcccaagg

ggactgggac
caaattatgt
aagcaaaggg
cctgcatttc
ccggecccct
taagaatgtc
ggacgtggac
gccctggact
ccatatccgt
cattcccttg

ccctecectcet

tcaggacggc

gtatgccgac
tggtggggag
gaaggaggag
gcccagacct
ccgaagcagg
gacagagtac
ccttcggect
gctgggctgce
tgacattcct
gccggaacct
agttgaggat
gctaaaccgg
gaatgggtcg
cttcatccat
gattatgctg
gtatgcctct
ggaggtggct
ggtctatgaa
taaaacagtg
tgtgatgaag

ccagccaaca

40

caccgcaacc
gtttccgaaa
gacataaaca
acctccacca
gactacaggg
acagagtatg
ctccecgecca
cagtacgccg
ggggccaaga
gacgttcttt
ctgcccaacg
tacctttacc
ggcaccatcg
aaagggcctt
gctgaatacc
gaaaggaagc
aacaccacgg
cctttctttg
ttcacattgt
agcgcctcca
gggccagtga
gagaatccca
cagcgagaat
ctaaacccgg
tggacagatc
ctgatcatcg
tacgtcttcc
gtgaacccgg
cgggagaaga
ggagttgcca
aacgaggccg
gagttcaatt

ctggtcatca

tgaccatcaa
tttaccgcat
ccaggaacaa
ccacgtcéaa
atctcatcag
atgggcagga
acaaggacgt
tttacgtcaa
gtgagatctt
cagcatcgaa
gcaacctgag
ggcacaatta
acattgagga
gctgcgectg

gcaaagtctt

ggagagatgt

ccgcagacac
agagcagagt
accgcatcga
acttcgtctt
cctgggagcec
atggattgat
gtgtgtccag
ggaactacac
ctgtgttctt
ctctgcecegt
atagaaagag
agtacttcag
tcaccatgag
agggtgtggt
caagcatgcg
gtcaccatgt

tggaactgat

agcégggéaa
ggaggaagtg
cggggagaga
gaatcgcatc
cttcaccgtt
tgcctgeggce
ggagcccggce
ggctgtgacc
gtacattcgc
ctcctcttcet
ttactacatt
ctgctccaaa
ggtcacagag
ccccaaaact
tgagaatttc
catgcaagtg
ctacaacatc
ggataacéag
tatccacagc
tgcaaggact
aaggcctgaa
tctaatgtat
acaggaatac
agcccggatt
ctatgtccag

cgctgtcectg

aaataacagc

cgctgctgat
ccgggaactt
gaaagatgaa
tgagaggatt
ggtgcgattg

gacacggggc

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240

3300



gatctcaaaa
cctccaagcec
ctcaacgcca
gatttcacag
taccggaaag
gatggagtct
gccacactgg
atggagggcg
cgcatgtgct
atcaaagagg
aagctgcccg
gacccctcecgg
{Jagaacggcc
tacgcccaca
acctgctgat
ggtggggggg
cttcagttct
atgttccttt
tgggccttta
tcctcactcet
ggaaaaataa
tgtccctgtg
aaaaacacgt
ttacaaaégg
aaatcctgaa
tgagcatggc
gactgcccct
attattattt
tgaaccggc
<210> 2
<211> 19
<212> DNA
<213>

<220>
<223>

gttatctccg
tgagcaagat
ataagttcgt
tcaaaatcgg
gaggcaaagg
tcaccactta
ccgagcagcc
gccttctgga
ggcagtataa
agatggagcc
agccgéagga
cctectegte
ccggecectgg
tgaacégggg
ccttggatcc
gagagagagt
gcccttgetg
tttcaatatg
agaaccttaa
gtccctgtce
ttgccacaag
gccccatcca
ggagatggaa
ccatcgttca
ctttctcecct
agctggttgc
gctgtgctge

gggggaactg

Artificial

Seqgiiéncia-alvo

gtctctgagg
gattcagatg
ccacagagac
agattttggt
gctgctgccecce
ctcggacgtc
ctaccagggc
caagccagac
ccccaagatg
tggcttccgg
gctggacctg
ctccectgcecca
ggtgctggtc
ccgcaagaac
tgaatctgtg
tttaacaatc
cccgcgggag
caagcagctt
tgacaacact
ttcecctgttce
tccagctggg
accactgtac
atttttacct
tccaaggctg
catcggcccg
tccatttgag
tcaaggccac

gacacaatag

41

ccagaaatgg
gccggagaga
cttgctgccce
atgacgcgag
gtgcgctgga
tggtccttcg
ttgtccaacg
aactgtcctg
aggccttcect
gaggtctcct
gagccagaga
ctgcccgaca
ctccgcgeca
gagcgggect
caaacagtaa
cattcacaag
acagcttctc
tttattccct
taatagcaac
tcccttictc
aagccctttt
acacccgcct
ttatctttca
ttaccatttt
gcgctgatte
agacacgctg
aggcacacag

gtctttctct

agaataatcc
ttgcagacgg
ggaattgcat
atatctatga
tgtctcctga
gggtcgtcect
agcaagtcct
acatgctgtt
tcctggagat
tctactacag
acatggagag
gacactcagg
gcttcgacga
tgcecgetgece
cgtgtgcgca
cctecctgtac
tgcagtaaaa
gcccaaaccce
agagcacttg
tctectctcet
tatcagtttg
gacaccgtgg
cctttctagg
aacgctgect
ctcgtgtceg
gcgacacact
gtctcattgc

cagtgaaggt

agtcctagca
catggcatac
ggtagccgaa
gacagactat
gtccctcaag
ctgggagatc
tcgecttegtce
tgaactgatg
catcagcagc
cgaggagaaé
cgtcccectg
acacaaggcc
gagacagcct
ccagtcttceg
cgcgcagcgg
ctcagtggat
cacatttggg
ttaactgaca
agaaccagtc
gcttcataac
aggaagtggc
gtcattacaa
gacatgaaat
aattttgcca
gaggcatggg
ccgtccatcce
ttctgactag

ggggagaagc

3360

3420

3480

3540

3600

3660

© 3720

3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980

4989



<400>

2

tcttcgagat gaccaatct

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

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

3

21

DNA
Artificial

Filamento sentido com 3'NN

misc_RNA
(1)..(19)
Ribonucleotideos

misc_feature
(20)..(21)
qualquer, A, T/U, C, G

3

ucuucgagau gaccaaucun n

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

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

4

21

DNA
Artificial

Filamento sentido com 3'NN

misc_RNA
(1)..(19)
Ribonucleotideos

misc_feature
(20) ..(21)
any, A, T/U, C, G

4

agauugguca ucucgaagan n

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

<220>
<223>

<400>

5

21

RNA
Artificial

Filamento Sentido

5

ucuucgagau gaccaaucuu u

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

6

21

RNA
Artificial

19

21

21

21
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<220>
<223> Filamento Anti-sentido

<400> 6
agauugguca ucucgaagau u

<210> 7

<211> 48

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Diplex de grampo com loop

<220>

<221> misc_RNA

<222> (1)..(19)

<223> Ribonucleotideos

<220>

<221> misc_feature
<222> (20)..(27)

<223> any, A,.T/U, C, G

<220>
<221> misc_feature
<222> (28)..(48)

<223> Ribonucleotides

<400> 7 .
ucuucgagau gaccaaucun nnnnnnnaga uuggucaucu cgaagauu

<210> 8

<211> 19

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Seqléncia-alvo

<400> 8
tcaacaatga gtacaacta

<210> 9

<211> 19

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Seqgiéncia-alvo
<400> 9

gaccattgat tctgttact

<210> 10

<211> 19

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Seqiéncia-alvo

<400> 10

21

48

19

19
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gaagaatcgc atcatcata

<210> 11

<211> 19

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Sequéncia-alvo
<400> 11

tcatcagctt caccgttta

<210> 12

<211> 19

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Seqiéncia-alvo
<400> 12

agaatgtcac agagtatga

<210> 13

<211> 19

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Seqgiiéncia-alvo
<400> 13

ggactcagta cgccgttta

<210> 14

- <211> 19

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Seqgiliéncia-alvo

<400> 14
agttaatcgt gaagtggaa

<210> 15

<211> 19

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Seqgiiéncia-alvo
<400> 15

acctttaccg gcacaatta

<210> 16

<211> 19

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Seqgliéncia-alvo

19

19

19

19

19

19
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<400> 16
acggcaccat cgacattga

<210> 17

<211> 19

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Seqiiéncia-alvo

<400> 17
ttgagaattt cctgcacaa

<210> 18

<211> 19

<212> DNA

<213> Artificial

<220> _
<223> Seqgiéncia-alvo

<400> 18
tctaaccttec ggcctttca

<210> 19

<211> 19

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Seqiiéncia-alvo

<400> 19
ttcggecttt cacattgta

<210> 20

<211> 19

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Seqgiiéncia-alvo

<400> 20
gatcacaagt tgaggatca

<210> 21

<211> 19

<212> DNA

<213> Artificial

<220> .
<223> Seqiiéncia-alvo

<400> 21
tgtacgtctt ccatagaaa

<210> 22
<211> 19
<212> DNA

19

19

19

19

19

19



<213> Artificial

<220>
<223> Seqiéncia-alvo

<400> 22
ggagaataat ccagtccta

<210> 23

<211> 19

<212> DNA

<213> Artificial

'<220>
<223> Seqiiéncia-alvo

<400> 23
catacctcaa cgccaataa

<210> 24

<211> 19

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Seqiiéncia-alvo

<400> 24
attgcatggt agccgaaga

<210> 25

<211> 19

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Segqgiiéncia-alvo

<400> 25
ccgaagattt cacagtcaa

<210> 26

<211> 19

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Seqiéncia-alvo

<400> 26
tttggtatga cgcgagata

<210> 27

<211> 19

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Seqgiiéncia-alvo

<400> 27
tgacgcgaga tatctatga

19

19

19

19

19

19



<210> 28

<211> 19

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Seqiiéncia-alvo

<400> 28
cgcatgtgct ggcagtata

<210> 29

<211> 19

<212> DNA

<213> Artificial

<220> .
<223> Seqgiiéncia-alvo

<400> 29
gcatgtgctg gcagtataa

<210> 30

<211> 19

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Seqiiéncia-alvo

<400> 30
tctactacag cgaggagaa

<210> 31

<211> 19

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Seqiiéncia-alvo

<400> 31
tcgacgagag acagcctta

<210> 32

<211> 19

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Seqiiéncia-alvo

<400> 32
tcctgaatct gtgcaaaca

<210> 33

<211> 19

<212> DNA

<213> Artificial

47

19

19

19

19

19



<220>
<223> Seqiéncia-alvo

<400> 33
taatagcaac agagcactt

<210> 34

<211> 19

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Seqgiéncia-alvo

<400> 34
ctctgcttca taacggaaa

<210> 35

<211> 19

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Seqiéncia-alvo

<400> 35
tcattgcttc tgactagat

<210> 36

<211> 19

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Seqgiiéncia-alvo

<400> 36
cattgcttct gactagatt

<210> 37

<211> 19

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Seqiéncia-alvo

<400> 37
gcttctgact agattatta

<210> 38

<211> 19

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Seqgiiéncia-alvo

<400> 38
ggccagaaat ggagaataa

48

19

19

19

19

19

19



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

- <220>
<223>

<400>

39

19

DNA
Artificial

Seqiiéncia-alvo

39

gcagacacct acaacatca

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

<220>
<223>

<400>

40

19

DNA
Artificial

Seqiiéncia-alvo

40

gtgggagggt tggtgatta

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

<220>
<223>

<400>

41

19

RNA
Artificial

Filamento Sentido

41

ucuucgagau gaccaaucu

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

<220>
<223>

<400>

42

19

RNA
Artificial

Filamento Anti-sentido

42

agauugguca ucucgaaga

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

<220>
<223>

<400>

43

25

DNA
Artificial

Filamento Sentido

43

tcttcgagat gaccaatctc aagga

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

<220>
<223>

44

25

RNA
Artificial

Filamento Sentido

49

19

19

19

19

25



<400>

44

ucuucgagau gaccaaucuc aagga

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

<220>
<223>

<400>

45

27

RNA
Artificial

Filamento Anti-sentido

45

‘uccuugagau uggucaucuc gaagauu

50

25

27
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REIVINDICACOES

1. Método para atenuar a expressao de mRNA de Rho quinase
de um paciente, que compreende:

administrar ao paciente uma composicao que compreende uma
quantidade eficaz de RNA de interferéncia tendo um comprimento de 19 a
49 nucleotideos e um veiculo farmaceuticamente aceitavel, em que o RNA
de interferéncia compreende:

um filamento de nucleotideo sentido, um filamento de nucleoti-
deo anti-sentido, € uma regiao de complementaridade contigua pelo menos
quase perfeita de pelo menos 19 nucleotideos;

em que o filamento anti-sentido hibridiza sob condi¢des fisiolégi-
cas para uma porgao de mRNA correspondente a SEQ ID NO:1 ou SEQ ID
NO:2 e tem uma regiao de complementaridade contigua pelo menos quase
perfeita de pelo menos 19 nucleotideos com a porgédo de hibridizagado de
mRNA correspondente a SEQ ID No:1 ou SEQ ID NO:2, respectivamente,

em que a expressao de mRNA de Rho quinase é assim atenuada.

2. Método de acordo com a reivindicagéo 1, em que o paciente é
um ser humano e o ser humano tem hipertensao ocular.

3. Método de acordo com a reivindicagao 1, em que o paciente é
um ser humano e o ser humano esta em risco de desenvolver hipertensao
ocular.

4. Método de acordo com a reivindicagao 1, em que a composi-
¢ao é administrada via topica, intravitrea, transcleral, periocular, conjuntival,
SUbtenénica, intracameral, sub-retiniana, subconjuntival, retrobulbar, ou inta-
canalicular.

5. Método de acordo com a reivindicagdao 1, em que o filamento
anti-sentido é desenhado para alvejar um mRNA correspondente a SEQ ID
No:1 que compreende o nucleotideo 605, 653, 659, 1248, 1562, 1876, 2266,
2474, 2485, 2740, 2808, 2834, 3007, 3146, 3199, 3245, 3379, 3453, 3511,
3513, 3519, 3781, 3782, 998, 1132, 1200, 1648, 1674, 1708, ou 2077.

6. Método de acordo com a reivindicagao 1, em que o filamento

anti-sentido é desenhado para alvejar um mRNA correspondente a SEQ ID
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NO:2 que compreende o nucleotideo 1102, 1865, 2000, 2229, 2514, 2584,
2738, 3305, 4111, 4652, 5184, 5187, 5255, 5315, 5439, 5450, 5578, 5579,
5611, 5625, 5795, 6000, 6228, 6264, 584, 1337, 1678, 2773, 2814, 2941,
3357, 3398, 3481, 3633, 3644, 3645, 3767, 3836, 4023, 4097, 5202, ou

5440.
7. Método de acordo com a reivindicagdo 1, que compreende

ainda administrar ao paciente um segUndo RNA de interferéncia tendo um

comprimento de 19 a 49 nucleotideos, e que compreende:

um filamento de nucleotideo sentido, um filamento de nucleoti-
deo anti-sentido, e uma regido de complementaridade contigua pelo menos
quase perfeita de pelo menos 19 nucleotideos;

em que o filamento anti-sentido do segundo RNA de interferén-
cia hibridiza sob condi¢des fisiolégicas para uma segunda porg-éo de mRNA
correspondente a SEQ ID NO:1 ou & SEQ ID NO:2 e o filamento anti-sentido
tem uma regidao de complementaridade contigua pelo menos quase perfeita
de pelo menos 19 nucleotideos com a segunda por¢do de hibridizagdo de
MRNA correspondente a SEQ ID No:1 ou a SEQ ID NO:2, respectivamente.

8. Método para tratar hipertensao ocular em um paciente que
necessite do mesmo, qLJe compreende:

administrar a um olho do paciente uma composi¢cdo que com-
preende uma quantidade eficaz de RNA de interferéncia que tem um com-
primento de 19 a 49 nucleotideos e um veiculo farmaceuticamente aceitavel,
em que o RNA de interferéncia compreende:

um filamento de nucleotideo sentido, um filamento de nucleoti-
deo anti-sentido, e uma regido de complementaridade contigua pelo menos
quase perfeita de pelo menos 19 nucleotideos;

em que o filamento anti-sentido hibridiza sob condi¢des fisiologi-
cas para uma por¢cao de mRNA correspondente a SEQ ID NO:1 ou a SEQ ID
NO:2, e tem uma regido de complementaridade contigua pelo menos quase
perfeita de pelo menos 19 nucleotideos com a por¢ao de hibridizagao de
mRNA correspondente a SEQ ID NO:1 ou a SEQ ID NO:2, respectivamente,

em que a hipertensao ocular é assim tratada.
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9. Método para atenuar a expressao de mRNA de Rho quinase
de um paciente, que compreende:

administrar ao paciente uma composicao que compreende uma
quantidade eficaz de RNA de interferéncia de filamento simples tendo um
comprimento de 19 a 49 nucleotideos e um veiculo farmaceuticamente acei-
tavel, em que o RNA de interferéncia de filamento simples hibridiza sob con-
digées fisiolégicas para uma por¢dao de mRNA correspondente a SEQ ID
NO:1 que compreende o nucleotideo 605, 653, 659, 1248, 1562, 1876, 2266,
2474, 2485, 2740, 2808, 2834, 3007, 3146, 3199, 3245, 3379, 3453, 3511,
3513, 3519, 3781, 3782, 998, 1132, 1200, 1648, 1674, 1708, ou 2077, e 0
RNA de interferéncia tem uma regido de complementaridade contigua pelo
menos quase perfeita de pelo menos 19 nucleotideos com a porgao de hibri-
dizagdo de mRNA correspondente a SEQ ID NO:1, ou em que o RNA de
interferéncia de filamento simples hibridiza sob condigcoes fisioldégicas para
uma por¢cao de mRNA correspondente a SEQ ID NO:2 que compreende o
nucleotideo 1102, 1865, 2000, 2229, 2514, 2584, 2738, 3305, 4111, 4652,
5184, 5187, 5255, 5315, 5439, 5450, 5578, 5579, 5611, 5625, 5795, 6000,
6228, 6264, 584, 1337, 1678, 2773, 2814, 2941, 3357, 3398, 3481, 3633,
3644, 3645, 3767, 3836, 4023, 4097, 5202, ou 5440, e o RNA de interferén-
cia tem uma regiao de complementaridade contigua pelo menos quase per-
feita de pelo menos 19 nucleotideos com a porgao de hibridizagdo de rﬁRNA
correspondente a SEQ ID NO:2, em que a expressdo de mRNA de Rho qui-
nase é assim atenuada.
| 10. Método para atenuar a expressdao de um MRNA-alvo de hi-
pertensao ocular em um paciente, em que o método compreende:

administrar ao paciente uma composi¢ao que compreende uma
quantidade eficaz de RNA de interferéncia que tem um comprimento de 19 a
49 nucleotideos e um veiculo farmaceuticamente aceitavel, em que o RNA
de interferéncia compreende:

uma regiao de pelo menos 13 nucleotideos contiguos tendo pelo
menos 90% de complementaridade de sequéncia para, ou pelo menos 90%
de identidade de seqiiéncia com, os 13 ultimos nucleotideos da extremidade



10

15

20

25

30

3’ de um mRNA correspondente a qualquer uma de SEQ ID NO:3, e SEQ ID
NO:9 — SEQ ID NO:79, em que a expressdao do MRNA-alvo de hipertensdo
ocular é assim atenuada.

11. Método de acordo com a reivindicagdo 10, em que o MRNA-
alvo de hipertensdo ocular € mRNA de ROCK1 e o RNA de interferéncia
compreende: v
uma regiao de pelo menos 13 nucleotideos contiguos tendo pelo

menos 90% de complementaridade de seqlUéncia "para, ou pelo menos 90%

de identidade de sequéncia com, os 13 penultimos nucleotideos da extremi-
dade 3’ de um mRNA correspondente & SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:9, SEQ
ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12; SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14,
SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID
NO:19, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:22, SEQ ID NO:23, SEQ
ID NO:24, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:28,
SEQ ID NO:29, SEQ ID NO:30, SEQ ID NO:73, SEQ ID NO:74, SEQ ID
NO:75, SEQ ID NO:76, SEQ ID NO:77, SEQ ID NO:78, ou SEQ ID NO:79.

12. Método de acordo com a reivindicagdo 10, em que o MRNA-
alvo de hipertensao ocular € mRNA de ROCK2 e o RNA de interferéncia com-
preende: |

uma regiao de pelo menos 13 nucleotideos contiguos tendo pelo
menos 90% de complementaridade de seqiiéncia para, ou pelo menos 90%
de identidade de seqiiéncia com, os 13 pendltimos nucleotideos da extremi-
dade 3’ de um mRNA correspondente a SEQ ID NO:31, SEQ ID NO:32, SEQ
ID NO:33, SEQ ID NO:34, SEQ ID NO:35, SEQ ID NO:36, SEQ ID NO:37,
SEQ ID NO:38, SEQ ID NO:39, SEQ ID NO:40, SEQ ID NO:41, SEQ ID
NO:42, SEQ.ID NO:43, SEQ ID NO:44, SEQ ID NO:45, SEQ ID NO:46, SEQ
ID NO:47, SEQ ID NO:48, SEQ ID NO:49, SEQ ID NO:50, SEQ ID NO:51,
SEQ ID NO:52, SEQ ID NO:53, SEQ ID NO:54, SEQ ID NO:55, SEQ ID
NO:56, SEQ ID NO:57, SEQ ID NO:58, SEQ ID NO:59, SEQ ID NO:60, SEQ
ID NO:61, SEQ ID NO:62, SEQ ID NO:63, SEQ ID NO:64, SEQ ID NO:65,
SEQ ID NO:66, SEQ ID NO:67, SEQ ID NO:68, SEQ ID NO:69, SEQ ID
NO:70, SEQ ID NO:71, ou SEQ ID NO:72.
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13. Método de acordo com a reivindicacao 10, em que o RNA de
interferéncia compreende uma regiao de pelo menos 14 nucleotideos conti-
guos tendo pelo menos 85% de complementaridade de seqliéncia para, ou
pelo menos 85% de identidade de seqlUéncia com, os 14 penultimos nucleo-
tideos da extremidade 3' de um mRNA que corresponde a seqiéncia identi-
ficada pelo identificador de seqliéncia.

| 14. Método de acordo com a reivindicagao 10, em que o RNA de
interferéncia compreende uma regidao de pelo menos 15, 16, 17, ou 18 nu-
cleotideos contiguos tendo pelo menos 80% de complementaridade de se-
guéncia para, ou pelo menos 80% identidade de sequéncia com, os 15, 16,
17, ou 18 penultimos nucleotideos, respectivamente, da extremidade 3’ de
um mRNA que corresponde a sequéncia identificada pelo identificador de
sequéncia.

15. Método de acordo com a reivindicagao 10, em que a compo-
sicdo compreende ainda um segundo RNA de interferéncia tendo um com-
primento de 19 a 49 nucleotideos e compreendendo uma regido de pelo me-
nos 13 nucleotideos contiguos tendo pelo menos 90% de complementarida-
de para, ou pelo menos 90% de identidade de sequéncia com, os 13 pentil-
timos nucleotideos da extremidade 3’ de um segundo mRNA correspondente
a qualquer uma da SEQ ID NO:3 e SEQ ID NO:9 — SEQ ID NO:79.

16. Método para tratar hipertensdao ocular em um paciente que
necessite do mesmo, em que o método compreende:

administrar a um olho do paciente uma composicdo que com-
preende uma quantidade eficaz de RNA de interferéncia tendo um compri-
mento de 19 a 49 nucleotideos e um veiculo farmaceuticamente aceitavel,
em que o RNA de interferéncia compreende:

uma regiao de pelo menos 13 nucleotideos contiguos tendo pelo
menos 90% de complementaridade de seqiéncia para, ou pelo menos 90%
de identidade de sequéncia com, os 13 penultimos nucleotideos da extremi-
dade 3’ de um mRNA correspondente a qualquer uma de SEQ ID NO:3, e
SEQ ID NO:9 - SEQ ID NO:79, em que a hipertensao ocular é assim tratada.

17. Método de acordo com a reivindicagédo 16, em que o RNA de
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interferéncia compreende:

uma regido de pelo menos 13 nucleotideos contiguos tendo pelo
menos 90% de complementaridade de sequéncia para, ou pelo menos 90%
de identidade de sequéncia com, os 13 penultimos nucleotideos da extremi-
dade 3' de um mRNA correspondente 2 SEQ 1D NO:3, SEQ ID NO:9, SEQ
ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14,
SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID
NO:19, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:22, SEQ ID NO:23, SEQ
ID NO:24, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:28,
SEQ ID NO:29, SEQ ID NO:30, SEQ ID NO:73, SEQ ID NO:74, SEQ ID
NO:75, SEQ ID NO:76, SEQ ID NO:77, SEQ ID NO:78, ou SEQ ID NO:79.

18. Método de acordo com a reivindicagéo 16, em que o RNA de’
interferéncia compreende:

uma regido de pelo menos 13 nucleotideos contiguos tendo pelo
menos 90% de complementaridade de sequéncia para, ou pelo menos 90%
de identidade de sequéncia com, os 13 penultimos nucleotideos da extremi-
dade 3’ de um mRNA correspondente & SEQ ID NO:31, SEQ ID NO:32, SEQ
ID NO:33, SEQ ID NO:34, SEQ ID NO:35, SEQ ID NO:36, SEQ ID NO:37,
SEQ ID NO:38, SEQ ID NO:39, SEQ ID NO:40, SEQ ID NO:41, SEQ ID
NO:42, SEQ ID NO:43, SEQ ID NO:44, SEQ ID NO:45, SEQ ID NO:46, SEQ
ID NO:47, SEQ ID NO:48, SEQ ID NO:49, SEQ ID NO:50, SEQ ID NO:51,
SEQ ID NO:52, SEQ ID NO:53, SEQ ID NO:54, SEQ ID NO:55, SEQ ID
NO:56, SEQ ID NO:57, SEQ ID NO:58, SEQ ID NO:59, SEQ ID NO:60, SEQ
ID NO:61, SEQ ID NO:62, SEQ ID NO:63, SEQ ID NO:64, SEQ ID NO:65,
SEQ ID NO:66, SEQ ID NO:67, SEQ ID NO:68, SEQ ID NO:69, SEQ ID
NO:70, SEQ ID NO:71, ou SEQ ID NO:72. '

19. Método de acordo com a reivindicagao 16, em que o RNA de
interferéncia compreende uma regido de pelo menos 14 nucleotideos conti-
guos tendo pelo menos 85% de complementaridade de sequiéncia para, ou
pelo menos 85% de identidade de sequéncia com, os 14 penultimos nucleo-
tideos da extremidade 3’ de um mRNA que corresponde a sequéncia identi-

ficada pelo identificador de sequéncia.
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20. Método de acordo com a reivindicagao 16, em que o mRNA
de interferéncia compreende uma regiao de pelo menos 15, 16, 17, ou 18
nucleotideos contiguos tendo pelo menos 80% de complementaridade de
sequéncia para, ou pelo menos 80% identidade de sequéncia com, os 15,
16, 17, ou 18 pentltimos nucleotideos, respectivamente, da extremidade 3’
de um mRNA que corresponde a sequiéncia identificada pelo identificador de
sequéncia.

21. Método de acordo com a reivindicagao 16, em que a compo-
sicdo compreende ainda um segundo RNA de interferéncia tendo um com-
primento de 19 a 49 nucleotideos e compreendendo uma regiao de pelo me-
nos 13 nucleotideos contiguos tendo pelo menos 90% de complementarida-
de para, ou pelo menos 90% de identidade de sequéncia com, os 13 penﬂlQ
timos nucleotideos da extremidade 3’ de um segundo mRNA correspondente
a qualquer uma da SEQ ID NO:3 e SEQ ID NO:9 — SEQ ID NO:79.

22. Método de acordo com a reivindicagao 16, em que o pacien-
te tem glaucoma.

23. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que o filamento
de nucleotideo sentido e o filamento de nucleotideo anti-sentido sao conec-
tadas por uma alga em grampo de cabelo.

24. Método de acordo com a reivindicagéo 8, em que o filamento
de nucleotideo sentido e o filamento de nucleotideo anti-sentido sdo conec-
tados por uma algca em grampo de cabelo.

25. Método de acordo com a reivindicacao 10, em que o RNA de
interferéncia é um shRNA.

26. Método de acordo com a reivindicagao 10, em que o RNA de
interferéncia é um siRNA.

27. Método de acordo com a reivindicagdo 10, em que o RNA de
interferéncia € um miRNA.

28. Método de acordo com a reivindicacao 16, em que o RNA de
interferéncia é um shRNA.

29. Método de acordo com a reivindicagao 16, em que o RNA de

interferéncia é um siRNA.
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30. Método de acordo com a reivindicagao 16, em que o RNA de
interferéncia € um miRNA.

31. Método de acordo com a reivindicagédo 8, em que a composi-
cao é administrada via topica, intravitrea, transcleral, periocular, conjuntival,
subtenénica, intracameral, sub-retiniana, subconjuntival, retrobulbar, ou in-

tracanalicular.
32. Método de acordo com a reivindicagao 18, em que a compo-

sicao é administrada via expressao in vivo a partir de um vetor de expressao

de RNA de interferéncia.
33. Método de acordo com a reivindicagdao 16, em que a compo-

sicdo é administrada via tdpica, intravitrea, transcleral, periocular, conjunti-
val, subtenénica, intracameral, sub-retiniana, subconjuntival, retrobulbar, ou
intracanalicular.

34. Método de acordo com a reivindicagcao 16, em que a compo-
sicdo é administrada via expresséo in vivo a partir de um vetor de expressao
de RNA de interferéncia.

35. Método para tratar hipertensdo ocular em um paciente que
necessite deste, que compreende:

administrar ao paciente uma composigcdo que compreende uma
molécula de siRNA de filamento duplo que infra-regula a expressao de um
gene de ROCK1 ou de ROCK2 via interferéncia de RNA, em que:

cada filamento da molécula de siRNA é independentemente cer-
ca de 19 a cerca de 27 nucleotideos de comprimento; e

um filamento da molécula de siRNA compreende uma sequéncia
de nucleotideos tendo complementaridade substancial para um mRNA cor--
respondente ao gene de ROCK1 ou de ROCK2, respectivamente, de modo
que a molécula de siRNA direciona a clivagem do mRNA via interferéncia de
RNA.

36. Método de acordo com a reivindicagao 35, em que a compo-
sicao é administrada via aerossol, bucal, dérmica, intradérmica, inalagao,
intramuscular, intranasal, intra-ocular, intrapulmonar, intravenosa, intraperi-

toneal, nasal, ocular, oral, ética, parenteral, emplastro, subcutanea, sublin-
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gual, tépica, ou transdérmica.

37. Método de acordo com a reivindicacao 35, em que o RNA de
interferéncia é administrado via expressao in vivo de um vetor de expressao
capaz de expressar o RNA de interferéncia.

38. Método de acordo com a reivindicagao 35, em que o RNA de
interferéncia € um miRNA.

| 39. Método de acordo com a reivindicacao 35, em que cada fi-
lamento da molécula de siRNA é independentemente cerca de 19 nucleoti-
deos a cerca de 25 nucleotideos de comprimento. -

40. Método de acordo com a reivindicagao 35, em que cada fi-
lamento da molécula de siRNA é independentemente cerca de 19 nucleoti-
deos a cerca de 21 nucleotideos de comprimento.

41. Composi¢cao que compreende um RNA de interferéncia que
tem um comprimento de 19 a 49 nucleotideos e compreende uma sequéncia
de nucleotideos que corresponde a qualquer uma de SEQ ID NO:3, e SEQ
ID NO:9 — SEQ ID NO:79, ou um complemento destas, e um veiculo farma-
ceuticamente aceitavel. A

42. Composi¢cao de acordo com a reivindicagao 41, em que o
RNA de interferéncia € um shRNA.

43. Composicao de acordo com a reivindicagao 41, em que o
RNA de interferéncia € um siRNA.

44. Composicao de acordo com a reivindicagdo 41, em que o
RNA de interferéncia € um miRNA.
| 45. Composi¢cdao que compreende uma molécula de siRNA de
filamento duplo que infra-regula a expressdao de um gene de ROCK1 ou de
ROCKR2 via interferéncia de RNA, em que:

cada filamento da molécula de siRNA é independentemente de
cerca de 19 a cerca de 27 nucleotideos de comprimento; e

um filamento da molécula de siRNA compreende uma sequéncia
de nucleotideos que tem substancial complementaridade para um mRNA
que corresponde ao gene de ROCK1 ou de ROCK2, respectivamente, de
modo que a molécula de siRNA direciona a clivagem do mRNA via interfe-
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réncia de RNA.

46. Composicao de acordo com a reivindicagao 45, em que cada
filamento da molécula de siRNA é independentemente cerca de 19 nucleoti-
deos a cerca de 25 nucleotideos de comprimento.

47. Composigao de acordo com a reivindicagcdo 45, em que cada

filamento da molécula de siRNA é independentemente cerca de 19 nucleoti-

deos a cerca de 21 nucleotideos de comprimento.

48. Uso na preparagdo de uma composicao para atenuar a ex-
pressao de um mRNA de hipertensao ocular de um paciente, de uma quan-
tidade eficaz de RNA de interferéncia que tem um comprimento de 19 a 49
nucleotideos e um veiculo farmaceuticamente aceitavel, em que 0 RNA de
interferéncia compreende: '

uma regiao de pelo menos 13 nucleotideos contiguos tendo pelo
menos 90% de complementaridade de seqiéncia para, ou pelo menos 90%
de identidade de seqiéncia com, os 13 penditimos nucleotideos da extremi- -
dade 3’ de um mRNA correspondente a qualquer uma de SEQ ID NO:3, e
SEQ ID NO:9 — SEQ ID NO:79.

49. Uso na preparagdo de um medicamento para o tratamento de
hipertensao ocular em um paciente, de uma composi¢ao que compreende:

uma quantidade eficaz de RNA de interferéncia tendo um com-
primento de 19 a 49 nucleotideos e um veiculo farmaceuticamente aceitavel,
em que o RNA de interferéncia compreende:

uma regiao de pelo menos 13 nucleotideos contiguos tendo pelo
menos 90% de complementaridade de sequéncia para, ou pelo menos 90%
de identidade de seqliéncia com, os 13 penultimos nucleotideos da extremi-
dade 3’ de um mRNA correspondente a quaiquer uma de SEQ ID NO:3, e
SEQ ID NO:9 — SEQ ID NO:79, em que a hipertensao ocular é assim trata-
da.

50. Uso de acordo com a reivindicagao 48 ou 49, em que o RNA
de interferéncia compreende:

uma regiao de pelo menos 13 nucleotideos contiguos tendo pelo
menos 90% de complementaridade de sequéncia para, ou pelo menos 90%
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de identidade de sequéncia com, os 13 penultimos nucleotideos da extremi-
dade 3' de um mRNA correspondente a qualquer uma de SEQ ID NO:3, e
SEQ ID NO:9 — SEQ ID NO:79.

51. Uso de acordo com a reivindicagao 48 ou 49, em que o RNA
de interferéncia compreende:

7 uma regido de pelo menos 13 nucleotideos contiguos tendo pelo
menos 90% de complementaridade de sequéncia para, ou pelo menos 90%
de identidade de sequéncia com, os 13 penultimos nucleotideos da extremi-
dade 3’ de um mRNA correspondente a qualquer uma de SEQ ID NO:31 -
SEQ ID NO:72

- 52, Uso de acordo com a reivindicagdo 48 ou 49, em que o RNA
de interferéncia compreende uma regiao de pelo menos 14 nucleotideoé
contiguos tendo pelo menos 85% de complementaridade de sequéncia para,
ou pelo menos 85% de identidade de seqliéncia com, os 14 penultimos nu-
cleotideos da extremidade 3' de um mRNA que corresponde & sequéncia
identificada pelo identificador de sequéncia.

53. Uso de acordo com a reivindicagao 48 ou 49, em que o RNA
de interferéncia compreende uma regiao de pelo menos 15, 16, 17, ou 18
nucleotideos contiguos tendo pelo menos 80% de complementaridade de
sequéncia para, ou pelo menos 80% identidade de sequéncia com, os 15,
16, 17, ou 18 pendultimos nucleotideos, respectivamente, da extremidade 3’
de um mRNA que corresponde a seqiiéncia identificada pelo identificador de
sequéncia.

54. Uso de acordo com a reivindicagao 48 ou 49, em que a com-
posicao que compreende ainda um segundo RNA de interferéncia tendo um
comprimento de 19 a 49 nucleotideos e compreendendo uma regiao de pelo
menos 13 nucleotideos contiguos tendo pelo menos 90% de complementari-
dade para, ou pelo menos 90% de identidade de sequéncia com, os 13 pe-
nultimos nucleotideos da extremidade 3’ de um segundo mRNA correspon-
dente a qualquer uma da SEQ ID NO:3 e SEQ ID NO:9 — SEQ ID NO:79.

55. Uso na preparag¢ao de um medicamento para o tratamento de

hipertensao ocular em um paciente, de uma composi¢cdo que compreende:
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uma quantidade eficaz de RNA de interferéncia tendo um com-
primento de 19 a 49 nucleotideos e um veiculo farmaceuticamente aceitavel,
em que o RNA de interferéncia compreende:

um filamento de nucleotideo sentido, um filamento de nucleoti-
deo anti-sentido, e uma regido de complementaridade contigua pelo menos
quase perfeita de pelo menos 19 nucleotideos;

em que o filamento anti-sentido hibridiza sob condigdes fisiologi-
cas para uma porcdo de mRNA correspondente a SEQ ID No:1 ou a SEQ ID
NO:2 e tem uma regido de complementaridade contigua pelo menos quase
perfeita de pelo menos 19 nucleotideos com a porgéao de hibridizagdo de
mRNA correspondente a SEQ ID No:1 ou SEQ ID NO:2, respectivamente.

56. Uso na preparagdao de uma composigdo para atenuar a ex-
pressdo de um mRNA de Rho quinase de um paciente, de uma quantidade
eficaz de RNA de interferéncia que tem um comprimento de 19 a 49 nucleo-
tideos e um veiculo farmaceuticamente aceitavel, em que o RNA de interfe-
réncia de filamento simples hibridiza sob condi¢des fisiolégicas para uma
por¢cdo de mRNA correspondente a SEQ ID NO:1 que compreende o nucleo-
tideo 605, 653, 659, 1248, 1562, 1876, 2266, 2474, 2485, 2740, 2808, 2834,
3007, 3146, 3199, 3245, 3379, 3453, 3511, 3513, 3519, 3781, 3782, 998,
1132, 1200, 1648, 1674, 1708, ou 2077, e o RNA de interferéncia tem uma
regido de complementaridade contigua pelo menos quase perfeita de pelo
menos 19 nucleotideos com a porgdo de hibridizagao de mRNA correspon-
dente 4 SEQ ID NO:1, ou '

em que o RNA de interferéncia de filamento simples hibridiza
sob condigdes fisioldgicas para um porgao de mRNA correspondehte a SEQ
ID NO:2 que compreende o nucleotideo 1102, 1865, 2000, 2229, 2514,
2584, 2738, 3305, 4111, 4652, 5184, 5187, 5255, 5315, 5439, 5450, 5578,
5579, 5611, 5625, 5795, 6000, 6228, 6264, 584, 1337, 1678, 2773, 2814,
2941, 3357, 3398, 3481, 3633, 3644, 3645, 3767, 3836, 4023, 4097, 5202,
ou 5440 e o RNA de interferéncia tem uma regidao de complementaridade
contigua pelo menos quase perfeita de pelo menos 19 nucleotideos com a
porcao de hibridizagdo de mRNA correspondente a SEQ ID NO:2.
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57. Uso de acordo com a reivindicagdo 55, em que o filamento

de nucleotideo sentido e o filamento de nucleotideo anti-sentido sdo conec-

‘tados por uma alca em grampo de cabelo.

58. Uso de acordo com a reivindicacao 48, 49, ou 55, em que o
RNA de interferéncia é um shRNA.

_ 59. Uso de acordo com a reivindicagao 48, 49, ou 55, em que o
RNA de interferéncia € um siRNA.

60. Uso de acordo com a reivindicagao 48, 49, ou 55, em que o
RNA de interferéncia € um miRNA.

61. Uso de acordo com a reivindicagcao 49 ou 55, em que a com-
posicao é preparada para adrhinistragéo via tépica, intravitrea, transcleral,
periocular, conjuntival, subtenbnica, intracameral, sub-retiniana, subconjunti-
val, retrobulbar, ou intracanalicular.

62. Uso de acordo com a reivindicagao 49 ou 55, em que a com-
posi¢cdo compreende um vetor de expressao capaz de expressar o RNA de

interferéncia.
63. Uso de acordo com a reivindicagcao 49 ou 55, em que o me-

dicamento é para o tratamento de hipertensao ocular.

64. Uso na preparacao de»um medicamento para o tratamento
de hipertensdo ocular em um paciente, de uma composi¢ao que compreende:

uma molécula de siRNA de filamento duplo que infra-regula a
expressido de um gene de ROCK1 ou de ROCK2 via interferéncia de RNA,
em que:

cada filamento da molécula de siRNA é independentemente cer-
ca de 19 a cerca de 27 nucleotideos de comprimento; e |

. um filamento da molécula de siRNA compreende uma sequéncia

de nucleotideos tendo complementaridade substancial para um mRNA cor-
respondente ao gene de ROCK1 ou ROCK2, respectivamente, de modo que
a molécula de siRNA direciona a clivagem do mRNA via RNA de interferén-
cia.

65. Uso de acordo com a reivindicagao 64, em que a composi-

cao é preparada para administracdo via aerossol, bucal, dérmica, intradérmi-
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ca, inalagao, intramuscular, intranasal, intra-ocular, intrapulmonar,; intraveno-
sa, intraperitoneal, nasal, ocular, oral, ética, parenteral, emplastro, subcuta-

nea, sublingual, tépica, ou transdérmica.
66. Uso de acordo com a reivindicagao 64, em que a composi-

¢ao compreende um vetor de expressao capaz de expressar o RNA de inter-

feréncia.
67. Uso de acordo com a reivindicagao 64, em que o RNA de

interferéncia € um miRNA.
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- : RESUMO
Patente de Invenc¢éo: "INIBICAO MEDIADA POR RNAi DE RHO QUINASE
PARA O TRATAMENTO DE DISTIJR_BIOS OCULARES". S :
A-présente invengao refere-se a iﬁterferéncia de RNA que é pro-
porcionada para inibigao de expressao de Rho quinase para o tratamento de
pacientes .com distirbios -oculares, particularmente para o tfatamento de
\_pressétp intra-ocular, hipertenséo ocular e glaucoma. Alvos'de mRNA de Rho
quinase incluem mRNA para ROCK1 e ROCK2.: -
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