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(67) Resumo: OLIGONUCLEOTIDEOS QUE AFETAM A
EXPRESSAO DAS FOSFODIESTERASES. A presente invengéo
refere-se a oligonucleotideos anti-sentido, terapéuticos, direcionados
contra genes que codificam fosfodiesterases (PDE) e o uso destes
oligonucleotideos anti-sentido em combinacgéao. Esses
oligonucleoti'deos anti-sentido podem ser usados como ferramentas
analiticas e/ou como agentes terapéuticos no tratamento de doenga
associada ao cAMP celular reduzido em um paciente, tais como
doencas inflamatérias do aparelho respiratério incluindo, por exemplo,
asma, doenga pulmonar obstrutiva crénica (COPD), sindrome de
angustia respiratéria aguda, bronquite, bronquite crénica, silicose,
fibrose pulmonar, rejeicdo a aloenxerto pulmonar, rinite alergia e
sinusite crénica, bem como outras condigdes onde um aumento no
AMP ciclico ou uma reducgéo nos niveis da PDE € benéfico.

Tratamento com Anti-sentido
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Relatorio Descritivo da Patente de Invencado para "OLIGONU-
CLEOTIDEOS QUE AFETAM A EXPRESSAO DAS FOSFODIESTERA-
SES".

Referéncia Cruzada a Pedidos Relacionados

Este pedido reivindica a prioridade do Pedido de Patente US
60/801.384 depositado em 19 de maio de 2006.

Campo da Invencéao

‘ A presente invencao refere-se a metodos, reagentes e composi-
cbes de uso para terapia com base em oligonucleotideo anti-sentido. Em
particular, a invengao refere-se a aplicacao de terapia com base em oligonu-
cleotideo anti-sentido ao tratamento de doengas associadas a CAMP em um
paciente, incluindo por exemplo, doenga relacionada a PDE, tais como con-
dicdes inflamatorias e cancer. A invencao também refere-se a métodos de
terapia génica e métodos para identificar nova estratégia com base em anti-
sentido, em que AMP ciclica fosfodiesterases estao envolvidas.

Antecedentes da Invencdo
O epitélio alveolar e das vias aéreas € reconhecido como uma

barreira dindmica que desempenha um importante papel na regulagem das
respostas inflamatdrias e metabdlicas ao estresse oxidativo, sepse, endoto-
xemia, e outras doencgas criticas no pulmao. O epitélio respiratério, em parti-
cular, € um alvo primario das condicdes inflamatérias/infecgdes inflamatoérias
na interface epitelial-sangtinea, e é por si proprio capaz de amplificar um
sinal inflamatério ao recrutar células inflamatérias e produzir mediadores in-
flamatérios.

Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica (COPD) é um exemplo de
uma doenca inflamatdria da via respiratoria e alveolar, em que se acredita
que a supra-regulacao da inflamagao desempenha uma fungédo. A inflama-
cdo na COPD é caracterizada por infiltragdo aumentada de neutrdfilos, linfo-
citos positivos a CD8, e macréfagos nas vias aéreas. Neutrdfilos e macrofa-
gos desempenham um importante papel na patogénese da inflamacao nas
vias aéreas na COPD devido a sua capacidade de liberar varios mediadores

incluindo elastase, metaloproteases, e radicais de oxigénio que promovem
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inflamacao e lesao tecidual. Foi sugerido que o acumulo de células inflama-
torias nas vias aéreas dos pacientes com COPD ¢é desencadeado pela libe-
racao aumentada de citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias que atraem as
células inflamatorias para as vias aéreas, ativam as mesmas e mantém a
sua presenca. As células, que estdo presentes, também liberam enzimas
(como metaloproteases) e radicais de oxigénio que tém efeito negativo no
tecido e perpetuam a doenga. Tem sido mostrado que uma ampla faixa de
citocinas e quimiocinas pré-inflamatdrias aumenta dentro dos pulmoes de
pacientes com COPD. Dentre essas, um papel importante é desempenhado
pelo fator alfa de necrose tumoral (TNF-alfa), fator estimulador de colbnias
de macrofagos (GM-CSF) e interleucina 8 (IL-8), que sdo aumentados nas
vias aéreas de pacientes com COPD.

Outros exemplos de doengas respiratérias, nas quais a inflama-
cao parece desempenhar um papel, incluem: asma, tosse eosinofilica, bron-
quite, rejeicdo aguda e cronica a aloenxerto de puimao, sarcoidose, fibrose
pulmonar, rinite e sinusite. Asma ¢é definida por inflamacédo das vias aéreas,
obstrugao reversivel e hiperrespondimento das vias aéreas. Nessa doenga,
as células inflamatdrias, que estdo envolvidas, sao:predominantemente eo-
sindfilos, linfécitos T e mastécitos, embora neutréfilos e macréfagos possam
ser também importantes. Uma ampla faixa de citocinas e quimiocinas foi
mostrada como tendo sido aumentada nas vias aéreas e desempenha uma
funcdo na patofisiologia desta dessa doenga aoc promover inflamacao, obs-
trucdo e hiperrespondimento.

Tosse eosinofilica é caracterizada por tosse crénica e a presen-
ca de células inflamatdrias, na maior parte eosindfilos, dentro das vias aé-
reas dos pacientes em auséncia de obstrugao das vias aéreas ou hiperres-
pondimento. Varias citocinas e quimiocinas sdao aumentadas nessa doenga,
embora elas sejam na maioria direcionadas aos eosindfilos. Os eosindfilos
sdo recrutados e ativados dentro das vias aéreas e liberam, potenciaimente,
enzimas e radicais de oxigénio que desempenham uma fungcao na perpetua-
cao da inflamacao e tosse.

Bronquite aguda é uma doenc¢a aguda gque ocorre durante uma
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infecc@o ou evento irritante, por exemplo, por poluicdo, poeira, gas ou produ-
tos quimicos, das vias aéreas inferiores. A bronquite crénica é definida pela
presenca de tosse e producao de flegma na maioria dos dias, por pelo me-
nos 3 meses do ano, por 2 anos. Podem ser também encontradas dentro
das vias aéreas, durante bronquite aguda ou crénica, células inflamatdrias,
predominantemente neutrdéfilos, com uma série de quimiocinas e citocinas.
Acredita-se que esses mediadores tenham uma func¢do na inflamagao, sin-
tomas e producao de muco que ocorrem durante estas doengas.

Transplante de pulmao é realizado em pacientes com doencga
pulmonar em estagio terminal. Rejeicado aguda a aloenxerto e, mais impor-
tantemente, crénica, ocorre quando as células inflamatdrias do nosso corpo,
linfocitos, ndo reconhecem o 6rgao doador como "seu". Células inflamatoérias
sdo recrutadas por quimiocinas e citocinas e liberam uma vasta colegao de
enzimas que levam a destruicdo de tecidos e, no caso da rejeicao cronica, a
uma doenca chamada de bronquite obliterante.

Sarcoidose é uma doenca de causa desconhecida, na qual gra-
nulomas nao-caseificantes, cronicos, ocorrem dentro do tecido. O pulméao é
o 6rgao mais comumente afetado. A lavagem broncoalveolar pulmonar mos-
tra um aumento principalmente nos linfécitos, macrofagos e algumas vezes
neutrdfilos e eosindfilos. Essas células sdao também recrutadas e ativadas
por citocina e quimiocinas e acredita-se que estejam envolvidas na patogé-
nese da doencga.

Fibrose pulmonar € uma doencga do tecido pulmonar caracteriza-
da por fibrose progressiva e croénica (formacéo de cicatriz), que levara a in-
suficiéncia respiratéria cronica. Tipos e causas diferentes da fibrose pulmo-
nar existem, mas sao todas caracterizadas por influxo € persisténcia das
células inflamatorias, ativacao e proliferagao de fibroblastos com deposicao
de colageno no tecido pulmonar. Esses eventos parecem estar relacionados
a liberacao de citocinas e quimiocinas dentro do tecido pulmonar.

Rinite aguda é uma doenga aguda que ocorre durante uma in-
feccao ou evento irritante, por exemplo, por poluicao, poeira, gas ou produ-

tos quimicos, do nariz ou das vias aéreas superiores. A rinite cronica e defi-
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nida pela presenca do nariz escorrendo constantemente, congestao nasal,
espirro e prurido. Também podem ser encontradas dentro da vias aéreas
superiores, durante rinite aguda ou crdénica, células inflamatérias com uma
ampla faixa de quimiocinas e citocinas. Acredita-se que esses mediadores
desempenhem um papel na inflamacao, sintomas e produgédo de muco que
ocorrem durante estas doencgas.

Sinusite aguda é uma doenca infecciosa usualmente aguda dos
seios, caracterizada por congestao nasal, escorrimento, flegma purulenta,
cefaléia ou dor no seio, com ou sem febre. Sinusite crénica é definida pela
persisténcia por mais de 6 meses dos sintomas da sinusite aguda. Pode-se
também encontrar durante a sinusite aguda ou crbénica dentro a vias aéreas
superiores e seios, células inflamatérias com uma ampla faixa de quimioci-
nas e citocinas. Acredita-se que esses mediadores desempenhem um papel
na inflamacgédo, sintomas e produgado de flegma que ocorrem durante essas
doencas.

Ha um volume crescente de evidéncias que sugere uma ligagao
intima entre a inflamacéo e as doencgas neoplasicas. O microambiente tumo-
ral é conformado por células que entram nele, e suas fun¢des refletem as
condicdes locais. Alteracbes sucessivas que ocorrem no sitio do tumor du-
rante a progressao do tumor se assemelham a inflamacgéao crénica. Essa re-
acdo inflamatéria crénica parece ser significantemente orquestrada pelo tu-
mor, e parece promover a sobrevivéncia do tumor. Ficou evidente que res-
postas inflamatdrias precoces e persistentes observadas em ou em torno
dos neoplasmas em desenvolvimento regula varios aspectos do desenvolvi-
mento do tumor (remodelacdo de matriz, angiogénese, potencial maligno)
por proporcionar diversos mediadores implicados em manter a homeostasia
de tecido, por exemplo, fatores de crescimento e de sobrevivéncia soluveis,
enzimas remodeladoras de matriz, espécies de oxigénio reativo e outras mo-
léculas bioativas.

Conforme descricdo acima, essas doencas respiratérias inflama-
torias ou doencas, nas quais a inflamagéao desempenha um papel critico, séo

todas caracterizadas pela presenca de mediadores que recrutam e ativam
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diferentes células inflamatdrias, que liberam enzimas ou radicais de oxigénio
provocando sintomas, a persisténcia da inflamacdo e quando cronicas, a
destruicao ou rompimento do tecido normal.

Uma abordagem ierapéutica logica seria infra-regular a produ-
cado de citocinas e de quimiocinas e a resposta celular inflamatoria. Isso tem
sido realizado em todas as doencas descritas acima através do emprego ou
de corticosterdides topicos ou sistémicos com niveis diferentes de sucesso.
Os corticosterdides sdo imunossupressivos e tém efeitos ndo somente sobre
as células inflamatdrias, mas também sobre outras células do corpo que le-
vam a toxidez, quando administrados cronicamente.

Apesar da disponibilidade de medicamentos para COPD, asma e
outras doencas respiratérias inflamatdrias, a prevaléncia e a morbidez des-
tas doencas permaneceram estaveis ou aumentaram. E 6bvio que ha uma
necessidade médica nao satisfeita quanto a terapia das doencgas respirato-
rias inflamatorias, e agentes terapéuticos inovadores s&o requeridos com
urgéncia. A terapia com base em oligonucleotideo anti-sentido oferece uma
nova abordagem alternativa para diminuir, seletivamente, a expressao de
genes especificos sem os efeitos toxicos indesejaveis das estratégias tera-
péuticas tradicionais. Terapias anti-sentido estdo sendo investigadas para o
tratamento de varias doencas, Tem sido previamente mostrado que oligonu-
cleotideos anti-sentido direcionados contra receptores para mediadores in-
flamatérios podem ser administrados aos pulmdes e infra-regulam seus al-
vos conforme descrito no WO9966037.

Uma abordagem terapéutica que reduziria a liberagao de citoci-
nas e quimiocinas pro-inflamatérias por uma ampla faixa de células, enquan-
to teria um efeito reduzido sobre a liberagdo dos mediadores antiinflamato-
rios ou enzimas antiinflamatdrias, pode ser vantajosa sobre as terapias cor-
rentes para doencas respiratérias inflamatérias ou para qualquer outra doen-
ca inflamatdria sistémica.

Os nucleotideos ciclicos, cAMP e cGMP, sao os segundos men-
sageiros ubiquos que participam da sinalizagao de vias e de mecanismos de

transducdo. Células mamiferas tém desenvolvido um complexo e altamente



10

15

20

25

30

conservado complemento de enzimas que regulam a geracéo e inativacao
de nucleotideos ciclicos através de mecanismos, multiplos e complexos, de
alimentacao de avanco e de retroalimentacédo. Ambas as cAMP e cGMP sao
formadas a partir de seus respectivos trifosfatos (ATP e GTP) pela atividade
catalitica de adenilil (adenilato) ou guanilil (Quanilato) ciclase, respectivamen-
te, conforme descrito por Essayan D. M. Cyclic nucleotide phosphodiestera-
se (PDE) inhibitors and immunomodulation. Biochem. Pharmacol., 1999, 57,
965-973. Inativacao de cAMP/cGMP é obtida por clivagem hidrolitica da liga-
cao 3'-fosfodiéster catalisada pelas fosfodiesterases dependentes de nucleo-
tideos ciclicos (PDEs), resultando na formacao do 5’-monofosfato inativo,
correspondente, conforme descrito por Essayan, 1999 e Perry M.J. e Higgs
G.A. Chemotherapeutic potential of phosphodiesterase inhibitors. 1998, Curr
Opin Chem Biol. 4:472-81.

Foi demonstrado que a resposta inflamatéria e sua progressao
sdo altamente sensiveis a modulacdes nos niveis de estado constante de
nucleotideos ciclicos para modulagdes, onde as células alvo, quanto a seus
efeitos, se estendem além das células imunes para incluir células acesso-
rias, tais como células da musculatura lisa das vias areas, epiteliais e endo-
teliais, e neurdnios conforme descrito por Perry e Higgs, 1998; Essayan,
1999. A esse respeito, o conceito emergente de que a modulagéo de nucleo-
tideos ciclicos intracelulares desempenha um papel principal na regulacao
do meio inflamatério foi recentemente evoluido para alvejar e melhorar as
respostas inflamatérias/auto-imunes. As PDEs de nucleotideos ciclicos sao
uma grande familia de multi-genes em crescimento, que compreende pelo
menos 11 familias de enzimas PDE. O peffil de inibidores de PDE seletivos
e nao seletivos in vitro e in vivo sugere, portanto, uma utilidade terapéutica
potencial como antidepressivos, imunomoduladores, tocoliticos, indtropos/
crondtropos, e agentes citoprotetores.

cAMP intracelular parece ter um papel fundamental, nao somen-
te no relaxamento, ativacao e proliferacdo da musculatura lisa, mas também
na modulacdo dos mediadores de liberagao por células inflamatorias. Niveis

de cAMP reduzidos podem levar a produ¢ao aumentada de mediadores in-
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flamatdrios tais como TNF-alia, GM-CSF, e IL-8 nas células epiteliais das
vias aéreas.

Entendimento dos mecanismos moleculares do papel regulador
das citocinas na homeostasia celular, bem como nas doencas antiinflamatoé-
rias/auto-imunes/infecciosas tem comecado a proporcionar novas aborda-
gens para que sejam projetadas estratégias terapéuticas para intervencoes
farmacoldgicas. Uma tal abordagem € o potencial quimioterapéutico de blo-
queio da enzima PDE, que revelou esquema de diversidade e complexidade
fenomenal que promete produtos terapéuticos para um largo espectro de
estados doentios. Um entendimento da mecéanica da inibicdo de PDE esta
centrado nas propriedades imunorreguladoras dos nucleotideos ciclicos
(cCAMP/cGMP), pavimentando, assim, um canal através do qual aplicagbes
terapéuticas antiinflamatorias poderiam ser claramente entendidas.

A resposta inflamatéria e sua progressdo sao altamente sensi-
veis as modulacdes nos niveis em estado constante de nucleotideos cicli-
cos, onde a células alvo para seus efeitos se estendem além das células
imunes para incluir células estruturais, tais como células epiteliais, da mus-
culatura lisa, e células endoteliais, e neurbénios (Perry e Higgs, 1998; Essa-
yan, 1999). A modulacdo dos nucleotideos ciclicos intracelulares desempe-
nha um papel principal na regulacdo da resposta inflamatéria. As PDEs de
nucleotideos ciclicos sao uma familia multigénica grande e crescente, com-
preendendo pelo menos 11 familias de PDE. PDEs diferem em sua distribui-
cao tecidual e celular, bem como em duas caracteristicas moleculares e fisi-
co-quimicas, incluindo sequéncias de nucleotideos e de proteinas, especifi-
cidade para substrato, sensibilidade a inibidor, e exigéncias de cofatores.
Dentro das diferentes familias, isoformas especificas para tecido sao gera-
das do mesmo gene por splicing alternativo de mRNA e uso de promotor
diferencial.

A familia de PDE4 especifica para cAMP é uma das PDEs mais
estudadas. Enzimas dentro desta familia sdo encontradas na maioria das
células proé-inflamatdrias e imunes, onde elas desempenham um papel cha-

ve na regulacdo do metabolismo da cAMP. Enzimas PDE4 sao expressas
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em macrofagos, neutrdfilos, células T CD8+ citotoxicas, células epiteliais
bronquiais, e células da musculatura lisa das vias aéreas. Além disso, inibi-
dores de PDE4 modulam inflamacao em modelos de animais de doengas
respiratérias, sugerinde que PDE4 pode representar um alvo adequado em
uma estratégia com base em produtos terapéuticos para intervengao com
inibidores de moléculas pequenas. Farmacos anti-PDE4 inibem a hidrélise
da cAMP intracelular, que, por sua vez, proporciona broncodilatagdo e su-
pressdo da resposta inflamatoéria. Inibidores de PDE4 seletivos, tais como
cilomilast e roflumilast, sdo ativos em modelos de animal de inflamacé&o de
neutréfilos (Bundschuch DS et al., J. Pharmacol. Exp. Ther. 2001, 297: 280-
290). Embora o uso de inibidores de PDE4 para o tratamento de inflamagao
das vias aéreas esteja sob investigacoes clinicas intensivas, varios inibido-
res foram rejeitados devido a sua toxicidade, seus efeitos colaterais limitado-
res de dose, dos quais nausea e vomitos sdo as manifestagdes fisiologicas
mais comuns. Consequentemente, melhorar a razéo terapéutica dos inibido-
res de PDE4 fez surgir um grande desafio que é ainda um importante campo
de investigagao.

Considerando a distribuicao de enzimas nos tecidos alvo, com a
atividade alta da PDE3 e da PDE4 nas células da musculatura lisa das vias
aéreas e inflamatdrias, inibidores seletivos destas enzimas podem incremen-
tar a terapia de obstrucéo crénica ao fluxo aéreo. Geralmente, inibidores de
moléculas pequenas focaram em um ou varios PDE sem avaliar os efeitos
prejudiciais potenciais de inibir todas as isoenzimas de uma PDE. Por exem-
plo, foi sugerido que a maior parte da toxicidade atribuida aos antagonistas
de PDE4 ocorre através da inibigao do isétipo D de PDE4. Além disso, como
mostrado aqui, a inibicado de certas isoenzimas de PDEs nao reduz todos os
mediadores pré-inflamatérios, contudo, uma combinagcao de oligonucleoti-
deos especificos para isétipos pode levar a um efeito que € muito mais am-
plo quando a combinagao certa de oligonucleotideos anti-sentido € empre-
gada.

A familia de PDE3 contém dois genes diferentes, PDE3A e

PDE3B, que sao inibidos por cGMP e exibem uma alta afinidade com cAMP.
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Cada gene de PDE3 codifica pelo menos duas isoformas de splice. O
PDE3A é mais abundante em adipdcitos e células hepaticas. Contudo, os
dados iniciais de experimentos quimicos com inibidores de PDES3 seletivos
ou uma combinacac com inibidores de PDE4 tém sido um tanto decepcio-
nantes e tém diminuido as expectativas consideravelmente, ja que esses
farmacos tiveram eficacia limitada e seu uso era clinicamente limitado pelos
seus efeitos colaterais.

PDE7 foi primeiramente isolada de um glioblastoma humano.
PDE7A codifica uma PDE especifica de cAMP, que € insensivel a cGMP e a
inibidores de PDE3 e de PDE4, e tem uma sequéncia de aminoacidos distin-
ta de outras cAMP PDEs. Em humanos, dois genes (PDE7A e PDE7B) fo-
ram caracterizados. O gene PDE7A codifica trés isoenzimas (PDE7A1,
PDE7A2, e PDE7A3) derivadas do mesmo gene por splicing alternativo de
mRNA. Em humanos, mRNA de PDE7A2 é expresso abundantemente no
musculo esquelético, coracdo, e rim, ao passo que nos testiculos, pulméo, e
no sistema imunoldgico (timo, bago, linfonodo, leucécitos sanguineo) sao
fontes ricas de PDE7A1. Além disso, linfécitos T humanos ativados, mas nao
naive, expressam a variante splice PDE7A3. Em contraste, PDE7B existe
como uma isoenzima simples em humanos, ela compartilha ~70% de simila-
ridade de sequéncia com PDE7A, mas com propriedades cinéticas distintas.
PDE7B é expressa predominantemente no cérebro e em varios outros teci-
dos incluindo figado, coracao, glandulas da tiredide, e musculatura esquelé-
tica. Foi demonstrado que a estimulagao de células T naive humanas com
anticorpos anti-CD3 e anti-CD28 promove a producao de IL-2 e a ampliagao
clonal. Esses efeitos foram atribuidos a PDE7A e a infra-regulagao desta
enzima previne a proliferacdo de linfécitos (Li L et al., Science, 1999, 283,
848-851).

A familia da PDE4 contém 4 genes diferentes (PDE4 A-D). Devi-
do ao splicing alternativo de genes, multiplas variantes de splice sao repor-
tadas e classificadas em dois grupos principais, as formas longas e as for-
mas curtas. Os produtos génicos de PDE4A, B e D s&o encontrados na mai-

or parte das células imunes e inflamatorias. Esses estao presentes tanto
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constitutivaménte como depois da ativacao, conforme descrito por Burnouf
C. em Pruniax M.P. Current Pharmaceutical Design 2002; 8:1255-12965. A
inibicdo de todos ou de certos isétipos de PDE4 esta associada a infra-
regulacdo de varios mediadores inflamatérios; contudo, um aumento de cer-
tas citocinas proé-inflamatérias (por exemplo, {L-6) tem sido descrito (Gi-
embycz M.A. Expert Opin Invest Drugs 2001, 10:1361-1379).

Portanto, seria desejavel inibir todas as trés enzimas PDE; con-
tudo, esta abordagem pode ser problematica devido a toxicidade que tem
sido descrita com a administracdo de inibidores de cada uma dessas enzi-
mas. A aplicacao tépica de oligonucleotideos anti-sentido poderia evitar a
toxicidade sistémica da inibicdo da enzima, mas parece que existem muitas
isoenzimas desta PDE para tornar esta abordagem pratica. A inibicao de um
ou véarios isotipos de enzimas PDE podem néo ser tao eficazes quando a
inibicdo completa de PDE, ja que outros isdtipos estariam presentes para
terem seus efeitos pro-inflamatoérios.

Portanto, parecia ser desejavel procurar um modo de infra-
regular os mediadores pro-inflamatoérios e suas células enquanto menos me-
diadores antiinflamatérios ou enzimas inibidoras para a terapia das doengas
respiratérias inflamatérias seriam afetados. Logo, € aqui proposta a aplica-
cao terapéutica de uma combinacdo de oligonucleotideos anti-sentido dire-
cionados contra is6tipos selecionados de enzimas PDE como uma terapia
para doencas respiratorias antiinflamatorias ou qualquer doenca, em que
AMP ciclica desempenhe um papel.

SUMARIO DA INVENCAO
A presente invengao proporciona compostos de oligonucieotideo

anti-sentido que sao eficazes na infra-regulacdo de genes de isotipos de
PDE contra os quais eles sao direcionados bem como compostos de oligo-
nucleotideos anti-sentido selecionados que sdo eficazes na infra-regulagao
nao somente dos genes de isétipos de PDE contra os quais eles sao dire-
cionados, mas também outros genes relacionados, inclusive outros genes de
is6tipos de PDE, genes inflamatérios e mitogénicos.

Em um outro aspecto, a presente invengao proporciona uma
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composicao que compreende pelo menos 2 compostos de oligonucleotideos
anti-sentido, em que cada oligonucleotideo anti-sentido € capaz de infra-
regular um gene diferente. Em algumas modalidades deste aspecto, a com-
binacdo dos pelo menos 2 compostos de oligonucleotideos anti-sentido leva
a uma infra-regulacado de cada um dos genes que € mais que a capacidade
aditiva de cada anti-sentido em infra-regular cada gene individualmente. Em
outras modalidades, a presente invencao também proporciona uma compo-
sicdo que compreende pelo menos 2 compostos de oligonucleotideos anti-
sentido, em que cada composto de oligonucleotide anti-sentido € capaz de
infra-regular um gene diferente, estando cada composto de oligonucleotideo
anti-sentido presente em uma concentragdo na qual o composto de oligonu-
cleotideo anti-sentido é praticamente ineficaz, ele mesmo, na infra-regulagao
do gene ao qual ele é direcionado contra, a combinagédo dos pelo menos 2
compostos de oligonucleotideo anti-sentido leva a uma infra-regulagcao signi-
ficante de cada um dos genes contra os quais os compostos de oligonucieo-
tideo anti-sentido sdo direcionados e opcionalmente outros genes relaciona-
dos. Em ainda outras modalidades desse aspecto da presente invencéo, e
proporcionada uma composi¢do que compreende uma combinagao de pelo
menos dois compostos de oligonucleotideo anti-sentido em que cada um
deles é direcionado contra um gene alvo de PDE diferente e em que cada
um é eficaz para infra-regular ou inibir um gene alvo de PDE, em que cada
composto de oligonucleotideo estd presente na combinagao em uma con-
centracdo na qual ele exibe menos que 20% de inibicdo de seu gene alvo,
em que a combinacdo dos compostos de oligonucleotideo exibe mais que
20% de inibicdo e pelo menos dobra a inibigdo de pelo menos um dos genes
alvo.

A presente invengdo proporciona ainda um oligonucleotideo efi-
caz nas composicdes e métodos da presente invengdo que tém uma se-
quéncia selecionada do grupo que consiste nas SEQ ID N%s: 1 a92e 113 a
126.

A presente invengao proporciona ainda composi¢oes farmacéu-

ticas que compreendem um veiculo farmaceuticamente aceitavel e um oligo-
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nucleotideo da presente invencéc ou uma combinacao de pelo menos dois
oligonucleotideos anti-sentido conforme descritos acima. A presente inven-
cao proporciona também o uso de tais composigdes no tratamento e/ou na
prevencdo de doencas respiratérias inflamatérias e outras doencas relacio-
nadas a inflamacao.

As combinacdes da presente invencéo parecem exercer acao
inibidora por uma abordagem que foi denominada nocaute de genes multi-
plos. O nocaute de genes multiplos engloba situagdes, nas quais:

1) um oligonucleotideo infra-regula nao somente o gene con-
tra o qual ele é direcionado, mas também outros genes re-
lacionados; e/ou

2) uma combinacao de pelo menos 2 oligonucleotideos anti-
sentido, cada um presente em uma concentragéo na qual o
oligonucleotideo anti-sentido é praticamente ineficaz para
infra-regular o gene contra o qual ele é direcionado por si
sé, em que a combinacgao leva a uma significativa infra-
regulacdo de ambos os genes contra 0s quais o oligonu-
cleotideos sao direcionados contra e opcionalmente outros
genes relacionados.

A presente invencio usa a abordagem acima para proporcionar

métodos, composicdes e kits para tratar e/ou prevenir doenga associada a
cAMP reduzida em paciente, incluindo doenca relacionada a PDE, doenga
inflamatéria que inclui doengas inflamatoérias e mais particularmente COPD e
asma, e outras doencas nas gquais a inflamagdo desempenha um papel im-
portante, inclusive cancer.

A invencao proporciona também métodos, reagentes e composi-
coes para reduzir a expressao e, consequentemente, a atividade de cAMP
fosfodiesterases ciclicas e, assim, é mantido o equilibrio correto de produgao
de cAMP e citocina/quimiocina intracelulares.

A invencao proporciona ainda métodos e ferramentas para iden-
tificar/selecionar in vitro, in vivo e ex vivo, combinagdes de novos compostos,

farmacos e vacinas de oligonucleotideos anti-sentido que sdo capazes de
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interferirem com a expressao de PDE e elevarem o nivel de c-AMP intracelu-
lar.

A presente invengdo proporciona também terapia e métodos de
transfeccdo com base em gene, em que um ou mais compostos de oligonu-
cleotideo anti-sentido sdo usados para transfeccao de células ou distribuidos
para humanos e animais para interferirem com a expressado de genes de
iso6tipos de PDE.

A presente invengado proporciona ainda oligonucleotideos anti-
sentido eficazes contra isétipos de PDES, tais como PDE3A e PDESB; isoti-
pos de PDE4 tais como PDE4A, PDE4B e PDE4D e is6tipos de PDE?7 tal
como PDE7A, entre outras PDEs.

De acordo com um outro amplo aspecto da presente invengéo, €
proporcionado um método para aumentar pelo menos uma estabilidade de
nuclease e a atividade de inibicdo de gene alvo de um oligonucleotideo anti-
sentido, que compreende repor pelo menos um nucleotideo do oligonucleo-
tideo com um nucleotideo modificado com arabinose, preferivelmente 2’-
desdxi-2’-fluorarabinonucleotideo (FANA).

Outros objetos e vantagens da presente invenc¢ado tornar-se-ao
aparentes mediante leitura da seguinte descricdo ndo restritiva de varias
modalidades preferidas feitas com referéncia aos desenhos acompanhantes.
BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A presente invengdo serd agora descrita, em maiores detalhes,

com respeito aos desenhos apensos, nos quais:

A figura 1 mostra a eficacia de AON diferentes na inibicao de
seu nocaute alvo especifico. (A) células A549 foram transferidas com AON
especifico alvejando PDE3A, PDE3B, PDE7A, PDE4A, PDE4B, ou PDE4D
por 24 horas usando Lipofectamine® 2000 (Invitrogen, razao de 1 ug de oli-
gonucleotideo: 1uL de Lipofectamine® 2000) e 200 ng a 400 ng de AON (AS)
ou a sequéncia de pareamento erréneo correspondente (Mi/Sentido). Niveis
de expressdao de PDE3B, PDE4A e mRNA de PDE4B foram quantificados
usando o ensaio Quantigene® (Panomics). PCR em tempo real foi usado
para quantificar a expressdo de PDE3A, PDE7A e PDE4D. A expressao de
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PDE foi normalizada para a expressao de um gene de controle (32M, Ppib
ou HPRT). Os dados expressos como % de inibicao média relativa ao nivel
de expressao nas células nao tratadas (**p<0,01, ***p<0,001, n=3). (B) Célu-
las 293 transfectadas durante a noite com AON que alveja mais que uma
isoforma de PDE4. O nivel de expressdao de mRNA de isoforma de PDE4 foi
quantificado usando PCR em tempo real e normalizado para a expressao do
gene de controle B2M. Os dados expressam a % de inibicdo média para ni-
vel de expressédo de células transfectadas com AON de sentido relevante ou
de pareamento erréneo.

A figura 2 mostra o efeito biolégico sobre o AON nas células epi-
teliais do pulmé&o. Células A549 transfectadas durante a noite com AON con-
forme descricao acima foram estimuladas com IL-13 (10 mg/mL) por 4 horas
para induzir a secrecdo de quimiocinas (IL-8, MCP-1) e citocina (GM-SCF).
Os sobrenadantes de células foram colhidos e o0s niveis de quimioci-
nas/citocinas determinados usando ELISA. Dados expressos em % de inibi-
cdo média da secregdo especifica que compara os niveis de secregao entre
células alvejadas com PDE-AON com células alvejadas com AON de pare-

amento errbneo/sentido.
A figura 3 mostra o efeito biolégico de AON sobre células imu-

nes. PBMCs humanas transfectadas com AON por 20 h usando o reagente
lipidico Escort IV (1 ng de AON:0,5 uL de Lipidio) foram entdo estimuladas
com PHA (10 pg/mL), por 6 horas. Os sobrenadantes de células foram colhi-
dos e os niveis de citocinas TNF-a e IL-2 secretadas pelas PBMCs em res-
posta a PHA foram avaliados usando ELISA (BD Biosciences). A reducao de
citocina foi comparada aos niveis de células estimuladas com PHA em au-
séncia de distribuicao de AON. Dados expressos como % de inibicao de
AON relativa aos niveis de inibicado de citocina especifica observada com
AON de sequéncia de pareamento erréneo ou de controle de sentido (eixo a
esquerda). Lisados de células foram colhidos para determinacédo de cAMP
usando cAMP EIA (Cayman Chemical) como uma medida da atividade de
PDE. Aumento de niveis comparados de cAMP em células estimuladas por

PHA em auséncia de distribuicao de AON. Dados expressos como % do
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aumento especifico de cAMP relativos aos niveis obtidos com AON de se-
quéncia de pareamento erréneo ou de controle de sentido (eixo a direita).
Dados expressos como % de alteracdo média + SE de entre 9 e 15 doado-
res.

A figura 4 mostra a poténcia de AON contendo 2’F-ANA na inibi-
cao de expressao de gene alvo. Células A549 transferidas por 24 horas com
AON especifico de PDE4D composto de PS-DNA ou compostos com modifi-
cacdes de PS-FANA ou sequéncias de pareamento erréneo corresponden-
tes usando Lipofectamine® 2000 (Invitrogen, 1 ug de AON:1uL de Lipofec-
tamine® 2000) nas doses indicadas (A). O nivel de expressao de mRNA de
PDE4D de genes alvo foi quantificado usando o ensaio Ouantigene® (Pano-
mics) e foi normalizado para expressao de gene B2M. Os dados expressos
como % de inibicdo especifica relativa ao nivel de expressao em células co-
mo a sequéncia de controle de sentido. Células A549 transfectadas por 24
horas com modificacdes de PS-FANA ou sequéncias de pareamento errobneo
correspondentes usando Lipofectamine® (Invitrogen, 1 ug de AON:1 uL de
Lipofectamine® 2000) com uma dose simples para pontos de tempo diferen-
tes (8, 24 ou 48 horas) (B). O nivel de expressao de mRNA de PDE4D de
genes alvo foi quantificado usando o ensaio Ouantigene® (Panomics) e foi
normalizada para expressido de gene B2M. Os dados expressos como % de
inibicdo especifica relativa ao nivel de expressao em células tratadas com a
sequéncia de controle de sentido. Legendas embaixo da figura demonstram
as modificacdes com FANA no AON (especifico de PDE4) TOP 1497,

A figura 5 mostra o efeito de AON contendo 2’'F-ANA sobre os
efeitos biolégicos das células epiteliais no pulmé&o. Células A549 transfecta-
das com AON especifico dual para PDE4B/AD composto de PS-DNA (TOP
1545) ou modificado com FANA (PS-FANA, TOP 1545-F3) durante a noite e
foram entdo estimuladas com IL-1 (10 ng/mL) por 4 horas. Os sobrenadan-
tes foram analisados com respeito a secregédo de IL-8 e MCP-1 por ELISA
(BD Biosciences) com niveis normalizados para viabilidade de células pelo
ensaio AlamarBlue®. Dados expressos como % de inibicdo média relativa ao

nivel de expressao em células tratadas com sequéncia de controle de senti-
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do (**p<0,01, n=3).

A figura 6 mostra o efeito de AON contendo 2’-F-ANA em células
imunes. (A) PBMCs humanas transfectadas com PDE4B/4D AON (TOP
1545) dual modificado com FANA ou AON (TOP 1731) especifico de PDE7A
modificado com FANA ou ambos por 20 horas, e foram entdo estimuladas
com PHA (10 ug/mL) por 6 horas. Expressdao de mRNA de genes alvo foi
avaliada usando o ensaio Quantigene® (Panomics) com todos os nivel de
expressdo de gene de PDE normalizados para expressao de gene f2M. Da-
dos expressos como % especifica de inibigdo da expressao de mRNA para
PDE4B (n=8), PDE4D (n=6) e PDE7A (n=8) com relacao aos niveis nas ce-
lulas transfectadas com AON sentido. Valores P determinados para teste-t
nao pareados indicados nas colunas de comparacao. (B) Sobrenadantes das
células foram colhidos e os niveis de citocinas TNF-o e IL-2 secretadas por
PBMCs em resposta & PHA foram avaliados usando ELISA (Medicorp). De-
créscimo de citocina foi comparado com os niveis nas células estimuladas
com PHA em auséncia de distribuicao de AON. Dados expressos como %
de inibicado de AON com relagdo aos niveis de inibicdo observados com a
mesma dose de oligonucleotideos de pareamento erréneo ou de controle de
sentido. Dados expressos como % média de alteragao = SE de entre 8 doa-
dores.

A figura 7 mostra a inibigdo da expressdo do gene de timidilato
sintase (TYMS) em células 293 transfectadas com AON (TOP-1545-F3) es-
pecifico de PDE4B/AD ou AON (TOP- 1549) especifico de TYMS usando
Lipofectamine® 2000 (Invitrogen, razdo de ug de oligonucleotideo:1 ulL de
Lipofectamine® 2000) e 200 ng, 400 ng e 800 ng de AON TOP-1545-F3 ou
TOP-1549. PCR em tempo real foi usada para quantificar a expressao de
TYMS que foi normalizada para a expressdo de um gene de controle (Ppib).
Dados expressos como % de inibicdo média relativa ao nivel de expressao
das células transfectadas com AON sentido ou pareamento erréneo.

A figura 8 mostra a eficacia de (A) TOP1572-F2 na redugao da
expressao de mRNA de PDE4B e (B) TOP1731-F3 na redugao da expressao
de mMRNA de PDE7A na linhagem de células de macaco CYNOM-K1. As
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células foram transfectadas por 24 horas com 250 nM de AON ou controle
correspondente complexado para Lipofectamine® 2000 em uma razao de 1
ug de oligo: 2 pL de lipidio em meios isentos de antibidticos. Os niveis de
expressdo de mRNA de PDE4D, PDE4B e PDE7A foram medidos por RT-
PCR com quantificac@o relativa para a expressdo do gene de controle de
PPIB. A porcentagem de inibicao de mRNA de PDE foi determinada com
relacdo ao nivel de gene em células nao transfectadas. Analise estatistica foi
realizada usando Anova de um caminho seguido por comparacao de Dun-
nett, **p<0,01.

A figura 9 mostra a eficacia de TOP1572-F2 e TOP1545 na re-
ducdo (A) da expressdo de mRNA de PDF4D e (B) na secregao da proteina
MCP-1 em células epiteliais bronquiais, humanas, normais (NHBE). As célu-
las foram transfectadas por 24 horas com 250 nM de AON ou controle cor-
respondente complexado para Lipofectamine® 2000, em uma razdo de 1 ug
de oligo: 1 uL de lipidio em meios isentos de antibidticos. As células foram
estimuladas por 4 horas com citomix (500 U/mL de TNF-a + 10 ng/mL de
IL1-B + 10 ng/mL de IFNy) no final do periodo de transfecgdo. A secregao da
proteina MCP-1 foi medida no sobrenadante por ELISA com normalizagao
para a viabilidade celular conforme medida por ensaio de AlamarBlue. O ni-
vel de expressdao de mRNA de PDE4D foi medido por RT-PCR com quantifi-
cacao relativa para a expressao do gene de controle B2M. A porcentagem
de inibicdo foi determinada com relagdo as células tratadas com o controle
correspondente. Analise estatistica foi realizada usando o teste t, *p<0,05,
***p<0,001.

A figura 10 mostra a eficacia do oligonucleotideo anti-sentido
(AON) TOP 1572 na inibicdo da secrecdo de citocina por PBMCs humanas
estimuladas com PHA. As PBMCs foram transfectadas ou com TOP 1572
(6,2nM) ou com um AON de controle relevante (TOP 1572s, 6,3nM) durante
a noite e entdo estimuladas no dia seguinte com PHA mitogénico (10 pg/mL)
por 6 horas. Os niveis de citocinas, IL-2 (A) e TNF-a (B) nos sobrenadantes
de células foram quantificados usando ELISA. Os dados representam valo-

res médios de pocos em triplicata + SE de IL-2 (pg/mL) ou TNF-a (ng/mL).
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Analise estatistica foi realizada usando ANOVA de um caminho seguido pelo
teste de comparacao multipla comparando-se os niveis de citocina seguinte
a transfeccao de AON para as células estimuladas com PHA, ou para as
células tratadas com AON de controle, relevantes, **p<0,01 e ***p<0,001. A
porcentagem de inibicdo da secrecdo de citocina é relativa aos niveis obti-
dos em resposta a PHA.

A figura 11 mostra a eficacia do AON TOP 1731 na inibicao da
secrecao de citocina por PBMCs humanas estimuladas com mitégenos.
PBMCs foram transfectadas ou com TOP1731 (3,1nM) ou AON de controle
relevantes (TOP 1731s, 3,1nM) complexadas com Escort IV durante a noite
e entdo estimuladas no dia seguinte com PHA mitogénica (10 pg/mL) por 6
horas. Os niveis de citocinas IL-2 (A) e TNF-a (B) em sobrenadantes de cé-
lulas foram quantificados por ELISA. Os dados representam valores medios
de pocos em triplicata + SE de IL-2 (pg/mL) ou TNF-a (ng/mL). A analise
estatistica foi realizada usando-se ANOVA de um caminho seguido por um
teste de comparacao multipla de Bonferroni comparando os niveis de citoci-
na depois de tratamento com AON para as células estimuladas com PHA ou
para as células tratadas com AON de controle relevante, *** p<0,001. A por-
centagem de inibicao da secrecao de citocina é relativa aos niveis obtidos
em resposta a PHA.

A figura 12 mostra a eficacia intensificada quando TOP 1572 e
TOP 1731 modificado coms F’ANA sao combinados na redugéao da secregao
de citocina por PBMCs estimuladas com PHA. PBMCs humanas foram
transfectadas durante a noite com TOP 1572-F2 (3,1 e 6,3nM), TOP1731-F3
(3,1 e 6,3nM) ou ambos AON (3,1nM cada, total de 6,3nM). No dia seguinte
as PBMCs foram estimuladas com PHA (10 ug/mL) por 6 horas e entao os
niveis de citocina IL-2 em sobrenadantes de células foram quantificados por
ELISA. A porcentagem de inibicao da secrecé@o de IL-2 foi determinada em
comparacao com os niveis produzidos por células nao transfectadas seguin-
te a estimulacdo com PHA. Os valores representam a media + SE.

A figura 13 compara a eficacia do TOP1572 (PS-DNA) com a
eficacia do TOP1572-F1, TOP1572-F2 e TOP1572-F3 (versdes PS-FANA)
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na reducao de (A) expressao de PDE4D e (B) de mRNA de PDE4B na linha-
gem de células 293. As células foram transfectadas por 24 horas, 48 horas
ou 72 horas com 250nM de AON ou com controle correspondente comple-
xado para Lipofectamine® 2000 em uma razao de 1 ug de oligo: 1 uL de lipi-
dio em meios isentos de antibiéticos. Os niveis de expressdo de mRNA de
PDE4D e PDE4B foram medidos por RT-PCR com quantificacdo relativa
para a expressao de gene de controle de PPIB. A porcentagem de inibigao
de mRNA de PDE especifica foi determinada com relagao ao nivel de gene
em células transfectadas com o controle correspondente.

A figura 14 compara a eficacia do TOP1731 (PS-DNA) com a
eficacia do TOP1731-F3, (PS-FANA) na reducao da expressdao de mRN de
PDE7A na linhagem de células A549. As células foram transfectadas por 48
horas com 250nM, 125nM ou 75nM de AON ou oligo de controle correspon-
dente complexado para Lipofectamine® 2000 em uma razédo de 0,8 pg de
oligo: 1 puL de lipidio em meios isentos de antibioticos. O nivel de expresséo
de mRNA de PDE7A foi medido por ensaio Quantigene® com quantificacéo
relativa para a expressao do gene de controle B2M. A porcentagem da inibi-
cao de mRNA de PDE foi determinada com relagéo ao nivel de gene em ceé-
lulas transfectadas com o controle correspondente.

BREVE DESCRICAQO DAS TABELAS
A Tabela 1A define os oligonucleotideos anti-sentido de PDE7A

humana de acordo com a presente invengao.
A Tabela 1b identifica os oligonucleotideos anti-sentido de

PDE3A humana de acordo com a presente invengao.

A Tabela 1c identifica os oligonucleotideos anti-sentido com es-
pecificidade dual contra mais que uma isoforma de PDE4 (ou PDE4A/4D ou
PDE4B/4D) de acordo com a presente invencédo. Pareamentos errbneos de
pares de base entre as isoformas de PDE4 nas sequéncias de AON estao
sublinhados. A reposicao de pares de base com inosina em AON esta indi-
cada pela letra I.

A Tabela 1d identifica oligonucleotideos anti-sentido com especi-
ficidade contra PDE3B, PDE4D e PDE7A e especificidade dual contra
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PDE4A e 4B.

A Tabela 2a identifica os oligonucleotideos anti-sentido de
PDE7A humana contendo bases FANA de acordo com a presente invengao.
Bases modificadas com FANA estao indicadas por letras em negrito.

A Tabela 2b identifica os oligonucleotideos anti-sentido de
PDE3A humana contendo bases FANA de acordo com a presente invencao.
Bases modificadas com FANA estao indicadas por letras em negrito.

A Tabela 2c identifica os oligonucleotideos anti-sentido de
PDE3B humana contendo bases FANA de acordo com a presente invengao.
Bases modificadas com FANA estao indicadas por letras em negrito.

A Tabela 2d identifica os oligonucleotideos anti-sentido de
PDE4A humana contendo bases FANA de acordo com a presente invengao.
Bases modificadas com FANA estao indicadas por letras em negrito.

A Tabela 2e identifica os oligonucleotideos anti-sentido de
PDE4D humana contendo bases FANA de acordo com a presente invengao.
Bases modificadas com FANA estao indicadas por letras em negrito.

A Tabela 2f identifica os oligonucleotideos anti-sentido de
PDE4B humana contendo bases FANA de acordo com a presente invengao.
Bases modificadas com FANA estao indicadas por letras em negrito.

A Tabela 2g identifica os oligonucleotideos anti-sentido humano
com especificidade dual contra mais que uma isoforma de PDE4A e conten-
do bases FANA de acordo com a presente invencdo. Bases modificadas
com FANA estdo indicadas por letras em negrito.

A Tabela 3 mostra iniciadores de oligonucleotideos humanos
usados na PCR em tempo real.

DESCRICAO DETALHADA
A invencao refere-se a compostos com base em oligonucleoti-

deo anti-sentido, composicoes terapéuticas e métodos para o tratamento de
uma doenca associada a cAMP celular reduzida e/ou doenga associada a
niveis elevados de pelo menos uma PDE. A invengdo tem por objetivo au-
mentar o nivel de cAMP em células, enquanto € diminuido o nivel de media-

dores pré-inflamatérios bem como de enzimas que sao liberadas por células
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inflamatérias.
Para obter esses efeitos, a presente invencao utiliza, em um de

seus aspectos, o que € aqui referido por "nocaute de genes multiplos". No-

caute de genes muitiplos refere-se & inibicdo ou infra-regulacao de genes
multiplos por um de um composto de oligonucleotideos simples de acordo
com a presente invencao, que infra-regula nao somente o gene de isoenzi-
ma contra o qual ele é também direcionado, mas também gene(s) relaciona-
do(s), ou por uma combinacido de pelo menos dois compostos de oligonu-
cleotideos anti-sentido, em que cada um infra-regula um gene de isoenzima
diferente.

Doencas associadas aos niveis reduzidos de cAMP celular in-
cluem doencas nas quais ha niveis aumentados de pelo menos uma PDE
especifica de cAMP (isto é, um doencga relacionada a PDE).

O termo ‘"infra-regular" é usado aqui para referir-se a inibicao
pelo menos parcial da expressao de um gene. De acordo com a invencgao,
um composto de oligonucleotideo anti-sentido infra-regula ou inibe um gene
contra o qual ele é direcionado, isto €, um gene para o qual o composto de
oligonucleotideo anti-sentido exibe complementaridade de sequéncia sufici-
ente para causar a inibigao.

O termo "genes relacionados" refere-se a outros genes que po-
dem também desempenhar um papel na patofisiologia da doencga associa-
das a cAMP celular reduzida e/ou niveis aumentados de pelo menos uma
PDE mas para o qual o composto anti-sentido de oligonucleotideo nao é
complementar, ou completamente ou parcialmente. Tais genes incluem, mas
sem limitacdo, genes que codificam enzimas de PDE ou isé6tipos, mediado-
res, por exemplo, citocinas ou quimiocinas e genes que codificam enzimas.
Exemplos de mediadores incluem IL-2, IL-6, IL-7, IL-8, II-15 e TNF-alfa. E-
xemplos de enzimas apropriadas incluem, mas sem limitagao, metaloprotei-
nases de matriz (MMPs), tais como MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9 e
MMP-12.

De acordo com a presente invengao, 0os compostos de oligonu-

cleotideo anti-sentido (AON) sao aqui definidos como oligonucleotideos na-
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turais ou modificados, preferivelmente resistentes a nuclease, que exibem
complementaridade ac DNA ou ao mRNA gue codifica uma proteina alvo
particular de modo que eles sdo capazes de interferir com a transcricao ou
traducdo do mRNA e/ou de induzir a atividade de RNase ou similar a RNase
e assim funcionarem para reduzir a expressao da proteina alvo. A expressao
da proteina alvo é reduzida quando o composto de oligonucleotideo hibridiza
para o DNA ou mRNA alvo, assim interferindo/prevenindo sua transcri-
cao/traducao. Os presentes compostos de oligonucleotideo devem ser, as-
sim, suficientemente complementares ao acido nucléico ao qual ele é dire-
cionado de modo a hibridizar para o0 mesmo. Deste modo, embora em uma
modalidade mais preferida os compostos de oligonucleotideo sejam 100%
complementares ao acido nucléico ao qual eles sao direcionados, 100% de
complementaridade nao sao necessarios para que a hibridizagdo ocorra en-
tre um composto de oligonucleotideo e o acido nucléico ao qual ele € dire-
cionado, como o técnico versado apreciara. Como tal, em algumas modali-
dades, os compostos de oligonucleotideo podem ser de cerca de 95%, 90%,
85%, 80%, 75%, 70%, 60% e 50% complementares ao acido nucléico ao
qual ele sao direcionados.

Os termos "acido nucléico" e "molécula de acido nuciéico”, como
usados intercambiavelmente aqui, referem-se a uma molécula compreendida
de nucleotideos, isto é, ribonucleotideos, desorribonucleotideos ou ambos.
O termo inclui mondémeros e polimeros de ribonucleotideos e desoxirribonu-
cleotideos, com o ribonucleotideo e/ou os desoxirribonucleotideos estando
conectados juntos, no caso dos polimeros, via ligagdes 5 a 3'. Contudo, as
ligacbes podem incluir qualquer uma das ligagdes conhecidas na sintese de

acido nucléico, incluindo, por exemplo, ligacdes 5" a 2. Os nucleotideos u-

sados na molécula de acido nucléico podem ser naturais ou podem ser ana-

logos produzidos sinteticamente que sdo capazes de formar relagbes de pa-
res de base com pares de base naturais. Exemplos de bases n&o naturais
que sao capazes de formar reacdes de pareamento de base incluem, sem
limitacao, analogos de aza e desaza primidina, analogos de aza e desaza

purina, e outros analogos de base heterociclica, em que um ou mais dos
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atomos de carbono € nitrogénio dos anéis de purina e de pirimidina foram
substituidos por heteroatomos, por exemplo, oxigénio, enxofre, selénio, fos-
foro, e similares.

A invencao aqui refere-se também a modificacbes em oligonu-
cleotideo(s) anti-sentido que nao afetam de modo significantemente adverso
a sua atividade de reducédo ou inibicado de expressao de uma proteina alvo,
mas que podem intensificar essa atividade.

Os presentes compostos de oligonucleotideos anti-sentido po-
dem ser também modificados por inser¢do ou delegcdo de 1 ou mais bases
sem afetar de modo significantemente adverso a sua atividade. Em particu-
lar, a adicao ou delecao de bases nas extremidades terminais dos oligonu-
cleotideos que exibem 100% de complementacao ao gene contra o qual eles
sdo direcionados, pode ser feita sem perda significante da atividade inibido-
ra. Tais modificacbes podem ser feitas de modo a aumentar a atividade ou
para proporcionar estabilidade intensificada do oligonucleotideo. Além disso,
a substituicao de 1 ou mais bases nos presentes compostos de oligonucleo-
tideo anti-sentido pode ser também efetuada sem afetar adversamente a
atividade, por exemplo, substituicdo de purina com uma outra purina (adeni-
na, guanina) e pirimidina com pirimidina (citosina, timina, uracila).

Os compostos de oligonucleotideo anti-sentido de acordo com a
presente invencdo incluem também siRNAs (RNAs de pequena interferén-
cia), e RISCs (complexos silenciadores induzidos por RNA) contendo os
mesmos que resultam da abordagem de RNAI (interferéncia de RNA). A a-
bordagem de interferéncia de RNA (RNAI), que foi descrita recentemente, €
considerada como uma nova ferramenta para a inibicao de expressao de
gene alvo. Como ja era conhecido de ha muitos, RNAi é baseado em um
mecanismo de defesa anti-viral antigo em eucariotos inferiores. Ele é induzi-
do por RNA de fita dupla e seu processamento para 21-23 nt de RNAs de
pequena interferéncia (siRNAs), que provocam a degradacao de mRNA en-
dégeno homoélogo depois da hibridizacdo para o mRNA alvo em um modo de
fita simples com o auxilio do complexo RISC. O modo que RNAi trabalha

esta ainda para ser inteiramente elucidado, mas ele ja serve como uma a-
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bordagem de primeira escolha para gerar fenétipos com perda de funcao
dentre a ampla variedade das espécies eucaribticas, tais como nematddeos,
moscas, plantas, fungos e mamiferos.

Compostos de oligonucleotideos anti-sentido de acordo com a
presente invencéo incluem também ribozimas e sequéncias de nucleotideos
curtas, RNA ou DNA de fita dupla ou simples, que podem incorporar modifi-
cacdes quimicas conforme descricdo acima, capazes de inibirem transcricao
e/ou inibicdo de genes in vitro e/ou in vivo.

As composicdes e métodos da presente invengao, em um as-
pecto, embora sem se estar ligado por um modo de agao particular, parecem
agir por um mecanismo que foi denominado de "nocaute de genes multi-
plos". Nocaute de genes multiplos no contexto de presente invencao refere-
se a:

1) um composto de oligonucleotideo anti-sentido que infra-
regula ndo somente o gene contra o qual ele € direcionado,
mas também infra-regula outros genes relacionados;

2) uma combinagao de pelo menos 2 compostos de oligonu-
cleotideos anti-sentido, em que cada um é capaz de infra-
regular um gene, em que cada um esta presente em uma
concentracao na qual o composto de oligonucleotideos an-
ti-sentido &, por ele mesmo, praticamente ineficaz em infra-
regular um gene contra o qual ele é direcionado, em que a
combinacéo leva a infra-regulagéo significante de ambos
genes contra os quais os oligonucleotideos sao direciona-
dos e podem também infra-regular outros genes relaciona-
dos. Esse efeito foi iniciaimente descrito no Pedido de Pa-
tente PCT, da aqui requerente, publicado como WO
05/030787.

Em um aspecto, a presente invencao proporciona uma composi-

cao que compreende pelo menos dois compostos oligonucleotideos anti-
sentido, em que cada composto anti-sentido é capaz de infra-regular um ge-

ne diferente. Em algumas modalidades deste aspecto, a combinacao dos



10

15

20

25

30

pelo menos 2 compostos de oligonucleotideo anti-sentido leva a uma signifi-
cante infra-regulacdo de cada um dos genes que € mais que a capacidade
aditiva de cada anti-sentido de infra-regular cada gene individualmente.

Em um aspecto, a presenie invengao proporciona uma composi-
cao farmacéutica para tratar e/ou prevenir doenca associada a cAMP celular
reduzida e/ou niveis elevados de pelo menos uma PDE, em que a dita com-
posicdo compreende um veiculo farmaceuticamente aceitavel e pelo menos
dois compostos de oligonucleotideo anti-sentido, em que cada oligonucleoti-
deo é direcionado contra pelo menos uma parte de um gene que codifica um
PDE alvo diferente, sendo que cada oligonucleotideo € capaz de infra-
regular o gene alvo contra o qual ele é direcionado, estando cada oligonu-
cleotideo presente em uma concentragéo na qual ele exibe menos que 20%
de inibicao de seu gene de PDE alvo, a combinacgéao exibindo maior que 20%
de inibicdo e pelo menos duplicando a inibicdo de pelo menos um dos genes
alvo e opcionalmente outros genes relacionados.

Como aquele versado na técnica apreciard a combinagao de
compostos de oligonucleotideo, de acordo com presente invengéo, em con-
centragdes muito baixas, por exemplo, concentragbes que exibem uma inibi-
cao de pelo menos 20%. A menor concentracdo em que cada composto de
oligonucleotideos pode ser usado para formar uma combinagéo de acordo
com a presente invencao variard, e esta concentragcdo pode ser aquela na
qual 0,5% de inibicdo é obtida, ou aquela concentragédo na qual 1% a 5% de
inibicdo sdo obtidas. A presente invengao proporciona uma composicao far-
macéutica para tratar e/ou prevenir uma doenca associada a cAMP celular
reduzida e/ou niveis elevados de pelo menos uma PDE, em que a dita com-
posicdo compreende um veiculo farmaceuticamente aceitavel e pelo menos
dois oligonucleotideos anti-sentido em que cada um é capaz de infra-regular
um gene alvo diferente, em que pelo menos um dos oligonucleotideos esta
presente em uma concentracdo na qual é, por si s, praticamente ineficaz,
por exemplo, uma concentracdo que exibe menos que 20% de inibigao do
gene alvo, em que a combinac¢do de oligonucieotideos exibe mais que 20%

de inibicdo e pelo menos duplica a inibicdo de pelo menos um dos genes
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alvo, e opcionalmente de outros genes relacionados.

A presente invencdo proporciona ainda o uso de uma combina-
cao de pelo menos dois compostos de oligonucleotideo anti-sentido para
tratar e/ou prevenir doenca associada a cAMP celular reduzida, tal como
doenca inflamatoria respiratéria, em que cada composto de oligonucleotideo
é direcionado contra um gene que codifica isétipo de PDE diferente, sendo
cada composto de oligonucleotideo capaz de infra-regular o gene contra o
qual ele é direcionado, em que o0s compostos de oligonucleotideo anti-
sentido estdo presentes em uma concentracdo na qual cada oligonucleoti-
deo &, por si sé, praticamente ineficaz para infra-regular o gene contra o qual
ele é direcionado, sendo a combinacido dos pelo menos dois compostos de
oligonucleotideo eficazes para infra-regular pelo menos um dos genes contra
o qual os compostos de oligonucleotideo sao direcionados e opcionalmente
outro genes relacionados.

A presente invencdo proporciona ainda um método para tratar
e/ou prevenir doenca associada a cAMP celular, tal como doenca respirato-
ria inflamatéria, em que o método compreende administrar a um paciente
pelo menos dois compostos de oligonucleotideo anti-sentido, em que cada
um é capaz de infra-regular um gene de PDE alvo diferente, sendo os com-
postos de oligonucleotideo administrados em uma concentragdo na qual ca-

da composto de oligonucleotideo &, por si proprio, ineficaz para infra-regular

o seu gene alvo, por exemplo, uma concentragao que exibe menos que 20%

de inibicdo do gene alvo, em que a combinacdo dos compostos de oligonu-
cleotideos é eficaz para infra-regular pelo menos um dos genes contra o
qual os compostos de oligonucleotideos sao direcionados e opcionalmente
outros genes relacionados.

A presente invent;éo proporciona ainda o uso de uma composi-
cao farmacéutica, conforme descrita acima, na fabricagado de um medica-
mento para tratar e/ou prevenir doenga associada a cAMP celular ou niveis
de PDE especifica de cAMP (doenca relacionada a PDE) tais como doenga

inflamatéria e cancer. A doenca inflamatéria a qual os presentes métodos e

“composicdes sao direcionados é geralmente definida como doencas nas
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quais células e/ou mediadores inflamatérios estao presentes. Exemplos de
doencas inflamatérias incluem, mas sem limitacao, esclerose multipla, der-
matite de contato, doencas oculares alérgicas e nao alérgicas, artrite reuma-
toide, choque séptico, osteoporose e disturbios cognitivos. Doenga respirato-
ria inflamatdria & qual os presentes métodos e composigcdes sao direciona-
dos é geralmente definida como doencas do aparelho respiratorio e pulmoes
onde as células e mediadores inflamatérios estao presentes. Exemplos de
doenca respiratéria inflamatéria incluem, mas sem limitagdo, COPD, asma,
tosse eosinofilica, bronquite, rejeicado aguda e crénica a aloenxerto de pul-
mao, sarcoidose, fibrose pulmonar, rinite e sinusite.

A presente invencéo proporciona ainda o uso de uma composi-
cao farmacéutica conforme descrita acima na fabricagao de um medicamen-
to para tratar e/ou prevenir doenca em que AMP ciclica reduzida esta envol-
vida na fisiopatologia.

A presente invencado proporciona ainda métodos para modificar
oligonucleotideos anti-sentido de modo que possam alcancgar o nucleotideo
alvo e/ou ser mais eficazes contra o gene alvo para tratar e/ou prevenir do-
encas respiratorias inflamatorias.

A presente invencdo proporciona ainda uma formulagao, que
inclui a composicédo descrita acima, em que a formulagéo é sistémica e/ou
topica.

A presente invengao proporciona um método in vivo para distri-
buir uma composicédo farmacéutica para um polinucleotideo alvo, que com-
preende administrar a um paciente a composi¢éo conforme descrita acima
em combinacdo com um tensoativo que permite que a composicao atinja
o(s) gene(s) alvo.

Preferivelmente, os pacientes ou individuos que podem ser tra-
tados usando os compostos de oligonucleotideo anti-sentido da presente
invengao incluem, mas sem limitagéo, invertebrados, vertebrados, passaros,
mamiferos tais como porcos, cabras, carneiros, vacas, cachorros, gatos, e,
particularmente, humanos. Os compostos de oligonucleotideo de acordo

coma presente invengdo sdo desenhados para serem apropriados para o
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animal particular a ser tratado. Em particular, a sequéncia dos compostos de
oligonucleotideo anti-sentido variard com o paciente que esta sendo tratado
por causa das diferencas gendmicas entre as espécies.

A presente invengd@o proporciona ainda oligonucleotideos anti-
sentido eficazes contra, por exemplo, capazes de inibirem a expressao da
familia de enzimas PDE, incluindo, mas sem limitacao, PDE3, PDE4 e
PDE7. Como seréa apreciado por aquele versado na técnica, cada subtipo de
PDE pode incluir também isétipos. Por exemplo, o subtipo de PDE3 inclui os
isétipos de PDE3A e PDE3B; o subtipo de PDE4 inclui os isétipos PDE4A,
PDE4B, PDE4C, e PDE4D; e o subtipo de PDE?7 inclui os isétipos PDE7A1,
PDE7A2, PDE7A3 e PDE7B.

Quando usado aqui, a frase "concentragao na qual o composto
de oligonucleotideo anti-sentido é praticamente ineficaz" refere-se ao uso de
cada composto de oligonucleotideo, quando considerado sozinho, em uma
concentracao na qual praticamente ndo & observada infra-regulagao para o
gene contra o qual o composto de oligonucleotideo é direcionado (em uma
concentracao na qual menos que 20% de inibicdo do gene alvo sao exibi-
dos). Isso contrasta com o efeito da combinagao de pelo menos dois com-
postos de oligonucleotideo de acordo com a presente invengao, cada um
presente em uma concentracao na qual eles sao ineficazes, sozinhos, para
infra-regular o gene contra o qual eles sao direcionados (em uma concentra-
cdo na qual menos que 20% de inibicdo sédo exibidos), exibindo, esta combi-
nacéo, mais que 20% de inibicdo e sendo eficaz para pelo menos duplicar os
compostos que sao direcionados.

O termo "oligonucleotideo", como usado aqui, refere-se a uma
molécula de acido nucléico que compreende cerca de 1 a cerca de 100 nu-
cleotideos, mais preferiveimente, de 1 a 80 nucleotideos, e ainda mais prefe-
rivelmente de cerca de 4 a cerca de 35 nucleotideos. O termo "oligonucleoti-
deo" inclui também oligonucleotideos modificados e compostos de oligonu-
cleotideos como estabelecido acima.

Os termos "oligonucleotideo modificado" e "molécula de acido

nucléico modificada", como usado aqui, incluem oligonucleotideos com uma
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ou mais modificacdes quimicas no nivel molecular das estruturas molecula-
res naturais de todas ou quaisquer das bases de acido nucléico, fragoes de
acucar, ligacdes de fosfato de internucleosideo, bem como moléculas tendo
substituintes adicionados, tais como diaminas, colesterila ou outros grupos
lipofilicos, ou uma combinacao de modificagdes nestes sitios. As ligagoes de
fosfato de internucleosideo podem ser fosfodiéster, fosfotriéster, fosforami-
dato, siloxano, carbonato, éster carboximetilico, acetamidato, carbamato,
tioéter, fosforanidato em ponte, fosfanato de metileno em ponte, fosforotioa-
to, metilfosfonato, fosforoditioato, fosforotioato em ponte e/ou ligagdes de
sulfona internucleotideo, ou ligagbes 3’-3’-, 2'-5’ ou 5’-5’, e combinagoes de
tais ligacdes similares (para produzirem oligonucleotideos modificados na
cadeia principal, mistos). As modificacdes podem ser internas (simples ou
repetidas) ou na(s) extremidade(s) da molécula de oligonucleotideo e podem
incluir adicées & molécula das ligagdes de fosfato de internucleosideo, tais
como colesterila, compostos de diamina com numeros variaveis de residuos
de carbono entre grupos amino e modificagdes na ribose terminal, desoxirri-
bose e fosfato, que clivam ou reticulam para as cadeias opostas ou para as
enzimas associadas ou para outras proteinas. Grupos hidrofilicos, tal como
ribose-dialdeido, podem ser covalentemente ligados a um grupo epsilon-
amino do residuo lisila de tal proteina. Um grupo nucleofilico, tal como n-
etilmaleimida limitado a um oligdmero poderia se ligar covalentemente a ex-
tremidade 5 de um mRNA ou a um outro sitio eletrofilico. O termo "oligonu-
cleotideos modificados" inclui também oligonucleotideos compreendendo
modificacBes nas fracdes agucar tais como ribonucleotideos substituidos em
2'. ou mondémeros de desoxirribonucleotideos, quaisquer dos quais estao
conectados juntos via ligagbes 5’ a 3. Os oligonucleotideos modificados po-
dem ser também compreendidos de PNA ou de cadeias principais modifica-
das com morfolino, onde a especificidade alvo da sequéncia é mantida.
Opcionalmente, os oligonucleotideos presentemente descritos
podem ser formulados com uma variedade de moléculas de veiculos fisiolo-
gicos. Os oligonucleotideos presentemente descritos podem ser também

complexados com moléculas que intensificam sua capacidade de entrar nas
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células alvo. Exemplos de tais moléculas incluem, mas sem limitacao, car-
boidratos, poliaminas, aminoacidos, peptideos, lipidios, e moléculas vitais ao
crescimento celular. Por exemplo, os oligonucleotideos podem ser combina-
dos com um lipidio, em que a emulsdo de oligonucleotideo/lipidio, ou sus-
pensao lipossdmica pode, entre outros, aumentar eficazmente a meia-vida in
vivo do oligonucleotideo.

Alternativamente, os oligonucleotideos direcionados aos alvos
de PDE podem ser também protonados/acidificados para funcionarem em
uma funcdo dual como inibidores de fosfodiesterase e agentes antibacteria-
nos. Por conseguinte, uma outra modalidade da invengao presentemente
descrita é o uso de um oligonucleotideo terapéutico que modula PDE que é
adicionalmente protonado/acidificado para aumentar a absorgao, aperfeigoar
o encapsulamento em lipossomos, de modo que ele pode servir também
como um antibidtico. Adicionalmente, o oligonucleotideo pode ser complexa-
do com uma variedade de compostos bem estabelecidos ou estruturas que,
por exemplo, ainda intensifica a estabilidade in vivo do oligonucleotideo, ou
de outro modo intensificam suas propriedades farmacoldgicas (por exemplo,
aumentam a meia-vida in vivo, reduzem a toxicidade, etc.).

O termo "cadeia principal de acido nucléico", como usado aqui,
refere-se a estrutura dos nucleotideos que se ligam a fracao quimica em
uma molécula. Isso pode incluir estruturas formadas de quaisquer e todos os
meios de nucleotideos que se ligam quimicamente. Uma cadeia principal
modificada, como usada aqui, inclui modificacdes na ligagdo quimica entre
os nucleotideos, bem como outras modificagdes que podem ser usadas para
intensificar a estabilidade e a afinidade, tais como modifica¢des para a estru-
tura de acgucar. Por exemplo, um [alfa]-anémero de desoxirribose pode ser
usado, onde a base é invertida com respeito ao [betal-anédmero natural. Em
uma modalidade preferida, o 2’-OH do grupo acucar pode ser alterado para
2’-O-alquila ou 2’-O-alquil-n(O-alquila), que proporciona resisténcia a degra-
dacao sem comprometer a afinidade.

Os termos "acidificacao" e "protonagao/acidificagdo”, como usa-

dos aqui, se referem ao processo pelo qual protons (ou ions hidrogénio posi-
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tivos) sao adicionados aos sitios receptores de prétons em um &acido nucléi-
co. Os sitios receptores de prétons incluem os grupos amina nas estruturas
de base do acido nucléico e o fosfato das ligacdes de fosfodiéster. Conforme
o pH diminui, 0 numero desses sitios recepiores, que sao protonados, au-
menta, resultando em um acido nucléico mais altamente protona-
do/acidificado.

O termo "acido nucléico protonado/acidificado” refere-se a um
acido nucléico que, quando dissolvido em agua a uma concentragcao de a-
proximadamente 16 A260 por mL, tem um pH inferior ao pH fisioldgico, isto
é, menor que aproximadamente pH 7. Acidos nucléicos modificados, &cidos
nucléicos resistentes a nuclease, e acidos nucléicos anti-sentido devem ser
entendidos como estando englobados nesta definicao. Geralmente, acidos
nucléicos sdo protonados/acidificados por adicao de prétons aos sitios reati-
vOs sobre um acido nucléico, embora outras modificagdes que reduzirao o
pH do acido nucléico podem ser também usadas e & pretendido aqui que
elas estejam incluidas neste termo.

O termo "bloqueado na extremidade", como usado aqui, refere-
se a um Aacido nucléico com uma modificagdo quimica no nivel molecular
que previne a degradacao dos nucleotideos selecionados, por exemplo, por
acao da nuclease. Essa modificacdo quimica é posicionada de modo que ela
proteja a parte integral do acido nucléico, por exemplo, a regiao de codifica-
cao de um oligonucleotideo anti-sentido. Um bloco de extremidade pode ser
um bloco de extremidade 3’ ou um bloco de extremidade 5’. Por exemplo, o
bloco de extremidade 3’ pode estar na posicao maxima de 3’ da molécula,
ou pode estar interna as extremidades 3’, com a condi¢cao que ela seja 3
das sequéncias integrais do acido nucléico.

O termo "substancialmente resistente a nuclease" refere-se aos
acidos nucléicos que sao resistentes a degradag¢ao por nuclease, em compa-
racao com acidos nucléicos naturais ou nado modificados. Os acidos nucléi-
cos modificados da invencao sao pelo menos 1,25 vezes mais resistentes a
degradacao por nuclease, ainda mais preferiveimente pelo menos 5 vezes

mais resistentes, e de maior preferéncia pelo menos 10 vezes mais resisten-
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tes que seu equivalente nao modificado. Tais acidos nucléicos substancial-
mente resistentes & degradacdo por nuclease incluem, mas sem limitagao,
acidos nucléicos com cadeias principais modificadas tais como fosforotiona-
tos, metilfosfonatos, etilfosfotriésteres, 2’-O-metilfosforotioatos, 2°-O-metil-p-
etdxi ribonucleotideos, 2’-O-alquilas, 2°-O-alquil-n(O-alquila), 3’-O-alquilas,
3’-O-alquil-n(O-alquilas), 2’-flior, 2’-desoxi-eritropentofuranosilas, 2'-O-metil
ribonucleosideos, carbamatos de metila, carbonatos de metila, bases inverti-
das (por exemplo, T’s invertidos), ou versdes quiméricas dessas cadeias
laterais.

O termo “"substancialmente resistente a acido", como usado a-
qui, refere-se a acidos nucléicos que sao resistentes & degradacdo com aci-
do em comparagao com os acidos nucléicos nao modificados. Tipicamente,
a resisténcia a acido relativa de um acido nucléico sera medida comparando-
se a degradacédo percentual de um acido nucléico resistente com a degrada-
cao percentual de seu equivalente ndo modificado (isto €, um acido nucleico
correspondente com cadeia principal "normal”, bases, e liga¢cdes de fosfodi-
éster). Um acido nucléico que é resistente a acido é preferivelmente pelo
menos 1,5 vezes mais resisténte a degradacao por acido, pelo menos 2 ve-
zes mais resistente, ainda mais preferivelmente, pelo menos 5 vezes mais
resistente, e de maior preferéncia pelo menos 10 vezes mais resistente que
seu equivalente nao modificado.

Os termos ‘oligonucleotideo de PDE3A, PDE3B, PDE4A,
PDE4B, PDE4C, PDE4D, PDE7A, PDE7B", como usados aqui, se referem,
cada um, a um oligonucleotideo que € alvejado, respectivamente, para as
sequéncias que afetam a expressdo ou a atividade de PDE3A, PDES3B,
PDE4A, PDE4B, PDE4C, PDE4D, PDE7A, PDE7B. Essas incluem, mas sem
limitacéo, sequéncias de codificagdo de DNA de PDE3A, PDE3B, PDE4A,
PDE4B, PDE4C, PDE4D, PDE7A, PDE7B; sequéncias de promotores de
DNA de PDE3A, PDE3B, PDE4A, PDE4B, PDE4C, PDE4D, PDE7A,
PDE7B; sequéncias de intensificadores de DNA de PDE3A, PDE3B, PDE4A,
PDE4B, PDE4C, PDE4D, PDE7A, PDE7B, mRNA codifica com PDESA,
PDE3B, PDE4A, PDE4B, PDE4C, PDE4D, PDE7A, PDE7B, e similares



10

15

20

25

30

Como discutido acima, uma modalidade da presente invencgao
proporciona oligonucleotideos anti-sentido alvejados para sequéncias que
afetam a expressdo ou a atividade de PDE3A, PDE3B, PDE4A, PDE4B,
PDE4D, PDE7A. Em uma modalidade, os oligonucleotideos anti-sentido po-
dem ter uma das sequéncias identificadas nas Tabelas 1a-d ou Tabelas 2a-
g. Em uma outra modalidade, o oligonucleotideo anti-sentido pode compre-
ender fragmentos ou variantes dessas sequéncias, como sera entendido por
aquele versado na técnica, que podem alterar a formagao e/ou comprimento
do oligonucleotideo, mas que mantém ou aumentam a atividade do oligonu-
cleotideo para infra-regular a expressao de gene. Em uma outra modalidade,
a presente invencdo proporciona combinac¢des de pelo menos dois oligonu-
cleotideos anti-sentido que tém as sequéncias identificadas nas Tabelas 1a-
d ou Tabelas 2a-g.

A comparacao da eficacia de um oligonucleotideo simples esta
ilustrada, mas sem limitacao, na figura 1a, figura 1b e figura 5. Por exempilo,
na figura 1a, TOP 1512 (SEQ ID N°:91), que ¢ direcionado contra as PDE4A
e PDE4B humanas, inibe ambos estes alvos in vitro. Similarmente, a figura
1b mostra TOP 1545 (SEQ ID N®:14) e TOP 1556 (SEQ ID N®%:24), que reco-
nhecem as sequéncias compartilhadas por PDE4B e PDE4D, demonstram a
inibicao de ambas as sequéncias alvo. TOP 1507 (SEQ ID N2:10) e TOP
1508 (SEQ ID N2:11), que reconhecem as sequéncias compartilhadas por
PDE4A e PDE4D funcionam para inibirem ambos os genes alvo.

A comparacado de eficacia das combinacdes de pelo menos 2
compostos de oligonucleotideo ¢ ilustrada, mas sem limitagdo, nas figuras
6a e 12. Por exemplo, na figura 6 a combinacdo de TOP 1545-F3 (SEQ ID
N2:85) e TOP-1731-F2 (SEQ ID N<2:53) mostram um efeito maior na expres-
sao decrescente de PDE4B, PDE4D e PDE7A que o mostrado por qualquer
um dos oligonucleotideo em seus alvos respectivos, quando usados sozi-
nhos. Na figura 6b a combinacdo de TOP-1545-F3 (SEQ ID N®:85) e TOP-
1731-F2 (SEQ ID N2:53) mostram um efeito maior da inibicdo de secreg¢éo
de IL-2 que quando usados sozinhos.

Muitas combinacoes de compostos de oligonucleotideo anti-
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sentido podem ser usadas de acordo com a presente invengédo, em que a
combinacdes levam ao nocaute de genes multiplos conforme descricao aci-
ma. Exemplos de combinagdes de oligonucleotideos anti-sentido podem in-
cluir, mas sem limitacdo, pelo menos um composto de oligonucleotideo dire-
cionado contra PDE3 com pelo menos um composto de oligonucleotideo
direcionado contra PDE7. Um exemplo alternativo de uma combinag¢do pode
incluir pelo menos um oligonucleotideo direcionado contra PDE4 e pelo me-
nos um oligonucleotideo direcionado contra PDE7. Um exemplo alternativo
de uma combinacao pode incluir pelo menos um oligonucleotideo direciona-
do contra PDE3, pelo menos um oligonucleotideo direcionado contra PDE4 e
pelo menos um oligonucleotideo direcionado contra PDE7. Tais compostos
de oligonucleotideo anti-sentido podem ser selecionados de, mas sem limi-
tacao, os oligonucleotideos fornecidos nas Tabelas 1a-d e nas Tabelas 2a-
29.

Os termos "tratamento", "tratar", "terapia" e similares sdo usados
aqui geralmente com o significado de obter um efeito farmacolégico e/ou
fisiologico. O efeito pode ser profilatico em termos de prevenir completa ou
parcialmente uma doenca ou sintoma e/ou pode ser terapéutico em termos
de uma cura parcial ou completa de uma doenca e/ou atenuag¢do de um efei-
to adverso atribuivel a doenca. "Tratamento" como usado aqui engloba qual-
quer tratamento de uma doenca em um paciente conforme previamente de-
finido, particularmente um humano, e inclui:

(a) prevenir que uma doenga ocorra em um paciente que pode
estar predisposto a doenga, mas ainda nao foi diagnostica-
do como tendo a mesma,

(b) inibir uma doenca, isto €, impedir o seu desenvolvimento;
ou

(c) aliviar uma doencga, isto é, fazer com que a doenca regrida.

O termo "farmaceuticamente aceitavel', como usado aqui com
respeito a veiculos, tensoativos e composicdes, refere-se a substancias que
sao aceitaveis para uso no tratamento de um paciente, que sao atoxicas ou

de outro modo aceitaveis para administracdo por quaisquer das vias aqui
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descritas.

A invencao é geralmente direcionada ao tratamento de pacientes
pela administracdo de quantidades terapeuticamente eficazes de compostos
de oligonucleotideo anti-sentido de acordo com a presente invengéo, incluin-
do siRNA, ribozima, sequéncias de nucleotideos curtas como de fita simples
ou dupla incluindo RNA e/ou DNA gue podem ser complementares a um a-
cido nucléico alvo, ou podem ser opcionalmente modificadas conforme des-
cricdo acima, um oligonucleotideo de RNA tendo uma parte do dito oligonu-
cleotideo de RNA capaz de hibridizar com RNA para formar um duplex de
oligonucleotideo-RNA, ou um oligonucleotideo quimérico, que infra-regulara
ou inibira a expressao de um gene enddgeno in vivo.

Por quantidade "terapeuticamente eficaz" deve-se entender uma
quantidade atdxica, mas suficiente, de um composto de oligonucleotideo
anti-sentido para proporcionar o efeito terapéutico desejado. No presente
caso, aquela dose do composto de oligonucleotideo anti-sentido eficaz para
aliviar, atenuar, ou prevenir os sintomas da condi¢do ou da doenga que esta
sendo tratada, por exemplo, doenga associada a cAMP celular reduzida, do-
enca relacionada a PDE, doenca inflamatdria tal como doenga respiratoria
inflamatoria.

As composicoes farmacéuticas proporcionadas aqui compreen-
dem compostos de oligonucleotideo anti-sentido, conforme descrigao acima,
e um ou mais tensoativos farmaceuticamente aceitaveis. Tensoativos e
componentes de tensoativo adequados para intensificar a absorgao dos oli-
gonucleotideos da invengado foram previamente descritos na Publicagao de
Pedido de Patente US 2003/0087845, cujo conteldo € aqui incorporado com
respeito aos tensoativos. Esse pedido estabelece que tensoativos adequa-
dos "... incluem formas sintéticas ou naturais bem como inteiras e truncadas
de tensoativo proteina A, tensoativo proteina B, tensoativo proteina C, ten-
soativo proteina D e tensoativo proteina E, fosfatidilcolina dissaturada (dife-
rente de dipalmitoila), dipalmitoilfostatidilcolina, fosfatidilcolina, fosfatidilglice-
rol, fosfatidilinositol, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina; acido fosfatidico,

ubiquinonas, lisofosfatidiletanolamina, lisofosfatidilcolina, palmitoil-lisofostati-
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dilcolina, desidroepiandrosterona, dolicdis, acido sulfatidico, glicerol-3-
fosfato, fosfato de diidroxiacetona, glicerol, glicero-3-fosfocolina, disidroxia-
cetona, palmitato, citidina difosfato (CDP) diacilglicerol, CDP colina, colina,
fosfato de colina; bem como corpos lamelares naturais e artificiais, que sao
os veiculos carreadores naturais para os componentes de tensoativo, acidos
graxos 6mega-3, acido poliénico, acido poliendico, lecitina, acido palmitinico,
copolimeros em bloco ndo idnicos de 6xidos de etileno ou de propileno, poli-
oxipropileno, monomérico e polimérico, polixoietileno, monomérico e polimé-
rico, poli(vinil amina) com dextrana, e/ou cadeias laterais de alcanoila, Brij
35, Triton X-100 e tensoativos sintéticos ALEC, Exosurf, Survan e Atovaquo-
na, entre outros. Esses tensoativos podem ser usados como o unico ou par-
te de um tensoativo de componentes multiplos em uma formulagao, ou adi-
cbes covalentemente ligadas as extremidades 5 e/ou 3’ dos oligonucleoti-
deos anti-sentido (oligos)."

O componente anti-sentido das presentes composi¢des, que in-
clui a combinacéo de pelo menos dois compostos de oligonucleotideos, po-
de estar contido em uma composicédo farmacéutica dentro de uma particula
ou vesicula lipidica, tal como lipossomo ou microcristal. Conforme descrigcao
na Patente US 6.025.339, as particulas lipidicas podem ser de qualquer es-
trutura adequada, tal como unilamelar ou plurilamelar, desde que o oligonu-
cleotideo anti-sentido esteja contido ai. Lipidios carregados positivamente
carregados tal como metilsulfato de N-[1-(2,3-dioleciloxi)propil]-N,N,N-timetil-
aménio, ou "DOTAP", sdo particularmente preferidos para tais particulas e
vesiculas. A preparacio de tais particulas de lipidios € bem conhecida. Vide,
por exemplo, as Patentes US 4.880.635 de Janoff e et al.; US 4.906.477 de
Kurono et al.; US 4.911.928 de Wallach; US 4.917.951 de Wallach; US
4.920.016 de Allen et al.; US 4.921.757 de Wheatley et al.; etc.

A composicado da invengao pode ser administrada por qualquer
meio que transporte o composto de oligonucleotideo anti-sentido para o sitio
desejado, tal como o pulmao. Os compostos anti-sentido descritos aqui po-
dem ser administrados aos pulmodes de um paciente por qualquer meio ade-

quado, mas sao preferivelmente administrados por inalagcédo de um aerosol
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compreendido de particulas respirédveis que compreendem o composto anti-
sentido.

A composicao da presente invengao pode ser administrada ao
sistema respiratério como uma formulagao que inciui particulas de tamanho
respiravel, por exemplo, particulas de um tamanho suficientemente pequeno
para passarem através do nariz, boca e laringe mediante inalacao e atraves
dos brénquios e alvéolos dos pulmdes. Em geral, as particulas respiraveis
variam de cerca de 0,5 a 10 microns de tamanho. Particulas de tamanho
nao respiravel que sao incluidas no aerosol tendem a se depositar na gar-
ganta e serem engolidas, e a quantidade de particulas nao respiraveis no
aerosol & preferivelmente assim minimizada. Para administracao nasal, um
tamanho de particula na faixa de 10-500 um ¢é preferido para assegurar a
retencao na cavidade nasal. _

Composicoes farmacéuticas liquidas do composto ativo o(s)
composto(s) de oligonucleotideo anti-sentido para produgdo de um aerosol
podem ser preparadas por combinacdo do composto anti-sentido com um
veiculo adequado, tal como agua estéril isenta de pirogénio ou solugao sali-
na tamponada com fosfato.

Uma composicao sdlida particulada, que compreende 0 compos-
to anti-sentido pode conter opcionalmente um dispersante que serve para
facilitar a formacao de m aerosol, bem como de outros compostos terapéuti-
cos. Um dispersante adequado € a lactose, que pode ser misturada com o
composto anti-sentido em uma razao adequada, por exemplo, uma razao de
1a1em peso.

As composicdes anti-sentido podem ser administradas em uma
quantidade eficaz anti-broncoconstricao, anti-alergia(s) e/ou antiinflamatoria,
cuja q‘uantidade depende do grau da doenga que esta sendo tratada, da
condicao do paciente, da formulaca@o particular, da via de administragao, do
tempo de administracdo ao paciente, etc. Em geral, as concentragoes intra-
celulares do oligonucleotideo de 0,05 a 50uM, ou mais particularmente 0,2 a
5uM,sao desejaveis. Para administragdo a um paciente mamifero tal como o
homem, a dosagem de cerca de 0,001, 0,01, 0,1, ou 1 mg/kg até cerca de
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50, ou 100 mg/kg ou mais é tipicamente empregada. Contudo, outras doses
sdo também contempladas. Dependendo da solubilidade do composto ativo
em qualquer formulacao particular, a dose diaria pode ser dividida entre uma
ou varias administragcoes da dose unitaria.

Os aerosodis de particulas liquidas que compreendem o compos-
to anti-sentido podem ser produzidos por quaisquer meios adequados, tal
como um nebulizador. Nebulizadores sao dispositivos comercialmente dis-
poniveis que transformam solu¢des ou suspensoes do ingrediente ativo em
uma névoa terapéutica de aerosol por meio da aceleracao de um gas com-
primido, tipicamente oxigénio ou ar, através de um orificio para tipo venturi
ou por meio de agitacdo ultra-sénica. Formulacbes adequadas para uso em
nebulizadores compreendem o ingrediente ativo de oligonucleotideo anti-
sentido em um veiculo liquido em uma quantidade de até 40% p/p, preferi-
velmente menos que 20% p/p da formulagdo. O veiculo é tipicamente agua
ou solucao alcoodlica aquosa diluida, preferivelmente tornada isotdnica com
fluidos corpdreos pela adicdo de, por exemplo, cloreto de sodio. Aditivos op-
cionais incluem conservantes se a formulacao nao € preparada estéril, por
exemplo, hidroxibenzoato de metila, antioxidantes, antibacterianos, flavori-
zantes, Oleos volateis, agentes tampao e emulsificantes e outros tensoativos
de formulacao.

Os aerosois de particulas sélidas compreendendo o(s) compos-
to(s) ativo(s) de oligonucleotideo e um tensoativo farmaceuticamente aceita-
vel podem ser igualmente produzidos com qualquer gerador de aerosol de
medicamento, particulado, sélido. Gerador de aerosol para administrar medi-
camentos particulados sélidos a um paciente produz particulas que sao res-
piraveis, conforme explicacdo acima, e geram um volume de aerosol que
contém uma dose medida predeterminada de um medicamento, em uma
taxa adequada para administracao a humanos. 'O ingrediente ativo de oligo-
nucleotideo compreende tipicamente de 0,1 a 100 p/p da formulacao. Um
segundo tipo de gerador de aerosol ilustrativo compreende um inalador com
dosador. Os inaladores com dosadores sao dispensadores de aerosol pres-

surizados, contendo tipicamente uma formulagcao em suspensao ou solugao
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do ingrediente ativo em um propelente liquido. Durante o uso, esses disposi-
tivos descarregam a formulacéo através de uma valvula adaptada para dis-
tribuir um volume dosado, tipicamente de 10 a 150 mu.i, para produzir uma
aspersac de particulas finas contendo o ingrediente ativo. Os propelentes
adequados incluem certos compostos de clorofuorcarbonetos, por exemplo,
diclorodifluormetano, triclorofluormetanoc, diclorotetrafluoretanc ou hidrofiuo-
ralcanos e misturas destes. A formulacao pode conter adicionalmente um ou
mais co-solventes, por exemplo, etanol, emulsificantes e outros tensoativos
de formulacgéao, tal como acido oléico ou trioleato de sorbitano, antioxidantes
e agentes flavorizantes adequados. O aerosol, se formado de particulas so-
lidas ou liquidas, pode ser produzido pelo gerador de aerosol em uma taxa
de cerca de 1 a 150 litros por minuto.

As formulacdes da presente invencdo podem ser formulagoes
orais, intrabucais, intrapulmonares, retais, intrauterinas, intratumorais, intra-
cranianas, nasais, intramusculares, subcutaneas, intratecais, inalaveis,
transdérmicas, intradérmicas, intracavitarias, implantaveis, iontoforéticas,
oculares, vaginais, intraarticulares, oticas, intravenosas, intramusculares,
intraglandulares, interérgao, intralinfaticas, de liberagéo lenta ou de revesti-
mento entérico. Os veiculos usados nas formula¢cdes podem ser, por exem-
plo, veiculos soélidos e/ou liquidos.

Referéncia pode ser feita a "Remington’s Pharmaceutical Scien-
ces", 172 Edicao, Mack Publishing Company, Easton, Pa., 1985, para outros
veiculos que seriam adequados para combinagdo com 0s seguintes compos-
tos de oligonucleotideos presentes para renderem composigdes/formulagdes
que sao adequados para administracéo para tratar doenca respiratoria.

Em um outro aspecto da presente invengao, um artigo de fabri-
cacédo é proporcionado, o qual inclui embalar o material contido dentro dele,
gue é uma composicédo de oligonucleotideo anti-sentido, farmaceuticamente
aceitavel, que é terapeuticamente eficaz para tratar condi¢cbes associadas a
cAMP celular reduzida, ou aos altos niveis de PDE, incluindo doenca infla-
matéria. Em uma modalidade, a composicao compreende um composto de

oligonucleotideo anti-sentido que ¢é eficaz para inibir um gene de PDE, em
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que o dito composto de oligonucleotideo é pelo menos 50% complementar
ao gene. Em um outro aspecto, a composicdo compreende pelo menos 2
compostos de oligonucleotideo anti-sentido, em que cada composto de oli-
gonucleotideo anti-sentido € capaz de infra-regular um gene de PDE diferen-
te, estando o composto de oligonucleotideo anti-sentido em uma concentra-
cao na qual o composto de oligonucleotideo anti-sentido &, por si mesmo,
ineficaz para infra-regular o gene contra para o qual ele é direcionado, em
que a combinacdo dos compostos de oligonucleotideo anti-sentido séo efi-
cazes para infra-regular pelo menos um dos genes contra o qual os oligonu-
cleotideos anti-sentidos sao direcionados.

Em uma modalidade, o material de embalagem do artigo com-
preende uma etiqueta que indica que a composi¢cdo pode ser usada para
tratar doenca inflamatdria e pode incluir adicionalmente uma indicagédo de
que a doenca é uma de esclerose multipla, dermatite de contato, doencgas
oculares alérgicas e nao alérgicas, artrite reumatdide, choque séptico, oste-
oporose e disturbios cognitivos.

Em uma outra modalidade, o material de embalagem do artigo
compreende uma etiqueta que indica que a composi¢ao pode ser usada pa-
ra tratar doenca respiratéria inflamatdria, e pode incluir adicionalmente uma
indicacao de que a doenca é uma de COPD, asma, tosse eosinofilica, bron-
quite, rejeicdo aguda e cronica de aloenxerto no pulmé&o, sarcoidose, fibrose
pulmonar, rinite ou sinusite.

Para os propdsitos da presente invengéo, o material de embala-
gem pode ser qualquer material adequado para embalar uma composigao
que contém nucleotideos de acordo com a presente invengao, incluindo gar-
rafa ou qualquer outro recipiente, (de plastico ou de vidro), uma caixa, um
tubo, ou outro tipo de envoltério protetor. Como sera apreciado, a embala-
gem pode variar com a natureza da composi¢do de oligonucleotideo, por
exemplo, uma formulacéo liquida pode ser embalada de modo diferente de
uma formulag¢ao de aerosol.

A presente invengdo é ainda ilustrada em mais detalhes pelos

seguintes exemplos nao limitativos.
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EXEMPLOS

Materiais e Beagentes

Meios AIM-V (Invitrogen, Cat#31035-025); Opti MEM | (Invitro-
gen, cat#31985-07, lote #1244206); FBS (Soro Bovino Fetal, Wisent, cat#
80150); Penicilina, Estreptomicina (GIBCO, cat# 15140-122); HEPES (Wi-
sent, cat# 26060CI) e L-glutamina (Gibco, cat# 25030-081); DMEM/F12 (Wi-
sent, cat# 10090CV); Piruvato de Sédio (Wisent, cat# 25000-Ci); PBS Estéril
(GIBCO, cat# 25030-081 ); Tripsina a 0,25% e EDTA a 0,01% (Wisent, cat#
25-052-Ci); HBSS (solugdo salina balanceada de Hank, Wisent, Cat# 21-
022CV); PHA (Fitoemaglutinina, Sigma, cat#L-9132, lot#: 015K88913); Ficoll
paque (Amefsham, Cat# 17-1440-03); Trizol (Invitrogen, cat#15596-018);
Dnase | (Fermentas, cat#EN0521 ); Sistema de Sintese de Primeira Fita Su-
perScript para kit RT- PCR (Invitrogen, cat#11904-018); dNTPs (Invitrogen,
cat# 10297-018); oligo (dT)s2.18 (Invitrogen, cat#11904-018); Minikit Qiagen
RNAeasy (Qiagen, Cat#74106); Tubulagdo QiaVac 2 (Qiagen, Cat#19403),
Vasoconectores Descartaveis (Qiagen, Cat#19407); Reagente de Quantifi-
cacao RiboGreen (Invitrogen-Molecular Probes, Cat # R-11490); Instrumento
de Ciclador de Luz da Roche versao 1.5 (Roche, Cat# 3531414); Capilares
LC para reacdes de 20mi (Roche, cat# 1909339); LC FastStart DNA Master
SYBR Green 1 PLUS (100ml) (Roche, Cat# 03752186001 ); tubos
K3EDTA(Greiner Bio-one, cat#: 455036B1 10306); Kit para EIA de AMP ci-
clica (Cayman, cat.# 581001 ) Kit ELISA para TNF-a humano, (BioSource
Cat#CHC-1754, lot# 041703); Kit Elisa para IL-8 humana/CXCL8 ELISA (Bi-
osource, cat# CHC1303); Kit ELISA para MCP-1 humana/CCL2 (Biosource,
cat# KHC1012); kit para cAMP (Cayman, cat# 581001 ); ELISA para GMCSF
humano (Medicorp, cat#CHC0904); ELISA para IL-2 humana (BD Bioscien-
ces, cat#555190); leitora de placa de ELISA (filtro de 450 nm, filtro de refe-
réncia de 650 nm, Biorad, model680); agente de transfec¢céo Escort IV (Sig-
ma-Aldrich, cat#3287, lote#094K0565); hiL-13 (Peprotech, cat.#11195D195);
Forskolin (Sigma-Aldrich cat#F3917); Rolipram (Sigma-Aidrich Cat # R6520,
lot # 022K4604); AlamarBlue, (Biosource cat#DAL1100); ligacao alta de pla-
ca de 12 pogos (Costar, cat #665 102); reagente cromogeno TMB para ELI-
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SA (MediCorp, cat # SBO1 ); reagente de transfeccéo Lipofectamine® 2000
(Invitrogen, cat#1 1668-019); Kit de Selecdo Quantigene® (Panomics, cat#
QG- 000-050); 20XSSC (NaCl 3M, diidrato de citrato de sédio 0,3M, pH 7,0);
Dodecil sulfato de litio a 10% p/v (Sigma, cat# L9781 ); Incubadora ajustada
a 53°C, 0% CO,; Lavadora de Placas MW96 (Beckman Coulter); Thermo
Luminoskan (LabSystem); EMEM (HyClone, cat#SH30024.01); aminoacidos
nao essenciais (HyClone, cat#30238.01 ); BEBM (Clonetics, cat#CC-3171);
kit BEBM (Clonetics, cat#3170); TNF-a humano (Peprotech, cat.#300-01A);
IFNYy (Peprotech, cat#315-05).

Cultura de Células

Células 293 (linhagem de célula embrionaria de rim, transforma-
da, humana; ATCCcat#: CRL-1573) foram cultivadas em DMEM contendo L-
glutamina 2mM, aminoéacidos nao essenciais 0,imM, 1,5 g/L de bicarbonato
de sddio, piruvato de sédio TmM, FBS a 10%, penicilina 100 U/mL e estrep-
tomicina 100 pg/mL. A549 (linhas de célula de carcinoma do pulmao huma-
no; ATCC) foram cultivados em meios Ham-F12 contendo L-glutamina 2mM;
1,5 g/L de bicarbonato de sddio; FBS a 10%, Penicilina 100 U/mL, Estrepto-
micina 100 ug/mL. Células mononucleares, sanguineas periféricas, humanas
(PBMC) (células mononucleares, sanguineas, perfiéricas) foram obtidas de
voluntarios saudaveis. PBMC foram isoladas por centrifugacdo com gradien-
te de densidade Ficoll-Hypaque em 2x10° células/mL/pogo em placas de 12
pocos em meios de cultura AIM-C suplementados com Penicilina 100 U/mL,
Estreptomicina 100 ug/mL. Células CYNOM-K1 foram cultivadas em EMEM
contendo L-glutamina 2mM, aminoacidos ndo essenciais a 1%, FBS a 10%,
penicilina 100 U/mL e estreptomicina 100 pg. Células NHBE foram cultiva-
das em BEBM (500 mL suplementados com BPE, 2 mL,; Hidrocrotisona,
0,5 mL; hEGF, 0,5 mL; Epinefrina, 0,5 mL; Transferrina, 0,5 mL; Insulina,
0,5 mL; Acido retindico, 0,5 mL; Triiodotironina, 0,05 mL).
Viabilidade das Células

A viabilidade das células foi ensaiada sistematicamente usando

o Teste de AlamarBlue, seguindo as instrucdes do fabricante.

Preparacao de Anti-Sentido
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Anti-sentidos de fosforotioato-DNA (Sigma Gensoys) e anti-
sentidos de fosfotiorato-FANA (Topigen, Montreal ou UCDN, Calgary) foram
re-suspensos em agua estéril e diluidos em Opti-MEM para transfeccao. Re-
feréncias a oligonucleotideos de DNA (ndo FANA) nos exemplos sao oligo-
nucleotideos de fosforotioato-DNA.

Tratamento com Anti-Sentido de Células:

Linhagem de célula A549:

As células foram tripnizadas e re-suspensas em meio HAM-F12
(0,5 x 10° células/pogo em placas de 48 pogos) suplementado com soro a
10% em condi¢des privadas de antibiético, entdo incubadas durante a noite
a 37°C. No dia seguinte, as células aderentes foram transfectadas com
complexos de anti-sentido/Lipofectamina (razéo de 1 ug de oligonucleotideo:
1 uL de Lipofectamina) nas concentragdes indicadas na descri¢éo das figu-
ras, e incubadas a 37°C’ por um determinado periodo de tempo.
Linhagem de célula 293

As células foram tripsinizadas e re-suspensas (1x10° célu-
las/poco em placas de 48 pogos) em meio de DMEM suplementado com so-
ro a 10% em condi¢des privadas de antibiético, entdo incubadas durante a

noite a 37°C. No dia seguinte, as células aderentes foram transfectadas com
complexos de anti-sentido/Lipofectamina (razdo de 1 pg de oligonucleotideo:
1 uL de Lipfectamina) nas concentracdes indicadas nas legendas das figuras
e incubadas a 37°C, por um determinado periodo de tempo.
PBMC

No dia do isolamento, as PBMCs foram plaqueadas (2,0x10%/mL
em placas de 12 pogos) em meios AIM-V. Os anti-sentidos foram complexa-
dos com o reagente Escort IV (Sigma) (razdo de 1 pg de oligonucleotideo:
0,5 uL de Escort 1V) e foram adicionados nas concentragdes indicadas nas
figuras. As células foram cultivadas por 18 a 24 horas, a 37°C, CO; a 5%,
umidade.
Linhagem de célula CYNOM-K1

As células foram tripnizads em condi¢des privadas de antibidtico

e re-suspensas em meio EMEM suplementado com soro a 10% em condi-
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cdes privadas de antibidtico (0,5x10° células/pogo em 200 pL em placas de
48 pocos) e entdo incubadas durante a noite, a 37°C. No dia seguinte, as
células aderentes foram transferidas com complexos de anti-sentido/Lipo-
fectamina 2000 (razdo de 1 pg de oligonucleotideo: 2 pL de Lipofectamina)
nas concentracdes indicadas nas descrigcdes das figuras e incubadas a 37°C
por um determinado periodo de tempo.

Células NHBE

As células foram tripsinizadas e re-suspensas em meio completo
de BEMB em condicdes privadas de antibiotico (1x10° células/pogo em 200 pl
em placas de 48 pogos) e entdo incubadas durante a noite a 37°C. No dia
seguinte, as células aderentes foram transferidas com complexos de anti-
sentido/Lipofectamina 2000 (razdo de 1 pg de oligonucleotideo: 1 uL de Li-
pofectamina) nas concentracgdes indicadas nas descrigbes das figuras e in-
cubadas a 37°C por um determinado periodo de tempo.

Extracdo de RNA

RNA foi extraido dos precipitados das células de acordo com o
protocolo de minikit RNAeasy usando a tubulagdo QiaVac 24 da Qiagen e
tratado com DNase-l de acordo com o procedimento Fermentas. O RNA foi
quantificado usando o reagente RiboGreen de acordo com o protocolo do
fabricante (Inivitrogen-Molecular Probes).
Transcricdo Reversa (RT)

A preparacédo do cDNA de primeira fita foi realizada usando-se o
Sistema de Sintese da Primeira Fita SuperScript para o kit RT-PCR, em um
volume de reacéo total de 20 uL. Um micrograma de RNA foi primeiramente
desnaturado a 65°C, por 5 minutos, com 0,5mM de cada um de dNTPs, 0,5

ug de oligo (dT)42.1s € resfriado em gelo por pelo menos 1 minuto. A mistura
foi incubada a 42°C, por 2 minutos, e uma segunda pré-mistura contendo 1X
de Tampao de Primeira Fita, DTT 10mM, e 40 unidades de SuperSricpt Il RT
foi adicionada. As reacdes foram incubadas a 42°C, por 10 minutos, a 50°C,
por 1 hora, e desativadas por aquecimento a 70°C, por 15 minutos.

PCR em tempo real
As misturas reacionais para PCR foram realizadas com 3 pL de
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reacao de cDNA em um volume total de 20 uL em presenca de 0,4mM de
cada iniciador de PCR e 4 uL de LC FastStart DNA Master SYBR Green 1
PLUS. Etapa 1 (Desnaturacgéo): 95°C, 10 minutos (inclinagdo 20°C/s); Etapa
2 (Ciclos x 40): 95°C, (inclinagcdo 20°C/s); 57°C ou 59°C, 5 segundos, (incli-
nacdo 20°C/s) 72°C, 10 segundos (inclinagcdo 20°C/s); Etapa 3 (Curva de
fusdo): 95°C, (inclinacdo 20°C/s); 70°C, 30 segundos (inclinagdo 20°C/s);
95°C, 0 segundo, (inclinacdo 0,1°C/s); Etapa 4 (Resfriar): 40°C, 30 segundos
(inclinacao 20°C/s). As sequéncias de iniciadores de PCR usadas para cada
gene estdo descritas na Tabela 3. A quantificagdo de produtos da PCR foi
realizada usando o programa RelQuant(Roche).

Ensaio de Quantigene

As células foram colhidas e lisadas por 30 minutos a 53°C em
1X da mistura de lise do kit Quantigen®. Os lisados de células foram hibridi-
zados durante a noite a 53°C em placas de captura Quantigene® na presen-
ca de conjuntos de sondas especificas e a expressdo de mRNA foi quantifi-
cada linearmente usando sinal de luminescéncia Luminoskan.

Ensaios Celulares: (ELISAs, EIA)
Celulas 549

No final do periodo de transfecgao, as células A549 foram incu-
badas por 4 horas com IL-1B, MCP-1 humano e GM-CSF humano. Os so-
brenadantes foram colhidos e analisados usando ELISA quanto a IL-8, MPC-

1 humana e GM-CSF humano.
PBMSC

Depois da transfeccdo, PHA (10 ug/mL) foi adicionada as células
por 6 horas. Algumas células receberam tratamento com Rolipram (10
ug/mL) ou Forskolin (2uM) por 30 minutos antes da colheita das células. Os
sobrenadantes foram coletados e congelados até o momento de realizar E-
LISA para IL-2 e TNF-a, seguindo as diretrizes do fabricante. A determina-
cdo dos niveis de cAMP intracelular foi realizada em precipitados de células
que foram lisados e os lisados foram congelados até o momento de realiza-
cao EIA para cAMP, de acordo com os protocolos do fabricante.
Células NHBE:
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A células NHBE foram estimuladas por 4 horas com citomix (500
U/mL de TNF-o. + 10 ng/mL de IL1-B + 10 ng/mL de IFNy) no final do periodo
de transfeccdo. A secregédo da proteina MCP-1 foi medida no sobrenadante
por ELISA, com normalizagdo para a viabilidade celular conforme medida
por ensaio AlamarBlue.

Exemplo 1: Composi¢ao do Anti-sentido e Poténcia in vitro

A sequéncia e a composi¢do dos oligonucleotideos anti-sentido
preparadas neste estudo estdo mostradas nas Tabelas 1a, 1b, 1c e 1d. To-
dos os oligonucleotideos foram purificados por HPLC de troca i6nica ou ele-
troforese em gel e dessalinizados via cromatografia de exclusé@o de tamanho
usando contas de Sephadex G-25. As poténcias de algumas sequéncias
selecionadas e listadas na Tabelas 1a-1d estdo demonstradas nas figuras
1a e 1b, que mostram a redugdo de expressdo do gene das isoformas de
PDE especificas em células seguinte a transfeccdo com o AON indicado. A
figura 1A mostra que linhagens de células, células A549 para PDESA,
PDE3B e PDE7A ou célula 293 para PDE4A, PDE4B e PDE4D tinham niveis
decrescidos de isoformas alvo seguinte a transfec¢éo durante a noite com o
AON especifico. O nivel de expressdo de mRNA de PDE foi quantificado
usando o ensaio Quantigene® (Panomics) para PDE3A/B, PDE4D e PDE7A
e PCR em tempo real foi usado para quantificar a expressdo de PDE4A/4B.
Os niveis de isoforma de PDE foram normalizados para a expressdo de um
gene de controle (B2M, Ppib ou HPRT) e estes niveis foram comparados aos

‘niveis de expressdo das células nao tratadas.

Embora a maioria dos oligonucleotideos anti-sentido desenha-
dos tenha sido especifico para isoformas de PDE, alguns AON, em patrticular
as isoformas para PDE4, demonstraram especificidade dual para nocaute
alvo de mais que uma isoforma de PDE4. As sequéncias listadas na Tabela
1c descrevem os AON que demonstraram ter mais que um nocaute de gene
alvo com o AON simples. A figura 1 demonstra a eficacia desses AON que
foram desenhados para especificidade dual alvo. O AON TOP 1545 (SEQ ID
N2:14) e TOP 1556 (SEQ ID N2:24) reconhecem, cada um, sequéncias de
gene compartilhadas entre a isoforma de PDE4B e a isoforma de PDE4D
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(Tabela 1c), e demonstram nocaute de gene alvo para PDE4B e PDE4D,
enquanto os AON TOP 1507 (SEQ ID N2:10) e 1508 (SEQ ID N®:11) sao efi-
cazes na reducdo dos niveis de mRNA de PDE4A e PDE4D em celulas
transfectadas e ambas as sequéncias de AON compartilhadas entre as iso-
formas de PDE4A e PDE4D (Tabela 1c). Os dados sao expressos como %
de inibicdo especifica determinada por comparacao dos niveis de inibigao
obtidos com as sequéncias de pareamento errébneo ou de AON de sentido
com a % de inibicdo obtida com suas respectivas sequéncias de AON espe-
cificas de PDE.

Exemplo 2 Efeito da distribuicdo de AON nas fung¢des biologicas
das células

Este exemplo refere-se a eficacia do AON na funcéo bioldgica
de tipos de células diferentes, especificamente da secre¢ao de citocinas e
quimiocinas. As citocinas e quimiocinas sdo mediadores importantes da ati-
vacdo e recrutamento celular. Células epiteliais pulmonares podem desem-
penhar um papel na patofisiologia das doencas respiratérias inflamatorias
através da secrecao das quimiocinas que levam ao recrutamento de células
imunes, tais como neutrdfilos e mondcitos/macréfagos. Os niveis de inter-
leucina-8 (IL-8/CXCL8) e proteina-1 quimioatrativa de mondcito (MC‘P-
1/CCL2) sdo aumentados em pacientes com COPD (Szilasi M et al. Patho-
logy Oncology Research. 2006 12:52-60). Os niveis de IL-8 e MCP-1 podem
estar envolvidos no recrutamento de neutréfilos e macréfagos, respectiva-
mente. Ambas a IL-8 e a MCP-1 sdo secretadas pela linhagem de células
epiteliais pulmonares. A549 em resposta ao estimulo com IL-1B. As células
A549 estimuladas também secretam fator estimulador de granuldcitos-
macrofagos (GM-CSF), uma citocina conhecida por ativar neutréfilos e ma-
crofagos para a fungdo intensificada. A figura 2 demonstra a eficacia do AON
TOP 1497 (SEQ ID N2:90), que é especifico para isoforma de PDE4D, para
limitar a secrecdo de quimiocinas IL-8/CXCL-8 e MCP-1/CCL2 e a citocina
GM-CSF nas células A549 seguinte a transfecgéo de AON, durante a noite,
sao entdo estimuladas com IL-13 por 4 horas. O uso deste ensaio segue a
verificacdo de isoformas de PDE envolvidas na liberagdo dos mediadores
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inflamatdrios pelas células epiteliais pulmonares. Na figura 2, a contribuicao
da PDE4D, através de sua inibicao por TOP 1497 (SEQ ID N®°:90), nas célu-
las A549 esta claramente demonstrada ao passo que nao ha contribuicao da
PDESA nestas células para a liberagao das quimiocinas e das citocinas em-
bora a transfeccao com AON TOP 1716 (SEQ ID N2:92) tenha sido bem su-
cedida na reducdo dos niveis de mRNA deste gene. A figura 2 demonstra
alteragdes funcionais, especificamente a redu¢do do potencial inflamatério
através do decréscimo da secregao dos mediadores inflamatério que pode
ocorrer nas células epiteliais pulmonares seguinte a transfeccao com AON.

A figura 3 demonstra a eficacia do AON para limitar a fungao
bioldgica de tipos de células diferentes, especificamente as células mononu-
cleares sanglineas periféricas humanas (PBMCs). PBMCs referem-se a
uma populacdo mista de células imunes que secretam citocinas, especifica-
mente TNF-a que é conhecida por ativar macréfagos e IL-2, que é conheci-
da por ativar e estimular células T e celulas NK. As PBMCs humanas trans-
fectadas, durante a noite, com AON alvejando as isoformas de PDE, e entao
estimuladas no dia seguinte com fitoemaglutina (PHA) secretaram menos
TNF-o e IL que as PBMCs transfectadas com sequéncias de AON de pare-
amento errbneo ou de sentido (Figura 3). A transfeccao das PBMCs com o
AON descrito levou a uma reducao do potencial inflamatorio destes tipos de
células. Na COPD, a liberacao dos mediadores pro-inflamatdrios e quimoa-
trativos por células inflamatdrias e células epiteliais ativadas contribui para
ainda niveis aumentados de inflamagao (Szilasi M et al. Pathology Oncology
Research. 2006 12:52-60). '

Espera-se que a inibicdo da expressado de gene de PDE levaria
a atividade de PDE reduzida, que, por sua vez, resultaria em uma constru-
cao de células dentro de cAMP. A figura 3 demonstra que a transfecgao com
AON alvejando isoformas de PDE especificas levaram a niveis aumentados
de cAMP intracelular nas PBMCs (eixo a direita). Os dados representam as
alteracdes dos niveis tanto da citocina como da cAMP nas PBMCs seguinte
a transfeccao com AON especifico para PDE em comparagao com o niveis

depois da transfeccao com sequéncias de pareamento errébneo ou de senti-
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do.
As citocinas desempenham um papel critico na orquestracéo da

inflamacao crénica em todas as doengas, incluindo asma e COPD. TNF-a. é
uma das mais importantes citocinas pré-inflamatérias que € expressa em
varias doencas inflamatérias. Niveis de TNF-a sao acentuadamente aumen-
tados no esputo induzido dos pacientes com COPD (Keatings et al., Am. J.
Respir. Crit. Care Med. 1996; 153; 530-534). Além disso, ha evidéncia de
que os pacientes com COPD com perda de peso mostram liberagao aumen-
tada de TNF-a a partir das células circulantes e que TNF-a pode induzir a-
poptose das células da musculatura esquelética, resultando em fadiga mus-
cular e caquexia que sao caracteristicas encontradas em alguns pacientes
com COPD grave (De Godoy et al., Am. J. Respir. Crit. Care Med. 1996,
153, 633-637). TNF-a induz a expressao de gene de varias citocinas pro-
inflamatdrias incluindo ele mesmo e a IL-8. As citocinas, especificamente
TNF-a, estdao incluidas nos mediadores que mostraram terem aumentado

e/ou desempenhado um papel na patofisiologia das doencas respiratorias

- inflamatérias e estarem envolvidos na destrui¢cdo de tecido.

Inibidores de PDE4 provocaram uma reducdo da liberacdo das
citocinas e quimiocinas das células inflamatérias via um aumento da AMP
ciclica intracelular (Torphy, Am. J. Respir. Crit. Care Med. 1998, 167, 351-
370). Em contraste com os corticosterdides, os inibidores de PDE4 tém um
potente efeito inibidor sobre neutrdfilos (Au et al., Br. J. Pharmacol. 1998,
123, 1260-1266) indicando que eles podem ser uteis nos tratamentos antiin-
flamatérios para COPD. Ha evidéncia preliminar de que um inibidor de PDE4
Cilomilast melhora a funcdo do pulmdo e os sintomas dos pacientes com

P T

2001, 358, 265-270).
Como o TNF-o é considerado como um denominador comum

nas doencas inflamatérias e respiratérias crénicas, esta invengdo proporcio-
na uma ampla aplicacio terapéutica para tratar varias doencas inflamatorias.
Exemplo 3 AON modificado com a quimica de 2’-F-ANA de-

monstra eficacia aumentada e acdo prolongada para o nocaute de gene alvo
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Este exemplo refere-se a eficacia de AON especifico para PDE
quando as modificacdes com FANA sao feitas na quimica do AON. As Tabe-
las 2a-2g descrevem a composi¢cdo de AON modificada com residuos de F-
ANA. Na figura 4, as células A549 foram transfectadas por 24 horas com
AON TOP 1497 (SEQ ID N2:90) especifico para PDE4D tanto na composi-
cao de fosfotiorato (PS-DNA) ou contendo modificagdes ou contendo modifi-
cacdes da base FANA (PS-FANA; TOP 1497-F1 (SEQ ID N®:72), TOP-1497-
F5 (SEQ ID N2:76), TOP 1497-F6 (SEQ ID N2:77) como indicado na legenda
da figura 4. O nocaute de mRNA de PDE4D foi determinado usando o en-
saio Quantigene® (Panomics) com niveis de PDE normalizados para a ex-
pressdo de gene B2M. A modificagdo da sequéncia de TOP 1497 com mo-
némeros FANA, (TOP 1497-F1 (SEQ ID N272)) intensificou a eficacia do
AON em inibir a expresséo do gene alvo em doses entre 100-400 ng, mos-
trando, claramente, uma vantagem desta modificacao quanto a atividade de
AON (Figura 4a). Espera-se que as modificagdes de 2’-F-ANA intensifiquem
a estabilidade do AON, tornando-o mas resistente a digestao por nucleosi-
dase, que prolongaria sua atividade. Na figura 4b, a comparagéo das formu-
lacdes diferentes de AON, especifico para PDE4D, AON TOP 1497 em uma
dose simples, com o tempo mostra claramente que o AON contendo 2'-F-
ANA sustentou a atividade inibidora até 48 hp em comparac¢ao com PS-DINA
AON. Nas 48 horas pds-transfecgdo, nenhuma inibicdo € observada com a
formulacdo de PS-DNA de AON, contudo, mesmo modificando somente 5
das 19 bases AON TOP 1497-F6 (SEQ ID N2:77) com 2’-F-ANA, foi suficien-
te para sustentar um efeito inibidor para este periodo de tempo. A inibigao
sustentada foi aumentada por incorporagao de mais residuos de 2'-F-ANA
na sequéncia original como mostrada seguinte a transfeccdo com TOP
1497-F5 (SEQ ID N2:76) e TOP 1497-F1 (SEQ ID N2:72). A maior quantida-
de da composicao de 2’-F-ANA em AON produziu o efeito mais prolongado,
embora por transfeccdo durante a noite (24 h), PS-FANA contendo 7 resi-
duos produziu um nivel similar de inibicao que PS-FANA contendo 11 resi-

duos.
Exemplo 4 AON modificado com quimica de 2'F-ANA retém a
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funcao biolégica das células

Este exemplo refere-se a tolerancia de modificacao da quimica
com 2-F-ANA do AON especifico para PDE na redugéo das respostas infla-
matorias das células. Na figura 2, foi demonstrada a eficacia do AON especi-
fico para PDE em reduzir a secregdo de quimiocina por células epiteliais
pulmonares. Na figura 5, o efeito de AON contendo 2’-F-ANA na fungao bio-
I6gica de A5D9 foi estudado. As células A549 transfectadas com AON TOP
(SEQ ID N2:14) especifico para PDE4B/4D dual como PS-DNA ou com TOP
1545-F3 (SEQ ID N2:85) modificado com 2’-F-ANA demonstram niveis maio-
res de inibicao de secre¢ao de quimiocina quando AON contendo 2’-F-ANA
foram transfectados nas células A549 em comparagdo com AON n&o modifi-
cado.

Essa retencéo da eficacia bioldégica de AON contendo 2’-F-ANA
foi demonstrada em células primarias, especificamente PBMCs humanas.
Combinacdo de AON TOP 1545-F3 (SEQ ID N2:53) especifico para PDE7A
com AON TOP 1731-F2 (SEQ ID N2:53) especifico para PDE7A aumentou a
inibicdo de seus respectivos alvos de gene gquando o segundo anti-sentido
estava presente, embora a sequéncia de anti-sentido ndo apresentasse ho-
mologia com o outro gene alvo (Figura 6a). Na figura 6a as barras solidas
representam a % de inibigdo especifica do mRNA do gene alvo ou de
PDE4B, PDE4D ou PDE7A, quando ambos AON sao usados em combina-
cdo com cada um em uma dose baixa (3,2nM) em comparagédo com o AON
usado sozinho, em doses baixas e aitas (6,3nM), demonstrando que AON
contendo 2-F-ANA retém a funcado de nocaute de gene alvo nas células imu-
ne primarias. Quanto & fungao bioldgica, a transfec¢ao de PBMCs com com-
binacdo de TOP 1545-F3 (SEQ ID N2:85) especifico, dual, para PDE4B/4D
com AON TOP 1731-F2 (SEQ ID N2:53) especifico para PDE7A acarretou a
inibicdo da secre¢do de ambos os TNF-a e a IL-2. AON contendo 2'-F-ANA
retém sua funcionalidade para reduzir o potencial inflamatério das células
imunes.

Os resultados na figura 6a mostram também o efeito intensifica-

do que ocorre quando as combinacdes de AON especifico para dois genes
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alvo diferentes sao administradas as células ao mesmo tempo. Embora os
AON tenham sido administrados em uma concentracao que teve pouco a
nenhum efeito sobre seus genes alvo quando empregados sozinhos, quando
combinados, os AON induziram uma inibicdo significante da expressao de
gene de seus respectivos alvos (PDE4B e PDE4D para TOP 154-F3 (SEQ
ID N2:85), e PDE7A para TOP 1731-F2 (SEQ ID N2:53)).

Exemplo 5: Efeito do PDE4B/4D AON nos Genes Reguladores
Mitogénicos

A Tabela 1c descreve a sequéncia de AON TOP 1545 que tem
especificidade dual também tanto para PDE4B quanto para PDE4D. A se-
quéncia do AON TOP 1549 (SEQ ID N2:17) tem 100% de homologia com a
sequéncia de gene da timidilato sintase (TYMS) e 5 pareamentos erréneos
de pares de base com PDE4B e PDE4D. O AON TOP 1549 (SEQ ID N2:17)
inibe sua expressao de gene alvo (TYMS) em um modo de resposta de dose
(200, 400 e 800 ng) depois de 6 horas de transfeccao. Apesar de ter 5 pare-
amentos errbneos de pares de base com a sequéncia de gene de TYMS, o
AON TOP 1545 (SEQ ID N2:14) contendo 2’-F-ANA é também eficaz na ini-
bicao da expressao de gene de TYMS nas céiuias 293 depois de 6 horas de
transfecgdo. TYMS é uma enzima limitativa de taxa chave da sintese de
DNA e é supra-regulada em alguns canceres. O AON TOP 1545 (SEQ ID
N2:14) tem o potencial ndo somente de inibir a funcao do PDE através do
decréscimo dos niveis de mRNA de PDE4B e PDE4D, mas podem funcionar
para inibir a proliferacao de células através de seus efeitos sobre a expres-
sao de gene de TYMS. Essa figura demonstra que TOP 1545 (SEQ ID
N2:14) é uma nova molécula de anti-sentido que tem especificidade dual pa-
ra fosfodiesterase 4 (PDE4) e timidilato sintase (TS).

Os inibidores de PDE4 estao também descritos na literatura co-
mo agentes elevadores de cAMP. A inibicao de PDE4 bloqueia a ruptura de
cAMP em AMP, resultando no acumulo de cAMP. E bem sabido que altos
niveis intracelulares de cAMP podem matar de modo eficaz as células can-
cerosas in vitro.

Timidilato sintase (TYMS) é a fonte de monofosfato de timidina



10

15

20

25

30

53

para a maior parte dos organismos, que é necessaria para sintese de DNA e
divisdo celular, e é, portanto, um alvo anticancer ébvio. TYMS néo esta es-
truturalmente relacionada as PDEs, exceto por uma pequena extensao de 17
nucleotideos consecutivos em sua regiao de codificacao. TOP 1545 (SEQ ID
N2:14) alveja esta regido de homologia entre TYMS e PDE4B e PDE4D, fa-
zendo com que o TOP 1545 (SEQ ID N2:14) seja um composto anticancer
unico.

Exemplo 6: Poténcia do AON in vitro

Este exemplo mostra a redugcao da expressédo de gene nas célu-
las de macaco CYNOM-K1 transfectadas com o AON TOP1572-F2 (SEQ ID
Ne:122; figura 8A) especifico para PDE4D/4B ou 8a) ou AON TOP1731-F3
(SEQ ID N2:54, figura 8B) especifico para PDE7A. Niveis de mRNA de
PDE4D e PDE4B foram respectivamente reduzidos em 53% e 66% (Figura
8A) e a expressao de gene de PDE7A foi reduzida em 70% (Figura 8B) em
comparacdo com as células nao transfectadas.

Exemplo 7: Efeito da distribuicdo de AON sob as fungbes biolo-
gicas das células

Este exempio reiata a eficacia do AON TOP1572-F2 (SEQ iD
N2:122) especifico para PDE4D/4D e TOP1545 (SEQ ID N2:14) na redugao
do nivel de expressdao de mRNA de PDE4D (Figura 9 A) e a secregao de
citocina MCP-1 estimulada nas células NHBE em resposta a uma estimula-
cédo de 4 horas com citomix (500 U/mL de TNF-o + 10 ng/mL IL1-B + 10
ng/mL de IFNY) (Figura 9 B). TOP1572-F2 (SEQ ID N2:122) reduz o nivel de
expressdao de mRNA de PDE4D em 71% em correlagao com 34% de inibi-
céo da secrecdo de MCP-1. Similarmente, TOP1545 (SEQ ID N2:14) reduz
os niveis de expressdo de mRNA de PDE4D em 36% em correlagao com
46% de inibicdo da secrecao de MPC-1 com relacao as células transfecta-
das com os controles correspondentes.

Exemplo 8: Efeito da distribuicdo de AON sobre o efeito biologi-
co nas células

Este exemplo refere-se a eficacia de AON especifico para PDE

em inibir a secrecdo de citocinas proé-inflamatdrias por células mononuclea-
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res sanglineas periféricas humanas (PBMCs). As PBMCs sao uma popula-
cdo mista de leucdcitos incluindo linfécitos T, linfécitos B e mondci-
tos/macrofagos, todos os quais podem ser estimulados para liberar citocinas
pro-inflamatoérias. As PBMCs humanas transfectadas durante a noite com
TOP 1572 especifico para PDE4B/4D (Figura 10) e entao estimuladas no dia
seguinte com fitoemaglutina mitogénica (PHA, 10 ng/mL) por 6 horas, secre-
taram 51% menos da citocina pré-inflamatéria IL-2 (Figura 10 A) e 42% me-
nos de TNF-a )Figura 10 B) em comparagao com aquelas estimuladas com
PHA, mas nao transfectadas. Similarmente, as PBMCs transfectadas com o
AON TOP 1731 especifico para PDE7A (Figura 11) secretaram 48% menos
IL-2 e 60% menos TNF-a que aquelas PBMCs que nao foram transfectadas,
mas estimuladas com PHA.

Exemplo 9: Eficacia aumentada da inibicao de imunorrespostas
quando TOP 1572 e TOP 1731 sao combinados

Este exemplo refere-se ao efeito na reducao da secregao de IL-2
por PBMCs estimuladas com PHA quando os AON séao corhbinados. As
PBMCs transfectadas com 3,1nM de cada um de TOP 1572-F2 (SEQ ID
N2:122) e TOP 1731-F3 (SEQ iD N®:54) resuitaram-em um nivei de inibicao
de IL-2 (33%), que foi maior que os niveis de inibicdo observados seguinte a
transfeccao com cada AON sozinho em ambas as doses de 3,1nM e 6,3nM
(Figura 12). Neste exemplo, uma dose baixa de TOP 1572-F2 rendeu menos
que 10% de inibicdo de IL-2, ao passo que uma dose maior (6,3nM) rendeu
24% de inibicao de IL-12 (Figura 12). Com respeito ao TOP 1731-F3, uma
dose baixa (3,1nM) produziu 20% de inibicdo de IL-2 e este nivel n&o foi es-
tatisticamente aumentado quando a dose foi aumentada para 6,3nM (22%
inibicdo) (Figura 12). A combinacao de TOP 1572-F2 com TOP 1731-F3 pa-
ra resultar em 33% de inibicdo de secrecao de IL-2 pode ter sido devida ao
alvejamento das diferentes isoformas de PDE4B, PDE4D e PDE7A, simulta-
neamente (Figura 12).

Exemplo 10: Comparacao das quimicas de PS-DNA e PS-FANA

nas linhagens das células.
Este exemplo compara a eficacia de PS-DNA AON a eficacia de
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PS-FANA AON na reducdo da expressao de mRNA alvo. A versao de
TOP1572-F2 (SEQ ID N2:122) apresenta uma duracao de agao mais longa
que PS-DNA padrao versao TOP1572 (SEQ ID N240) na redugdo da ex-
pressao de mRNA de ambas as PDE4D (Figura 13A) e PDE4B (Figura 13B).
Depois de 72 horas de transfeccao nas células 293, o TOP1572-F3 ainda
reduz 72% de expressao de mRNA de PDE4B e 55% de mRNA de PDE4D
ao passo que a eficacia do TOP 1572 é reduzida em 18% para mRNA de
PDE4B e 55% de mRNA de PDE4D Aumento da atividade de FANA AON é
também observada em doses mais baixas. A versao TOP1731-F3 (SEQ ID
N2:54) é melhor que a versdao PS-DNA TOP1731 (SEQ ID N22) no bloqueio
da expressdao de mRNA de PDE7A em células A549 transfectadas por 48
horas em doses de 125nM e 75nM (Figura 14).

Embora as modalidades preferidas da invengdo tenham sido
descritas aqui, sera entendido por aqueles versados na técnica que varia-
cOes podem ser feitas nestas sem se desviar do espirito da invengao ou do
escopo das reivindicagcdes apensas. Todos os documentos citados sao aqui
incorporados a titulo de referéncia.

T~ 1~ —~
laoeila 1a.

Gene Alvo Numero de | Anti-sentido | Sequéncia de Anti-sentido SEQ ID N2
Acesso ID (5'-3)
TOP1730 TCATGAGTGGCAGCTGCAA 1
TOP1731 TCATGAGTGGCAGCTGCAATT 2
PDE7A NM_002603 | TOP1732 CATGAGTGGCAGCTGCAATTAA 3
TOP1733 GAGTGGCAGCTGCAATTAAGC 4
TOP1734 ATGAGTGGCAGCTGCAATTAA 5
TOP1735 AGATCATGAGTGGCAGCTGCA 6
TOP1736 GAGTGGCAGCTGCAATTAA 7
TOP1737 GATCATGAGTGGCAGCTGCAA 8
Tabela 1b.
Gene Alvo Numero de Anti-sentido | Sequéncia de Anti-sentido (5'-3’) SEQ ID N#:
Acesso ID
PDE3A NM_000921 TOP1313 CCTCAGCACCAGCCATGTCG 9
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Tabela 1c.

PDE4A+4D | NM_006202 | TOP1507 GTGCTTGTCACACATGG 10
NM_006203 | TOP1508 GTCCTCCAAAGTGTCC 11
TOP1511 GGTCTCTAGCTGGTC 12

TOP1544 ATGGTAATGGTCTTC 13

TOP1545 TCTGCCCATGTCTCCCA 14

PDE4B+4D NM_002600 TOP1546 AAGACCCCATTTGTTCA 15
NM_006203 | TOP1547 TCTGCCCAGGTCTCCCA 16
TOP1549 GAGGCCCATGTCTCCCG 17

TOP1550 TCTGCCCATGTCTCCCAGA 18

TOP1551 TCTGCCCATGTCTCCCACA 19

TOP1552 TCTGCCCATGTCTCCCAGAG 20

TOP1553 TCTGCCCATGTCTCCCACAA 21

TOP1554 GGTTGCTCAGGTCTGCACAGT 22

TOP1555 GGTTGCTCAGATCTGCACAGT 23

TOP1556 GGTTGCTCAGITCTGCACAGT 24

TOP1557 TCAGCATGGTAATGGTCTT 25

TOP1558 GCCACITCAGCATGGTAAT 26

TOP1559 TACATCAAIGCAAGTTC 27

TOP1560 ATGTCACAGTITTCTTC 28

TOP1561 TGTCAATIACCATTITTCCT 29

TOP1562 GTTTCIACCATIGTCTTCA 30

TOP1563 CTTTCTTAGTTTCIACCAT 31

TOP1564 TCTGCACAGTGCACCAT 32

TOP1565 GTCTGTAIGGTCTCTAGCT 33

TOP1566 TGTAIGGTCTCTAGCTGGT 34

TOP1567 TTCTTGACTCCACTIATCT 35

TOP1568 AATCAAGTCATCICCGTGT 36

TOP1569 GTTGTGATAIGCCACITCA 37

TOP1570 ATTITACATCAAIGCAAGT 38

TOP1571 TGTTTIGACATATCIGTT 39

TOP1572 GGTTGCTCAGITCTGCACA 40

TOP1573 GGTTGCTCAGATCTGCACA 113

TOP1574 TTGCTCAGATCTGCA 114
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Tabela 1d
Gene Numero de | Anti-sentido Sequéncia de Anti-sentido SEQID
Alvo Acesso ID (5-3") °;
PDE3B TOP1360 TCAGCAGCGTCCGCAGCCAG 89
PDE4D NM_006203 | TOP1497 CTGCCTCCTCTTCAACCTG 90
PDE4A+4B | NM_006202 | TOP1512 CCATGATGCGGTCTGTCCA 91
NM_002600
PDE7A NM_002603 | TOP1716 TCATGAGTGGCAGCTGC 92
Tabela 2a
Gene Numero de Anti-sentido Sequéncia de Anti-sentido SEQID
Alvo Acesso ID (5°-3) o
TOP1716 TOP1716-F1 PS-TCA TGA gtg gca GCT GC 41
TOP1716-F2 PS-TCA tgA GTg gCA gcT GC 42
TOP1716-F3 PS-tCa TgA gTg GcA gCt gC 43
PDE7A TOP1716-F4 PS-TCA tGA gtg gca GCT GC 44
' TOP1716-F5 PS-TCA tga gig gca GCT GC 45
TOP1714 TOP1714-F1 PS-GCT TAg gtt cct TTA AGT 46
TOP1729 TOP1729-F1 PS-CAG ATc atg agt ccC AGC TG 47
TOP1730 TOP1730-F1 PS-TCA TGa gtg gca gCT GCA A 48
TOP1730-F2 PS-TCA Tga gtg gca gct GCA A 49
TOP1730-F3 PS-TCa tga gtg gca gct GCA A 50
TOP1730-F4 PS-TCa iga gig gcA GCT GCA A 51
TOIP1731 TOP1731-F1 PS-TCA TGa gtg gca gct GCA ATT 52
TOP1731-F2 PS-TCA Tga gtg gca gct gcA ATT 53
TOP1731-F3 PS-TCa tga gtg gca gct gcA ATT 54
TOP1731-F4 PS-TCa tga gtg gcA GCT GCA ATT 55
TOP1731-F5 PS-TCA Tga gtg GCa gct gcA ATT 115
TOP1731-F6 PS-TCa tGA gtg GCA gct gcA ATT 116
TOP1733 TOP1733-F1 PS-GAG TGg cag ctg caa TTA AGC 56
TOP1734 TOP1734-F1 PS-ATG AGt ggc agc tgc AAT TAA 57
TOP1736 TOP1736-F1 PS-GAG TGg cag ctg cAA TTA A 58
TOP1737 TOP1737-F1 PS-GAT CAt gag tgg cag CTG CAA 59
Tabela 2b
Gene Numero de | Anti-sentido Sequéncia de Anti-sentido SEQ ID
Alvo Acesso 1D (5-3’) 2
TOP1311-F1 PS-CGG CCA AGC agc tga gCA CC 60
PDE3A | TOP1311 TOP1311-F2 PS-CGG CCA Agc agc tgA GCA CC 61
TOP1311-F3 PS-CGG CCA agc agc TGA GCA CC 62
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Tabela 2c.
Gene Numero de Anti-sentido Sequéncia de Anti-sentido SEQ ID
Alvo Acesso iD (5°-3") o
TOP1360-F1 PS-TCA GCA Gcg tcc gCA GCC AG 63
PDE3B | TOP1360 TOP1360-F2 PS-TCA gca gCG Tcc gCA gcc AG 64
TOP1360-F3 PS-TCA gCa gCg TCC gCa gCC ag 65
Tabela 2d.
Gene Numero de Anti-sentido Sequéncia de Anti-sentido SEQ ID
Alvo Acesso ID (5’-3") 2:
TOP1413-F1 PS—GCC ACG ctc gcg CTC TC 66
PDE4A | TOP1413 TOP1413-F2 PS—GCC acg CTC gcg ctC TC 67
TOP1413-F3 PS—gcec ACG ctc GCG CTc tc 68
Tabela 2e.
Gene Numero de Anti-sentido Sequéncia de Anti-sentido SEQ ID
Alvo Acesso ID (5-3") 2
TOP1498-F1 PS-CTT CAggctggC TTTCCT C 69
TOP1498 TOP1498-F2 PS-ctT Cag gCT ggC Tit CCtc 70
PDE4D TOP1498-F3 PS-cttcag gct gGC TTT CCT C 71
TOP1497-F1 PS-CTG CCT cct ctt caA CCT G 72
TOP1497 TOP1497-F2 PS-ctg cCT CCt ctT CAAcct g 73
TOP1497-F3 PS-ctg cCT CCt BiT CAA ccta 74
TOP1497-F4 PS-CTg cCT cct ctt caA CCT G 75
TOP1497-F5 PS-CTg cct cct ctt caA CCT G 76
TOP1497-F6 .PS-ctg cct cct ctt caA CCT G 77
Tabela 2f.
Gene Numero de | Anti-sentido Sequéncia de Anti-sentido SEQ ID
Alvo Acesso iD (5°-3) 2
TOP1432-F1 PS—-GAC CGG Tag gtc tgT ATG GT 78
PDE4B TOP1432 TOP1432-F2 PS—-GAC CGG Tag gtc tgT BTG GT 79
TOP1432-F3 PS-GAC Cgg tag gtC TGT BTG GT 80
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Tabela 2g.
Gene Numero de | Anti-sentido Sequéncia de Anti-sentido SEQ ID
Alvo Acesso ID (5°-3) °:
PDE4A+
4D TOP1505 TOP1505-F1 PS-GTC CAC tgg cgG TAC AG 81
PDE4A+
4B TOP1512 TOP1512-F1 PS-CCA TGA tgc ggt cTG TCC A 82
TOP1545-F1 PS-TCT GCc cat gtC TCC CA 83
TOP1545-F2 PS-TCt gcc cat gic TCC CA 84
PDE4B+ |
4D TOP1545 TOP1545-F3 PS-TCt gcc cat gtc tCC CA 85
TOP1545-F4 PS-TCt gcc cat gTC tcC CA 86
TOP1545-F5 PS-TcT gCc CaT gTc TcC cA 87
TOP1545-F6 PS-TCt gcc CAT gic tCC CA 88
TOP1556 TOP1556-F1 PS-GGT TGc tca git ctg CAC AGT 117
TOP1556-F2 PS-GGt tgc tca git ctg cAC AGT 118
TOP1570 TOP1570-F1 PS-ATt ita cat caa igC AAG T 119
TOP1570-F2 PS-ATt ita CAT caa igC AAG T 120
TOP1572 TOP1572-F1 PS-GGT TGc tca git cTG CAC A 121
TOP1572-F2 PS-GGt tgc tca git ctG CAC A 122
TOP1572-F3 PS-GGt tgc TCA git ctG CAC A 123
TOP1572-F4 PS-GGt tgc tca git ctg CAC A 124
TOP1573 TOP1573-F2 PS-GGt tgc tca gat ctg CAC A 125
TOP1574 TOP1574-F2 PS-TTG ctc aga tct GCA 126
Tabela 3.
Gene alvo | Iniciador de sentido (5'-3’) SEQ Tamanho do Produto
ID N2 (bp)
PDE7A TCAGGCCATGCACTGTTACT 93 229
PDE3A CAACAGTGACAGCAGTGACATT 95 166
PDE3B GATTCTTTGGGATTGGGACT 97 212
PDE4A ATCAACACCAATTCGGAGCT 99 199
PDE4B TGGCAGACCTGAAGACAATG 101 181
PDE4D CAGAATATGGTGCACTGTGC 103 192
HPRT ATCAGACTGAAGAGCTTTGTAATGACCA 105 230
B2M CAAGGACTGGTCTTTCTATCTCTTIGT 107 338
PPIB AGAGCATCTACGGTGAGCG 109 196
TYMS AAGAATCATCATGTGCGCTT 111 226
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Gene alvo | Iniciador de sentido (5’-3’) SEQ Tamanho do Produto
ID N2 (bp)
PDE7A CCTGATTCTCTCAATAAGCCC 94 229
PDE3A TTGAGTCCAGGTTATCCATGAC 96 166
PDE3B ATCTTTGGCCTACAGGAACC 98 212
PDE4A CCAGCACCATGTCGATGAC 100 199
PDE4B AAATTCCTCCATGATGCGG 102 181
PDE4D AGTCTATGAAGCCCACCTGTG 104 192
HPRT TGGCTTATATCCAACACTTCGTG 106 230
B2M GTGGAGCAACCTGCTCAGATAC 108 338
PPIB CTTCCGCACCACCTCCA 110 196
TYMS GTGTGTATAAAGTCACCTGGCTT 112 226
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Listagem de Sequéncias

<110> Topigen Pharmaceuticals Inc.
<120> Oligonuclectideos que Afetam a Expressdo de Fosfodiesterases
<170> PatentIn versdo 3.4
<213> Humano
<221> Miscelédneas
<223> Inosina
<223> Nucleotideos nas posigdes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 13, 14, 15, e 17 sd&o
2’ -deséxi-2° -fluorabinonucleotideos
<223> Todos os nucleotideos estdo ligados por ligac¢des de fosforotioa-
to
<223> Ligante de butanodiol
SEQUENCE LISTING
<110> Topigen Pharmaceuticals Inc.
<120> Oligonucleotideos que Afetam a Expressdo de Fosfodiesterases
<130> 13424-15PCT
<150> UsS 60/801,384
<151> 2006-05-19
<160> 126
<170> PatentIn versdo 3.4
<210> 1
<211> 19
<212> DNA
<213> Humano
<400> 1
tcatgagtgg cagctgcaa ' 19
<210> 2
<211> 21
<212> DNA
<213> Humano
<400> 2
tcatgagtgg cagctgcaat t 21
<210> 3
<211> 22
<212> DNA
<213> Humano
<400> 3
catgagtggc agctgcaatt aa 22
<210> 4
<211> 21
<212> DNA
<213> Humano
<400> 4

gagtggcagc tgcaattaag ¢ 21



<210> 5
<211> 21
<212> DNA
<213> Humano
<400> 5

atgagtggca gctgcaatta a

<210> 6
<211> 21
<212> DNA
<213> Humano
<400> 6

agatcatgag tggcagctgc a

<210> 7
<211> 19
<212> ) DNA
<213> Humano
<400> 7

gagtggcagc tgcaattaa

<210> 8
<211> 21
<212> DNA
<213> Humano
<400> !

gatcatgagt ggcagctgca a

<210> 9
<211> 20
<212> DNA
<213> Humano
<400> 9

cctcagcacc agccatgtcg

<210> 10

<211> 17

<212> DNA

<213> Homo sapiens
<400> 10

gtgcttgtca cacatgg

<210> 11

<211> 16

<212> DNA

<213> Homo sapiens
<400> 11

gtccteccaaa gtgtcc

<210> 12 .
<211> 15
<212> DNA

62

21

21

19

21

20

17

16
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<213> Homo sapiens

<400> 12
ggtctctagc tggtc

<210> 13

<211> 15

<212> DNA

<213> Homo sapiens
<400> 13

atggtaatgg tcttc

<210> 14

<211> 17

<212> DNA

<213> Homo sapiens
<400> 14

tctgcccatg tctccca

<210> 15

<211> 17

<212> DNA

<213> Homo sapiens
<400> 15

aagaccccat ttgttca

<210> 16

<211> 17

<212> DNA

<213> Homo sapiens
<400> i6

tctgcccagg tctccca

<210> 17

<211> 17

<212> DNA

<213> Homo sapiens
<400> 17

gaggcccatg tctcceccecg

<210> 18

<211> ° 19

<212> DNA

<213> Homo sapiens
<400> 18

tctgcccatg tctcccaga

<210> 19

<211> 19

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 19

15

15

17

17

17

17

19



tctgcccatg tctcccaca

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

<400>

20

20

DNA

Homo sapiens

20

tctgcccatg tctcccagag

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

<400>

21

20

DNA

Homo sapiens

21

tctgcccatg tctcccacaa

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

<400>

ggttgctcag gtctgcacag t

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

<400>

ggttgctcag atctgcacag t

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

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

<400>

ggttgctcag ntctgcacag t

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

<400>

22

21

DNA

Homo sapiens

22

23

21

DNA

Homo sapiens

23

24

21

DNA

Homo sapiens

Regido de interesse bioldgico

(11) .. (11)
Inosina
24

25

19

DNA

Homo sapiens

25

tcagcatggt aatggtctt

<210>
<211>
<212>

26
19
DNA

64

19

20

20

21

21

21

19



<213>

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

<400>

65

Homo sapiens

Regido de interesse bioldgico
(6)..(6)
Inosina

26

gccacntcag catggtaat

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

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

<400>

27

17

DNA

Homo sapiens

Regido de interesse bioldgico
(9)..(9)

. Inosina

27

tacatcaang caagttc

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

<220>

<221>
<222>

P

<223>

<400>

28

17

DNA

Homo sapiens

Regido de interesse bioldgico
£11) {11%)

Nb e/ o« \ady

Inosina

28

atgtcacagt nttcttc

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

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

<400>

29

19

DNA

Homo sapiens

Regido de interesse bioldgico

(8)..(8)
Inosina
29

tgtcaatnac cattttcct

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

<220>
<221>
<222>

30

19

DNA

Homo sapiens

Regiéo de iﬁté%éééé‘biolégico
(6)..(6)

19

17

17

19
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<223> Inosina

<220>

<221> Regifo de interesse bioldgico
<222> (12)..(12)

<223> Inosina

<400> 30

gtttcnacca tngtcttca

<210> 31

<211> 19

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico
<222> (14) ..(14)

<223> Inosina

<400> 31

ctttcttagt ttcnaccat

<210> 32

<211> 17

<212> DNA

<213> Homo sapiens
<400> 32

tctgcacagt gcaccat

<210> 33

<211>

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico
<222> (8)..(8)

<223> Inosina

<400> 33

gtctgtangg tctctagct

<210> © 34

<211> 19

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>

<221> Regido de interesse bioldégico
<222> (5)..(5)

<223> Inosina

<400> 34

tgtanggtct ctagctggt

<210> 35

19

19

17

19

19



<211>
<212>
<213>

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

<400>

67

19
DNA
Homo sapiens

Regido de interesse bioldgico
(15)..(15)
Inosina

35

ttcttgactc cactnatct

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

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

<400>

36

19

DNA

Homo sapiens

Regido de interesse bioldgico

(13)..(13)
Inosina
36

aatcaagtca tcnccgtgt

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

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

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

<400>

37

19

DNA

Homo sapiens

Regido de interesse bioldgico
(10)..(10)
Inosina

Regido de interesse bioldgico

(16)..(16)
Inosina
37

gttgtgatan gccacntca

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

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

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

<400>

38

19

DNA

Homo sapiens

Regido de interesse bioldgico
(4)..(4)
Inosina

Regido de interesse bioldgico
(13)..(13)
Inosina

38



attntacatc

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

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

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

<400>
tgtttngaca

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

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<223>

<400>

tcatgagtgg cagctgc

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

<220>
<221>

68

aangcaagt 1°

39

18

DNA

Homo sapiens

Regido de interesse bioldgico
(6)..(6)
Inosina

Regido de interesse bioldgico
(15)..(15)
Inosina

39

tatcngtt 18

40

19

DNA

Homo sapiens

Regido de interesse bioldgico
(11)..(11)
Inosina

Regido de interesse bioldgico
Nucleotideos nas posig¢gdes 1, 2, 3, 4, 5, 6,
sdo 2'-dedxi-2'-fluoroarabinonucleotideos.

i3, 14, 15, 16, 17

Regido de interesse bioldégico
Todos os nucleotideos estdo ligados por ligac¢des de fosforotio-
ato.

41
17

42

17

DNA
Humano

Regido de interesse bioldgico
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<223> Nucleotideos nas posigdes 1, 2, 3, 6, 7, 8, 11, 12, 15, 16, 17
sdo 2'-dedxi-2'-fluorocarabinonucleotideos.

<220>

<221> Regido de interesse bioldégico

<223> Todos os nucleotideos estdo ligados por liga¢des de fosforotio-
ato.

<400> 42

tcatgagtgg cagctgc 17

<210> 43

<211> 17

<212> DNA

<213> Humano

<220>

<221> Regifo de interesse biolégico

<223> Nucleotideos nas posi¢des 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 17 sd@o 2'-
dedéxi-2'-fluorocarabinonucleotideos.

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Todos os nucleotideos estdo ligados por liga¢des de fosforotio-
ato.

<400> 43

tcatgagtgg cagctgc 17

<210> 44

<211> 17

<212> DNA

<213> Humano

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Nucleotideos nas posig¢des 1, 2, 3, 5, 6, 13, 14, 15, 16, 17 sdo
2'-dedxi-2'-fluorocarabinonucleotideos.

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Todos os nucleotideos estdo ligados por liga¢des de fosforotio-
ato.

<400> 44

tcatgagtgg cagctgc 17

<210> 45

<211> 17

<212> DNA

<213> Humano

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Nucleotideos nas posigdes 1, 2, 3, 13, 14, 15, 16, 17 sdo 2'-
dedéxi-2'-fluorocarabinonucleotideos.

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Todos os nucleotideos estdo ligados por ligagdes de fosforo-



<400>
tcatgagtgg

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

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<223>

<400>
gcttaggttc

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

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<223>

<400>
cagatcatga

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

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<223>

<400>
tcatgagtgg

70

tioato.

45
cagctgc 17

46

18

DNA
Humano

Regido de interesse bioldgico
Nucleotideos nas posig¢des 1, 2, 3, 4, 5, 13, 14, 15, 16, 17, 18
sdo 2'-~dedxi-2'-fluoroarabinonucleotideos.

Regido de interesse bioldgico
Todos os nucleotideos estdo ligados por ligac¢des de fosforotio-
ato.

46
ctttaagt 18

47

20

DNA
Humano

Regido de interesse bioldgico
Nucleotideos nas posig¢des 1

P
aXA~A 21 A Lara DV 3
sdc 2'-dedxi-2'-flucrcarabkinc

Regido de interesse bioldgico
Todos os nucleotideos estdo ligados por ligacdes de fosforotio-
ato.

47
gtcccagctg 20

48

19

DNA
Humano

Regido de interesse bioldgico
Nucleotideos nas posig¢des 1, 2, 3, 4, 5, 14, 15, 16, 17, 18, 19
sdo 2'-dedxi-2'-fluorocarabinonucleotideos.

Regido de interesse bioldgico
Todos os nucleotidecs estdo ligados por ligac¢des de fosforotio-
ato.

48
cagctgcaa o 19
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<210> 49

<211> 19

<212> DNA

<213> Humano

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Nucleotideos nas posi¢des 1, 2, 3, 4, 16, 17, 18, 19 sé&o

2'-dedxi-2'-fluorocarabinonucleotideos.

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Todos os nucleotideos estdo ligados por ligag¢des de fos-

forotioato.

<400> 49

tcatgagtgg cagctgcaa 19

<210> 50

<211> 19

<212> DNA

<213> Humano

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Nucleotideos nas posig¢des 1, 2, 16, 17, 18, 19 sdo 2'-dedxi-2'-

fluoroarabinonucleotideos.

<220> )

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Todos os nucleotideos estdo ligados por liga¢des de fosforotio-

ato.

<400> 50

tcatgagtgg cagctgcaa 19

<210> 51

<211> 19

<212> DNA

<213> Humano

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Nucleotideos nas posig¢des 1, 2, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19
sdo 2'-dedxi-2'-fluorocarabinonucleotideos.

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Todos os nucleotideos estdo ligados por liga¢des de fosforotio-
ato.

<400> 51

tcatgagtgg cagctgcaa 1°

<210> 52

<211> 21

<212> DNA

<213> Humano
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<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Nucleotideos nas posicgdes 1, 2, 3, 4, 5, 16, 17, 18, 19, 20, 21
sdo 2'-dedxi-2'-fluorocarabinonucleotideos.

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Todos os nucleotideos estdo ligados por ligagdes de fosforotio-
ato.

<400> 52

tcatgagtgg cagctgcaat t 21

<210> 53

<211> 21

<212> DNA

<213> Humano

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Nucleotideos nas posi¢des 1, 2, 3, 4, 18, 19, 20, 21 s&do 2'-
dedxi-2'-fluoroarabinonucleotideos.

<220>‘

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Todos os nucleotideos estdo ligados por ligacdes de fosforotio-
ato.

<400> 53

tcatgagtgg cagctgcaat t 21

<210> 54

<211> 21

<212> DNA

<213> Humano

<220>

<221> Regido de interesse bioldégico

<223> Nucleotideos nas posigdes 1, 2, 18, 19, 20, 21 sdo 2'-dedxi-2'-
fluoroarabinonucleotideos.

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Todos os nucleotideos estdo ligados por ligac¢des de fosforotio-
ato.

<400> 54

tcatgagtgg cagctgcaat t 21

<210> 55

<211> 21

<212> DNA

<213> Humano

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Nucleotideos nas posigdes 1, 2, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,

<220>

20, 21 sdo 2'-dedxi-2'-fluoroarabinonucleotideos.



<221>
<223>

<400>
tcatgagtgg

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

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<223>

<400>
gagtggcagc

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

<220>
<221>

<223>

<220>
<221>
<223>

<400>
atgagtggca

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

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<223>

<400>
gagtggcagc

73

Regido de interesse bioldgico
Todos os nucleotideos estdo ligados por ligag¢des de fosforo-
tioato.

55
cagctgcaat t 21

56

21

DNA
Humano

Regido de interesse bioldgico
Nucleotideos nas posigdes 1, 2, 3, 4, S5, 16, 17, 18, 19, 20, 21
sdo 2'-dedéxi-2'-fluoroarabinonucleotideos.

Regido de interesse bioldgico
Todos os nucleotideos estdo ligados por ligag¢des de fosforotio-
ato.

56
tgcaattaag ¢ 21

57

21

DNA
Humano

interesse bioldgico

Nucleotideos nas posig¢des 1, 2, 3, 4, 5, 16, 17, 18, 19, 20, 21
sdo 2'-dedxi-2'-fluorocarabinonucleotideos.

Regido de

Regido de interesse bioldgico
Todos os nucleotideos estdo ligados por ligacdes de fosforotio-
ato.

57
gctgcaatta a 21

58

19

DNA
Humano

Regido de interesse bioldgico
Nucleotideos nas posig¢des 1, 2, 3, 4, 5, 14, 15, 16, 17, 18, 18
sdo 2'-dedxi-2'-fluorocarabinonucleotideos.

Regido de interesse bioldgico
Todos os nucleotideos estdo ligados por ligacdes de fosforotio-
ato.

58
tgcaattaa 19
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<210> 59

<211> 21

<212> DNA

<213> Humano

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Nucleotideos nas posic¢des 1, 2, 3, 4, 5, 16, 17, 18, 19, 20, 21

sdo 2'-dedxi-2'-fluoroarabinonucleotideos.

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Todos os nucleotideos estdo ligados por ligag¢des de fosforotio-
ato.

<400> 59

gatcatgagt ggcagctgca a 21

<210> 60

<211> 20

<212> DNA

<213> Humano

<220>

<221> Regido de interesse biolégico

<223> Nucleotideos nas posicgdes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 17, 18, 19,
20 sdo 2'-dedxi-2'-fluoroarabinonucleotideos.

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Todos os nucleotideos estdo ligados por ligac¢des de fosforotio-
ato.

<400> 60

cggccaagca gctgagcacc ‘ 20

<210> 61

<211> 20

<212> DNA

<213> Humano

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Nucleotideos nas posicdes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 15, 16, 17, 18,
19, 20 sdo 2'-dedxi-2'-fluorocarabinonucleotideocs.

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Todos os nucleotideos estdo ligados por ligag¢des de fosforotio-
ato.

<400> 61 )

cggccaagca gctgagcacc 20

<210> 62

<211> 20

<212> DNA

<213> Humano



75

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Nucleotideos nas posig¢bes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20 s3do 2'-dedxi-2'-fluoroarabinonucleotideos.

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Todos os nucleotideos estdo ligados por ligacdes de fosforotio-
ato.

<400> 62

cggccaagca gctgagcacc 20

<210> 63

<211> 20

<212> DNA

<213> Humano

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Nucleotideos nas posig¢des 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20 s&d@o 2'-dedéxi-2'-fluorocarabinonucleotideos.

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Todos os nucleotideos estdo ligados por ligag¢des de fosforotio-
ato.

<400> - 63

tcagcagcgt ccgcagccag 20

<210> 64

<211> 20

<212> DNA

<213> Humano

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Nucleotideos nas posig¢des 1, 2, 3, 8, 9, 10, 14, 15, 19, 20 sé&do
2'-dedxi-2'-fluorcarabinonucleotideos.

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Todos os nucleotideos estdo ligados por ligac¢cdes de fosforotio-
ato.

<400> 64

tcagcagcgt ccgcagccag 20

<210> 65

<211> 20

<212> DNA

<213> Humano

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Nucleotideos nas posig¢des 1, 2, 3, 5, 8, 10, 11, 12, 14, 17, 18

sdo 2'-dedxi-2'-fluorocarabinonucleotideocs.

<220>
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<221> Regifo de interesse bioldgico

<223> Todos os nucleotideos estdo ligados por ligag¢des de fosforotio-
ato.

<400> 65

tcagcagcgt ccgcagccag 20

<210> 66

<211> 17

<212> DNA

<213> Humano

<220>

<221> Regifo de interesse bioldgico

<223> Nucleotideos nas posig¢des 1, 2, 3, 4, 5, 6, 13, 14, 15, 16, 17
sdo 2'-dedxi-2'-fluoroarabinonucleotideos.

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Todos os nucleotideos estdo ligados por ligag¢des de fosforotio-

- ato.

<400> 66

gccacgctcg cgctctce 17

<210> 67

<211> 17

<212> DNA

<213> Humano

<220>

<221> RegiZc de interesse biocldégice .

<223> Nucleotideos nas posig¢des 1, 2, 3, 7, 8, 9, 15, 16, 17 sdo 2'-
dedxi-2'-fluorocarabinonucleotideos.

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Todos os nucleotideos estdo ligados por ligag¢des de fosforotio-
ato. :

<400> 67

gccacgctcg cgctctce 17

<210> 68

<211> 17

<212> DNA

<213> Humano

<220>

<221> Regido de interesse biolégico

<223> Nucleotideos nas posigdes 4, 5, 6, 10, 11, 12, 13, 14 s&o 2'-
dedxi-2'-fluorcarabinonucleotideos.

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Todos os nucleotideos estdo ligados por liga¢des de fosforotio-
ato.

<400> 68 S

gccacgcteg cgctctc 17
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<210> 69

<211> i°

<212> DNA

<213> Humano

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Nucleotideos nas posic¢cdes 1, 2, 3, 4, 5, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19 sdo 2'-dedxi-2'-fluoroarabinonucleotideos.

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Todos os nucleotideos estdo ligados por ligag¢des de fosforotio-

ato.

<400> 69

cttcaggctg gctttcctce 19

<210> 70

<211> 19

<212> DNA

<213> Humano

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Nucleotideos nas posic¢des 3, 4, 8, 9, 12, 13, 16, 17 sdo 2'-
dedxi-2'-fluoroarabinonucleotideos.

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Todos os nucleotideos estdo ligados por ligagdes de fosforotio-
ato.

<400> 70

cttcaggctg gctttcectc 19

<210> 71

<211> 19

<212> DNA

<213> Humano

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Nucleotideos nas posi¢des 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 séo
2'-dedxi-2'-fluorocarabinonucleotideos.

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Todos os nucleotideos estdo ligados por ligag¢des de fosforotio-
ato.

<400> 71

cttcaggctg gctttcectce 19

<210> 72

<211> 19

<212> DNA

<213> Humano
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<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Nucleotideos nas posicgdes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 15, 16, 17, 18, 19
sdo 2'-dedxi-2'-fluoroarabinonucleotideos.

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Todos os nucleotideos estdo ligados por ligacdes de fosforotio-
ato.

<400> 72

ctgccteccte ttcaacctg 19

<210> 73

<211> 19

<212> DNA

<213> Humano

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Nucleotideos nas posic¢des 5, 6, 7, 8, 12, 13, 14, 15 sdo 2'-
dedéxi-2'-fluoroarabinonucleotideos.

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Todos os nucleotideos estdo ligados por liga¢des de fosforotio-
ato.

<400> 73

ctgccteccte ttcaacctg 19

<210> 74

<211> 19

<212> DNA -

<213> Humano

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Nucleotideos nas posigdes 5, 6, 7, 8, 12, 13, 14, 15 s&o 2'-
dedéxi-2'-fluoroarabinonucleotideos.

<220>

<221> Regido de interesse bioldégico

<223> Todos os nucleotideos estdo ligados por ligag¢des de fosforotio-
ato.

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<222> (10)..(10)

<223> Ligante butanodiol

<400> 74

ctgcctceccectn ttcaacctg 19

<210> 75

<211> i9

<212> DNA

<213> Humano

<220>



<221>
<223>

<220>
<221>
<223>

<400>
ctgcctectce

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

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<223>

<400>
ctgcctecte

<210>

<211>
<212>

Ta il

<213>

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<223>

<400>
ctgcctectce

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

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>

79

Regido de interesse bioldgico
Nucleotideos nas posic¢des 1, 2, 5, 6, 15, 16, 17, 18, 19 sdo 2'-
dedxi-2'-fluoroarabinonucleotideos.

Regido de interesse bioldgico
Todos os nucleotideos estdo ligados por ligac¢des de fosforotio-
ato.

75
ttcaacctg 19

76

19

DNA
Humano

Regido de interesse biolégico
Nucleotideos nas posigdes 1, 2, 15, 16, 17, 18, 19 s&o 2'-dedxi-
2'-fluoroarabinonucleotideos.

Regido de interesse bioldgico
Todos os nucleotideos estdo ligados por liga¢des de fosforotio-
ato.

76
ttcaacctg ’ 19

-77

19

TNIA

Humano

Regido de interesse bioldgico
Nucleotideos nas posig¢des 15, 16, 17, 18, 19 sdo 2'-dedxi-2'-
fluorcarabinonucleotideos.

Regido de interesse bioldgico
Todos os nucleotideos estdo ligados por ligac¢des de fosforotio-
ato.

77
ttcaacctg 19

78

20

DNA
Humano

Regido de interesse bioldgico
Nucleotideos nas posic¢des 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 15, 16, 17, 18,
19, 20 sdo 2'-dedxi-2'-fluoroarabinonucleotideos.

Regido de interesse bioldgico
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<223> Todos os nucleotideos estdo ligados por ligac¢des de fosforo-
tioato.

<400> 78

gaccggtagg tctgtatggt 20

<210> 79

<211> 20

<212> DNA

<213> Humano

<220> .

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Nucleotideos nas posicdes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 15, 16, 17, 18,

19, 20 sdo 2'-dedéxi-2'-fluoroarabinonucleotideos.

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Todos os nucleotideos estdo ligados por ligag¢des de fosforotio-
ato.

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<222> (16)..(16)

<223> Ligante butanodiol

<400> 79

gaccggtagg tctgtntggt 20

<210> 80

<211> 20

<212> DNA

<213> Humano

<220>

<221> Regifo de interesse bioldgico

<223> Nucleotideos nas posigdes 1, 2, 3, 4, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20 s3do 2'-dedbdxi-2'-fluoroarabinonucleotideos.

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Todos os nucleotideos estdo ligados por liga¢des de fosforotio-
ato.

<220> _

<221> Regido de interesse bioldgico

<222> (16)..(16)

<223> Ligante butanodiol

<400> 80

gaccggtagg tctgtntggt 20

<210> 81

<211> 17

<212> DNA

<213> Humano

<220>

<221> Regido de interesse bioldégico

<223> Nucleotideos nas posicdes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 12, 13, 14, 15, 16,
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17 sdo 2'-dedxi-2'-fluoroarabinonucleotideos.

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Todos os nucleotideos estdo ligados por ligacdes de fosforotio-
ato.

<400> 81

gtccactggc ggtacag 17

<210> 82

<211> 19

<212> DNA

<213> Humano

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Nucleotideos nas posi¢des 1, 2, 3, 4, 5, 6, 14, 15, 16, 17, 18,
19 sdo 2'-dedxi-2'-fluoroarabinonucleotideos.

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Todos os nucleotideos estdo ligados por liga¢des de fosforotio-
ato. -

<400> 82

ccatgatgcg gtctgtcca 19

<210> 83

<211> 17

<212> DNA

<213> Humano

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Nucleotideos nas posig¢des 1, 2, 3, 4, 5, 12, 13, 14, 15, 16, 17
sdo 2'-dedxi-2'-fluorcarabinonucleotideos.

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Todos os nucleotideos estdo ligados por ligacdes de fosforotio-
ato.

<400> 83

tctgcccatg tctccca ) 17

<210> 84

<211> 17

<212> DNA

<213> Humano

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Nucleotideos nas posig¢des 1, 2, 13, 14, 15, 16, 17 s&o 2'-dedxi-
2'-fluoroarabinonucleotideos.

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Todos os nucleotideos estdo ligados por liga¢des de fosforotio-

ato.
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<400> 84

tctgcccatg tctccca 17

<210> 85

<211> 17

<212> DNA

<213> Humano

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Nucleotideos nas posigdes 1, 2, 14, 15, 16, 17 sdo 2'-dedxi-2'-
fluoroarabinonucleotideos.

<220>

<221> Regido de interesse bioldégico

<223> Todos os nucleotideos estdo ligados por ligag¢des de fosforotio-
ato.

<400> 85

tctgcccatg tctccca 17

<210> 86

<211> 17

<212> DNA

<213> Humano

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Nucleotideos nas posicdes 1, 2, 11, 12, 15, 16, 17 sdo 2'-dedxi-
2'~-fluoroarabinonucleotideos.

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Todos os nucleotideos estdo ligados por ligag¢des de fosforotio-
ato.

<400> 86

tctgcccatg tctccca 17

<210> 87

<211> 17

<212> DNA

<213> Humano

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Nucleotideos nas posig¢des 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17 sdo 2'-
dedxi-2'~-fluorcarabinonucleotideos.

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Todos os nucleotideos estdo ligados por liga¢des de fosforotio-
ato.

<400> 87

tctgcccatg tctccca 17

<210> 88

<211> 17
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<212> DNA

<213> Humano

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Nucleotideos nas posigdes 1, 2, 7, 8, 9, 14, 15, 16, 17 sdo 2'-

dedxi-2'-fluoroarabinonucleotideos.

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Todos os nucleotideos estdo ligados por ligac¢des de fosforotio-
ato.

<400> 88

tctgcccatg tctccca 17

<210> 89

<211> 20

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 89

tcagcagcgt ccgcagccag 20

<210> 90

<211> 19

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 90

ctgcctcecte ttcaacctg 19

<210> 91

<211> 19

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 91

ccatgatgcg gtctgtcca 19

<210> 92

<211> 17

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 92

tcatgagtgg cagctgc 17

<210> 93

<211> 20

<212> DNA

<213> Humano

<400> 93

tcaggccatg cactgttact 20

<210> 94

<211> 21

<212> DNA



<213> Humano

<400> 94
cctgattctc tcaataagcc ¢

<210> 95
<211> 22
<212> DNA
<213> Humano
<400> 95

caacagtgac agcagtgaca tt

<210> 96
<211> 22
<212> DNA
<213> Humano
<400> 96

ttgagtccag gttatccatg ac

<210> 97
<211> . 20
<212> DNA
<213> Humano
<400> 97

gattctttgg gattgggact

<210> 98
<211> 20
<21izZ> DNA
<213> Humano
<400> 98

atctttggcc tacaggaacc

<210> 9%
<211> 20
<212> DNA
<213> Humano
<400> 99

atcaacacca attcggagct

<210> 100
<211> 19
<212> DNA
<213> Humano
<400> 100

ccagcaccat gtcgatgac

<210> 101
<211> 20
<212> DNA
<213> Humano

<400> 101

84

21

22

22

20

20

20

19
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tggcagacct gaagacaatg

<210> 102
<211> 19
<212> DNA
<213> Humano
<400> 102

aaattcctcc atgatgcgg

<210> 103
<211> 20
<212> DNA
<213> Humano
<400> 103

cagaatatgg tgcactgtgc

<210> 104
<211> 21
<212> DNA
<213> Humano
<400> 104

agtctatgaa gcccacctgt g

<210> 105
<211> 28
<212> DNA
<213> Humano
<400> 105

atcagactga agagctttgt aatgacca

<210> 106
<211> 23
<212> DNA
<213> Humano
<400> 106

tggcttatat ccaacacttc gtg

<210> 107
<211> 26
<212> DNA
<213> Humano
<400> 107

caaggactgg tctttctatc tcttgt

<210> 108
<211> 22
<212> DNA
<213> Humano
<400> - 108

gtggagcaac ctgctcagat ac

20

19

20

21

28

23

26

22



<210> 109
<211> 19
<212> DNA
<213> Humano
<400> 109

agagcatcta cggtgagcg

<210> 110
<211> 17
<212> DNA
<213> Humano
<400> 110

cttccgcacce acctcca

<210> 111
<211> 20
<212> DNA
<213> Humano
<400> 111

aagaatcatc atgtgcgctt

<210> 112
<211> 23
<212> DNA
<213> Humano
<400> 112

gtgtgtataa agtcacctgg ctt

<210> 113

<211> 19

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 113
ggttgctcag atctgcaca

<210> 114

<211> 15

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 114
ttgctcagat ctgca

<210> 115
<211> 21
<212> DNA
<213> Humano
<220>

<221>

<223>

<220>

86

Regido de interesse bioldgico
Nucleotideos nas posigdes 1,
2'-dedxi-2'-fluoroarabinonucleotideos.

2,

3,

4,

19

17

20

23

19

15

10, 11, 18, 19, 20, 21 sao



<221>
<223>

<400>

tcatgagtgg cagctgcaat t

87

Regido de interesse bioldgico
Todos os nucleotideos estdo ligados por liga¢des de fosforotio-
ato.

115
21

<210> 116

<211> 21

<212> DNA

<213> Humano

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Nucleotideos nas posigdes 1, 2, 5, 6, 10, 11, 12, 18, 19, 20, 21
sdo 2'-dedéxi-2'-fluoroarabinonucleotideos.

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Todos os nucleotideos estdo ligados por ligagdes de fosforotio-
ato.

<400> 116

tcatgagtgg cagctgcaat t 21

<210> 117

<211> 21

<212> DNA

<213> Humano

<220>

<221> Regidic de interesse kiocldgice

<223> Todos os nucleotideos estdo ligados por ligag¢des de fosforotio-
ato.

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Nucleotideos nas posigdes 1, 2, 3, 4, 5, 16, 17, 18, 19, 20, 21
sdo 2'-dedéxi-2'-fluoroarabinonucleotideos.

<220>

<221> Regido de interesse bioldégico

<222> (11) ..(11)

<223> Inosina

<400> 117

ggttgctcag ntctgcacag t 21

<210> 118

<211> 21

<212> DNA

<213> Humano

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Todos os nucleotideos estdo ligados por liga¢des de fosforotio-
ato.

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico



<223>

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

<400>
ggttgctcag

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

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<223>

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

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

<400>
attntacatc

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

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<223>

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

<220>
<221>
<222>

88

Nucleotideos nas posigdes 1, 2, 17, 18, 19, 20, 21 sdo 2'-dedxi-
2'-fluoroarabinonucleotideos.

Regido de interesse bioldgico
(11)..(11)
Inosina

118
ntctgcacag t 21

119

19

DNA
Humano

Regido de interesse bioldgico
Todos os nucleotideos estdo ligados por liga¢des de fosforotio-
ato.

Regido de interesse bioldgico
Nucleotideos nas posicgdes 1, 2, 15, 16, 17, 18, 19 sdo 2'-dedxi-
2'-fluoroarabinonucleotideos.

Regifio de interesse bioldgico
(4)..(4)
Inosina

Regido de interesse bioldgico
(13)..(13)
Inosina

119
aangcaagt 19

120

19

DNA
Humano

Regido de interesse bioldégico
Todos os nucleotideos estdo ligados por liga¢des de fosforotio-
ato.

Regido de interesse bioldgico
Nucleotideos nas posi¢ées 1, 2, 7, 8, 9, 15, 16, 17, 18, 19 sdo
2'-dedéxi-2'-fluorocarabinonucleotideos.

Regido de interesse bioldgico
(4)..(4)
Inosina

Regifo de interesse biolégico
(13)..(13)
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<223> Inosina

<400> 120

attntacatc aangcaagt 19

<210> 121

<211> 19

<212> DNA

<213> Humano

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Todos os nucleotideos estdo ligados por ligacdes de fosforotio-
ato.

<220>

<221> Regido de interesse biolégico

<223> Nucleotideos nas posicdes 1, 2, 3, 4, 5, 14, 15, 16, 17, 18, 19
sdo 2'-dedxi-2'-fluorocarabinonucleotideos.

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<222> (11)..(11)

<223> Inosina

<400> 121

ggttgctcag ntctgcaca 19

<210> 122

<211> 19

<212> DNA

<213> Humano

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Todos os nucleotideos estdo ligados por liga¢des de fosforotio-
ato.

<220>

<221> Regido de interesse bioldégico

<223> Nucleotideos nas posigdes 1, 2, 15, 16, 17, 18, 19 sdo 2'-dedxi-
2'-fluorocarabinonucleotideos.

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<222> (11)..(11)

<223> Inosina

<400> 122

ggttgctcag ntctgcaca 19

<210> 123

<211> 19

<212> DNA

<213> Humano

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico . B

<223> Todos os nucleotideos estdo ligados por liga¢des de fosforotio-

ato.
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<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Nucleotideos nas posicdes 1, 2, 7, 8, 9, 15, 16, 17, 18, 19 sé&o
2'-dedxi-2'-fluorocarabinonucleotideos.

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<222> (11)..(11)

<223> Inosina

<400> 123

ggttgctcag ntctgcaca 19

<210> 124

<211> 19

<212> DNA

<213> Humano

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Todos os nucleotideos estdo ligados por ligac¢des de fosforotio-
ato.

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Nucleotideos nas posicgdes 1, 2, 16, 17, 18, 19 s&do 2'-dedxi-2'-~
fluorocarabinonucleotideos.

<220>

<221> Regidio de interesse bioldgico

<222> (11)..(11)

<223> Inosina

<400> 124

ggttgctcag ntctgcaca 19

<210> 125

<211> 19

<212> DNA

<213> Humano

<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Todos os nucleotideos estdo ligados por liga¢des de fosforotio-
ato. :

<220>

<221> Regidio de interesse bioldgico

<223> Nucleotideos nas posig¢bes 1, 2, 16, 17, 18, 19 sdo 2'-dedxi-2'-
fluoroarabinonucleotideos.

<400> 125

ggttgctcag atctgcaca 19

<210> 126

<211> 15

<212> DNA

<213> Humano
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<220>

<221> Regido de interesse bioldgico

<223> Todos os nucleotideos estio ligados por ligacdes de fosforotio-
ato.

<220>

<221> Regido de interesse biolégico

<223> Nucleotideos nas posicdes 1, 2, 3, 13, 14, 15 sdo 2'-dedxi-2'-
fluoroarabinonucleotideos.

<400> 126

ttgctcagat ctgca 15
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REIVINDICACOES

1. Oligonucleotideo que tem uma sequéncia de bases selecio-
nada do grupo que consiste em (i) SEQ ID N%: 1-92 e 113-126 e (ii) SEQ ID
Nes: 1-92 e 113-126 contendo uma insercao, delegao ou substituicao de ba-
se.

2. Oligonucleotideo de acordo com a reivindicagao 1, tendo uma
sequéncia de bases selecionadas de SEQ ID N%s: 1-2 e 113-126.

3. Oligonucleotideo de acordo com a reivindicagao 1, tendo uma
cadeia principal de fosfodiéster.

4. Oligonucleotideo de acordo com a reivindicagédo 1, tendo uma
cadeia principal de fosforotioato.

5. Oligonucleotideo de acordo com a reivindicagdo 4, em que
pelo menos um nucleotideo do oligonucleotideo é um 2'-deséxi-2'-fluorara-
binonucleotideo.

6. Oligonucleotideo de acordo com a reivindicagao 5, seleciona-
do do grupo que consiste nas SEQ ID N%s: 41-88 e 115-126.

7. Composicao farmacéutica que compreende pelo menos um
oligonucleotideo conforme definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a
6, em combinagdo com um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

8. Composicao farmacéutica que compreende pelo menos dois
oligonucleotideos conforme definidos em qualquer uma das reivindicagdes 1
a 6 em combinacao com um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

9. Composigao farmacéutica de acordo com a reivindicagao 8,
em que um primeiro oligonucleotideo dos pelos menos dois oligonucleoti-
deos é direcionado contra PDE7A.

10. Composigcao farmacéutica de acordo com a reivindicagdo 9,
em que um segundo oligonucleotideo dos pelo menos dois oligonucleotideos
e direcionado contra PDE4B e PDEA4D.

11. Composicao farmacéutica de acordo com a reivindicagao 10,
em que os pelo menos dois oligonucleotideos sao selecionados do grupo
que consiste nas SEQ ID N%: 41-88 e 115-126.

12. Composicao farmacéutica de acordo com a reivindicagdo 11,
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em que
Ne: 14.

em que
Ne2: 24,

em que
Ne: 37.

em que
Ne: 40.

em que
Ne: 85.

em que

Ne: 122.

em que
N<2: 14.

em que
Ne: 24.

em que
Ne: 37.

em que
Ne: 40.

em que
N¢2: 85.

os pelo menos dois oligonucleotideos sdo SEQ ID N2 2 e SEQ ID

13. Composic¢ao farmacéutica de acordo com a reivindicagao 11,

os pelo menos dois oligonucleotideos sdo SEQ ID N2 2 e SEQ ID

14. Composig¢do farmacéutica de acordo com a reivindicacao 11,

os pelo menos dois oligonucleotideos sdo SEQ ID N2 2 e SEQ ID

15. Composicédo farmacéutica de acordo com a reivindicagao 11,

os pelo menos dois oligonucleotideos sdo SEQ ID N%: 2 e SEQ ID

16. Composi¢édo farmacéutica de acordo com a reivindicagéo 11,
os pelo menos dois oligonucleotideos sao SEQ ID N2 2 e SEQ ID

17. Composigao farmacéutica de acordo com a reivindicagéo 11,
os pelo menos dois oligonucleotideos sdo SEQ ID N2 2 e SEQ ID

18. Composigdo farmacéutica de acordo com a reivindicagao 11,
os pelo menos dois oligonucleotideos sdo SEQ ID N2 63 e SEQ ID

19. Composicédo farmacéutica de acordo com a reivindicagao 11,
os pelo menos dois oligonucleotideos sédo SEQ ID N2 63 e SEQ ID

20. Composigao farmacéutica de acordo com a reivindicagéao 11,

os pelo menos dois oligonucleotideos sao SEQ ID N¢: 53 e SEQ ID

21. Composigcao farmacéutica de acordo com a reivindicagao 11,

os pelo menos dois oligonucleotideos sdo SEQ ID N2 53 e SEQ ID

22. Composicao farmacéutica de acordo com a reivindicagao 11,

os pelo menos dois oligonucleotideos sdo SEQ ID N2: 53 e SEQ ID
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23. Composicao farmacéutica de acordo com a reivindicagao 11,
em que os pelo menos dois oligonucleotideos sdo SEQ ID N2 53 e SEQ ID
Ne: 122.

24. Composicdo farmacéutica de acordo com a reivindicagao 11,
em que os pelo menos dois oligonucleotideos sdo SEQ ID N2 54 e SEQ ID
Ne: 14. ,

25. Composicdo farmacéutica de acordo com a reivindicagao 11,
em que os pelo menos dois oligonucleotideos sdo SEQ ID N° 54 e SEQ ID
Ne: 24.

26. Composicdo farmacéutica de acordo com a reivindicagéo 11,
em que os pelo menos dois oligonucleotideos sdo SEQ ID N2 54 e SEQ ID
Ne: 37.

27. Composicdo farmacéutica de acordo com a reivindicagéo 11,
em que os pelo menos dois oligonucleotideos sdo SEQ ID N2 54 e SEQ ID
Ne: 40.

28. Composigdo farmacéutica de acordo com a reivindicagao 11,
em que os pelo menos dois oligonucleotideos sdo SEQ ID N% 54 e SEQ ID
Ne: 85.

29. Composicdo farmacéutica de acordo com a reivindicagao 11,
em que os pelo menos dois oligonucleotideos sao SEQ ID N2 54 e SEQ ID
Ne: 122,

30. Método para tratar um paciente tendo uma doencga associa-
da ao cAMP reduzido, que compreende administrar uma composi¢ao farma-
céutica conforme definida em qualquer uma das reivindicagdes 7 a 29.

31. Método para tratar inflamagdo respiratoria em um paciente,
que compreende administrar uma composigao farmacéutica conforme defini-
da em qualquer uma das reivindicagbes 7 a 29.

32. Método de acordo com a reivindicagdo 31, em que a infla-
macao respiratéria é causada por qualquer uma de doenga pulmonar obstru-
tiva crénica, asma, tosse eosinofilica, bronquite, rejeicdo aguda e crénica de
aloenxerto pulmonar, sarcoidose, fibrose pulmonar, rinite, sinusite, infecgao

viral ou uma doencga neoplasica.
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33. Método de acordo com a reivindicagao 32, em que a doenga
€ a doenca pulmonar crénica obstrutiva.

34. Uso de uma composicao farmacéutica conforme definida em
qualquer uma das reivindicagdes 7 a 29, na preparagao de um medicamento
para o tratamento de uma doencga associada ao cAMP reduzido.

35. Uso de uma composicao farmacéutica conforme definida em
qualquer uma das reivindicagdes 7 a 29, na preparagao de um medicamento
para o tratamento de inflamagao respiratoria.

36. Uso de acordo com a reivindicagao 35, em que a inflamacgao
respiratéria é causada por qualquer uma de doenga pulmonar obstrutiva cré-
nica, asma, tosse eosinofilica, bronquite, rejeicdo aguda e crénica de aloen-
xerto pulmonar, sarcoidose, fibrose pulmonar, rinite, sinusite, infecgdo viral
ou uma doeng¢a neoplasica.

37. Uso de acordo com a reivindicagdo 36, em que a doenga é

doenca pulmonar crdnica obstrutiva.
38. Uso de uma composicao farmacéutica conforme definida em

qualquer uma das reivindicagdes 7 a 29, no tratamento de uma doencga as-

sociada ao cAMP reduzido.
39. Uso de uma composigao farmacéutica conforme definida em

qualquer uma das reivindicagdes 7 a 29, no tratamento de inflamagao respi-
ratoria.

40. Uso de acordo com a reivindicagao 39, em que a inflamagéao
respiratéria é causada por qualquer uma de doenga pulmonar obstrutiva cré-
nica, asma, tosse eosinofilica, bronquite, rejeicdo aguda e crénica de aloen-
xerto pulmonar, sarcoidose, fibrose pulmonar, rinite, sinusite, infec¢éao viral
ou uma doenga neoplasica.

41. Uso.de acordo com a reivindicacao 40, em que a doenga é
doenca pulmonar crénica obstrutiva.

42. Composicao farmacéutica que compreende dois oligonucleo-
tideos tendo SEQ ID N2 54 e SEQ ID N2 122 juntos com um veiculo farma-

ceuticamente aceitavel.
43. Oligonucleotideos que é pelo menos 80% complementar a
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um mRNA de pelo menos um de PDE3A, PDE3B, PDE4A, PDE4B, PDEA4C,
PDE4D, PDE7A1, PDE7A2, PDE7A3 e PDE7B, em que pelo menos um nu-
cleotideo do oligonucleotideo é um 2'-desoéxi-2'-fluorarabinonucleotideo.

44. Oligonucleotideo de acordo com a reivindicacdo 43, que é
pelo menos 85% complementar ao mRNA.

45. Oligonucleotideo de acordo com a reivindicacdo 43, que é
pelo menos 90% complementar ao mRNA.

46. Oligonucleotideo de acordo com a reivindicagdo 43, que é
pelo menos 95% complementar ao mRNA.

47. Oligonucleotideo de acordo com a reivindicagdo 43, que €
pelo menos 100% complementar ao mRNA.

48. Oligonucleotideo de acordo com a reivindicagéao 43, que tem
uma sequéncia de bases selecionada do grupo que consiste em (i) SEQ ID
Nes: 1-92 e 113-126 e (ii) SEQ ID N%: 1-92 e 113-126 contendo uma inser-
cao, delecédo ou substituicdo de base.

49. Composicao farmacéutica que compreende pelo menos um
oligonucleotideo, conforme definido em qualquer uma das reivindicagdes 43
a 48, em combinagcdo com um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

50. Composigao farmacéutica que compreende pelo menos dois
oligonucleotideos, conforme definidos em qualquer uma das reivindica¢des
43 a 48, em combinagdao com um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

51. Método para tratar um paciente tendo uma doenga associa-
da ao cAMP reduzido, que compreende administrar uma composi¢ao farma-
céutica conforme definida em qualquer uma das reivindica¢des 49 e 50.

52. Método para tratar um paciente tendo inflamagéo respiraté-
ria, que compreende administrar uma composigdo farmacéutica conforme
definida em qualquer uma das reivindicagdes 49 e 50.

53. Uso de uma composicao farmacéutica, conforme definida em
qualquer uma das reivindicagdes 49 e 50, na preparagéo de um medicamen-
to para o tratamento de uma doenga associada ao cAMP reduzido.

54. Uso de uma composicao farmacéutica, conforme definida em

qualquer uma das reivindicagdes 49 e 50, na preparagao de um medicamen;



to para o tratamento de inflamacao respiratéria.

55. Uso de uma composic¢ao farmacéutica, conforme definida em
qualquer uma das reivindicacdes 49 e 50, no tratamento de uma doencga as-
sociada ao cAMP reduzido.

56. Uso de uma composic¢ao farmacéutica, conforme definida em
qualquer uma das reivindicagdes 49 e 50, no tratamento de inflamagao respi-

ratoria.
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Fig.1b
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Fig.2

Células epiteliais pulmonares (A549)
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Fig.5
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Fig.6
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Fig.8
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Secregao de IL-2 (pg/mL)
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Fig. 10
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Fig. 11
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Tratamento com Anti-sentido
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Fig. 14
Knockdown de Alvo PDE7A
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| _ - RESUMO
Patente de lnvenc';'éo: "OLIGONUCLEOTIDEOS QUE VAFETiAM A EXPRES-
SAO DAS FOSFODIESTERASES". | |

A presente invencgao refere -se a ohgonucleotldeos anti-sentido,
terapeutlcos direcionados contra genes que codificam fosfodiesterases -
(PDE) e o uso destes ollgonucleotldeos anti-sentido em combmacao Esses
oligonucleotideos anti- sentndo podem ser usados como ferramentas analiti- .

cas e/ou como agentes terapéuticos no tratamento de doenga associada ao

cAMP celular reduzido em um paciente, tais como doengas inflamatérias do
A _ ‘

aparelho respiratério incluindo, por exemplo, asma, doenga pulmonar obstru--

tiva crbnica (COPD) “sindrome de angustia respiratéria aguda bronQuite‘

' bronqune cronica, silicose, fibrose pulmonar rejelc;ao a aloenxerto pulmonar )

)
rinite alergia e sinusite cronlca bem como outras condigbes onde um au--

mento no AMP CICIICO ou uma redugao nos mvels da PDE é beneflco
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