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(57) Resumo: A invencao se refere a virions de virus adenoassociado recombinante (rAAV) para terapia génica, em que 0s
virions de rAAV compreendem uma proteina de capsideo inovadora. Em particular, a invengéo se refere ao uso de tais virions em
terapia génica para o tratamento de uma doenca artritica, como, por exemplo, artrite reumatoide ou sintomas da mesma,
preferencialmente por administracéo intraarticular.
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“PROTEINA DE CAPSIDEO DE RAAV MODIFICADA PARA TERAPIA
GENICA”

CAMPO DA INVENCAO

[001] A presente invencéao se refere ao campo de terapia génica com base
em virus adenoassociado recombinante (rAAV), em particular, ao uso de um rAAV
de capsideo mutante no tratamento ou na prevencao de uma doenca artritica.

FUNDAMENTOS DA INVENQAO

[002] Os vetores de virus adenoassociado recombinante (rAAV)
demonstraram excelentes perfis de seguranca e de eficacia para a entrega de
genes em seres humanos in vivo. Portanto, vetores de rAAV tém sido usados
extensivamente para terapia génica in vivo e se mostraram seguros e eficazes em
modelos pré-clinicos assim como em testes clinicos. Os vetores de rAAV tiveram
éxito em varios testes clinicos de terapia génica para varias doencas incluindo
hemofilia B, hemofilia A, fibrose cistica, deficiéncia de alfa-1 antitripsina, atrofia
muscular espinhal (SMA), doenca de Parkinson, distrofia muscular de Duchenne e
amaurose congénita de Leber (Selot et al., Current Pharmaceutical Biotechnology,
2013, 14, 1072-1082). Alipogene tiparvovec (Glybera®, uniQure) recebeu
autorizacao para ser comercializado na Europa como uma terapia génica para o
tratamento de deficiéncia de lipase de lipoproteina (LPLD). Subsequentemente, a
aprovacado para farmaco de terapia génica foi concedida para Talimogene
laherparepvec a base do virus do herpes para o tratamento contra o cancer de pele
(T-Vec, Imlygic®, Amgen) e para terapia Strimvelis génica com base retroviral de
célula-tronco ex vivo para o tratamento contra ADA-SCID (GSK).

[003] A terapia génica com base em vetor rAAV também foi aplicada em
artrite reumatoide (RA), que € uma doenca inflamatdéria crénica que afeta ~1% da
populacdo. Uma patologia de RA se estende por toda a articulacdo sinovial. A
natureza localizada da articulacéo torna a terapia génica in vivo interessante. Foram
aplicadas terapias que fornecem proteinas anti-inflamatérias cujo objetivo foi a
comutacédo do equilibrio em RA para a estado anti-inflamatério.

[004] Muito se focou no desenvolvimento de proteinas de capsideo AAV
com propriedades desejadas. Tais propriedades podem incluir maior eficiéncia de

transducgéo, tropismo de tecido/6rgdo, ndo ter como alvo tecidos/6rgdos nédo
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desejados ou evitacdo de anticorpos neutralizantes pré-existentes.

[005] No entanto, ainda h4 uma necessidade na técnica de aprimorar
adicionalmente vetores de terapia génica rAAV. Em particular, h4 uma necessidade
de aprimorar o uso de vetores de terapia génica rAAV em doenca artritica e, mais
precisamente, aprimorar a eficiéncia de entregar material genético ao tecido tido
como alvo, tal como a articulacdo sinovial ou tipos especificos de célula dentro da
articulagdo sinovial, de preferéncia, para sinoviécitos do tipo fibroblastos (FLS).

SUMARIO DA INVENCAO

[006] Num primeiro aspecto, a presente invencao se refere a um virion de
virus adenoassociado recombinante (rAAV) que compreende uma proteina de
capsideo modificada para uso no tratamento ou prevencao de uma doenca artritica
ou para uso no tratamento ou prevencao de sintomas associados a uma doenca
artritica, em que a proteina de capsideo modificada compreende, na parte C-
terminal da proteina, uma sequéncia de aminoacidos Z, cujos residuos sao
expostos na superficie da proteina de capsideo. De preferéncia, a sequéncia de
aminoacidos Z:

[007] a. compreende ou consiste numa sequéncia de residuos de
aminoacido da formula I:

y-G-Q-x-G-(X)3—-R-(X)3s—y—-A-Q-A-A

[008] em que x representa um residuo de aminoacido Unico e em que y
representa 0, 1 ou 2 residuos de aminoacido; e

[009] b. esta presente numa localizacao correspondente a uma posi¢ao 100
— 200, preferencialmente 120 — 180, mais preferencialmente 130 — 170, mais
preferencialmente 140 — 160 residuos de aminoacido da terminacdo C de uma
proteina de capsideo de AAV do tipo selvagem.

[010] De preferéncia, residuos de aminoacidos da formula | estdo expostos
na superficie da proteina de capsideo. Numa modalidade preferencial, a sequéncia
Z esta compreendida na proteina de capsideo modificada numa localizacao
representada pela formula Il:

EEEIXXXXPVATEXXGXXXXNXxQy — Z — (X)n\LPGMVWQxXRDVYLQGPIWAKIPHTDG

[011] em que Z, x e y sdo conforme definidos acima; e em que n € 5, 6, 7,
8,9, 10,11, 12,13, 14 ou 15.
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[012] Numa modalidade preferencial, a presente invencao se refere a um
virion de rAAV que compreende uma proteina de capsideo modificada para uso no
tratamento ou na prevencdo de uma doenca artritica ou para uso no tratamento ou
na prevencdo de sintomas associados a doenca artritica, em que a proteina de
capsideo compreende uma sequéncia de aminoacidos selecionada do grupo que
consiste em: i) uma sequéncia de aminoacidos que tem pelo menos 70% de
identidade de sequéncia com uma sequéncia de aminoacidos que tem a SEQ ID
NO: 1 e em que 0s aminoacidos nas posi¢des 588 — 602 da SEQ ID NO: 1 tém pelo
menos 80% de identidade de sequéncia com a SEQ ID NO: 11; ii) uma sequéncia
de aminoacidos que tem pelo menos 70% de identidade de sequéncia com uma
sequéncia de aminoéacidos que tem a SEQ ID NO: 2 e em que 0s aminoacidos nas
posicbes 585 — 599 da SEQ ID NO: 2 tém pelo menos 80% de identidade de
sequéncia com a SEQ ID NO: 10; iii) uma sequéncia de aminoacidos que tem pelo
menos 70% de identidade de sequéncia com uma sequéncia de aminoacidos que
tem a SEQ ID NO: 3 e em que os aminoacidos nas posi¢cdes 587 — 601 da SEQ ID
NO: 3 tém pelo menos 80% de identidade de sequéncia com a SEQ ID NO: 9; iv)
uma sequéncia de aminoacidos que tem pelo menos 70% de identidade de
sequéncia com uma sequéncia de aminoacidos que tem a SEQ ID NO: 4 e em que
0s aminoacidos nas posic¢des 586 — 600 da SEQ ID NO: 4 tém pelo menos 80% de
identidade de sequéncia com a SEQ ID NO: 8; v) uma sequéncia de aminoacidos
gue tem pelo menos 70% de identidade de sequéncia com uma sequéncia de
aminoacidos que tem a SEQ ID NO: 5 e em que os aminoacidos nas posi¢cdes 588
- 602 da SEQ ID NO: 5 tém pelo menos 80% de identidade de sequéncia com a
SEQ ID NO: 9; vi) uma sequéncia de aminoacidos que tem pelo menos 70% de
identidade de sequéncia com uma sequéncia de aminoacidos que tem a SEQ ID
NO: 6 e em que 0s aminoacidos nas posi¢coes 588 - 602 da SEQ ID NO: 6 tém pelo
menos 80% de identidade de sequéncia com a SEQ ID NO: 8; e vii) uma sequéncia
de aminoacidos que tem pelo menos 70% de identidade de sequéncia com uma
sequéncia de aminoacidos que tem a SEQ ID NO: 7 e em que 0s aminoacidos nas
posicBes 587 — 601 da SEQ ID NO: 7 tém pelo menos 80% de identidade de
sequéncia com a SEQ ID NO: 12; em que a proteina de capsideo modificada

fornece um aumento pelo menos duplo na expressao em comparacao a uma

Petica0 870200116883, de 15/09/2020, pag. 14/88



4/62

proteina de capsideo ndo modificada com uma sequéncia de aminoéacidos
selecionada do grupo que consiste na SEQ ID NO: 13 — 19, quando testado sob as
mesmas condi¢des, em que, de preferéncia, a proteina de capsideo ndo modificada
tem a sequéncia de aminoacidos que tem uma SEQ ID NO: 19 ou tem 0 mesmo
serotipo que a proteina de capsideo modificada.

[013] Numa modalidade preferencial, a proteina de capsideo modificada
fornece um aumento de pelo menos duas vezes em expressao, em células FLS
humanas, em comparacdo a proteina de capsideo ndo modificada com uma
sequéncia de aminoacidos selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NO: 13
— 19, quando testado sob as mesmas condi¢cdes, em que preferencialmente a
proteina de capsideo ndo modificada tem a sequéncia de aminoacidos que tem a
SEQ ID NO: 19 ou tem 0 mesmo serotipo que a proteina de capsideo modificada.

[014] Alternativamente, ou em combinacdo com qualquer uma das
modalidades antecedentes. Numa modalidade preferencial da presente invencao,
a proteina de capsideo compreende ou consiste numa sequéncia de aminoacidos
selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NO:1 a 7.

[015] Alternativamente, ou em combinacdo com qualquer uma das
modalidades anteriores, numa modalidade preferencial da presente invencao, o
virion rAAV compreende uma sequéncia de nucleotideos que compreende pelo
menos uma sequéncia de repeticdo terminal invertida de AAV (ITR). De preferéncia,
o virion compreende adicionalmente uma sequéncia de nucleotideos que codifica
um produto génico de interesse. Ainda com mais preferéncia, a sequéncia de
nucleotideos que codifica um produto génico de interesse esta localizada entre
duas sequéncias de ITR de AAV.

[016] Numa modalidade preferencial, o produto génico de interesse trata,
previne ou suprime sintomas associados a uma doenca artritica, em que
preferencialmente o produto génico de interesse é selecionado do grupo que
consiste em interleucinas, moduladores imunes, anticorpos, ShRNA, miRNA, RNA
guia, IncRNA, fatores de crescimento , proteases, nucleotidases/nucleosidases,
peptideos, inibidores de protease, inibidores, enzimas e combinacdes dos mesmos,
e em gue mais preferencialmente o produto génico de interesse é pelo menos um
de CD39, CD73 e IFN-B.
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[017] Alternativamente, ou em combinacdo com qualquer uma das
modalidades anteriores, numa modalidade preferencial da presente invencéo, o
virion rAAV compreende pelo menos um dentre: (i) um polinucleotideo que
compreende uma sequéncia que codifica pelo menos um RNA guia; em que 0 ou
cada RNA guia é substancialmente complementar a uma sequéncia-alvo de
polinucleotideo (ou sequéncias-alvo de polinucleotideo) num genoma; e (ii) um
polinucleotideo que compreende uma a sequéncia que codifica uma nuclease; em
gue a nuclease forma um complexo de ribonuclease com o RNA guia, e em que o
complexo de ribonuclease faz rupturas DNA dupla fita sitio-especifico (DSDB) no
genoma.

[018] Em outro aspecto, a presente invencao se refere a uma composicéo
rAAV para uso no tratamento ou na prevencao de uma doenca artritica ou para uso
no tratamento ou na prevencao de sintomas associados a uma doenca artritica, em
gue a composicao de rAAV compreende um virion rAAV de acordo com a invencao
e um carreador farmaceuticamente aceitavel. Numa modalidade, a composicao de
rAAV compreende adicionalmente um capsideo vazio numa razao entre capsideo
vazio e virion de rAAV de pelo menos 1:1, pelo menos 5:1 ou pelo menos 10:1.

[019] Em outro aspecto, a presente invencao se refere a uma composicéo
de rAAV e um imunossupressor para uso no tratamento ou na prevencgédo de uma
doenca artritica ou para uso no tratamento ou na prevencdo de sintomas
associados com uma doenca artritica, em que a composicdo de rAAV € uma
composicdo de rAAV de acordo com a invencao e, de preferéncia, em que o
tratamento ou prevencao compreende a administracdo da composicao de rAAV e
a administracao do imunossupressor a um individual.

[020] Alternativamente, ou em combinacdo com qualquer uma das
modalidades anteriores, anteriores, huma modalidade preferencial da presente
invencdo, a doenca artritica é selecionada do grupo que consiste em artrite
reumatoide (RA), artrite reumatoide juvenil, osteoartrite (OA), gota, pseudogota,
espondilartrite (SpA), artrite psoriatica, espondilite anquilosante, artrite séptica,
artrite, artrite idiopética juvenil, trauma contuso, substituicdo de articulacdo e
doenca de Still.

[021] Alternativamente, ou em combinacdo com qualquer uma das
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modalidades anteriores, anteriores, numa modalidade preferencial da presente
invencao, o virion de rAAV ou a composi¢ao de rAAV é administrado sistémica e/ou
sistematicamente Numa modalidade preferencial, pelo menos um dentre a
composicdo de rAAV e o imunossupressor € administrado localmente. De
preferéncia, a administracdo local € uma administracéo intra-articular.

[022] Num aspecto adicional, a presente invengéo se refere a um método
para tratar, impedir ou suprimir sintomas associados a uma doenca artritica, em
gue o método compreende a etapa de administracdo intra-articular de um
medicamento que compreende uma quantidade eficaz de um virion de rAAV ou
uma composicdo de rAAV de acordo com a invencao.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[023] Os inventores constataram que um virion de virus adenoassociado
recombinante (rAAV) que compreende uma proteina de capsideo modificada é
surpreendentemente eficiente na transducdo de células e, em particular, eficiente
na transducdo de células da articulacdo sinovial. Visto que sinoviocitos do tipo
fibroblasto (FLS) tipicamente sdo a célula-alvo primaria na articulagdo no
tratamento de doencas artriticas, tal como, por exemplo, artrite reumatoide, o
objetivo da presente invencdo € fornecer proteinas de capsideo que séo
aprimoradas numa ou mais dentre as seguintes propriedades: i) niveis superior de
expressao no tecido sinovial, em particular, em FLS; ii) tropismo de tecido sinovial
aprimorado, em patrticular, tropismo aprimorado para FLS; e/ou iii) desalvejamento
aprimorado para tecido/6rgaos ndo desejados apés a administracdo de rAAV em
comparacao a proteinas de capsideo conhecidas na técnica. Em particular, estas
propriedades do virion de rAAV gque compreende uma proteina de capsideo
modificada da invencéo sdo aprimoradas em comparacao a proteinas de capsideo
nao modificadas, de preferéncia, a proteina de capsideo do tipo selvagem do
mesmo serotipo igual ao da proteina de capsideo modificada e/ou das proteinas de
capsideo AAVS5. Estabeleceu-se obviamente que o capsideo AAV5 gera os niveis
mais altos de expressdo de FLS quando comparados a outros serotipos de AAV
(Adriaansen et al. (2005) Ann Rheum Dis 64:1677-1684; Apparailly et al. (2005)
Hum. Gene Ther. 16:426-434). Uma vez que é o capsideo que confere as

propriedades de tropismo tecidual/celular, os capsideos modificados descritos na
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presente invencdo tém a propriedade de potencial de transducdo de FLS
intensificado, de preferéncia, quando comparado a AAV5 ndo modificado. Em
particular, é preferencial que as proteinas de capsideo da presente invencao
fornecam niveis superiores de expressdo em tecido sinovial, em particular, em FLS,
de preferéncia, mediante administracao intra-articular, em comparacgéo a proteinas
de capsideo ndo modificadas (ou seja, € a mesma proteina de capsideo sem a
modificacdo que deve ser testada, de preferéncia, do mesmo serotipo que as
proteinas de capsideo modificado), de preferéncia, proteinas de capsideo nao
modificadas do tipo selvagem (de preferéncia, do mesmo serotipo que as proteinas
de capsideo modificado), com mais preferéncia, proteinas de capsideo AAV5 ou
WtAAVS5 ndo modificadas.

[024] Por conseguinte, num primeiro aspecto, a invengao se refere a um
virion de rAAV que compreende uma proteina de capsideo modificada. O virion de
rAAV, conforme definido no presente documento, € particularmente util para uso na
terapia génica.

[025] Conforme usado no presente documento, “terapia génica” € a
insercao de sequéncias de acido nucleicos (tais como, por exemplo, um transgene
(também denominado de sequéncia de nucleotideos que codificam um produto
génico de interesse) conforme definido no presente documento abaixo) nas células
e/ou tecidos de um individuo a fim de tratar ou prevenir uma doenca ou disturbio.

[026] AAV pode infectar tanto células em divisdo quanto quiescentes, e a
infeccdo ocorre por interacdo das proteinas de capsideo com um receptor de célula
membranar, seguido por endocitose do virion de AAV. O AAV pertence ao género
Dependovirus que, por sua vez, pertence a subfamilia dos Parvovirinae, também
denominados de parvovirus, que tém capacidade para infectar vertebrados. Os
Parvovirinae pertencem a uma familia de virus de animal com DNA, isto &, a familia
Parvoviridae. Conforme pode ser deduzido do nome de seu género, 0s membros
do Dependovirus sdo exclusivos pelo fato de que normalmente precisam de
confec¢do com um virus auxiliar, tal como adenovirus ou virus herpes para infeccao
produtiva na cultura celular. O género Dependovirus inclui AAV, que infecta
normalmente humanos e virus relacionados que infectam outros animais de sangue

guente (por exemplo, virus adenoassociados bovinos, caninos, equinos e ovinos).
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Mais informag0des sobre parvovirus e outros membros da Parvoviridae sdo descritas
em Kenneth I. Berns, “Parvoviridae: The Virus e Their Replication”, Capitulo 69 em
Fields Virology (32 Edicdo 1996). A titulo de conveniéncia, a presente invengédo é
exemplificada e descrita adicionalmente no presente documento a titulo de
referéncia ao AAV. No entanto, entende-se que a invengao nao se limita a AAV,
porém pode ser igualmente aplicada outros parvovirus.

[027] A organizacdo gendmica de todos os serotipos de AAV é muito
semelhante. O genoma de AAV é uma molécula de DNA de fita simples linear que
tem comprimento menor que cerca de 5.000 nucleotideos (nt). As repeticdes
terminais invertidas (ITRs) flanqueiam as sequéncias de nucleotideos de
codificacédo exclusivas para as proteinas de replicacdo nao estrutural (Rep) e para
as proteinas estruturais (VP). As proteinas de VP (VP1, -2 e -3) formam o envoltério
de capsideo ou da proteina com o auxilio da proteina de ativagéo de conjunto (AAP)
(para alguns serotipos), que é codificado num quadro de leitura aberta alternativo
gue se sobrepde aquele do VP2/VP3. Os nucleotideos terminais sao
autocomplementares e sdo organizados de modo que um duplex intramolecular
energeticamente estavel que forma um grampo em formato de T possa ser
formado. O tamanho dos nucleotideos terminais depende do serotipo. Por exemplo,
no caso de AAV2, do terminal 145 nt, 125 nt sdo autocomplementares, e os demais
20 nt permanecem de fita simples. Estas estruturas de grampo funcionam como
uma origem para replicacdo de DNA, servindo como iniciadores para o complexo
DNA-polimerase celular. Seguindo a infeccédo por AAV do tipo selvagem (WtAAV)
em células de mamiferos, as proteinas Rep (isto é, Rep78 e Rep52) sdo expressas
dos mRNAs transcritos pelo promotor p5 e pelo promotor pl9, respectivamente.
Ambas as proteinas Rep tém uma funcéo na replicacédo do genoma viral. Um evento
de splicing no ORF da Rep resulta na expresséo de, na realidade, quatro proteinas
Rep (isto €, Rep78, Rep68, Rep52 e Rep40). No entanto, mostrou-se que as
proteinas Rep78 e Rep52, codificadas pelos mMRNAs ndo submetidos a splicing, em
células de mamiferos sao suficientes para producéo do vetor de AAV. A producao
de wtAAV ou rAAV nas células de mamiferos depende, ademais, numa combinacéo
de uso alternativo de dois sitios aceitadores de splicing e a utilizacdo subideal de

um cédon de iniciacdo de ACG para VP2, o que garante expresséo adequada de
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todas as trés proteinas de capsideo numa razdo aproximada de 1:1:10
(VP1:VP2:VP3).

[028] Um “virion de rAAV” (também denominado de “vetor de rAAV” ou um
“vetor transgénico de rAAV” no presente documento), conforme usado no presente
documento significa um capsideo de AAV que compreende uma sequéncia de
acido nucleico ndo nativo. Tal sequéncia em rAAV é geralmente flanqueada por
sequéncias de ITR, de preferéncia, do wtAAV, e codifica, de preferéncia, um
produto génico de interesse, tal como, por exemplo, um transgene ou bracos de
homologia. Dito de outro modo, um virion de rAAV significa um genoma de rAAV,
gue compreende (i) uma sequéncia de nucleotideos que codifica um produto génico
de interesse e (ii) pelo menos uma sequéncia de ITR de AAV, encapsidada pelas
proteinas de capsideo. Um genoma de rAAV pode ter um ou, de preferéncia, todos
0s genes de WtAAV apagados, porém pode ainda compreender sequéncias de
acido nucleico de ITR funcional. De preferéncia, o virion de rAAV ndo compreende
nenhuma sequéncia de nucleotideos que codifica proteinas virais, tais como genes
de rep (replicacao) ou de cap (capsideo) do AAV. Deste modo, um virion de rAAV
€ distinguido de um virion de wtAAV, visto todo o genoma viral, ou uma parte do
mesmo, foi substituido por uma sequéncia de nucleotideos que codifica um produto
génico de interesse, que € um acido nucleico ndo nativo com relagdo a sequéncia
de acido nucleico de AAV, conforme definido adicionalmente no presente
documento.

[029] Numa modalidade preferencial, um virion de rAAV que compreende
uma proteina de capsideo modificada da invencgéo € para uso no tratamento ou na
prevencao de uma doenca artritica ou para uso no tratamento ou na prevencao de
sintomas associados a uma doenca artritica. O uso médico (por exemplo, terapia
génica para tratamento ou prevencédo de (sintomas associados a) doenca artritica)
descrito no presente documento € formulado como um virion de rAAV de acordo
com a invenc¢ao para uso como um medicamento para prevencao ou tratamento da
doenca (ou doencas) e/ou do distarbio (ou distlrbios) definidos no presente
documento, porém pode ser igualmente formulado como (i) um método de
prevencdo ou de tratamento contra a doenca (ou doencas) e/ou disturbio (ou

disttrbios) definidos no presente documento ou sintomas dos mesmos que
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compreendem administrar uma quantidade suficiente ou eficaz de um virion de
rAAV de acordo com a invenc¢do a individuo com necessidade do mesmo, como (ii)
um virion de rAAV de acordo com a invencdo para uso na preparacdo de um
medicamento para prevenir ou tratar a doenca (ou doencas) e/ou disturbio (ou
disturbios) definidos no presente documento, ou como (iii) uso de um virion de rAAV
de acordo com a invencgao para a prevencgao ou tratamento da doenca (ou doencas)
e/ou distarbio (ou distarbios) definidos no presente documento. Tais usos médicos
sdo todos abrangidos pela presente invencdo. De preferéncia, a proteina de
capsideo modificada compreende na parte C-terminal da proteina uma sequéncia
de aminoacidos Z cujos residuos sdo expostos na superficie da proteina de
capsideo.

[030] Conforme usado no presente documento, os termos “tratar”,
“tratamento” ou “tratando” se referem a aplicacéo ou administracdo de um virion de
rAAV da invencdo a um individuo que tem uma doenca artritica, em que 0 objeto
deve curar, ou reverter parcial ou completamente, aliviar, melhorar, inibir, atrasar,
suprimir, retardar ou interromper a progressao ou gravidade de uma doenca artritica
ou dos sintomas associados a doenca artritica. O termo “tratar” inclui reduzir ou
aliviar pelo menos um efeito adverso ou sintoma da doenca artritica. O tratamento
€ geralmente “eficaz”, caso um ou mais sintomas ou marcadores clinicos sejam
reduzidos. Alternativamente, o tratamento € “eficaz”, caso a progresséo da doenca
artritica € reduzido ou impedido. Ou seja, “tratamento” inclui ndo apenas o
aprimoramento de sintomas ou marcadores como também uma cessacao ou pelo
menos retardamento do progresso ou agravamento dos sintomas que Sao
esperados na auséncia do tratamento. Os resultados clinicos ou desejados
incluem, porém sem limitacdo, alivio de um ou mais sintomas, diminuicdo da
extensdo da doenca, estado estabilizado da doenca (isto é, sem agravamento),
atraso ou retardamento da progresséo da doenca, melhora ou paliacdo da doenca
e remissdo (seja parcial ou total), seja detectavel ou ndo detectavel. O termo
“tratamento” de uma doenca artritica também inclui fornecer alivio dos sintomas ou
efeitos colaterais da doenca artritica (incluindo tratamento paliativo). Conforme
usado no presente documento, o termo “prevenir’, “prevencéo” ou “preventivo’

(também denominado de profilatico) se refere a aplicacdo ou administracdo de um
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virion de rAAV de acordo com a invencdo a um individuo que tem uma
predisposi¢cdo a uma doenca artritica, com o intuito de atrasar ou prevenir o inicio,
aliviar, melhorar, aliviar, inibir a progressdo, reduzir gravidade e/ou reduzir
incidéncia de um ou mais sintomas ou recursos de uma futura doenca artritica.
Deste modo, um virion de rAAV, de acordo com a invencéo, pode ser administracao
a um individuo que néo inibe sinais de uma doenca artritica e/ou a um individuo
gue exibe apenas sinais precoces de uma doenca artritica, de preferéncia, com
intuito de diminuir o risco de desenvolver a patologia associada a doenca artritica.

[031] O termo “cura” ou “curar”’, conforme usado no presente documento,
significa aliviar completamente um ou mais, de preferéncia, todos, dentre os
sintomas ou caracteristicas de uma doenca artritica. O termo “atrasar” ou “atraso”,
conforme usado no presente documento, significa atrasar o inicio e/ou inibir a
progressdo e/ou reduzir a gravidade de um ou mais dentre 0s sintomas ou
caracteristicas da doenca artritica.

[032] Numa modalidade preferencial, a proteina de capsideo modificada da
invencdo fornece um aumento de pelo menos duas vezes na expressao em
comparacao a uma proteina de capsideo ndo modificada, quando testado sob as
mesmas condi¢des. De preferéncia, a proteina de capsideo ndo modificada é uma
proteina de capsideo do mesmo serotipo que a proteina de capsideo modificada,
porém sem a modificacdo que deve ser testada. Com mais preferéncia, a proteina
de capsideo ndo modificada € uma proteina de capsideo do tipo selvagem (wt) do
mesmo serotipo que a proteina de capsideo modificada, em que a proteina de
capsideo wt tem, de preferéncia, uma sequéncia de aminoacidos selecionados do
grupo que consiste em SEQ ID NO: 13 — 19. Alternativamente, € preferencial que
a proteina de capsideo ndo modificada tem uma sequéncia de aminoacidos
selecionados do grupo que consiste em SEQ ID NO: 13 — 19. Com maxima
preferéncia, a proteina de capsideo ndo modificada tem a sequéncia de
aminoacidos, conforme mostrado na SEQ ID NO: 19. As proteinas de capsideo néo
modificadas preferenciais podem depender do tecido que deve ser tido como alvo
pelo virion de rAAV. Por exemplo, um rAAV com proteinas de capsideo AAV5
perece se um virion de escolha para células FLS (Apparailly et al. (2005) Human
Gene Therapy 16(4):426-434; Adriaansen et al. (2005) Ann. Rheum. Dis.
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64(12):1677-1684) e portanto — independentemente do serotipo original dos virions
mutantes de rAAV — o virion de controle de rAAV de preferéncia compreende
proteinas de capsideo de AAV5, com mais preferéncia, proteina de capsideo AAV5
do tipo selvagem (WtAAV5), com mais preferéncia, a proteina de capsideo de AAV5
tem a sequéncia de aminoacidos mostrada na SEQ ID NO:19, com ainda mais
preferéncia, o virion de controle de rAAV é um virion rAAV5. Um virion de controle
de rAAV é um virion de rAAV que compreende proteinas de capsideo nado
modificadas, conforme definido no presente documento, em vez das proteinas de
capsideo modificado. Numa modalidade preferencial, o virion de rAAV (que
compreende as proteinas de capsideo modificado) fornece expressédo superior
mediante transducéo in vitro em Sinoviocitos do Tipo Fibroblasto de pacientes com
artrite reumatoide (RA-FLS) e/ou HEK 293, de preferéncia, HEK293T, células em
comparacao ao mesmo virion de rAAV com proteinas de capsideo ndo modificadas,
conforme definido no presente documento, em vez de proteinas de capsideo
modificado, com o uso de um método, conforme descrito nos Exemplos. Em outras
palavras, diferente das proteinas de capsideo, o virion de rAAV e o virion de
controle de rAAV séao, de preferéncia, idénticos. De preferéncia a eficiéncia da
transducéo é detectada num ensaio de transducao de in vitro : medindo-se 0s niveis
de expressao de um gene reporter codificado pelo transgene, tal como GFP, YFP
e/ou Luciferase. Numa modalidade preferencial, o teste para determinar a
expressdo € um ensaio de transducéo in vitro, conforme descrito no exemplo 2/3.
Em suma, os RA-FLS (isolado, conforme descrito em van de Sande MG et al.,
(2011) Ann Rheum Dis 70: 423-427) séo colocados em placa a 2.500 células/poco
ou células HEK293T (células renais embridnicas humanas) sao colocados em placa
a 40.000 células/poco numa placa com 96 pocos (DMEM-GlutaMAX-I (Gibco,
referéncia 31966-021), 10% de FBS (Soro Bovino Gold inativado por calor (HI),
Gibco referéncia A15-151), penicilina a 100 pg/ml/estreptomicina a 100 pg/ml
(Sigma-Aldrich, referéncia P0781; 37 °C/5% de CO2). Apdés 24 horas, o
sobrenadante € removido e substituido pelo meio (DMEM-glutaMAX-l (Gibco,
referéncia 31966-021), 0,001% de Pluronic F68 (Sigma, referéncia p5559)) que
contém os virions mutantes de rAAV ou os virions de controle de rAAV — todos

expressando proteina fluorescente amarela (yFP) e/ou luciferase sob controle de
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um promotor de citomegalovirus (CMV) — em vérias infeccées (MOI) de 10.000,
20.000 e 100.000. Os lisados crus (isto €, sobrenadantes nao purificados de células
submetidas a transfeccdo com todos os plasmideos necessarios para a producao
de rAAV e que contém virions que expressam repoérter) ou AAV purificado (de
preferéncia, com base na purificacdo de lodixanol ou purificacdo de gradiente de
densidade de cloreto de césio (CsCl)) podem ser usados. Quatro horas apés a
transducédo, o meio (DMEM-GlutaMAX-I, 10% de FBS penicilina a 100 U/ml,
estreptomicina a 100 pug/ml) que contém doxorubicina (Sigma, referéncia D1515;
concentracéo final 0,4 uM), FBS (concentracéo final a 1%), é adicionado. ApGs 48
horas (HEK293T) ou 4 a 6 dias (RA-FLS), as células sdo submetidas a ensaio para
a porcentagem de células que expressam YFP ou luciferase por microscopia de
fluorescéncia ou citometria de fluxo. De preferéncia, o ensaio de transdugao in vitro
€ realizado varias vezes com FLS isolado de diferentes pacientes, tal como, por
exemplo FLS isolado de 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ou mais pacientes.

[033] Um “serotipo” é definido tradicionalmente com base numa falta de
reatividade cruzada entre anticorpos para um virus em comparacao a outro virus.
Tais diferencas de reatividade cruzada sao normalmente devidas a diferencas nas
sequéncias de proteina de capsideo/determinantes antigénicos (por exemplo,
devido as diferencas de sequéncia VP1, VP2 e/ou VP3 do serotipos AAV). Sob a
definicao tradicional, um serotipo significa que o virus de interesse foi testado em
relacdo ao soro especifico para todos serotipos existentes e caracterizados para
neutralizar a atividade, e ndo foi constatado que algum anticorpo neutralize o virus
de interesse. Visto que mais isolados de virus de ocorréncia natural sao
constatados e mutantes de capsideo sdo gerados, pode haver ou ndo diferencas
serologicas com qualquer um dos serotipos existentes. Deste modo, nos casos em
gue o novo AAV nédo tem diferenca seroldgica, este novo AAV é um subgrupo ou
variante do serotipo correspondente. Em muitos casos, o teste de serologia para
neutralizar a atividade tem que ser realizado em virus mutante com modificacdes
de sequéncias de capsideos para determinar se sdo de outro serotipo de acordo
com a definicdo tradicional de serotipo. Consequentemente, a titulo de
conveniéncia e para evitar repeticdo, o termo “serotipo” se refere amplamente tanto

a virus distintos em termos de serologia (por exemplo, AAV) quanto a virus (por
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exemplo, AAV) que nao sao distintos em termos de serologia que podem estar
dentro de um subgrupo ou uma variante de um dado serotipo.

[034] “Transducdo” se refere a transferéncia de um transgene numa célula
hospedeira receptora por um vetor viral. A transducao de uma célula-alvo por um
virion de rAAV da invencao causa a transferéncia do transgene contido neste virion
de rAAV na célula submetida a transducdo. “Célula hospedeira” ou “célula-alvo” se
refere a célula na qual a entrega de DNA ocorre, tal como o0s sinoviocitos ou células
sinoviais de um individuo ou, tal como células FLS isoladas de pacientes ou células
HEK293T no caso do ensaio de transducdo in vitro. Os vetores AAV podem
submeter a transducdo tanto células em divisdo quanto as que nao estdao em
divisdo. Numa célula que compreende um produto génico de interesse, tal como,
por exemplo, GFP, 0 produto génico de interesse foi
introduzido/transferido/submetido a transducao por meio da “transducéo” de rAAV
da célula. Uma célula na qual o transgene foi introduzido € denominado de célula
“submetida” a transducéo.

[035] A célula hospedeira receptora em que o transgene € submetido a
transducéo é, de preferéncia, uma célula que é afetada pela doenca que deve ser
tratada, tal como, por exemplo, células sinoviais, mais especificamente FLS,
macrofagos, mondcitos, neutroéfilos, osteoblastos, osteoclastos, condrdcitos, T-
linfocitos, células dendriticas, células plasmaticas, mastocitos, linfécitos B no caso
de uma doenca artritica. O “sindvio” ou “tecido sinovial” ou “células sinoviais”,
conforme usado no presente documento, se refere ao forro celular que reveste as
superficies ndo cartilaginosas das articulagbes sinoviais, conforme descrito
adicionalmente em Tak (2000, Examination of the synovium and synovial fluid. In:
Firestein GS, Panyani GS, Wollheim FA editors. Artrite Reumatoide. Nova lorque:
Oxford Univ. Press, Inc. 55-68) e incorporado no presente documento a titulo de
referéncia. O sindvio consiste na camada de forro intimo (ou camada de forro
sinovial) e o subforro sinovial (subsinévio), que se une a capsula de articulacédo. A
camada de forro intimo compreende macréfagos intimos (ou sinovidcitos do tipo
macrofagos ou sinovidcitos do tipo A) e FLS (ou sinoviécitos do tipo B). Portanto, o
“sindvio” pode ser substituido por ou € sinbnimo com, “tecido sinovial”. Uma célula

sinovial pode incluir uma célula presente no sindvio incluindo FLS e sinoviécitos do
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tipo macréfagos. Uma célula sinoviécito também pode ser um neutrdéfilo, células T,
B e/ou células de tecido conjuntivo, que podem estar todas presentes no sinévio.
[036] Os “sinovidcitos do tipo fibroblasto” (FLS) sdo células de origem
mesenquimal que exibem muitas caracteristicas que estdo em comum com 0S
fibroblastos, tais como expresséo de proteinas especificas, tal como, por exemplo,
diversos tipos de coldgenos. No entanto, FLS também secretam proteinas que
estdo normalmente ausentes em outras linhagens de fibroblastos, tais como, por
exemplo lubricina. Além disto, FLS expressa moléculas que sao importantes para
a medigéo da adeséo celular, tal como caderina-11, VCAM-1, diversas integrinas e
seus receptores. Especifica para os FLS € a expressao de CD55, e esta proteina
€, portanto, usada tipicamente para identificar os FLS no sindévio pela imuno-
histoquimica. Os FLS representam um tipo de célula especializada localizado no
interior de articulagbes no sinovio cujas células exercem uma funcdo crucial na
patogénese de doencas inflamatorias crénicas, tal como artrite reumatoide (RA). O
termo “sindvio reumatoide” ou “células sinoviais reumatoides” ou “tecido sinovial
reumatoide” se refere ao sinodvio inflamado pelas articulacdes de um individual que
sofre de RA. O sindvio reumatoide é caracterizado por hiperplasia do forro intimo e
por acumulo de FLS, células T, células plasmaticas, macrofagos, células B, células
exterminadoras nutrais e células dendriticas no subforro sinovial. Estas células
acumuladas sdo compreendidas na definicdo de células sinoviais reumatoides.
Durante a progressao de RA, o tecido sinovial se torna um lugar em que processos
inflamatorios constantes ocorrem, o que pode causar eventualmente danos a
cartilagem e destruicdo e deformacado da articulacdo. Relatou-se que os FLS que
estdo presentes no sindvio durante RA exibem um fendtipo alterado em
comparacdo ao FLS presentes nos tecidos normais. Por exemplo, os FLS no
sinovio reumatoide perdem “inibicdo por contato”, isto €, perdem a propriedade de
impedir seu crescimento quando mais células entrem em contato uma com a outra.
Além disto, a medida que perdem a dependéncia de crescer em superficie
adesivas. Como resultado, aumenta o numero de FLS no sindvio com doenca. A
inflamacéo é intensificada adicionalmente pela producédo de diversas moléculas de
sinalizacao pro-inflamatoéria, particularmente interleucinas IL-6 e IL-8, prostanoides

e metaloproteinases em matriz (MMPs).
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[037] Alternativamente, ou em combinacdo com outra modalidade, numa
modalidade preferencial adicional da presente invencéo, um virion de rAAV que
compreende uma proteina de capsideo modificada de acordo com a invencao
fornece para um aumento de pelo menos duas vezes na expressao do transgene
em FLS humanos em comparacdo a um virion de rAAV que compreende uma
proteina de capsideo ndo modificada, conforme definido no presente documento,
de preferéncia, a proteina de capsideo ndo modificada com uma sequéncia de
aminoacidos selecionada do grupo que consiste na SEQ ID NO: 13 a 19, quando
testado sob as mesmas condicdes, em que, de preferéncia, a proteina de capsideo
nao modificada tem o mesmo serotipo que a proteina de capsideo modificada ou
tem a sequéncia de aminoacidos mostrada na SEQ ID NO: 19.

[038] Com mais preferéncia, o virion de rAAV da invencao resulta em niveis
aumentados de expressao do transgene mediante transducé&o in vitro conforme
descrito acima em niveis aumentados de expressdo em pelo menos 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50 vezes nas células de FLS humanos em
comparacao a um virion de controle de rAAV.

[039] Igualmente preferencial, ou além do supracitado, o virion de rAAV
fornece expressdo aumentada do transgene mediante a administracdo in vivo ao
modelo de camundongo de bolsa de ar sinévio (APS) (adaptado de Edwards et al
(1981) J Pathol 134: 147-156, conforme descrito no exemplo 4) em comparacao a
um virion de controle de rAAV, de preferéncia, em comparagcado a um virion de rAAV
gue compreende proteinas de capsideo wtAAV5, desde que o rAAV seja de outro
modo idéntico (além de sua proteina de capsideo (ou proteinas de capsideo)). De
preferéncia, expressao do transgene aumenta pelo menos 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10,
15, 20, 25, 30, 35 vezes com o uso de um rAAV que compreende as proteinas de
capsideo mutante do método da invencdo. Um método exemplificativo € fornecido
nos Exemplos.

[040] Também preferencial, ou além do supracitado, o virion de rAAV que
compreende uma proteina de capsideo modificada fornece titulacées de anticorpo
neutralizante semelhante ou inferior (nAb) em comparacdo aio mesmo virion de
rAAV que compreende proteina de capsideo de AAV ndo modificada, de

preferéncia, do tipo selvagem do mesmo serotipo. Os capsideos de WtAAV5 séo
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conhecidos por ter um perfil nNAb atrativo, e portanto, sao preferenciais titulacdes de
nAb semelhantes ou inferiores de rAAV que compreendam uma proteina de
capsideo modificada de acordo com a presente invencdo em comparacao a
WIAAVS.

[041] Alternativamente, o ensaio de transducéo in vitro pode ser realizado,
conforme descrito acima, porém num tipo celular/linhagem celular diferentes dos
FLS, dependendo do tipo de célula que deve ser tido como alvo, tal como, por
exemplo, em células selecionadas a partir do grupo que consiste em hepatocitos
primarios, linhagens celulares, por exemplo. HuH, HepG2, HepA1-6, células do
coracao, células de musculo esquelético, células pulmonares, tais como a linhagem
celular A549, células de CNS, células oculares, células do trato gastrointestinal,
células da medula 6ssea e células sanguineas, tais como a linhagem celular THP-
1. Isto também pode exigir um diferente serotipo AAV como controle preferencial,
dependendo das proteinas de tropismo do capsideo do tipo selvagem. De modo
geral, um vetor de controle compreende, de preferéncia, proteinas de capsideo do
tipo selvagem que naturalmente tém como alvo o tecido de escolha. Conforme a
pessoa versada na técnica observard, isto também pode depender do modo de
administracao: local sistémica. Por exemplo, o AAV2, que foi o AAV examinado
mais extensivamente, apresenta tropismo para as células de musculo esquelético,
neurdnios, células de musculo liso vascular e hepatécitos; o AAV6 apresenta
tropismo para as células epiteliais de vias aéreas; o AAV7 apresenta tropismo para
as células de musculo esquelético; 0 AAV8 apresenta tropismo para os hepatdcitos;
AAV1 e AAVS5 apresentam tropismo para células endoteliais vasculares. Mediante
a administracao sistémica, o AAV 1 a 3 e 5 a 9 tém tropismo para o figado, com
altos niveos de proteina observados com AAV9, 8, 7, 6, 1 e até um ponto menor de
5e 2; o coracao é submetido a transducédo por AAV4, 6, 7, 8 e 9; expressao toracica
€ observada quanto ao AAV4 e 6 (Zincarelli et al (2008) Molecular Therapy 16(6):
1073-1080).

[042] Sem se ater a nenhuma teoria, acredita-se que a expressao
aumentada obtida pelos virions de rAAV que compreende uma proteina de
capsideo modificada da invencdo em comparacao a virions de controle de rAAV é

causada por uma transducdo aprimorada da rAAV na célula, possivelmente por
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tropismo alterado, resultando em (i) um numero aumentado de células dentro da
populacdo celular que é submetida a transducéo e/ou (ii) um nivel aumentado de
expressao por célula, por exemplo, devido a melhor absor¢do do virion e/ou
processamento intracelular.

[043] Outra vantagem do virion de rAAV com uma proteina de capsideo
modificada de acordo com a invencdo pode ser, de preferéncia, outros
aprimoramentos, tais como possivel evitacdo de anticorpos neutralizantes pré-
existentes.

[044] Numa modalidade preferencial da presente invencdo, a proteina de
capsideo modificada compreende uma sequéncia de aminoacidos Z, de
preferéncia, a sequéncia de aminoéacidos Z esta compreendida na parte C-terminal
da proteina. De preferéncia, a sequéncia Z tem 12 a 18 residuos de aminoacidos
de comprimento (também denominado no presente documento de “regido de al¢a”
e de “inserto”). Numa modalidade preferencial, a sequéncia Z esta localizada na
parte C-terminal da proteina de capsideo, de preferéncia, numa localizacao
correspondente a uma posicao a 100 a 200, de preferéncia, 120 a 180, com mais
preferéncia, 130 a 170, com mais preferéncia, 140 a 160, com maxima preferéncia,
cerca de 150 aminoéacidos da extremidade C da proteina de capsideo do tipo
selvagem, tais como, por exemplo, mostrado as SEQ ID NOs: 13 a 19. Os residuos
da sequéncia de aminoacidos Z sao expostos, de preferéncia, na superficie da
proteina de capsideo, tal como, por exemplo, pelo menos 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 ou 18 residuos sdo expostos na superficie da proteina de
capsideo (uma entdo chamada “al¢ca”). Numa modalidade preferencial, a sequéncia
Z tem comprimento de 14 a 18 residuos de aminoacidos, com mais preferéncia, 15,
16, 17 ou 18 residuos, com maxima preferéncia, 15, 17 ou 18 residuos de
aminoacidos de comprimento. A sequéncia Z pode substituir alguns residuos de
aminoacidos em comparacdo as sequéncias de proteinas de capsideo nao
modificadas, tais como do tipo selvagem. De preferéncia, o inserto substitui 3, 4, 5,
6, 7, 8, 9 ou 10 residuos de aminoacidos, com mais preferéncia, 6 ou 7 residuos de
aminoacidos da mesma sequéncia, porém sem o0 inserto, de preferéncia da
sequéncia ndo modificada, com mais preferéncia, do tipo selvagem. Além da

sequéncia Z/inserto, entao na estrutura, a proteina de capsideo pode compreender
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modificacbes adicionais, tais como substituicdes de aminoécido (por exemplo,
substituicdes de aminoacido conservativas), ou a proteina de capsideo na estrutura
pode ser a sequéncia de amino&cidos do tipo selvagem. O AAV na estrutura na
qual o inserto estd compreendido pode ser de qualquer serotipo, tal como, por
exemplo AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAVS, AAV9, AAV10,
AAV11l, AAVrhl10 ou AAVDJ. De preferéncia, o AAV na estrutura na qual a
sequéncia Z estd compreendida é selecionada do grupo que consiste em AAV1,
AAV2, AAV7, AAV9, AAVrhl1l0, AAVDJ, com mais preferéncia, das proteinas de
capsideo nao modificadas que tem uma sequéncia de aminoacidos, conforme
mostrado em qualquer uma dentre a SEQ ID NO: 13 a 19. O inserto de acordo com
a invencao esta compreendido, de preferéncia, na parte C-terminal da proteina de
capsideo, de preferéncia, numa localizacdo correspondente a 100 a 200, de
preferéncia, 120 a 180, com mais preferéncia, 130 a 170, com mais preferéncia,
140 a 160, com maxima preferéncia, aproximadamente 150 residuos de
aminoacidos da extremidade C DA proteina de capsideo do tipo selvagem, tal
como, por exemplo, mostradas nas SEQ ID NOs: 13 a 19, em que a localizacdo do
inserto é representada pela formula Il:
EEEIXXXXPVATEXXGXXXXNXxQY — Z — (X)n\LPGMVWQxRDVYLQGPIWAKIPHTDG
[045] em que x representa um unico residuo de aminoacido, em que y
representa 0, 1 ou 2 residuos de aminoacido (ou residuos de aminoacido) (que,
entdo, pode estar ausente), eemquenéb5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14 ou 15, de
preferéncia, 8, 9 ou 10 ou em que a localizacdo do inserto é representada por uma
sequéncia que tem pelo menos 90, 93, 95, 96, 97, 98 ou 99% identidade de
sequéncia com a férmula Il. De preferéncia, os Uultimos trés residuos de
aminoacidos que antecedem a extremidade N-terminal da sequéncia Z da invencéao
sdo NLQ, NHQ ou NFQ. De preferéncia, y representa 0 ou 2 residuos de
aminoacidos. Em alguns casos, y representa 2 residuos de aminoacidos, deste
modo, os residuos de aminoacidos adicionais, de preferéncia, dois residuos de
serinas, podem estar presentes entre o motivo NxQ e o inserto da invencao. Este
€, de preferéncia, o caso em que o motivo NxQ é NFQ, por exemplo, caso o
capsideo de AAV seja uma sequéncia de capsideos AAV1, conforme representado

na SEQ ID NO:1. A pessoa versada na técnica podera determinar estes motivos e
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esta regido na qual o inserto estd localizado e, também, se abriga algumas
variacdes, tais como substituicbes de aminoacido ou delecbes, que também estédo
abrangidas no escopo da presente invencgéo.

[046] Numa modalidade preferencial, com base nos alinhamentos
mostrados nas Figuras 4 e 5, o inserto (sequéncia Z) compreende ou consiste numa
sequéncia da formula: x1-G-Q-X2-G-X3-X4-X5-R-Xe-X7-Xg-X9-X10-X11-X12-X13-X14-X15, €M
gue X1 € Q ou nenhum, x2é SouR, x3é NouC,xs€D,YouE,xs€C,V, SouA,
X6 € G, SouV, x7é nenhum, A,VouR,xsé€D,NouE, xgé CouA, xi0é FouQ,
Xx11 € nenhum, C ou A, X12 € nenhum ou A, X13 € nenhum ou Q, x14 € nenhum ou A
e Xi5 € nenhum ou A. alternativamente, o inserto (sequéncia Z) compreende ou
consiste numa sequéncia da formula: y1-G-Q-y2-G-ysz-ys-ys-R-Ye-y7-Ys-Yo-Y10-A-Yy11-
y12-y13, €m que y1 € Q ou nenhum,y>€ SouR,yzéNouC,yséD,YouE,yséC,
V,SouA,ys€G,SouV,ysénenhumouD,ysé&nenhumouC,yséA,V,RouF,
yi0 € N, D, E ou C, y11 € nenhum ou Q, y12 € nenhum ou A, yi13 € nenhum ou A. Em
mais uma alternativa, a modalidade mais preferencial, com base nos alinhamentos
mostrados nas Figuras 6 e 7, o inserto (sequéncia Z) compreende ou consiste numa
sequéncia da formula geral I:

y-G-Q-x-G-X)3—R-(X)3s—y—-A-Q-A-A

[047] em que X representa um unico residuo de aminoacido e em que y
representa 0, 1 ou 2 residuos de aminoacidos (que pode estar, entdo, ausente). De
preferéncia, (i) caso na extremidade N y representa 0 aminoacidos, entdo, o outro
y dentro da formula | representa O residuos de aminoacidos ou (ii) caso na
extremidade N, y representa 1 residuo de aminoéacido, entdo, o outro y na formula
| representa 2 residuos de aminoacidos. Com mais preferéncia, o inserto
(sequéncia Z) compreende ou consiste numa sequéncia da férmula mais
especifica:

20—-G-Q-21-G-22—-23-24—R-25-26-27—28-20—-A—-Q—-A-A

[048] em que zo € nenhumou Q,z1éRouS,z2é CouN,ZzéD,Eou,
z4€C,A,SouV,zs€G,VousS, zs € dounenhum, z; € C ou nenhum, zsé F, R, V
ou A, z9 é C, D, N ou E. Com mais preferéncia, caso zo seja nenhum, entdo, tanto
Zs quanto z7 também representam nenhum.

[049] Com mais preferéncia, a sequéncia Z/inserto compreende ou consiste
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numa sequéncia de aminoacidos que tem pelo menos 80, 85, 87, 90, 91, 92, 93,
94, 95, 96, 97, 98 ou 99%, com maxima preferéncia, 100% de identidade de
sequéncia com qualquer uma das sequéncias de aminoacidos selecionadas a partir
do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 8 — 12. E preferencial que a sequéncia
Zlinserto compreenda ou consista numa sequéncia de aminoacidos representada
por uma dentre as formulas acima e que tenha pelo menos 80, 85, 87, 90, 91, 92,
93, 94, 95, 96, 97, 98 ou 99%, com maxima preferéncia 100% de identidade de
sequéncia com qualguer uma dentre as sequéncias de aminoacidos selecionadas
a partir do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 8 a 12.

[050] Nas células de mamiferos, a expressdo das trés proteinas de
capsideo de AAV (VP1, VP2 e VP3) na estequiometria correta depende de uma
combinacao do uso alternativo de dois sitios aceitadores de splicing e da utilizacéo
subideal de um cédon de iniciagdo de ACG para VP2 que néo € precisamente
reproduzida por células de inseto. A estequiometria correta € importante para
ineficacia das particulas de AAV. Para a producao das trés proteinas de capsideo
de AAV nas células de inseto na estequiometria correta, € comum na técnica usar
um construto que é transcrito num unico mensageiro policistrénico que possa
expressar todas as trés proteinas de VP sem que o splicing seja necessario. A fim
de obter isto, a proteina VP1 pode estar sob o controle de um cdédon de iniciacdo
de traducdo subideal em vez de ATG. Exemplos de tal codon de iniciacdo de
traducéo subideal sdo ACG, TTG, CTG e GTG (Urabe et al. (2002) Human Gene
Therapy 13: 1935-1943; US 20030148506; US 20040197895; WO 2007/046703).
Alternativamente, na producdo de rAAV em células de inseto um cassete de acido
nucleico pode ser usado para expressar proteinas VP1, VP2 e VP3, sendo que
estas proteinas séo codificadas por uma sequéncia de acido nucleicos que
compreendem quadros de leitura aberta em sobreposicdo (ORFs), conforme
descrito na patente EP n° 2,061,891 B1 na qual é divulgado um cassete de
expressao de VP que compreende um intron que compreende um promotor antes
do cbédon de iniciacdo de ACG de VP2. A proteina de capsideo modificada da
invencao é definida com relacdo a sequéncia de proteinas da proteina de capsideo
VP1. No entanto, visto que a sequéncia Z/inserto esta localizada na parte C-

terminal da proteina VP1, é abrangido pela invencdo o fato de que as proteinas
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VP2 e VP3 também abrigam a sequéncia Z/inserto e, entdo, sdo modificadas
(independentemente do método de producédo de rAAV, tal como, por exemplo nas
células de inseto ou nas células de mamiferos).

[051] Alternativamente, ou em combinacdo com outra modalidade, numa
modalidade preferencial adicional da presente invencdo, a proteina de capsideo
modificada de acordo com A invencdo compreende ou consiste numa sequéncia
de aminoéacidos selecionada do grupo que consiste em: i) uma sequéncia de
aminoacidos que tem pelo menos 70, 75, 80, 85, 87, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97,
98, 99%, com maxima preferéncia que tem 100% de identidade de sequéncia com
uma sequéncia de aminoacidos que tenha SEQ ID NO: 1 e em que 0s aminoacidos
nas posicdes 588 a 602 da SEQ ID NO: 1 tém pelo menos 80, 85, 87, 90, 91, 92,
93, 94, 95, 96, 97, 98, 99%, com maxima preferéncia ttm 100% de identidade de
sequéncia com SEQ ID NO: 11, ii) uma sequéncia de aminoacidos que tem pelo
menos 70, 75, 80, 85, 87, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99%, com maxima
preferéncia que tem 100% de identidade de sequéncia com uma sequéncia de
aminoacidos que tenha SEQ ID NO: 2 e em que 0os aminoacidos nas posi¢oes 585
a 599 da SEQ ID NO: 2 tém pelo menos 80, 85, 87, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97,
98, 99%, com maxima preferéncia que tem 100% de identidade de sequéncia com
SEQ ID NO: 10, iii) uma sequéncia de aminoacidos que tem pelo menos 70, 75, 80,
85, 87, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99%, com maxima preferéncia, tem 100%
de identidade de sequéncia com uma sequéncia de aminoacidos que tenha SEQ
ID NO: 3 e em que os aminoacidos nas posi¢cdes 587 a 601 da SEQ ID NO: 3 tém
pelo menos 80, 85, 87, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99%, com maxima
preferéncia que tem 100% de identidade de sequéncia com SEQ ID NO: 9, iv) uma
sequéncia de aminoacidos que tem pelo menos 70, 75, 80, 85, 87, 90, 91, 92, 93,
94, 95, 96, 97, 98, 99%, com maxima preferéncia, que tem 100% de identidade de
sequéncia com uma sequéncia de aminoacidos que tenha SEQ ID NO: 4 e em que
0s aminodcidos nas posicfes 586 a 600 da SEQ ID NO: 4 tém pelo menos 80, 85,
87,90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99%, com maxima preferéncia, que tem 100%
de identidade de sequéncia com SEQ ID NO: 8, v) uma sequéncia de aminoacidos
que tem pelo menos 70, 75, 80, 85, 87, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99%, com

maxima preferéncia, que tem 100% de identidade de sequéncia com uma
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sequéncia de aminoacidos que tenha SEQ ID NO: 5 e em que 0os aminoacidos nas
posicdes 588 - 602 da SEQ ID NO: 5 tém pelo menos 80, 85, 87, 90, 91, 92, 93, 94,
95, 96, 97, 98, 99%, com maxima preferéncia que tem 100% de identidade de
sequéncia com SEQ ID NO: 9, vi) uma sequéncia de aminoacidos que tem pelo
menos 70, 75, 80, 85, 87, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99%, com méaxima
preferéncia, que tem 100% de identidade de sequéncia com uma sequéncia de
aminoacidos que tenha a SEQ ID NO: 6 e em que 0os aminoacidos nas posi¢cées
588 a 602 da SEQ ID NO: 6 tém pelo menos 80, 85, 87, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96,
97, 98, 99%, com maxima preferéncia, que tem 100% de identidade de sequéncia
com SEQ ID NO: 8, e vii) uma sequéncia de aminoacidos que tem pelo menos 70,
75, 80, 85, 87, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99%, com maxima preferéncia,
gue tem 100% de identidade de sequéncia com uma sequéncia de aminoacidos
gue tenha SEQ ID NO: 7 e em que 0s aminoacidos nas posicoes 587 a 601 da SEQ
ID NO: 7 tém pelo menos 80, 85, 87, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99%, com
maxima preferéncia, que tem 100% de identidade de sequéncia com a SEQ ID NO:
12. De preferéncia, o AAV na estrutura proteina de capsideo na qual o inserto esta
compreendido tem a sequéncia de aminoacidos de um capsideo de AAV do tipo
selvagem, tal como, por exemplo, de AAV5, AAV1, AAV2, AAV7, AAV9, AAVrhl0
ou AAVDJ ou uma sequéncia de aminoacidos que compreende substituicbes de
aminoacido conservativas. Com mais preferéncia, o AAV na estrutura proteina de
capsideo na qual o inserto esta compreendido, tem a sequéncia de aminoacidos de
um WtAAV5 capsideo ou uma sequéncia de aminoacidos que compreende
substituicGes de aminoacido conservativas.

[052] “Identidade de sequéncia” € definida no presente documento como
uma relacdo entre duas ou mais sequéncias de aminoacidos (polipeptideo ou
proteina) ou duas ou mais sequéncias de acido nucleicos (polinucleotideo),
conforme determinado comparando-se as sequéncias. Numa modalidade
preferencial, a identidade de sequéncia € calculada com base no comprimento total
de duas determinadas SEQ ID NO ou em parte das mesmas. Parte das mesmas
significa, de preferéncia, pelo menos 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90% ou 100%
de ambas as SEQ ID NO. Na técnica, “identidade” também significa o grau de

relacdo de sequéncia entre sequéncias de aminoacidos ou de &cidos nucleicos,
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conforme o caso, conforme determinado pelo pareamento entre colunas de tais
sequéncias. Salvo quando indicado de outro modo no presente documento,
identidade ou semelhanca com uma determinada SEQ ID NO significa identidade
ou semelhanca com base no comprimento completo da dita sequéncia (isto é, em
seu comprimento inteiro ou como um todo).

[053] “Semelhanca” entre duas sequéncias de aminoacidos é determinado
comparando-se a sequéncia de aminoacidos e seus substitutos de aminoacidos
conservados de um polipeptideo a sequéncia de um segundo polipeptideo.
‘Identidade” e “semelhanca” podem ser prontamente calculadas por métodos
conhecidos, incluindo, porém sem limitacdo aqueles descritos em (Computational
Molecular Biology, Lesk, A. M., edicdo, Oxford University Press, Nova lorque, 1988;
Biocomputing: Informatics and Genome Projects, Smith, D. W., edi¢do, Academic
Press, Nova lorque, 1993; Computer Analysis of Sequence Data, Part I, Griffin, A.
M., and Griffin, H. G., edi¢cdes, Humana Press, Nova Jersey, 1994; Sequence
Analysis in Molecular Biology, von Heine, G., Academic Press, 1987; e Sequence
Analysis Primer, Gribskov, M. and Devereux, J., edicdes., M Stockton Press, Nova
lorque, 1991; e Carillo, H., e Lipman, D., SIAM J. Applied Math., 48:1073 (1988)).

[054] Os métodos preferenciais para determinar a identidade sé&o
elaborados para fornecer o maior pareamento entre as sequéncias testadas.
Métodos para determinar a identidade e semelhanca sao codificados em programas
de computador disponiveis publicamente. Os métodos de programa de computador
preferenciais para determinar identidade e semelhanca entre duas sequéncias
incluem por exemplo, o pacote de programa de GCG (Devereux, J., et al., Nucleic
Acids Research 12 (1): 387 (1984)), BestFit, BLASTP, BLASTN, e FASTA (Altschul,
S. F. et al.,, J. Mol. Biol. 215:403-410 (1990)). O programa BLAST X esta
publicamente disponivel junto ao NCBI e outras fontes (BLAST Manual, Altschul, S.
et al., NCBI NLM NIH Bethesda, MD 20894, Altschul, S. et al., J. Mol. Biol. 215:403-
410 (1990)). O algoritmo Smith Waterman também pode ser usado para determinar
identidade.

[055] Os parametros preferenciais para comparacdo de sequéncia de
polipeptideo incluem o seguinte Algoritmo: Needleman e Wunsch, J. Mol. Biol.
48:443-453 (1970); Matriz de comparacao: BLOSSUMG62 de Hentikoff e Hentikoff,
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Proc. Natl. Acad. Sci. EUA. 89:10915-10919 (1992); Penalidade para Lacunas: 12;
e Penalidade para Comprimento de Lacunas: 4. Tal programa esta publicamente
disponivel como o programa “Ogap” da Genetics Computer Group, localizada em
Madison, WI. Os parametros mencionados acima sao os parametros padrao para
comparacdes de aminoacido (junto de sem penalidade para lacunas finais).

[056] Os parametros preferenciais para comparacdo de acido nucleico
incluem o seguinte Algoritmo: Needleman e Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443-453
(1970); Matriz de comparacdo: pareamentos=+10, maus pareamentos=0;
Penalidade Para Lacunas: 50; Penalidaded para Comprimentos de Lacunas: 3.
Disponivel como o programa Gap da Genetics Computer Group, localizado em
Madison, Wis (www.biology.wustl.edu/gcg/gap). Foram fornecidos acima o0s
parametros padrdo para comparacoes de acido nucleico.

[057] Opcionalmente, na determinacdo do grau de semelhanca de
aminoacido, a pessoa versada na técnica também pode considerar substituices
de aminoéacido entdo chamadas “conservativas”, conforme ficara para a pessoa
versada na técnica. Substituicbes de aminoacido conservativas se
intercambiabilidade de residuos que tém cadeias laterais semelhantes similar. Por
exemplo, um grupo de aminoacidos que tém cadeias laterais alifaticas é glicina,
alanina, valina, leucina e isoleucina; um grupo de aminoacidos que tém cadeias
laterais alifaticas de hidroxila € serina e treonina; um grupo de aminoacidos que
tem cadeias laterais que contém amida é asparagina e glutamina; um grupo de
aminoacidos que tém cadeias laterais aromaticas € fenilalanina, tirosina e
triptofano; um grupo de aminodacidos que tem cadeias laterais basicas é lisina,
arginina e histidina; e um grupo de aminoacidos que tem cadeias laterais que
contém enxofre é cisteina e metionina. Os grupos preferenciais de substituicdo
conservativa de aminoacido sdo: valina-leucina-isoleucina, fenilalanina-tirosina,
lisina-arginina, alanina-valina e asparagina-glutamina. As variantes de substituicdo
da sequéncia de aminoécidos divulgadas no presente documento sdo aquelas em
gue pelo menos um residuo nas sequéncias divulgadas foi removido e um diferente
residuo inserido em seu lugar. De preferéncia, a mudanca de aminoacido é
conservativa. As substituicbes conservativas preferenciais para cada um dos

aminoacidos de ocorréncias natural sdo conforme o seguinte: Ala para Ser; Arg
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para Lys; Asn para GIn ou His; Asp para Glu; Cys para Ser ou Ala; GlIn para Asn;
Glu para Asp; Gly para Pro; His para Asn ou GIn; lle para Leu ou Val; Leu para lle
ou Val; Lys para Arg; GIn ou Glu; Met para Leu ou lle; Phe para Met, Leu ou Tyr;
Ser para Thr; Thr para Ser; Trp para Tyr; Tyr para Trp ou Phe; e, Val para lle ou
Leu.

[058] Alternativamente, ou em combinacdo com outra modalidade, numa
modalidade preferencial adicional da presente invencado, a proteina de capsideo
compreende ou consiste numa sequéncia de aminoacidos selecionada do grupo
gue consiste em SEQ ID NO:1 — 7, com mais preferéncia, a partir do grupo que
consiste em SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4, 6 e 7, com ainda mais preferéncia, a partir do
grupo que consiste em SEQ ID NO: 3, 4 e 6, ainda com mais preferéncia, a partir
do grupo que consiste em SEQ ID NO: 4 e 6, com maxima preferéncia, SEQ ID
NO:4.

[059] As sequéncias de ITR funcionais sdo necessarias para a replicacao,
regaste e empacotamento de virions rAAV. As sequéncias de ITR podem ser
sequéncias do tipo selvagem ou podem ter pelo menos 80%, 85%, 90%, 95% ou
100% de identidade de sequéncia com sequéncias do tipo selvagem ou podem ser
alteradas, por exemplo, por insercdo, mutacdo, delecdo ou substituicdo de
nucleotideos, desde que permanecam funcionais. Neste contexto, a funcionalidade
se refere a capacidade de empacotar diretamente 0 genoma no envoltério do
capsideo e, em seguida, permitir que a expressdo na célula hospedeira seja
submetida a transducéo ou célula-alvo. Tipicamente, as ITRs do genoma de AAV
do tipo selvagem estao retidas no vetor de rAAV. As ITRs podem ser clonadas do
genoma viral de AAV ou excisado de um vetor que compreende as ITRs de AAV.
As sequéncias de nucleotideos de ITR podem ser ligadas em qualquer extremidade
a um transgene, conforme definido no presente documento, com o0 uso de técnicas
de biologia molecular padrédo, ou a sequéncia de AAV do tipo selvagem entre as
ITRs pode ser substituida pela sequéncia de nucleotideos desejada. O vetor de
rAAV compreende, de preferéncia, pelo menos as sequéncias de nucleotideo das
regides de ITR de um dentre os serotipos de AAV ou as sequéncias de nucleotideo
substancialmente idénticas aos mesmos, e pelo menos uma sequéncia de

nucleotideos que codifica uma proteina terapéutica (sob o controle de um elemento
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regulador adequado) inserido entre as duas ITRs. A maioria dos vetores de rAAV
usados atualmente usa as sequéncias de ITR do serotipo de AAV 2. A maioria das
ITRs presentes num vetor de rAAV é do serotipo de AAV2. Outras ITRs
preferenciais sao do serotipo de AAV1, AAV3, AAV5 ou AAV6 (Grimm et al. (2006)
J Virol 80(1):426-439). Um genoma de rAAV pode compreender DNA de fita simples
ou de dupla fita (autocomplementar). A molécula de &cido nucleico de fita simples
€ de fita senso ou antissenso, uma vez que ambas as polaridades podem ser
igualmente empacotadas em capsideos de AAV. Os vetores de rAAV de fita simples
podem utilizar as sequéncias de ITR de serotipo de AAV 2 (AAV2) do tipo selvagem,
e os vetores de rAAV de dupla fita (autocomplementar) podem utilizar uma versao
modificada das ITRs. Alternativamente, numa modalidade, um vetor de dupla fita
compreende uma ITR, sendo que a ITR é do AAV4. O vetor de rAAV pode
compreender adicionalmente um marcador ou gene reporter, tal como um gene,
por exemplo, que codifica um gene de resisténcia antibiotica, uma proteina
fluorescente (por exemplo, gfp) ou um gene que codifica um produto detectavel
e/ou selecionavel de modo quimico, enzimatico ou de outro modo (por exemplo,
lacZ, fosfatase alcalina (AP), SEAP, Luc, Neo, Bla etc.) conhecida na técnica.
[060] O vetor de rAAV, incluindo qualquer combinacao possivel do capsideo
de serotipo de AAV e ITRs de genoma de AAV, é produzido com o uso dos métodos
conhecidos na técnica, por exemplo, com o0 uso de um sistema de producéo de
rAAV de mamifero ou um sistema de producdo de rAAV de célula de inseto. Os
meétodos conhecidos na técnica sao descritos, por exemplo, em Pan et al. (J. of
Virology (1999) 73: 3410-3417), Clark et al. (Human Gene Therapy (1999) 10: 1031-
1039), Wang et al. (Methods Mol. Biol. (2011) 807: 361-404), Grimm (Methods
(2002) 28(2): 146-157), e o sistema de células de inseto com base em Urabe et al
(Human Gene Therapy (2002) 13:1935-1943), Kohlbrenner et al (Molecular
Therapy (2005) 12(6):1217-1225), publicacdo de Patente Internacional WO
2007/046703, publicacdo de Patente Internacional WO 2007/148971, publicacao
de Patente Internacional WO 2009/014445, publicacdo de Patente Internacional
WO 2009/104964, publicacdo de Patente Internacional WO 2009/154452,
publicacdo de Patente Internacional WO 2011/112089, publicacdo de Patente
Internacional WO 2013/036118, Patente US n°® 6.723.551 B, que s&o incorporados
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no presente documento a titulo de referéncia. Em suma, os métodos podem
envolver geralmente (a) a introducéo do construto de genoma de rAAV numa célula
hospedeira, (b) a introducéo de um construto auxiliar de AAV na célula hospedeira,
em que o construto auxiliar compreende as fungdes virais ausentes do genoma de
rAAV do tipo selvagem e (c) a introducao de um construto de virus auxiliar na célula
hospedeira. Todas as fun¢des para a replicacdo e empacotamento de vetor de
rAAV precisam estar presentes a fim de obter a replicacdo e empacotamento do
genoma de rAAV em vetores de rAAV. A introducédo na célula hospedeira pode ser
realizada com o uso de técnicas de biologia molecular padrao e pode ocorrer de
maneira simultdnea ou sequencial. Por fim, as células hospedeiras sdo cultivadas
para produzir vetores de rAAV que sdo, em seguida, purificados com o uso de
técnicas padréo, tais como gradientes de CsCl (Xiao et al. 1996, J. Virol. 70: 8098-
8108) ou purificagédo de lodixanol. Em seguida, o vetor de rAAV purificado esta
tipicamente pronto para uso nos métodos. Altas titulacdes ndo superiores a 10*?
particulas por ml e alta pureza (livres de virus auxiliar e do tipo selvagem detectavel)
podem ser obtidas (consultar, por exemplo Clark et al. supra e Flotte et al. 1995,
Gene Ther. 2: 29-37). O tamanho total do transgene inserido no vetor de rAAV entre
as regioes de ITR € geralmente menor que 5 quilobases (kb).

[061] No contexto da presente invencdo, a proteina de envoltério do
capsideo pode ter um serotipo diferente do genoma de rAAV, que compreende (i)
uma sequéncia de nucleotideos que codifica um produto génico de interesse e (ii)
pelo menos uma sequéncia de ITR de AAV. Deste modo, um genoma rAAV da
invencdo pode ser encapsidado por uma proteina de envoltério do capsideo da
presente invencao, isto €, o capsideo icosaédrico, que compreende proteinas de
capsideo (VP1, VP2, e/ou VP3) de acordo com a presente inven¢ao, por exemplo,
mutantes de proteinas de capsideo de AAV de acordo com a invencao, ao passo
gue as sequéncias de ITRs contidos neste vetor de rAAV podem ser qualquer um
dos serotipos de AAV descritos acima, incluindo, por exemplo AAV2 ou AAVS5.
Numa modalidade, o genoma de rAAV ou as ITRs presentes no virion de rAAV séo
derivados do serotipo de AAV 2 ou serotipo de AAV 5 ou serotipo de AAV 8. O
genoma completo de AAV5 e outros serotipos de AAV foram sequenciados (Chiorini
et al. 1999, J. of Virology Vol. 73, No.2, p1309-1319) e a sequéncia de nucleotideos
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de AAV5 esta disponivel em GenBank (Numero de Acesso AF085716). As
sequéncias de nucleotideos de ITR de AAV2 e AAV5 estdo, prontamente,
disponiveis para a pessoa versada na técnica. O genoma completo de AAV2 esta
disponivel no NCBI (Sequéncias de Referéncia do NCBI NC_001401.2). As
sequéncias podem ser ou clonadas ou produzidas por sintese quimica, conforme
conhecido natécnica, com o uso, por exemplo, um sintetizador de oligonucleotideo,
conforme fornecido, por exemplo, pela Applied Biosystems Inc. (Fosters, CA, EUA)
ou por técnicas de biologia molecular padréo.

[062] Alternativamente, ou em combinacdo com outra modalidade, numa
modalidade preferencial adicional da presente invencdo, o vetor de rAAV
compreende uma sequéncia de nucleotideos que codifica um produto génico de
interesse.

[063] Os termos “transgene” ou “produto génico de interesse” sdo usados
de maneira intercambiavel no presente documento e se referem a um acido
nucleico ndo nativo com relacdo a sequéncia de acido nucleico de AAV. Estes
termos sédo usados para se referir a um polinucleotideo que possa ser introduzido
numa ceélula ou organismo. Os produtos génicos de interesse incluem qualquer
polinucleotideo, tal como um gene que codifica um polipeptideo ou proteina, um
polinucleotideo que € transcrito num polinucleotideo inibidor ou um polinucleotideo
gue néo é transcrito (por exemplo, ndo tem um elemento de controle de expresséo,
tal como um promotor que aciona a transcricdo). Um produto génico de interesse
da invencdo pode compreender pelo menos duas sequéncias de nucleotideo que
sdo, cada um, diferentes ou que codificam diferentes moléculas terapéuticas. As
pelo menos duas sequéncias de nucleotideo diferentes podem ser ligadas por um
elemento de IRES (sitio de entrada de ribossoma interno), fornecendo uma
transcricao bicistrénica sob controle de um Unico promotor. Os elementos IRES sdo
descritos, por exemplo, em Hsieh et al. (1995, Biochem. Biophys. Res. Commun.
214:910-917). Além disto, as pelo menos duas sequéncias de nucleotideo
diferentes que codificam diferentes polipeptideos (terapéuticos) ou proteinas
podem ser ligadas por uma sequéncia viral 2A para permitir expressao eficiente de
ambos os transgenes de um Unico promotor. Os exemplos de sequéncias 2A

incluem aquelas de virus de doenca de pé e de méao, virus da rinite equina A. Virus
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thosea asigna e teschovirus-1 suino (Kim et al., PLoS One (2011) 6(4): €18556).
Um produto génico de interesse € inserido, de preferéncia, no genoma de rAAV ou
entre sequéncias de ITR. Um produto génico de interesse também pode ser um
construto de expressao que compreende um elemento regulador de expressao, tal
como um promotor ou sequéncia reguladora de transcricdo ligado de maneira
operacional a uma sequéncia de codificacdo e uma sequéncia de terminacéao 3’. O
produto génico de interesse pode ser um alelo mutante funcional que substitui ou
suplementa um alelo com defeito. A terapia génica também inclui a insercao de
transgenes que sdo de natureza inibidora, isto é, que inibe, diminui ou reduz a
expressao, atividade ou funcéo de um gene ou proteina endégeno ou exégeno, tais
como um gene ou proteina indesejavel ou aberrante (por exemplo, patogénico).
Tais transgenes podem ser exdgenos. Entende-se que uma molécula ou sequéncia
exdgena € uma molécula ou sequéncia que nao ocorre normalmente na ceélula,
tecido e/ou no individuo a ser tratado. Tanto doencas adquiridas quanto congénitas
séo trataveis por terapia génica.

[064] “Gene” ou “sequéncia de codificacdo” se refere a uma regido de DNA
ou RNA que “codifica” uma proteina particular. Uma sequéncia de codificacdo &
transcrita (DNA) e traduzida (RNA) num polipeptideo quando colocado sob o
controle de uma regiao reguladora adequada, tal como um promotor. Um gene pode
compreender diversos fragmentos ligados de maneira operacional, tal como um
promotor, uma sequéncia lider 5’, um intron, uma sequéncia de codificacdo e uma
sequéncia néo traduzida 3’, que compreende um sitio de poliadenilagcdo ou uma
sequéncia sinal. Um gene quimérico ou recombinante € um gene nao encontrado
normalmente na natureza, tal como um gene em que, por exemplo, 0 promotor ndo
tem natureza associada a parte ou a toda a regido do DNA transcrito. “Expressao
de um gene” se refere ao processo em gque um gene € transcrito num RNA e/ou
traduzido numa proteina ativa.

[065] Conforme usado no presente documento, o termo “promotor” ou
“sequéncia reguladora de transcricao” se refere a um fragmento de acido nucleico
gue funciona para controlar a transcricdo de uma ou mais sequéncias de
codificacdo, e esta localizado a montante com relacéo a direcéo de transcri¢cdo do

sitio de iniciagédo de transcricdo da sequéncia de codificagdo, e é estruturalmente
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identificado pela presenca de um sitio de ligacdo para polimerase de RNA
dependente de DNA, sitios de iniciacao de transcricdo e quaisquer sequéncias de
DNA, incluindo, porém sem limitacao, sitios de ligacao de fator de transcri¢cao, sitios
de ligacdo de proteina de repressor e ativador e quaisquer outras sequéncias de
nucleotideos conhecidas por uma pessoa versada na técnica para atuar direta ou
indiretamente para regular a quantidade de transcricdo do promotor. Um promotor
“constitutivo” é um promotor que esta ativo na maioria dos tecidos sob condi¢des
mais fisioldgicas e de desenvolvimento. Um promotor “induzivel” € um promotor que
é regulado de maneira fisiolégica e por desenvolvimento, por exemplo, pela
aplicagéo de um indutor quimico. Um promotor induzivel preferencial € um promotor
responsivo a NF-kB que é induzivel mediante inflamagé&o. Um promotor “tecido-
especifico” esta ativo, de preferéncia, em tipos especificos de tecidos ou células. A
selecdo de uma sequéncia de promotor adequada depende geralmente da célula
hospedeira para a expressao de um segmento de DNA. As sequéncias de promotor
preferencial dentro do rAAV e/ou do transgene da invencdo sdo promotores que
conferem expressao em células do sindvio reumatoide, tal como em macrofagos
intimos e/ou em FLS e/ou outras células sinoviais, tais como, porém sem limitacéo,
células T. Os promotores preferenciais séo, por exemplo, os promotores de genes
conhecidos por serem expressos em células sinoviais, tais como o promotor CMV,
o promotor do gene IL-6 ou o0 promotor SV40 ou um promotor induzivel por NF-kB,
conforme identificado anteriormente no presente documento e outros, conforme
determinado prontamente pela pessoa versada na técnica. Alternativamente, um
transgene é ligado operacionalmente a um promotor que permite expressao
sistémica eficiente. As sequéncias de promotores adequadas sdo promotor de
CMV, CBA (beta-actina de frango), ou promotores figado-especificos, tais como
alfa-1 anti-Tripsina humana (hAAT) ou TBG (globulina de ligacdo a tiroxina). De
preferéncia, o promotor dentro do rAAV e/ou transgene ndao € um promotor induzivel
por esteroide. Com mais preferéncia, o promotor dentro do rAAV e/ou transgene
nao é promotor induzivel por dexametasona.

[066] Conforme usado no presente documento, o termo “ligado de maneira
operacional’” se refere a uma ligacdo de elementos de polinucleotideo (ou

7

polipeptideo) numa relacdo funcional. Um acido nucleico € “ligado de maneira
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operacional” quando é colocado numa relag&o funcional com outras sequéncias de
acido nucleicos. Por exemplo, uma sequéncia reguladora de transcricdo é ligada
de maneira operacional a uma sequéncia de codificacdo, caso isto afete a
transcricdo da sequéncia de codificacdo. “Ligado(a) de maneira operacional”
significa que as sequéncias de DNA gue séo ligadas séo tipicamente contiguas e,
guando necessario, para unir duas regides de codificacao de proteina, contiguas e
no quadro de leitura.

[067] Um “produto génico de interesse” pode ser um “polipeptideo
terapéutico” ou “proteina terapéutica” que devem ser entendidos no presente
documento como um polipeptideo ou proteina que podem ter um efeito benéfico
num individuo, de preferéncia, o sido individual € um ser humano, com mais
preferéncia, o dito ser humano apresenta uma doenca. Tal polipeptideo terapéutico
pode ser selecionado, porém sem limitacdo, a partir do 0 grupo que consiste numa
enzima, um cofator, uma citocina, um anticorpo, um fator de crescimento, um
horménio e uma proteina anti-inflamatoria.

[068] Alternativamente, ou em combinacdo com outra modalidade, numa
modalidade preferencial adicional da presente invencdo, a sequéncia de
nucleotideos que codifica um produto génico de interesse esta localizada entre
duas sequéncias de ITR de AAV. Dito de outro modo, a sequéncia de nucleotideos
gue codifica o produto génico de interesse é flanqueada por duas sequéncias de
ITR de AAV, isto é, uma ITR em qualquer extremidade da sequéncia de
nucleotideos que codifica o produto génico de interesse.

[069] Alternativamente, ou em combinacdo com outra modalidade, nhuma
modalidade preferencial, o produto génico de interesse trata, previne ou suprime
sintomas associados a uma doenca artritica, em que preferencialmente o produto
génico de interesse € selecionado do grupo que consiste em interleucinas,
moduladores imunes, anticorpos, shRNA, miRNA, fatores de crescimento |,
proteases, nucleotidases/nucleosidases, peptideos, inibidores de protease,
inibidores, enzimas e combinacdes dos mesmos, e em que mais preferencialmente
0 produto génico de interesse é pelo menos um dentre CD39, CD73 e IFN-B. Os
exemplos destes sao: interleucinal (IL-1) inibidor (por exemplo, anaquinra,

canaquinumab, rilonacept), inibidor de fator de necrose tumoral alfa (TNFa) (por
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exemplo, etanercept, infliximab, adalimumab, certilizumab pegol, golimumab),
antagonista de receptor IL-1, receptor de IL-1 solavel, inibidor IL-17 (por exemplo,
secuquinumab, brodalumab, ixequizumab, IL-12/IL-23 inibidor (ustequinumab,
risanquizumab, guselquumab, tildraquizumab), inibidor de coestimulo de célula T
(por exemplo, abatacept), agentes de deplecao e de inibicdo de célula B e agentes
de inibicdo (por exemplo, rituximab, belimumab, ianalumab, tabalumab), Inibidor de
IL-15 (por exemplo, AMG-714), inibidor de IL-22 (por exemplo, Fezaquunimab),
inibidor de GM-CSF (lenzilumab, namilumab) fator de crescimento do tipo
insulina(IGF-1), fator de crescimento de fibroblasto (FGF) (por exemplo, rhFGF-
18/sprifermina), ativador de receptor de inibidor de ligante quappa-B de fator
nuclear (RANQUL) (por exemplo, denosumab), inibidor de complemento 5a (por
exemplo, C5aR-151), membro da familia da proteina morfogenética 6ssea (BMPSs),
fator de crescimento-beta de transformacdo (TGF-B), familia de fator de
diferenciacado de crescimento (GDFs), inibidor de interleucina-18 (por exemplo,
proteina de ligacdo Tadekinig alfa/IL-18), inibidores de IL-2 (por exemplo,
basiliximab, daclizumab), receptor p55 de TNFa soluvel (sTNFa) ou receptor p75
de sTNFaq, receptores de sTNFa fusionados com uma IgG, inibidores de receptor
p55 de TNFa, inibidores de receptor p75 de sTNFa, IkB-quinase negativa
dominante  (dn-IQUQU-B), interleucina-4 (IL-4), interleucina-10  (IL-10)
(F8IL10/Dequavil), interleucina-13 (IL-13), interferon beta (IFN-), tecido inibidor da
familia MMP (TIMPS), inibidor ativador de plasminogénio (PAls), inibidores de
serina protease (serpinas), moléculas de sinalizacao/fatores de transcricdo (por
exemplo, SMAD, Sox9, IkB), componentes de matriz extracelular (por exemplo,
colageno, proteina de matriz oligomérica de cartilagem (COMP), proteoglicanos,
elastina), peptideo intestinal vasoativo (VIP), Grupamento de Diferenciacdo 39
(CD39) e Grupamento de Diferenciacdo 73 (CD73), Superoxido dismutase (SOD)
e combinacdes dos mesmos.

[070] Sistemas funcionais de edicdo de genoma para uso em todas as
modalidades da invencdo sdo conhecidas pelas pessoas versadas na técnica e
incluem: Nucleases Efetoras do Tipo Ativador de Transcricdo (TALENSs, Gaj et al.
(2013) Trends Biotechnol. 31(7):397-405), nucleases de dedo de zinco (ZFNs, Gaj

et al. (2013) supra), meganucleases, tais como I-Scel (Arnould et al. (2007) J Mol
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Biol 371(1):49-65; Takeuchi et al. (2011) PNAS USA 108(32):13077-13082),
sistemas de endonuclease guiada por RNA como CRISPR/Cas (Mali et al. (2013)
Nat Methods 10(10):957-963; Mali et al. (2013) Nat Biotechnol 31(9):833-838; Cong
et al. (2013) Science 339(6121):819-823) e CRISPR/Cpfl (Zetsche et al. (2015)
Cell 163(3):759-771), moléculas formadoras de triplex, poliamidas sintéticas e
proteinas modeladoras de dedo de zinco (Uil et al. (2003) Nucleic acidos Res
31(21):6064-6078). Os sistemas funcionais de edicdo de genoma empregam
nucleases que criam rupturas dupla fita sitio-especificas em localiza¢bes desejadas
no genoma. As rupturas de dupla fita induzidas séo reparadas por meio de
recombinacdo homologa ou ndo homologa de unido de extremidades. Como
resultado, as mutacgdes tidas como alvo sdo obtidas. E vantajoso substituir um gene
com defeito (causando uma doenca ou distlrbio) com um alelo normal em sua
localizacdo natural por qualquer um destes métodos, devido ao fato de que néo
exige que as sequéncias de codificagdo completas e sequéncias reguladores sejam
incluidas no virion de rAAV quando apenas uma pequena por¢cdo do gene precisa
ser alterada. Considera-se, também, que a expressdao do gene substituido
parcialmente é mais consistente com biologia celular normal do que os genes
completos que sédo transportados por virions. O sistema preferencial de edicéo de
gene é o CRISPR (que compreende CRISPR/Cpfl e CRISPR-Cas), devido ao fato
de que é mais rapida e menos dispendioso que outros métodos. Uma grande
vantagem também é o fato de que CRISPR pode ter seu propésito facilmente
recalculado para ter como alvo diferentes sequéncias DNA com 0 uso dos unicos
RNAs guia de CRISPR. Deste modo, alternativamente, ou em combinacdo com
outra modalidade, numa modalidade preferencial adicional da presente invencao,
a genoma de rAAV compreende pelo menos um dentre: (i) um polinucleotideo que
compreende uma sequéncia que codifica pelo menos um RNA guia (QRNA); em
gue a RNA guia é substancialmente complementar — de preferéncia complementar
—a uma sequéncia-alvo de polinucleotideo (ou sequéncias-alvo de polinucleotideo)
num genoma; e (i) um polinucleotideo que compreende uma sequéncia que
codifica uma nuclease; em que a nuclease forma um complexo de ribonuclease
com o RNA guia, e em que o complexo de ribonuclease causa rupturas de DNA

dupla fita sitio-especifico no genoma.
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[071] Num segundo aspecto, a presente invengdo se refere a uma
composicéo de rAAV para uso no tratamento, prevencgao ou supressao de sintomas
associados a uma doenca artritica, em que a composi¢ao de rAAV compreende um
virion de rAAV da invencdo e um carreador, diluente, solubilizante, carga,
conservante e/ou excipiente farmaceuticamente aceitaveis, de preferéncia, um
carreador farmaceuticamente aceitavel. Tal carreador, diluente, solubilizante,
carga, conservante e/ou excipiente farmaceuticamente aceitaveis podem, por
exemplo, ser encontrados em Remington: The Science e Practice of Pharmacy, 202
Edicdo. Baltimore, MD: Lippincott Williams & Wilkins, 2000. Qualquer carreador,
diluente, solubilizante, carga, conservante e/ou excipiente adequados
farmaceuticamente aceitaveis pode ser usado nas presentes composicdes
(Consultar, por exemplo, Remington: The Science e Practice of Pharmacy, Alfonso
R. Gennaro (Editor) Mack Publishing Company, abril de 1997). As formas
farmacéuticas preferenciais séo combinadas com solucéo salina estéril, solugéo de
dextrose ou solucdo tamponada ou outros fluidos estéreis farmaceuticamente
aceitaveis. Alternativamente, um carreador solido pode ser usado, tal como, por
exemplo, microesferas de microcarreador.

[072] Composicbes farmacéuticas sao tipicamente estéreis e estaveis sob
as condicbes de fabricacdo e armazenamento. As composicfes farmacéuticas
podem estar formuladas como uma solucdo, microemulsao, lipossoma ou outra
estrutura ordenada adequada para acomodar alta concentracdo de farmaco. O
carreador pode ser um solvente meio de dispersdo que contém, por exemplo, agua,
etanol, poliol (por exemplo, glicerol, propileno glicol e polietileno glicol liquido e
semelhante) e misturas adequadas dos mesmos. A fluidez apropriada pode ser
mantida, por exemplo, com o uso de um revestimento, tal como lecitina, pela
manutencdo da particula necessaria no caso de dispersdo e com o uso de
tensoativos. Em muitos casos, sera preferencial incluir agentes isotdnicos, por
exemplo, acUcares, polialcoois, tais como manitol, sorbitol ou cloreto de sédio na
composicdo. A absorcao prolongada do das composicdes injetaveis pode ocorrer
por meio da inclusdo na composicdo de um agente que atrasa absorcdo, por
exemplo, sais e gelatina de monoestearato. O virion parvoviral pode ser

administrado como um bolo ou numa formulagcdo de liberagdo controlada, por
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exemplo, numa composi¢do que inclui um polimero de liberagdo lenta ou outros
carreadores que protegerdo o composto contra liberacdo rapida, incluindo
implantes e sistemas de entrega microencapsulados. Polimeros biodegradaveis
biocompativeis podem ser usados, por exemplo, acetato de etileno vinilico,
polianidridos, &cido poliglicélico, colageno, poliortoestéres, acido polilactico e
copolimeros polilaticos poligligdlicos (PLG). Conforme usado no presente
documento, “carreador farmaceuticamente aceitavel” ou “excipiente” inclui, de
preferéncia, qualquer e todos os solventes, meios de disperséo, revestimentos,
agentes antibacterianos e antifingicos, agentes isoténicos e de atraso de absorcao
e semelhantes que sao fisiologicamente compativeis. Os carreadores
farmaceuticamente aceitaveis incluem, solucdes ou dispersfes aquosas estéreis e
pos estéreis para a preparacao extemporaneas de solu¢des ou dispersao injetaveis
estéreis. O uso de tais midias e agentes para substancias farmaceuticamente ativas
€ bem conhecido na técnica. No entanto, desde que quaisquer meios ou agentes
convencionais sejam incompativeis com o composto ativo, 0 uso dos mesmos nas
composicdes farmacéuticas da invencéo é contemplado.

[073] Pode ser vantajoso formular composicOes parenterais em forma
unitaria de dosagem para facilidade de administracdo e uniforme de dosagem.
“Forma unitaria de dosagem”, conforme usado no presente documento se refere a
unidades fisicamente distintas adequadas como dosagens unitarias para individuos
a serem tratados; sendo que cada unidade contém uma quantidade predeterminada
de composto ativo calculado para produzir o efeito terapéutico desejado associado
ao carreador farmacéutico exigido. A especificacdo para as formas unitarias de
dosagem da invencéo pode ser ditada pelas caracteristicas exclusivas do composto
ativo e do efeito terapéutico particular a ser obtido e pelas limitagdes inerentes na
técnica de composicdo, tal como o composto ativo para o tratamento de uma
afeccdo em individuos.

[074] Os compostos ativos suplementares também podem ser incorporados
nas composic¢des farmacéuticas da invencao. A orientacdo na coadministracédo de
produtos terapéuticos adicionados pode ser encontrada, por exemplo, no
Compéndio de Produtos Farmacéuticos e Especialidades (CPS) da Canadian

Pharmacists Association.
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[075] Numa modalidade, a composicdo de TrAAV compreende
adicionalmente particulas vazias (isto €, particulas com apenas capsideo, logo, ndo
compreendendo um genoma de rAAV). Portanto, alternativamente, ou em
combinacdo com outra modalidade, numa modalidade adicional da presente
invengao, a composicao de rAAV da invengdo compreende adicionalmente um
capsideo vazio numa razdo entre capsideo vazio e virion de rAAV de pelo menos
1:1, com mais preferéncia, pelo menos 5:1, com ainda mais preferéncia, pelo
menos 10:1. A composicdo de rAAV pode compreender o virion de rAAV, conforme
definido acima, e um capsideo vazio, tal como, por exemplo definido no documento
WO 2016/055437, que € incorporado no presente documento a titulo de referéncia
e, conforme descrito, em Aalbers et al. (2017) Hum. Gene Ther. 28(2):168-178. O
capsideo vazio pode ser do mesmo serotipo ou de um diferente serotipo em
comparacao ao vetor rAAV-transgene da composicao da invencdo. De preferéncia,
0 capsideo vazio é do mesmo serotipo que o virion de rAAV. Dentro de tal
composicdo de rAAV, o capsideo vazio e o capsideo do virion de rAAV pode
compreender uma proteina de capsideo modificada da invencéo, de preferéncia, o
mesmo tipo de proteinas de capsideo modificado. No entanto, também é abrangida
uma composicao de rAAV em que 0s capsideos vazios tém um serotipo diferente
ou sado proteinas de capsideo diferentemente modificado em comparacdo as
proteinas de capsideo modificado do virion de rAAV. Além disto, é abrangida uma
composicdo de rAAV em que os capsideos vazios tém uma mistura de serotipos,
tal como, porém sem limitacdo, uma mistura de capsideos AAV2 e AAV5. Os
inventores relatam um efeito crescente de expresséao transgénica nas articulacées
apos a administracao intra-articular de virions de rAAV misturados por adicdo com
uma quantidade significativa de capsideos vazios. De preferéncia, no virion de
rAAV e no capsideo vazio estdo presentes na composicdo numa razado entre
capsideo vazio e virion de rAAV de pelo menos 1:1, 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 10:1, 15:1,
20:1, 50:1, 100:1 ou 1.000:1, de preferéncia, pelo menos 5:1 (isto €, uma
guantidade de capsideos vazios que é pelo menos 5 vezes a quantidade de vetores
rAAV-transgene). De preferéncia, a dita composicdo compreende virion de rAAV e
capsideo vazio numa razao entre capsideo vazio e vetor rAAV-transgene de, no
méaximo, 10.000:1, 5000:1, 4.000:1, 3.000:1, 2000:1, 1.000:1, 500:1, 400:1, 300:1,
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200:1, 100:1, 90:1, 80:1, 70:1, 60:1, 50:1, 40:1, 30:1, 20:1, 15:1, 10:1 ou 5:1, de
preferéncia, no maximo 1000:1, de preferéncia, a dita composicdo compreende
virion de rAAV e capsideos vazios numa razao entre capsideo vazio e virion de
rAAV entre 1:1 a 100:1, 2:1 a 100:1, 5:1 a 100:1, 1:1 a 20:1, 2:1 a 20:1 ou, de
preferéncia, entre 5:1 a 20:1.

[076] No presente documento é fornecida uma modalidade em que o virion
de rAAV e os capsideos vazios estdo presentes numa Unica composicao. Além
disto, é abrangida na presente invencdo uma modalidade alternativa em que o
virion de rAAV e os capsideos vazios estdo presentes (pelo menos, duas ou mais)
composicoes separadas distintas. Nesta modalidade alternativa, o virion de rAAV e
0s capsideos vazios podem ser administrados separadamente no tempo (por
exemplo, sequencialmente) e/ou localizacdo, em que a localizacdo deve ser
entendida como o sitio de administracdo. Além disto, o virion de rAAV e o0s
capsideos vazios podem ser administrados simultaneamente, por exemplo,
substancialmente no mesmo tempo, opcionalmente numa localizacao separada.

[077] Num terceiro aspecto, a presente invencdo se refere a uma
composi¢cdo de rAAV e a um imunossupressor para uso no tratamento ou na
prevencao de uma doenca artritica ou para uso no tratamento ou na prevencao de
sintomas associados a uma doenca artritica, em que a composicao de rAAV é
conforme definido acima e em que o tratamento ou prevencdo compreende a
administracdo da composicao de rAAV e a administracao do imunossupressor a um
individuo. O documento n® WO 2016/055437, incorporado no presente documento
a titulo de referéncia, divulga um efeito crescente de um imunossupressor na
expressdo transgénica de AAV quando os individuos sao tratados tanto com
imunossupressores quanto virions de rAAV. Além disto, o documento n°® WO
2016/055437 divulga um efeito sinérgico surpreendente do imunossupressor junto
dos vetores vazios na expressdo transgénica de rAAV. Numa modalidade, o
imunossupressor é aplicado separadamente da composicao de rAAV, em que
separado significa separacéo na localizacédo e/ou no tempo. Em tal modalidade, o
imunossupressor e a composicdo de rAAV podem estar presentes em composicoes
separadas e distintas. O imunossupressor, o virion de rAAV e opcionalmente os

vetores vazios podem estar, cada um, presentes numa composi¢cdo separada
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distinta. Em outra modalidade, o imunossupressor e a composi¢ao de rAAV pode
estar presente numa Unica composi¢do. Numa modalidade adicional, o virion de
rAAV e o imunossupressor estdo presentes numa Unica composicao e, de
preferéncia, esta composicdo € usada no tratamento junto de uma composi¢ao
separada que compreende o capsideo vazio. Numa outra modalidade adicional, o
imunossupressor e o capsideo vazio estdo presentes numa unica composicao e,
de preferéncia, esta composicéo é usada no tratamento junto de uma composi¢ao
separada que compreende o virion de rAAV. Portanto, a invengédo também fornece
uma composicdo que compreende um capsideo vazio e um imunossupressor,
conforme definido no presente documento, para uma composi¢cao que compreende
um virion de rAAV e um imunossupressor, conforme definido no presente
documento, e para uma composi¢cdo que compreende uma composicado de rAAV e
um imunossupressor, conforme definido no presente documento.

[078] De preferéncia, um imunossupressor para uso na presente invencgao
€ um inibidor de célula imune inata, de preferéncia, um inibidor de macrofago. Uma
célula imune inata é definida no presente documento como um neutrofilo,
macrofago, monacito, eosindfilo, basofilo ou célula dendritica, que tem o potencial
para participar da resposta inflamatéria a uma substancia estranha. Um inibidor de
célula imune inata é definido no presente documento como um agente que resulta
numa diminui¢do na atividade de célula imune inata e/ou nimero de célula imune
inata. Um inibidor de macrofago é definido no presente documento como um agente
gue resulta numa diminuicdo na atividade de macrofago e/ou numero de
macrofago. Um “macrofago” € tendido no presente documento como uma célula
imune inata que engole e difere dejetos celulares, substancias estranhas, microbios
e células cancerosas num processo denominado de fagocitose. De preferéncia, a
célula imune inata ou inibidor de macréfago da invencao’ resulta numa diminuicdo
de pelo menos 1, 2, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 45, 55, 65, 75, 85, 95% ou, de
preferéncia, de 100% do numero ou atividade de células ou macrofagos imunes
inatos em comparac¢do ao hamero ou atividade inicial de células ou macrofagos
imunes inatos antes do tratamento. A atividade e/ou numero de células ou
macrofagos imunes inatos podem ser detectados por qualguer ensaio adequado

conhecido pela pessoa versada na técnica, tal como, porém sem limitacdo, MTT
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(brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)2,5-difenil tetrazélio) ensaio colorimétrico para
testar atividade citotoxica do macrofago in vitro , conforme descrito por Ferrari et al.
(Journal of Immunological Methods, 131 (1990) 165-172), por meio da medicao de
niveis de citocina (por exemplo, CCL2, TNF), por meio de métodos histolégicos e
histoquimicos, por exemplo, por identificacdo de CD68 ou por deteccdo por
imageamento por ressonancia magnética (MRI) in vivo da absorcdo de éxido de
ferro superparamagnético (SPIO) pelos macrofagos, de preferéncia, apés
administracao intravenosa de SPIO, conforme revisado por Yi-Xiang J. Wang
(Quant. Imaging Med Surg (2011)1:35-40). A deteccéo por ser ou in vitro ou in vivo.
De preferéncia, a deteccéo in vivo esta num modelo animal, de preferéncia, um
modelo de rato ou de murganho.

[079] De preferéncia, o imunossupressor é um glicocorticoide e/ou a
bisfosfonato, de preferéncia, um bisfosfonato lipossomal. Os exemplos particulares
nao limitativos de glicocortocoides s&o cortisol, cortisona, prednisona,
prednisolona, metilprednisolona, dexametasona, betametasona, triamcinolona,
beclometasona, acetato de fludrocortisona, acetato de deoxicorticosterona acetato
e aldosteron. De preferéncia, o imunossupressor € triamcinolona. Os exemplos
particulares néao limitaviso de bisfosfonatos séo etidronato, clodronate, tiludronato,
pamidronato, neridronato, olpadronato, alendronato, ibandronato, risedronato e
zoledronato. De preferéncia, o bisfosfofanato € um bisfosfofanato encapsulado no
lipossoma, ou bisfosfofanato lipossomal, de preferéncia clodronato lipossomal. De
preferéncia, o glicocorticoide ndo é dexametasona. Deve-se entender que o inibidor
de inflamacado ou de macrofago da invencgéo nao se limita a glicocorticoides e/ou a
bisfosfonato. Por exemplo, o inibidor de inflamacdo ou de macrofago da invencao
também podem ser um anticorpo inflamatério ou de deplecdo de macrofago, tal
como um anticorpo anti-F4/80. De preferéncia, tal anticorpo é um anticorpo humano
ou humanizado. Imunossupressores relevantes adicionais a serem usados na
presente invencéao sdo farmacos citostaticos (por exemplo, agentes alquilantes e/ou
antimetabolitos, tais como metotrexato), farmacos que modificam a via de
sinalizacdo purinérgica (por exemplo, metotrexato, analogos de adenosina,
antagonistas ou agonistas de receptor de adenosina), farmacos anti-inflamatorios

nao esteroides (NSAIDS, por exemplo, ibuprofeno, diclofenaco, meloxicam,
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naproxen, acido acetilsalicilico), produtos bioldgicos, tias como bloqueadores de
TNF (por exemplo, infliximab, etanercept, adalimumab, certolizumab, golimumab),
bloqueadores de IL-6 (por exemplo, tocilizumab), bloqueadores de IL-2 (por
exemplo, basiliximab, daclizumab), bloqueadores de IL-1B (por exemplo,
anaquinra, rilonacept, canaquinumab) IL-17 (secuquinumab, brodalumab,
ixequinumab), anti-IL-12/IL-23 (ustequinumab), um inibidor de PDE4 (apremilasto)
muromonab, abatacept e/ou rituquimab e/ou outros compostos, tais como
hidroxicloroquina, cloroquina, leflunomida, sulfasalazina, azatioprina,
ciclofosfamida, ciclosporina, sal de ouro, inibidores de mTOR (por exemplo,
rapamicina/sirolimus, everolimus) e penicillamina.

[080] De preferéncia, a composicdo de rAAV e/ou composicdo que
compreende capsideos vazios e/ou a composicdo que compreende O
imunossupressor compreende adicionalmente um carreador farmaceuticamente
aceitavel, diluentes, solubilizante, carga, conservante e/ou excipiente, conforme
definido ao longo do presente documento.

[081] De preferéncia, a terapia génica de acordo com a presente invencao
compreende adicionalmente a administracdo de um imunossupressor, conforme
definido no presente documento, ou presente dentro da composicdo de rAAV ou
compreendido numa composi¢cao separada distinta, isto €, separada e distinta da
composicdo de rAAV. Na administracdo, a composicao de rAAV e/ou capsideos
vazios e/ou imunossupressor da invencdo € entregue a um individuo, uma célula,
tecido ou 6rgaos do dito individuo, de preferéncia, um individuo que sofre de uma
condicdo ou doenca, conforme definido no presente documento. De preferéncia, a
composicdo de rAAV e o imunossupressor sao administrados simultaneamente. A
administracdo simultdnea deve ser entendida no presente documento como a
administracdo mais ou menos ao mesmo tempo, de preferéncia, com intervalos de,
no maximo, 15 minutos, 30 minutos, 1 hora, 2 horas, 3 horas, 12 horas ou 24 horas,
de preferéncia, intervalos de, no maximo, 15 minutos. Em outra modalidade, a
composicdo de rAAV e o imunossupressor sdo administrados sequencialmente, em
gue, de preferéncia, o imunossupressor € administrado antes da composi¢cao de
rAAV. De preferéncia, o imunossupressor € administrado pelo menos 1 hora, 3

horas, 12 horas, 24 horas, 2 dias, 4 dias ou 1 semana antes da administragéo da
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composicdo de rAAV. Caso os virions de rAAV e o0s capsideos vazios estejam
presentes em composicdes separadas, 0 imunossupressor pode ser administrado
simultaneamente ou dentro de pelo menos 15 minutos, 1 hora, 2 horas, 3 horas, 1
dia, 2 dias ou 1 semana antes dos capsideos vazios e 0s capsideos vazios sao
administrados, por sua vez, simultaneamente ou dentro de pelo menos 15 minutos,
1 hora, 2 horas, 3 horas, 1 dia, 2 dias ou 3 dias antes do virion de rAAV.

[082] Nas modalidades definidas no presente documento, o0
imunossupressor pode ser administrado repetidamente, isto é, anterior e/ou
simultaneamente a composicdo de rAAV. Conforme indicado no presente
documento acima, de preferéncia, a composicdo de rAAV compreende uma
guantidade significativa de capsideos vazios. Aléem disto, a invencao abrange a
administracdo tanto de vetores rAAV-transgene quanto capsideos vazios em
composi¢cdes separadas distintas que podem ser administradas simultanea ou
sequencialmente num método ou uso da invencdo. Caso compreendido em
composicdes separadas, os vetores rAAV-transgene e capsideos vazios sao
administrados, de preferéncia, simultaneamente. Numa modalidade adicional, os
capsideos vazios sdo administrados, no maximo, 3 dias, 2 dias, 1 dia, 24 horas, 12
horas, 3 horas, 2 horas, 1 hora, 30 minutos, 15 minutos ou 5 minutos, de
preferéncia, no maximo 24 horas, antes da administracao do vetor rAAV-transgene.
Além disto, caso compreendido em composicOes separadas, os vetores rAAV-
transgene e capsideos vazios sdo administrados, de preferéncia, no mesmo sitio.

[083] A dose de imunossupressor depende do tipo de imunossupressor. As
dosagens eficazes sédo conhecidas pela pessoa versada na técnica. Uma dosagem
terapéutica preferencial de triamcinolona € indicada acima. Uma dosagem eficaz
terapéutica preferencial de clodronato lipossomal é, de preferéncia, uma dose
eficaz terapéutica, conforme conhecido pela pessoa versada na técnica, por
exemplo, de preferéncia, 80 a 320 mg/dose intra-articular, com mais preferéncia,
160 mg/dose intra-articular (Barrera et al. 2000, artrite & Rheumatism Vol 43(9),
p1951-1959).

[084] De modo geral, um distirbio na articulacdo é denominado de
artropatia, e quando envolve inflamacdo de uma ou mais articula¢cdes, o disturbio é

denominado de artrite. A maioria dos disturbios na articulacdo envolvem artrite, no
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entanto, danos a articulagdo causados por trauma fisico externo, ndo sao
denominados tipicamente de artrite. O termo “doenca artritica”, conforme usado no
presente documento, também denominado de “artrite”, é definido no presente
documento como uma forma de distarbio na articulagéo que envolve inflamacéo de
uma ou mais articulagbes. Atualmente, estima-se que ha mais de cem formas
diferentes de artrite. A doenca artritica é entendida no presente documento como
se referindo a “dor na articulagdo” ou “doenca na articulagdo”. Numa modalidade
preferencial, a doenca artritica é selecionada do grupo que consiste em Doenca de
Still de adulto, espondilite anquilosante, artrite, dor nas costas, doenca de Behcet,
trauma contuso, bursite, doenca de deposicao de pirofosfato de célcio (CPPD),
sindrome do tunel do carpo, condromalacia da patela, sindrome da fadiga cronica,
sindrome da dor regional complexa, sindrome periédica associada a criopirina
sindromes (CAPS), doenca degenerativa do disco, displasia do desenvolvimento
do quadril, Ehlers-Danlos, febre mediterranea familiar, fiboromialgia, quinta doenca,
arterite de células gigantes, gota, hemocromatose, artrite infecciosa, artrite
inflamatoria, doenca inflamatdria intestinal, substituicdo articular, artrite juvenil,
dermatomiosite juvenil (JD), artrite idiopatica juvenil (JIA), artrite reumatoide juvenil,
esclerodermia juvenil, doenca de Kawasaki, lupus, ldpus em criancas e
adolescentes, doenca de Lyme, doenca mista do tecido conjuntivo, miosite
(incluindo polimiosite, dermatomiosite), osteoartrite (OA), osteoporose, doenca de
Paget, reumatismo palindrémico, sindrome da dor femoropatelar, doencas
reumaticas pediatricas, SLE pediatrico, polimialgia reumatica, pseudogota, artrite
psoriatica, fenébmeno de Raynaud, artrite reativa, simpatico-reflexa, sindrome de
Reiter, febre reumatica, reumatismo, artrite reumatoide, esclerodermia, artrite
séptica, doenca de Sjogren, estenose espinhal, espondiloartrite, doenca de Still,
artrite idiopatica juvenil sistémica, lGpus eritematoso sistémico, lupus eritematoso
sistémico em criancas e adolescentes, esclerose sistémica, arterite temporal,
tendinite, vasculite e granmulomatose de Wegener. Numa modalidade preferencial
adicional, a doenca artritica é selecionada a partir do grupo que consiste em artrite
reumatoide (RA), artrite reumatoide juvenil, osteoartrite (OA), gota, pseudogota,
espondiloartrite (SpA), artrite psoriatica, espondilite anquilosante, artrite séptica,

artrite, artrite idiopéatica juvenil, trauma contuso, substituicdo de articulacdo e
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doenca de Still. Numa modalidade mais preferencial, a doenca artritica € um
distarbio na articulacdo que envolve inflamacdo de uma ou mais articulagées. De
preferéncia, a doenca artritica € selecionada do grupo que consiste em artrite
reumatoide (RA), artrite reumatoide juvenil, osteoartrite (OA), gota, pseudogota,
espondilartrite (SpA), artrite psoriatica, espondilite anquilosante, artrite séptica,
artrite, artrite idiopatica juvenil e doenca de Still.

[085] Alternativamente, ou em combinacdo com outra modalidade, numa
modalidade preferencial adicional da presente invencdo, o virion de rAAV ou a
composicdo de rAAV é administrada de maneira sistémica e/ou local. Uma
composicéo de rAAV e/ou capsideos vazios e/ou um imunossupressor da invencao
podem ser administrados direta ou indiretamente com o uso de meios adequados
conhecidos na técnica. Métodos e usos da invencdo incluem entrega e
administracdo da composicdo de rAAV e/ou vetor vazio e/ou imunossupressor
sistemicamente, regionalmente ou localmente ou por qualquer rota, por exemplo,
por injecéo, infusdo, por via oral (por exemplo, ingestdo ou inalagdo) ou por via
topica (por exemplo, por via transdérmica). A administracdo e rotas de entrega
exemplificativas incluem as vias intravenosa (i.v.), intra-articular, intraperitoneal
(i.p.), intra-arterial, intramuscular, parenteral, subcutaneo, intrapleural, topica,
dérmica, intradérmica, transdérmica, parenteral, por exemplo, transmucosal,
intracraniana, intraespinhal, oral (alimentar), pela mucosa, respiracao, intranasal,
intubacao, intrapulmonar, instilacdo intrapulmonar, bucal, sublingual, intravascular,
intratecal, intracavidade, iontoforética, intraocular, oftalmica, 6ética, intraglandular,
intradrgao, intralinfatica. Os aprimoramentos para fornecer a um individuo ou a
célula, tecido, 6rgéao do dito individual uma composicédo de rAAV e/ou capsideos
vazios e/ou um imunossupressor da invencado, sao antecipados considerando o
progresso que ja foi alcancado até entdo. Tais aprimoramentos futuros podem
evidentemente ser incorporados para alcancar o efeito mencionado da invencao.
Durante a administracdo de uma composicdo de rAAV e/ou capsideos vazios e/ou
um imunossupressor da invencdo, é preferencial que tal combinacdo e/ou
composicdo seja dissolvida numa solucédo que seja compativel com o método de
entrega. Para administracdo intravenosa, subcutanea, intramuscular, intratecal,

intra-articular e/ou intraventricular, € preferencial que a solucdo seja uma solucao
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salina fisiol6gica. Caso um imunossupressor esteja presente dentro da composicao
de rAAV da invencdo, o imunossupressor € administrado no mesmo sitio que a
composicao de rAAV, isto é, de preferéncia, localmente, conforme indicado acima.
Na modalidade em que o imunossupressor esta compreendido dentro de uma
composicéo separada distinta da composicao de rAAV, o imunossupressor pode
ser administrado sistemicamente, de preferéncia, por via intramuscular ou
intravenosa. A composicao de rAAV também pode ser administrada localmente, de
preferéncia, em sitio do corpo que compreende numeros substantivos de
macrofagos, conforme definido no presente documento, e o imunossupressor €
administrado sistemicamente, de preferéncia, por via intramuscular ou intravenosa.
A invencdo também abrange uma modalidade em que o imunossupressor e a
composicdo de rAAV, embora presentes em composi¢cdes distintas, sao
administrados no mesmo sitio, de preferéncia, localmente, com mais preferéncia,
por via intratecal. Conforme indicado adicionalmente no presente documento, a
administracdo de tais composices distintas ocorrer simultanea ou
sequencialmente. Numa modalidade preferencial da presente invencédo, pelo
menos uma dentre a composicdo de rAAV e o imunossupressor € administrado
localmente. Com mais preferéncia, a administracao local € uma administracao intra-
articular. “Injecéo intra-auricular” (também conhecida como “injecdo na articulacao”
ou “injecdo intra-auricular”) é definida no presente documento como injecdo ou
infusdo na articulacdo. A injecdo intra-auricular € usada tipicamente para
administracdo de um agente anti-inflamatério numa articulacdo afetada por
inflamacao.

[086] Num aspecto adicional, a presente invencdo se refere a uma
composicdo de rAAV que compreende um virion de rAAV da invencdo e um
carreador, diluente, solubilizante, carga, conservante e/ou excipiente
farmaceuticamente aceitaveis, de preferéncia um carreador farmaceuticamente
aceitavel conforme definido no presente documento. Numa modalidade
preferencial, a composicdo compreende adicionalmente capsideos vazios
conforme definido no presente documento e/ou um imunossupressor conforme
definido no presente documento

[087] Num aspecto adicional, a presente invencgdo se refere a um método
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para tratar, impedir ou suprimir sintomas associados a uma doencga artritica, em
gue o método compreende a etapa de administracdo intra-articular de um
medicamento que compreende uma quantidade eficaz de um virion de rAAV,
conforme definido em qualgquer uma das reivindicagbes 1 a 8 ou de uma
composicéo de rAAV conforme definido acima.

[088] Uma “quantidade terapeuticamente eficaz” se refere a uma
guantidade eficaz, em dosagens e durante periodos de tempo necessarios para
obter o resultado terapéutico. Uma quantidade terapeuticamente eficaz de um acido
nucleico, construto acido nucleico, o virion de rAAV ou a composic¢ao farmacéutica
podem variar, de acordo com fatores, tais como o estado da doenca, idade, sexo e
peso do individuo a ser tratado, e a capacidade do acido nucleico, construto do
acido nucleico, virion de rAAV ou composigdo farmacéutica para provocar uma
resposta desejada no individuo. Os regimes de dosagens podem ser ajustados para
fornecer a resposta terapéutica ideal. Uma quantidade terapeuticamente eficaz
também é tipicamente uma na qual quaisquer efeitos toxicos ou prejudiciais do
acido nucleico, construto de acido nucleico, virion de rAAV ou composicao
farmacéutica sado superados pelos efeitos terapeuticamente benéficos. Uma
“‘quantidade profilaticamente eficaz” se refere a uma quantidade eficaz, em
dosagens e durante periodos de tempo necessario para obter o resultado profilatico
desejado, tais como prevenir ou inibir varias afeccées. Uma dose profilatica pode
ser usada em individuos antes num estagio anterior da doenca, e uma quantidade
eficaz profilaticamente pode ser maior ou menor que uma quantidade
terapeuticamente eficaz em alguns casos. A dosagem a ser administrada pode
depender consideravelmente da afeccdo e do tamanho do individuo que é tratado
assim como a formulacdo terapéutica, frequéncia de tratamento e a rota de
administracdo. Os regimes para continuar a terapia, incluindo dose, formulacéo e
frequéncia podem ser guiados por resposta inicial e julgamento clinico.

[089] O termo “individuo” ou “paciente” € usado de maneira intercambiavel
no presente documento e se refere a um animal, incluindo a espécie humana, que
€ trathvel com as composicdes elou [rAAV da presente invencao.
Consequentemente, o termo “individuo” ou “paciente” inclui, porém sem limitacao,

um ser humano, um primata ndo humano, tais como chimpanzés e outros primatas
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e espécie de macaco ou qualquer mamifero, tal como cachorro, gato, cavalo,
ovelha, porco, vaca etc. Numa modalidade preferencial da presente invencgéo, o
individuo tratado com um rAAV, de acordo com a presente invencdo, € um
mamifero, com mais preferéncia, um ser humano, cachorro, gato ou cavalo com
méxima preferéncia, um ser humano.

[090] No presente documento e nas reivindicacdes, o verbo “compreende”
e suas conjugacdes sao usados em sentido nao limitativo e significam que os itens
apos a palavra estéo incluidos, porém os itens ndo mencionados especificamente
ndo sao estdo excluidos Além disto, a referéncia a um elemento pelo artigo
indefinido “um” ou “uma” ndo exclui a possibilidade de mais de um elemento estar
presente, salvo quando o contexto indicar claramente ha um e apenas um dos
elementos. Dito isto, o0 artigo indefinido “um” ou “uma” significa normalmente “pelo
menos um(a)”.

[091] A palavra “aproximadamente” ou “cerca de” quando usada associada
a um valor numeérico (aproximadamente 10, cerca de 10) significa, de preferéncia,
gue o valor pode ser o dado valor de 10, mais ou menos 10% do valor.

[092] Todas as referéncias a patente e a literatura citadas no presente
relatorio descritivo sdo incorporadas no presente documento a titulo de referéncia
em sua totalidade.

[093] Os exemplos a seguir sédo oferecidos apenas a titulo de ilustracao, e
nao devem limitar o escopo da presente invencdo de qualquer maneira.

DESCRICAO DAS FIGURAS

[094] A presente invencdo sera discutida mais detalhadamente a seguir,
com referéncia aos desenhos anexos:

[095] A Figura 1: Triagem de serotipos de capsideo nas células HEK293T
e FLS. O lisado cru que contém 7 serotipos de capsideo mutante (mais AAV5) que
expressa proteina fluorescente amarela (YFP) foram usados para submeter as
células HEK293T a transducéo ou 3 diferentes linhagens celulares de FLS (cada
uma de um paciente de RA diferente). ApGs 72 horas (HEK293T) ou 6 dias (FLS),
as células foram ensaiadas quanto a porcentagem de células que expressam YFP
por citometria de fluxo. O painel A mostra % de células HEK 293T que expressam

YFP; o Painel B mostra a % de células que expressam YFP em 3 diferentes
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linhagens celulares de FLS; O Painel C mostra a intensidade fluorescéncia média
(MFI) em células HEK293T; Painel D mostra o MFI em 3 diferentes linhagens
celulares de FLS (todas células); o Painel E mostra MFI em 3 diferentes linhagens
celulares de FLS (apenas populacao positiva). A legenda da amostra € retratada
na Tabela 2.

[096] A Figura 2: Os mutantes de capsideo mostram expressdo de
luciferase aumentada vs. wt-AAV5 em células FLS. AAV purificado (4 serotipos
mutantes ou AAV5) que expressam proteina de fusdo YFP-Luc foram usados para
submeter a transducao trés diferentes linhagens celulares de FLS de pacientes
diferentes com RA: BB5498 (FLS 1), BB5540 (FLS 2) e BB7144 (FLS 3) com 0 uso
de duas MOIs (20.000 ou 10.0000 rAAV particulas por célula). Apos 4 dias, as
células foram lisadas e a expressao de luciferase foi medida. Os dados séo
apresentados como niveis absolutos de expressédo de luciferase (RLU; barras
brancas) ou aumento em vez em relacdo a AAV5 (barras pretas). O Painel A mostra
FLS 1 em MOI 20K; Painel B mostra FLS 1 a uma MOI de 100K; Painel C mostra
FLS 2 a uma MOI de 20K; Painel D mostra FLS 2 a uma MOI de 100K; Painel E
mostra FLS 3 a uma MOI de 20K; e Painel F mostra FLS 3 a uma MOI de 100K. As
barras abertas mostram luciferase (RLU) e as barras preenchidas mostram “o
aumento em vez” em relacdo ao AAV5. Num experimento diferente, trés linhagens
celulares adicionais de FLS de pacientes com RA foram submetidas a transducao
com AAV (7 serotipos mutantes ou AAV5) que expressam luciferase: BB4308 (FLS
4), BX 1592 (FLS 5), BB4426 (FLS 6) com de duas 2 MOls (10K ou 100K particulas
por célula de rAAV). O Painel G mostra FLS 4 a uma MOI de 10K; Painel H mostra
FLS 4 a uma MOI de 100K; Painel | mostra FLS 5 a uma MOI de 10K; Painel J
mostra FLS 5 a uma MOI de 100K; o Painel K mostra FLS 6 a uma MOI de 10K; e
o Painel L mostra FLS 3 a uma MOI de 100K.

[097] A eficacia de transducdo dos 7 serotipos mutantes ou AAV5 (MOI de
100K) também foi avaliada nas células HEK293T (Painel M). As barras abertas
mostram a expressdo de luciferase (RLU) e as barras preenchidas mostram “o
aumento em vez” em relacdo ao AAVS.

[098] Figura 3A: Os mutantes de capsideo exibem expressdo génica

aumentada in vivo. Dois mutantes de capsideo (AAV9-A2 e AAV7-A6) foram
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comparados a wtAAV5 com o uso do modelo sinovial de bolsa de ar. O vetor que
expressa luciferase foi administrado no dia 0 apds a formacédo da bolsa de ar, e a
expressao de luciferase foi medida por imageamento de animal vivo (IVIS) no dia 3
apés a transducdo. Os dados mostrados sdo a luminescéncia
(féton/segundo/centimetro quadrado m2/esterradiano) na bolsa de ar em
média+SEM.

[099] A Figura 3B: Num segundo experimento, 5 mutantes de capsideo
selecionados (AAV1-P4, AAV7-A6, AAV9-A2, AAVrhl0-A2, AAVrhl0-A6) e
WtAAV5 foram injetados nas articulagdes dos joelhos dos camundongos. Uma
luciferase que expressa o vetor foi injetada no dia 0, e a expressao foi medida por
imageamento vivo (IVIS) nos instantes indicados apos a administracdo. Os dados
mostrados sdo a luminescéncia (féton/segundo/centimetro  quadrado
m2/esterradiano)(painel esquerdo) na meédia+SEM. **P<0,05, ***P<0,01,
****P<(0,00001 vs. wtAAV5 no dia 14. Figura 3C: Aumento em vez vs. WtAAVS.

[0100] Figura 4: alinhamento em formato CLUSTAL por MAFFT FFT-NS-I
(v7.215). Abaixo do alinhamento esta uma chave que denota um residuo
conservado (*); e uma mutacéo ndo conservativa ().

[0101] Figura 5: alinhamento de sequéncia multipla CLUSTAL por MUSCLE
(3.8). Abaixo do alinhamento ha uma chave que denota um residuo conservado (*);
uma mutacao conservativa (:); uma mutacdo semiconservativa (.); € uma mutacao
nao conservativa ().

[0102] Figura 6: Alinhamento em formato CLUSTAL de insertos P4, A2, A6,
P2 e QR-P2 (SEQ ID NOs: 8 — 12) por MAFFT FFT-NS-I (v7.215). Abaixo do
alinhamento esta uma chave que denota um residuo conservado (*); e uma
mutacao ndo conservativa ().

[0103] Figura 7: alinhamento de sequéncia multipla CLUSTAL dos insertos
P4, A2, A6, P2 e QR-P2 (SEQ ID NOs: 8-12) por MUSCLE (3.8). Abaixo do
alinhamento esta uma chave que denota um residuo conservado (*); e uma
mutacdo nao conservativa ().

LISTAGEM DE SEQUENCIA

[0104] A tabela 1 fornece uma explicacdo das referéncias de sequéncia em

correlacdo com as SEQ ID NOs.
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TABELA 1: EXPLICACAO DAS REFERENCIAS DE SEQUENCIA

SEQ ID NO: serotipo g;?/zgi:rﬂ modificado/inserto/tipo
1 AAV1 Capsideo modificado
2 AAV2 Capsideo modificado
3 AAV7 Capsideo modificado
4 AAV9 Capsideo modificado
5 AAVrh10 Capsideo modificado
6 AAVrh10 Capsideo modificado
7 AAV DJ-QR Capsideo modificado
8 Inserto A2 Inserto
9 Inserto A6 Inserto
10 Inserto P2 Inserto
11 Inserto P4 Inserto
12 Inserto QR-P2 Inserto
13 AAV1 Capsideo do tipo selvagem
14 AAV2 Capsideo do tipo selvagem
15 AAV7 Capsideo do tipo selvagem
16 AAV9 Capsideo do tipo selvagem
17 AAVrhl10 Capsideo do tipo selvagem
18 AAV DJ-QR Capsideo sintético
19 AAV5 Capsideo do tipo selvagem
EXEMPLOS
EXEMPLO 1

TRIAGEM INICIAL DA BIBLIOTECA DE CAPSIDEOS

1.1. MATERIAIS E METODOS

[0105] Placas com 96 pocos marcadas (e subsequentemente secas) com
lisado cru que contém AAV de 91 serotipos de capsideo de AAV diferentes foram
obtidas da Dirk Grimm e Kathleen Borner na Universidade de Heidelberg. Cada
vetor codificou um transgene YFP acionado por um promotor CMV. A medida que
os FLS sao as células-alvo primérias na articulacdo, uma biblioteca de capsideos

de AAV mutantes foi triada para serotipos que mostram expressao aumentada nos
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FLS humanos isolados das juntas de pacientes com artrite reumatoide (RA-FLS)
(conforme descrito em van de Sande MG et al., (2011) Ann Rheum Dis 70: 423-
427). RA-FLS foram colocados em placa (2.500/poco, 37 °C/5% de COp)
diretamente nas placas marcadas (DMEM-GlutaMAX-1 (Gibco, referéncia 31966-
021), 10% de FBS (Soro Bovino Gold inativado por calor (HI), Gibco, referéncia
A15-151), HEPES a 10 mM (Gibco, referéncia 15630-056), gentamicina a 50 pg/ml
(Gibco, referéncia 15710-049), penicilina a 100 U/ml/estreptomicina a 100 pg/ml
(Sigma-Aldrich, referéncia P0781), e todos os poc¢os foram visualizados para
expressao de YFP por fluorescéncia apés 6 dias.

1.2. RESULTADOS

[0106] Transducéo de eficacia de mutantes de capsideo vs. WT-AAV5 em
FLS de pacientes com RA.

[0107]Na triagem dos 91 mutantes de capsideo, embora os niveis de
expressdo geral estivessem baixos, 0s presentes inventores identificaram 7
serotipos diferentes que mostraram expressao superior a WtAAVS5: AAV9-A2,
AAV7-A6, AAV1-P4, AAVDJ-QR-P2, AAVrh10-A6, AAVrhl10-A2 e AAV2-P2
(sequéncias de aminoacidos SEQ ID NO: 1 — 7; wtAAV5 SEQ ID NO: 19).

[0108] Os lisados crus de todos os 7 vetores foram usados num ensaio de
transducéo in vitro em 3 diferentes linhagens celulares de FLS do paciente e em
células HEK293T (exemplo 2).

TABELA 2: LEGENDA DA AMOSTRA PARA A FIGURA 1

Amosta | el | ISerosequencia | g, | Posiie |SEQID
capsideo
5 5 nenhum nenhum - 19
61 AAV1 | GQSGNDVRSANAQAA P4 588 — 602
33 AAVY9 | GQRGNYSRGVDAQAA A2 586 — 600
34 AAVrh10 | GOQRGNYSRGVDAQAA A2 588 — 602 6
50 AAV2 QGQSGC(SEE)GDCFCA P2 585 — 599 2
88 AA(\Q/'RDJ' QGQRG?SXE)GDCFCA QR-P2 |587 — 601 7
43 AAV7 | GORGNEARVREAQAA A6 587 — 601
46 AAVrh10 | GOQRGNEARVREAQAA A6 588 — 602
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EXEMPLO 2

EXPRESSAO DOS LISADOS CRUS DE 7 MUTANTES SELECIONADOS

2.1. MATERIAIS E METODOS

PRODUCAO DE AAV

[0109] Detalhes sobre a producdo dos lisados crus de AAV podem ser
encontrados em Grosse et al. (J. Virol, 2017, doi: 10.1128/JV1.01198-17).

[0110] As aliquotas de lisado cru para cada um dentre os 7 mutantes de
capsideo selecionados (mais WtAAV5 como um controle) foram usadas para
submeter as células a transducédo (HEK293T ou 3 diferentes linhagens celulares de
FLS isoladas dos pacientes com RA), e a expressao de YFP foi medida por
citometria de fluxo 3 (HEK293T) -5 dias (FLS) apés a transducéo. Detalhadamente,
a HEK293T foi semeada numa placa com 96 pocos (Greiner Bio-One, referéncia
655180) a 45.000 células por poco. Os RA-FLS foram semeados numa placa com
96 pocos a 2.500 células por poco. Apos a incubacédo de um dia para o outro, 0s
sobrenadantes celulares foram substituidos por DMEM-glutaMAX-I a 40 ul (Gibco
31966-021) que contém 0,001% de solucdo plurénica F68 (Sigma P5556). Os
lisados de virus foram adicionados in duplo, 10 pl por pogo. ApGs 4 horas, a
doxorubicina (concentracdo final 0,4 uM) (Sigma D1515) em FBS que contém
DMEM-glutaMAX-I (Soro Bovino Gold inativado por calor (HI), Gibco, referéncia
A15-151), concentracao final a 1%, foi adicionada aos poc¢os (50 pl por poco). No
dia seguinte, o meio de FLS foi removido, e DMEM-glutaMAX-I (10% de FBS (Soro
Bovino Gold inativado por calor (HI), Gibco, referéncia A15-151), HEPES a 10 mM
(Gibco, referéncia 15630), gentamicina a 50 pg/ml (Gibco referéncia 15710-049),
penicilina a 100 U/ml/estreptomicina a 100 pg/ml (Sigma-Aldrich, referéncia
P0781)) foi adicionado (200 pl por poco). O meio de células HEK293T néo foi
mudado. Trés (células HEK293T) ou 6 dias (FLS) apés a transducéo, as células
foram submetidas a tripsinizacdo com o uso de 0,5% de Tripsina/EDTA (Gibco
referéncia 15400-054) em PBS (Gibco, referéncia 10010) e analisadas quanto a
expressdo de YFP por citometria de fluxo (FACSCanto II, BD Biosciences). Tanto
a porcentagem de células de expressao quanto a intensidade de fluorescéncia

meédia (MFI) para todas as células foram determinadas.
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2.2. RESULTADOS

[0111]Os lisados crus de todos os 7 vetores foram usados num ensaio de
transducéo in vitro em 3 diferentes linhagens celulares de FLS do paciente e em
células HEK293T. As células foram testadas quanto a porcentagem de células que
expressam YFP por microscopia de fluorescéncia (dados ndo mostrados) ou
citometria de fluxo (Figura 1 painéis A — E). Embora houvesse alguma variabilidade
entre os tipos de célula, todos os capsideos mutantes forneceram expressao tanto
em células FLS quanto HEK293T superior a AAV5-WT (Figura 1). A Tabela 2
fornece a legenda da amostra para a Figura 1. Com base nestes resultados, quatro
mutantes de capsideo foram selecionados para investigacao adicional (consultar o
exemplo 3).

EXEMPLO 3

TESTE IN VITRO DE VARIANTES DE CAPSIDEO EM HEK293T E FLS

3.1 MATERIAIS E METODOS

[0112] 3.1.1 Quatro das proteinas de capsideo mutante, AAV9-A2, AAV7-AB,
AAV1-P4 e AAVDJ-QR-P2, foram investigadas adicionalmente. O vetor purificado
(gradiente de lodixanol) que expressa uma proteina de fusdo YFP-Luciferase (a fim
de permitir a visualizacdo (YFP), assim como quantificacdo por ensaio de
luciferase) foi gerado. Trés diferentes linhagens de FLS isolados de pacientes com
artrite reumatoide (conforme descrito em van de Sande MG et al., (2011) Ann
Rheum Dis 70: 423-427) foram submetidas a transducdo com cada serotipo a 2
doses de vetor (MOI 20.000 ou 100.000) e apds 4 dias, as células foram colhidas,
e a expressao génica foi quantificada por ensaio de luciferase (Kit de Ensaio de
Luciferase Promega).

[0113] Detalhadamente, os RA-FLS foram colocados em placa a 2.500
células/poco numa placa com 96 pocos (Greiner Bio-One, referéncia 655207) no
meio (DMEM-GlutaMAX (Gibco referéncia 31966-021), 10% de FBS (Soro Bovino
Gold inativado por calor (HI), referéncia A15-151), HEPES a 10 mM (Gibco
referéncia 15630-056), gentamicina a 50 pg/ml (Gibco, referéncia 15710-049),
penicilina a 100 u/ml/estreptomicina a 100 pg/ml (Sigma-Aldrich Merck referéncia
P0781 Apo6s 48 horas, o meio foi removido, e o virus (in DMEM-Glutamax que

contém 0,001% de Pluronic-68 (Sigma, referéncia p5556)) foi adicionado num MOI
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de 20.000 ou 100.000. Apds 4 horas, 0 meio que contém Doxorubicina (Sigma,
referéncia D1515, concentracao final 0,4 pM) e FBS (concentracao final 1%) foi
adicionado.

[0114] 24 horas depois, o meio foi substituido por DMEM-GlutaMAX, (10%
de FBS, HEPES a 10 mM, gentamicina a 50 pg/ml, penicilina a 100 u/ml,
estreptomicina a 100 pg/ml). Quatro dias ap6s a transducdo, as células foram
lavadas 1x com PBS a 100 pl (Gibco, referéncia 10010), e a atividade de luciferase
foi determinada com o uso do sistema de ensaio de luciferase ONE Glo™
(Promega, referéncia E6110): o tampé&o de lise a 100 pl foi adicionado, e as células
foram colocadas num agitador para 10°, 900 rpm a temperatura ambiente.
Subsequentemente, o lisado a 20 pl foi transferido a um substrato de placa branca
com 96 pocos a 80 pl (foi adicionado a 3’ (escura), e a atividade de luciferase foi
determinada num medido de luminosidade (1 s/pogo, sinergia HT, Biotek).

[0115]3.1.2. Num experimento semelhante, trés linhagens celulares de FLS
adicionais isoladas dos pacientes com artrite reumatoide foram submetidas a
transducdo com AAV5 e 7 mutantes de capsideo de uma preparacdo de AAV
diferente da descrita em 3.1.1 (AAV9-A2, AAV1-P4, AAV7-A6, AAVDJ-QR-P2,
AAVrh10-A6, AAVrhl10-A2, AAV2-P2) que contém um gene luciferase (MOI 10,000
e 100,000). O numero de particulas vazias foi diferente entre as preparacdes de
AAV. A fim de excluir um possivel efeito na eficacia de transducéo, a correcéao de
capsideo vazio foi feita adicionando-se particulas vazias AAV5 para igualar a
porcentagem das particulas vazias por preparacao.

[0116] 3.1.3. Os 7 mutantes de capsideo da mesma preparacédo, conforme
descrito em 3.1.2 também foram testados em células HEK293T. Detalhadamente,
a HEK293T foi semeada numa placa com 96 pocos (Greiner Bio-One, referéncia
655180) a 50000 células por poco. Apds a incubacdo de um dia para o outro, 0s
sobrenadantes celulares foram substituidos por DMEM-glutaMAX-I a (Gibco 31966-
021) que contém 0,001% de solucéo plurénica F68 (Sigma P5556). Os vetores
diferentes foram adicionados in duplo, numa MOI de 100.000. Neste protocolo, a
correcao de capsideo vazio foi feita, conforme descrito para 3.1.2. Apés 4 horas, a
doxorubicina (concentracdo final 0,4 uM) (Sigma D1515) em FBS que contém

DMEM-glutaMAX-I (Soro Bovino Gold inativado por calor (HI), Gibco, referéncia
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A15-151), concentragdo final a 1%, foi adicionada aos pocos. Trés dias apds a
transducdo, as células foram colhidas, e a expressao génica foi quantificada por
ensaio de luciferase (kit de ensaio de luciferase Promega) num medidor de
luminosidade (BMG Labtech Fluostar Omega).

3.2. RESULTADOS

[0117]3.2.1 Transdugdes In vitro de trés linhagens celulares de FLS
diferentes foram realizadas com o uso de AAV recombinante que compreende um
dentre os 4 capsideos mutantes (assim como AAV5 como controle, produzido de
maneira idéntica) seguindo o protocolo descrito em 3.1.1. Todos 0s 4 serotipos
mostraram niveis aumentados de expressdo quando comparados a AAV5, com
aumentos numa faixa de 2 vezes a 35 vezes, dependendo do serotipo e da
linhagem celular usada (Figura 2A-F).

[0118]3.2.2 Em outra série de experimentos, a eficacia da transdugéo in vitro
de 7 capsideos mutantes (assim como o controle de AAV5, produzido de maneira
idéntica) foi avaliada em 3 linhagens celulares de FLS. Todos os 7 serotipos
mostraram niveis aumentados de expressao de luciferase quando comparados a
AAVS5, com aumentos numa faixa de 6 vezes e 55 vezes dependendo do serotipo
e da linhagem celular usada (Figura 2G-L)

[0119] 3.2.3 Um experimento semelhante foi realizado em células HEK293T.
A transducao com todos 7 serotipos resultou na expressao de luciferase aumentada
com WtAAV5, com aumentos numa faixa de 2 vezes a 12 vezes (Figura 2M).

EXEMPLO 4

ESTUDO IN VIVO NO MODELO SINOVIAL DE BOLSA DE AR

4.1. MATERIAIS E METODOS

ANIMAIS

[0120] Camundongos Fémeas Balb/c (com 8 a 10 semanas de idade e
ponderacdo 20 a 25 g; (Harlan, Boxmeer, Paises Baixos)) foram alojados em
gaiolas ventiladas individuais na instalacao animal do Centro Médico Académico,
Amsterda. Alimento e agua estavam disponiveis ad libitum. Todos os experimentos
animais foram realizados de acordo com as diretrizes do Comité de Etica de
Pesquisas em Animais da Universidade de Amsterda.

MODELO SINOVIAL DE BOLSA DE AR SINOVIO (APS)
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[0121] Dois serotipos, AAV9-A2 e AAV7-A6, foram comparados contra
WtAAV5. O modelo sinovial de bolsa de ar foi adaptado de Edwards et al (1981; J
Pathol 134: 147-156). No dia 0,3 ml de ar foi injetado por via subcutanea na pele
dorsal de camundongos Balb/cOlaHsd fémea com 7 a 9 semanas de idade (Harlan)
(dia 0). Imediatamente apds a formacéo da bolsa de ar, 1 ml de ar foi removido e 1
ml de AAV (2e10 genomas de vetor/camundongo em PBS (Gibco, referéncia 10010
gue contém Pluronic F68 a 0,001% (Sigma, referéncia p5556) foi adicionado
diretamente a bolsa de ar. Trés dias ap6s a transducéo, a expressao génica foi
medida por imageamento animal in vivo.

IMAGEAMENTO DE EXPRESSAO LUCIFERASE

[0122] A expressdo de luciferase foi medida no dia 3. Planejou-se
inicialmente continuar a monitoracdo da expressado durante até 3 meses apés a
administracao do vetor, no entanto, uma infeccédo por parvovirus da instalacdo do
animal resultou no término prematura de todos os experimentos em andamento. O
substrato de potassio-sal de D-luciferina (Caliper Life Sciences, Hopkinton, MA,
EUA) foi injetado por via intraperitoneal (150 mg/kg de peso corporal, num volume
de aproximadamente 200 ul). As contagens de foton foram obtidas 10 minutos apos
a administracdo do substrato por 5 minutos com o0 uso de um sistema de camera
de dispositivo de carga acoplada resfriado (CCD) (Photon Imager, Biospace Lab,
Paris, France), e processamento de imagem e quantificacdo e analise de
intensidade de sinal foram realizados com o uso de M3 Vision (Biospace Lab). O
numero de fotons emitido por segundo por centimetro quadro por esterradiano foi
calculado como uma medida de atividade de luciferase.

CONDICOES GERAIS DO ANIMAL E DECLARACAO DE ETICA

[0123] Formacéo de bolsa de ar, administracdo de vetor e imageamento in
vivo foram realizados sob anestesia de isoflurano (3% de isoflurano e oxigénio). No
término dos experimentos, 0os animais foram sacrificados por perfuracdo cardiaca
sob isoflurano anestesia, seguido por deslocamento cervical. Os estudos foram
revisados e aprovados pelo comité de uso e de cuidados com animais da
Universidade de Amsterdd e realizado em total conformidade com as
recomendacdes na Lei Holandesa sobre Bem-estar Animal (em Holandés: “Wet op

Dierproeven”). Os animais foram mantidos em condi¢fes livres de patdégenos na
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instalagcdo animal da Universidade de Amsterda.

4.2. RESULTADOS

[0124] Com base nestes resultados promissores, um estudo preliminar in
vivo foi realizado com o uso do modelo sinovial de bolsa de ar (APS), em que dois
serotipos, AAV9-A2 e AAV7-A6 foram comparados a wtAAVS5. Devido a inoportuna
infeccdo na instalacao animal que precisou do término prematura deste estudo, foi
possivel obter apenas os dados de um unico instante, dia 3 apds a administracdo
do vetor. Neste instante, esteve claro que os mutantes de capsideo tiveram a
expressdo génica aumentada quando em comparacdo a AAV5, com AAV7-A6
mostrando expressdo aumentada em 6 vezes e AAV9-A2, aproximadamente 22
vezes (Figura 3A).

EXEMPLO 5:

ESTUDO IN VIVO: INJECOES INTRA-ARTICULARES ANIMAIS
SAUDAVEIS

5.1. MATERIAL E METODOS

ANIMAIS

[0125] Camundongos machos DBA1/J (12 semanas de idade, Envigo) foram
alojados em gaiolas ventiladas individuais na instalagcdo animal do Centro Médico
Académico, Amsterda. Alimento e agua estavam disponiveis ad libitum. Todos os
experimentos em animais foram realizados ap0s a aprovacdo dos Experimentos
em Animais de Comissédo Central (CCD) e o Comité de Etica de Pesquisa em
Animais da Universidade de Amsterda, Paises Baixos.

ESTUDO DE EXPRESSAO

[0126] Cinco rAAV que compreendem mutantes de capsideo, isto é, AAV9-
A2, AAV1-P4, AAV7-A6, AAVrh10-A6 e AAVrhl1l0-A2, foram comparados a wtAAVS5.
Visto que a carga do capsideo pode afetar a expressao (Aalbers CJ et al.,, Hum
Gene Ther 2017;28 (2):168-178), as preparacfes rAAV foram corrigidas para a
carga de capsideo adicionando-se as particulas vazias de WwtAAV5. Os
camundongos saudaveis (n=9 por grupo) receberam injecBes intra-auricular de
vetor de AAV que porta o gene da luciferase em ambos os joelhos (7,5x10°
genomas virais por joelho). A expressdo génica foi determinada por imageamento

in vivo em diversos instantes apés a administragéo do vetor.
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IMAGEAMENTO DE EXPRESSAO LUCIFERASE

[0127] A expresséo de luciferase foi determinada nos instantes indicados
(Figura 3B). Em cada instante, o substrato de potassio-sal de D-luciferina (Caliper
Life Sciences, Hopkinton, MA, EUA) foi injetado por via intraperitoneal (150 mg/kg
de peso corporal, num volume de aproximadamente 200 ul). Contagens de foton
foram obtidas 15 minutos apds a administracdo do substrato por 5 minutos com o
uso de um sistema de camera de dispositivos de carga acoplada resfriado (CCD)
(Imageador de Fétons, Biospace Lab, Paris, Franca). O processamento de imagem
e quantificacao e analise de intensidade de sinal foram realizados com o uso de M3
Vision (Biospace Lab). O numero de fotons emitido por segundo por centimetro
guadro por esterradiano foi calculado como uma medida de atividade de luciferase.

CONDI(}()ES GERAIS DO ANIMAL E DECLARAQAO DE ETICA

[0128] A administracdo de vetor e imageamento in vivo foram realizados sob
anestesia de isoflurano (4% de isoflurano e oxigénio). Os estudos foram realizados
em total conformidade com as recomendacfes com na Lei Holandesa em Bem-
estar Animal (em Holandés: “Wet op Dierproeven”). Os animais foram mantidos em
condicdes livres de patdgenos na instalacdo animal da Universidade de Amsterda.

5.2. RESULTADOS

[0129] No primeiro instante, o dia 3, expressao mediada por AAV no joelho é
detectada em todos os grupos e aumentos no tempo (Figura 3B). Todos os
mutantes de capsideo esperam que AAV1-P4 mostre expressdao aumentada vs.
WtAAV5 com AAV9-A2 mostrando a expressdo mais alta (aumento de
aproximadamente 5 vezes vs. wWtAAV5 no dia 14) (Figura 3C). Os niveis de
expressdo no dia 14 de alto a baixo: AAV9-A2 > AAVrh10-A2 > AAVrh10-A6 >
AAV7-A6 > WtAAVS5 > AAV1-P4. No dia 7, AAVrh10-A2, AAV9-A2 e AAVrh10-A6
mostram significativamente a expressdo aumentada vs. wWtAAV5 (**P<0,05,
***P<0,01, ***P<0.00001 vs. wtAAV5 no dia 14. (Figura 3B).

EXEMPLO 6:

DETERMINACAO DE TITULACOES DE ANTICORPO NEUTRALIZANTE
CONTRA MUTANTES DE CAPSIDEO EM SOROS HUMANOS

6.1 MATERIAL E METODOS

[0130] As células HEK293T foram colocadas em placa em DMEM contendo
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FBS a 9%, 0,9% de penicilina/estreptomicina em placas de fundo transparente com
96 pocos. Permitiu-se que as células repousarem por 24 horas (a 37 °C, 5% de
CO3) antes da transducéao. As amostras de soro humano (obtidas do instituto de
sangue da Franca) foram diluidas de acordo com o seguinte: soro nao diluido puro
—1:4-1:16 - 1:64 — 1: 256 — 1:1.024 (soro significa 1 volume de virus para 1 volume
de soro). Uma amostra de plasma de camundongo agrupada (dos camundongos
10 DBA/1, obtidas 42 dias ap0s a injecao intra-articular de um vetor AAV5) foi
diluida em série em FBS, de acordo com o seguinte: 1:10 — 1:50 — 1:250 — 1:6.250
— 1:31.250. Uma solucao de Imunoglobulina intravenosa humana (IVig, Sanquin,
lote 15D30H4560A) foi diluida em série em semilog de 1:10 até 1:10.000. As
amostras e controles foram incubados junto do mutante de capsideo apropriado ou
do vetor wtAAV5 por 30’ £ 5 minutos a 35 a 38 °C a uma MOI de 2.500 (conforme
determinado anteriormente). Apos 48 + 2 horas, o reagente da luciferase foi
adicionado, e a emissédo de luminescéncia foi medida com o leitor de microplaca
VictorX. As titulagcdes de inibicdo de transducédo foram determinadas como a
diluicho mais alta de soro ainda associado a uma atividade de neutralizacao
detectavel, isto €, uma atividade de neutralizacdo >50%.

6.2 RESULTADOS

[0131] Conforme apresentado na tabela 3, 70% a 85% das amostras néo
contiveram o0s anticorpos neutralizantes contra wWtAAV5 ou os 7 mutantes de
capsideo. A maioria das amostras compartilhou reatividade contra sete mutantes
de capsideo, deste modo, uma amostra de soro que tem reatividade contra o
capsideo AAV5 do tipo selvagem também reagiu contra outros capsideos. Em
termos do nivel de resposta, estes também foram comparaveis entre mutantes de
capsideo. O numero de amostras que nao reagiu (ND = ndo detectado) é indicado
para cada mutante de capsideo. Estes dados sdo fornecidos como informacfes
uma vez que é dificil comprar titulacbes com vetores diferentes. Em relacdo a
amostra de soro de camundongo recolhida das articulacbes intra-articulares
injetadas, esta apenas reagiu contra o capsideo WT AAV5 que foi usado para
imunizar os animais, embora nenhuma resposta tenha sido observada contra
capsideos mutantes (tabela 3). Todos os mutantes de capsideo e WT AAV5 foram

neutralizados por 1VIg (titulagdes >100) (dados ndo mostrados).
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TABELA 3: PARA CADA AMOSTRA DE SORO, ASSIM COMO O PLASMA DE CAMUNDONGO RECOLHIDO, A
TITULACAO DE INIBICAO E RELATA E CORRESPONDENTE A DILUICAO MAIS ALTA AINDA ASSOCIADA A UMA
ATIVIDADE DE NEUTRALIZACAO DETECTAVEL. TITULACOES > 8 SAO CONSIDERADOS COMO SOROPOSITIVO. OS
SINAIS POSITIVOS ESTAO DESTACADOS EM NEGRITO/ITALICO. ND = NAO DETECTAVEL

AAV5 AAVIA2 AAV'Sg “QR- AA\Xglo' AAV1-P4 | AAV2-P2 AAV7-A6 | AAVrh10-A6

Amostra 1 256 256 256 256 >1024 256 >1024 >1024
Amostra 2 4 ND ND ND ND ND ND ND
Amostra 3 ND ND ND ND ND ND ND ND
Amostra 4 ND ND ND ND ND ND ND ND
Amostra 5 ND ND ND ND ND ND ND ND
Amostra 6 ND ND ND ND ND ND ND ND
Amostra 7 64 64 64 256 256 64 256 256
Amostra 8 16 16 16 64 16 64 64 64
Amostra 9 ND ND ND ND ND ND ND ND
Amostra 10 4 4 16 4 64 64 64 64
Amostra 11 ND ND ND ND ND ND ND ND
Amostra 12 ND ND ND ND ND 1 ND ND
Amostra 13 ND ND ND ND ND ND ND ND
Amostra 14 ND 1 ND ND 4 1 ND 1
Amostra 15 ND ND ND ND ND ND ND ND
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Amostra 16 1 1 4 4 4 16 1 1
Amostra 17 ND ND ND ND ND ND ND ND
Amostra 18 ND ND ND ND ND ND ND ND
Amostra 19 ND ND ND ND 4 ND ND ND
Amostra 20 4 256 64 4 ND 256 16 16

% de

amostras 85 80 75 85 80 70 75 75

negativas

Plasma do 256 ND ND ND ND ND ND ND
camundongo
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[0132] A presente invencdo foi descrita acima com referéncias a varias
modalidades exemplificativas, conforme mostrado nos desenhos. As modificagdes
e implantacfes de algumas partes ou elementos sdo possiveis e estdo incluidas no

escopo de protecao, conforme definido nas reivindicagbes anexas.
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REIVINDICAGOES

1. Virion de virus adenoassociado recombinante (rAAV) caracterizado pelo
fato de que compreende uma proteina de capsideo modificada para uso no
tratamento ou prevengdo de uma doencga artritica ou para uso no tratamento ou
prevencao de sintomas associados a uma doenca artritica, em que a proteina de
capsideo modificada compreende, na parte C-terminal da proteina, uma sequéncia
de aminoacidos Z, cujos residuos sao expostos na superficie da proteina de
capsideo.

2. Virion de rAAV, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo fato
de que a sequéncia de aminoacidos Z:

a. compreende ou consiste numa sequéncia de residuos de aminoacido da
férmula I:

y-G-Q-x-G-X)s—-R=-(X)s—y—-A-Q-A-A

em que x representa um residuo de aminoacido unico e em que y representa
0, 1 ou 2 residuos de aminoacido; e

b. esta presente numa localizagao correspondente a uma posi¢cao 100 a 200,
preferencialmente 120 a 180, mais preferencialmente 130 a 170, mais
preferencialmente 140 a 160 de residuos de aminoacido da terminacdo C de uma
proteina de capsideo de AAV do tipo selvagem.

3. Virion de rAAV para uso, de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2,
caracterizado pelo fato de que a sequéncia Z é compreendida na proteina de
capsideo modificada numa localizacéo representada pela féormula Il:

EEEIXxxxPVATExxGxxxxNxQy — Z — (x)h)LPGMVWQxRDVYLQGPIWAKIPHTDG

a. em que Z, x e y sdo de acordo com a reivindicagao 1; e

b.emquené5,6,7,8,9, 10, 11,12, 13, 14 ou 15.

4. Virion de rAAV para uso, de acordo com qualquer uma das reivindicacoes
anteriores, caracterizado pelo fato de que a proteina de capsideo compreende uma
sequéncia de aminoacidos selecionada do grupo que consiste em:

i) uma sequéncia de aminoacidos que tem pelo menos 70% de identidade
de sequéncia com uma sequéncia de aminoacidos que tem a SEQ ID NO: 1 e em
gue os aminoacidos nas posi¢coes 588 a 602 da SEQ ID NO: 1 tém pelo menos 80%
de identidade de sequéncia com a SEQ ID NO: 11,
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i) uma sequéncia de aminoacidos que tem pelo menos 70% de identidade
de sequéncia com uma sequéncia de aminoacidos que tem a SEQ ID NO: 2 e em
gue os aminoacidos nas posi¢oes 585 a 599 da SEQ ID NO: 2 tém pelo menos 80%
de identidade de sequéncia com a SEQ ID NO: 10,

iii) uma sequéncia de aminoacidos que tem pelo menos 70% de identidade
de sequéncia com uma sequéncia de aminoacidos que tem a SEQ ID NO: 3 e em
que os aminodacidos nas posi¢des 587 a 601 da SEQ ID NO: 3 tém pelo menos 80%
de identidade de sequéncia com a SEQ ID NO: 9,

iv) uma sequéncia de aminoacidos que tem pelo menos 70% de identidade
de sequéncia com uma sequéncia de aminoacidos que tem a SEQ ID NO: 4 e em
que os aminodacidos nas posi¢des 586 a 600 da SEQ ID NO: 4 tém pelo menos 80%
de identidade de sequéncia com a SEQ ID NO: 8,

v) uma sequéncia de aminoacidos que tem pelo menos 70% de identidade
de sequéncia com uma sequéncia de aminoacidos que tem a SEQ ID NO: 5 e em
que os aminoacidos nas posi¢des 588 a 602 da SEQ ID NO: 5 tém pelo menos 80%
de identidade de sequéncia com a SEQ ID NO: 9,

vi) uma sequéncia de aminoacidos que tem pelo menos 70% de identidade
de sequéncia com uma sequéncia de aminoacidos que tem a SEQ ID NO: 6 e em
que os aminoacidos nas posi¢des 588 a 602 da SEQ ID NO: 6 tém pelo menos 80%
de identidade de sequéncia com a SEQ ID NO: 8, e

vii) uma sequéncia de aminoacidos que tem pelo menos 70% de identidade
de sequéncia com uma sequéncia de aminoacidos que tem a SEQ ID NO: 7 e em
gue os aminoacidos nas posi¢coes 587 a 601 da SEQ ID NO: 7 tém pelo menos 80%
de identidade de sequéncia com a SEQ ID NO: 12,

em que a proteina de capsideo modificada fornece um aumento de pelo
menos duas vezes em expressao, preferencialmente em células FLS humanas, em
comparagao com uma proteina de capsideo ndo modificada com uma sequéncia
de aminoacidos selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NO: 13 a 19,
quando testado sob as mesmas condi¢cdes, em que preferencialmente a proteina
de capsideo nao modificada tem a sequéncia de aminoacidos SEQ ID NO: 19 ou
tem o mesmo serotipo que a proteina de capsideo modificada.

5. Virion de rAAV para uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagoes
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anteriores, caracterizado pelo fato de que a proteina de capsideo compreende ou
consiste numa sequéncia de aminoacidos selecionada do grupo que consiste em
SEQID NO:1a7.

6. Virion de rAAV para uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes
anteriores, caracterizado pelo fato de que o virion de rAAV compreende:

i) uma sequéncia de nucleotideos que compreende pelo menos uma
sequéncia de repeti¢cao terminal invertida (ITR) de AAV e

i) uma sequéncia de nucleotideos que codifica um produto génico de
interesse, em que preferencialmente a sequéncia de nucleotideos que codifica um
produto génico de interesse esta localizada entre duas sequéncias de ITR de AAV.

7. Virion de rAAV para uso, de acordo com a reivindicagao 6, caracterizado
pelo fato de que o produto génico de interesse trata, previne ou suprime sintomas
associados a uma doencga artritica, em que preferencialmente o produto génico de
interesse é selecionado do grupo que consiste em interleucinas, moduladores
imunes, anticorpos, shRNA, miRNA, RNA-guia, fatores de crescimento, proteases,
nucleotidases/nucleosidases, peptideos, inibidores de protease, inibidores,
enzimas e combinagcdes dos mesmos, e em que mais preferencialmente o produto
génico de interesse é pelo menos um de CD39, CD73 e IFN-f.

8. Virion de rAAV para uso, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
1 a 7, caracterizado pelo fato de que o virion de rAAV compreende pelo menos um
dentre:

(i) um polinucleotideo que compreende uma sequéncia que codifica pelo
menos um RNA-guia; em que o ou cada RNA-guia é substancialmente
complementar a uma sequéncia de polinucleotideos alvo (ou sequéncias de
polinucleotideos alvo) num genoma; e

(i) um polinucleotideo que compreende uma sequéncia que codifica uma
nuclease; em que a nuclease forma um complexo de ribonuclease com o RNA-guia,
e em que o complexo de ribonuclease faz quebras de DNA de fita dupla sitio-
especificas (DSDB) no genoma.

9. Composicao de rAAV para uso no tratamento ou prevencdo de uma
doenca artritica ou para uso no tratamento ou prevengao de sintomas associados

a uma doenga artritica caracterizada pelo fato de que a composicdo de rAAV
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compreende um virion de rAAV, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1
a 8, e um carreador farmaceuticamente aceitavel.

10. Composicao de rAAV para uso, de acordo com a reivindicagao 9,
caracterizada pelo fato de que a composi¢ao de rAAV compreende adicionalmente
um capsideo vazio numa razdo entre capsideo vazio e virion de rAAV de pelo
menos 1:1.

11. Composi¢ao de rAAV e um imunossupressor para uso no tratamento ou
prevencao de uma doencga artritica ou para uso no tratamento ou prevengao de
sintomas associados a uma doenca artritica caracterizada pelo fato de que a
composicao de rAAV é de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 9 ou 10, e
em que o tratamento ou prevencdo compreende a administracdo da composicao
de rAAV e a administragao do imunossupressor a um individuo.

12. Virion de rAAV para uso, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 8, uma composicdo de rAAV para uso, de acordo com a
reivindicagdo 9 ou 10, ou uma composi¢cao de rAAV e um imunossupressor para
uso, de acordo com a reivindicagdo 11, caracterizado pelo fato de que a doenga
artritica é selecionada do grupo que consiste em artrite reumatoide (RA), artrite
reumatoide juvenil, osteoartrite (OA), gota, pseudogota, espondiloartrite (SpA),
artrite psoriasica, espondilite anquilosante, artrite séptica, artrite, artrite idiopatica
juvenil, contusao, substituicdo de articulagbes e doenca de Still.

13. Virion de rAAV para uso, de acordo com qualquer uma das
reivindicagcdes 1 a 8 e 12, ou uma composigcao de rAAV para uso, de acordo com
qualquer uma das reivindicacdes 9, 10 e 12, caracterizado pelo fato de que o virion
de rAAV ou a composic¢ao de rAAV é administrado de modo sistémico e/ou local.

14. Composic¢ao de rAAV e um imunossupressor para uso, de acordo com a
reivindicacdo 11, caracterizado pelo fato de que pelo menos um dentre a
composicao de rAAV e o imunossupressor € administrado de modo local.

15. Virion de rAAV ou uma composicao de rAAV para uso, de acordo com a
reivindicagcao 13, ou uma composi¢ao de rAAV e um imunossupressor para uso, de
acordo com a reivindicacao 14, caracterizado pelo fato de que a administracao local

€ administracio intra-articular.
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Fig. 1C
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Fig. 1E
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Fig. 2H
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Fig. 3A
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Aumento em vezes v.s. AAVS

Fig. 4

Alinhamento em formato CLUSTAL por MAFFT FFT-NS-1

AAV1P4

AAVOAZ
AAVrhl10AZ2
ARV/AGE
AAVTAG+
AAV1O0A6
AAVZ2P2
AAV-DJ-QR-P2
ARVZ2P2+
AAV-DJ-QR-P2Z+
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-ggsgndvrs——anadaa
—ggrgnysrg—--vdagaa
-ggrgnysrg--vdagaa
—ggrgnearv--reaqg—-
-ggrgnearv-—-reagaa
-ggrgnearv-—-readgaa
gggsgcdcrgdcfca-—-
gogrgcdcrgdcfca---
gggsgcdcrgdcfcagaa
gggrgcdcrgdcfcagaa

* 4k K * *

(v7.215)



Fig. 5
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Alinhamento de sequéncia multipla CLUSTAL por MUSCLE (3.8)

AAVZ2P2Z
AAV2P2+

AAV-DJ-QR-P2Z
AAV-DJ-QR-P2+

AAV1P4
AAVORA2
AAVrhlOAZ2
RAAVTAG
AAVTAG+
AAVI10ASG

Fig. 6

Alinhamento em formato CLUSTAL por MAFFT FFT-NS-i

insertoP4
insertoA?Z
insertol6
insertoP?

insertoQR-P2
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QGQSGCDCRG-DCFCA-——
QGQSGCDCRG-DCFCAQAA
QGQRGCDCRG-DCFCA---
QGQRGCDCRG-DCFCAQAA
~GQSGNDVRSANAQAA-——
—-GQRGNYSRGVDAQAA-——
~GQRGNYSRGVDAQAA-—-
~GQORGNEARVREAQ-————
—~GQRGNEARVREAQAA———

—-GQRGNEARVREAQAA———
kK * .

-ggsgndvrs——anagaa
-ggrgnysrg--vdagaa
-ggrgnearv-—-readgaa
gggsgcdcrgdcfcagaa
gggqrgcdcrgdcfcagaa

xhk Ok * * ok k&

(v7.215)



Fig. 7

Alinhamento de sequéncia mialtipla CLUSTAL por MUSCLE

insertoP?Z
insertoQR-P2
insertoP4
insertoA?Z
insertohAb
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QGOSGCDCRGDCFCAQAA
QGQRGCDCRGDCFCAQAA
-GQSGNDVRSA--NAQAA
-GQRGNYSRGV-—DAQAA
-GQRGNEARVR--EAQAA

x4k * * ok kk

(3.8)



1M

RESUMO

“PROTEINA DE CAPSIDEO DE RAAV MODIFICADA PARA TERAPIA
GENICA”

A invengao se refere a virions de virus adenoassociado recombinante (rAAV)
para terapia génica, em que os virions de rAAV compreendem uma proteina de
capsideo inovadora. Em particular, a invengao se refere ao uso de tais virions em
terapia génica para o tratamento de uma doencga artritica, como, por exemplo, artrite
reumatoide ou sintomas da mesma, preferencialmente por administracédo intra-

articular.
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Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
bioldgicas.

Cédigo de Controle

Campo 1

6 9 E 4 4 DDCEU4B8ADO09FE

Campo 2

AC9 19 A8934096BS50

Outras Informacées:

- Nome do Arquivo: 202000840 LISTAGEM.txt
- Data de Geracao do Cédigo: 15/09/2020
- Hora de Geracéo do Cdédigo: 13:50:15
- Cédigo de Controle:
- Campo 1: 69E44DDCE48A09FE
- Campo 2: AC919A8934096B50
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