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Relatério Descritivo da Patente de Invencéao para:
“OLIGONUCLEOTIDEOS MODULADORES DE RNA COM CARACTERISTICAS
MELHORADAS PARA O TRATAMENTO DE DISTURBIOS NEUROMUSCULARES” .

Campo da Invengao

[001] A invencdo refere-se ao campo da genética
humana, mais especificamente aos distuirbios neuromusculares.
A  invencdo refere-se em ©particular a utilizacdo de
oligonucleotideos anti-sentido (AONs) com caracteristicas
melhoradas aumentando a aplicabilidade clinica, conforme
aqui definido ainda.

Antecedentes da invencéao

[002] As doencas neuromusculares sdo caracterizadas
por funcionamento deficiente dos mUsculos devido a qualquer
patologia do musculo ou do nervo (miopatias e neuropatias).
As neuropatias sdo caracterizadas pela neurodegeneragdo e
controle do nervo danificado, levando a problemas
relacionados com o movimento, espasticidade ou paralisia.
Exemplos incluem a Doenca de Huntington (DH), varios tipos
de ataxia espinocerebelar (SCA), ataxia de Friedreich (AF),
Esclerose Lateral Amiotrdéfica (ELA) e deméncia
frontotemporal (FTD). Um subconjunto de neuropatias &
causado por uma instabilidade da repeticdo do elemento cis.
Por exemplo, DH é causada por uma expansdo repetida do
tripleto (CAG)n no éxon 1 do gene HTT. A expansdo destas

repeticdes resulta na expansdo de um estiramento da glutamina
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na extremidade N-terminal da proteina huntingtina
citoplasmatica de 348 kDa. A huntingtina possui uma sequéncia
caracteristica de 6 a 29 residuos de aminodcido glutamina na
forma normal; a huntingtina mutada que causa a doenca tem
mais do que 38 residuos. A expressdo continua de moléculas
huntingtina mutantes em células neuronais resulta na
formacéao de grandes depdbdsitos de proteinas que,
eventualmente, ddo origem a morte celular, especialmente nos
lobos frontais e nos ganglios basais (principalmente no
nicleo caudado). A gravidade da doenca ¢é Ggeralmente
proporcional ao numero de residuos adicionais. AONs que
direcionam especificamente as repeticdes CAG expandidas (tal
como PS57 (CUG); tal como um 2'-O-metil fosforotioato RNA,
SEQ ID NO:1 Evers et al) podem ser aplicados para reduzir
eficazmente a transcricdo de huntingtina mutante e niveis de
proteinas (tbéxicos) em células derivadas de pacientes DHB.
Para o tratamento de neuropatias, os AONs administrados
Sistemicamente necessitam de atravessar a barreira hemato-
encefdlica. Assim, h& uma necessidade de otimizacdo da
oligoquimica permitindo e/ou exibindo uma melhor entrega do
cérebro.

[003] As miopatias incluem distrofias musculares
genéticas que se caracterizam por uma fraqueza progressiva
e degeneracdo do esqueleto, do coracdo e/ou do musculo liso.

Exemplos de miopatias sdo a distrofia muscular de Duchenne
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(DMD) , distrofia miotdnica tipo 1 (DM1), e distrofia
miotdébnica tipo 2 (DM2). DMl e DM2 sdo ambas também causadas
pela instabilidade de repeticdo do elemento cis; DMl através
de um trinucleotideo (CTG), repete a expansdo na regido 3'
ndo traduzida do éxon 15 do gene DMPK, e DM2 através de um
tetranucleotideo (CCTG), repete a expansdo no gene DM2/ZF9.
Aqui também, os AONs que direcionam especificamente as
repeticdes expandidas, tais como PS58, (CAG)7, um 2 -O-metil
fosforotioato RNA para DMl (Mulders et al.), tém sido
mostrados para induzir eficientemente a degradacdo
especifica dos transcritos de repeticdo expandidos (tdéxico).
Em contraste com DMD, onde o defeito do gene estd associado
com um aumento da permeabilidade das membranas de fibra
musculares para compostos pequenos como AONs, para a maioria
das outras miopatias uma distribuicdo melhorada de AON para,
e captacédo pelo tecido muscular é essencial para se obter um
efeito terapéutico. Assim, também hd aqui uma necessidade de
otimizacdo da oligoquimica permitindo e/ou exibindo uma
entrega muscular melhorada.

[004] As caracteristicas particulares de uma
guimica escolhida afeta pelo menos em parte a entrega de um
AON ao transcrito alvo: via de administracéao,
biocestabilidade, biodistribuicéo, distribuicéo intra-
tecido, e captacdo celular e trafico. Além disso, a

otimizacdo da guimica do oligonucleotideo é concebida para
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melhorar a afinidade de ligacdo e estabilidade, melhorar a
atividade, aumentar a seguranca, e/ou para reduzir o custo
dos produtos, reduzindo o comprimento ou aumentando oS
procedimentos de sintese e/ou de purificacdo. Varias
modificagdes quimicas tém se tornado de forma geral e/ou
comercialmente disponiveis para a comunidade de pesquisa
(tais como 2'-O-metil RNA e pirimidinas 5-substituidas e
2,6-diaminopurines), enquanto a maioria das outras ainda
apresentam esforco de sintese significativo de se obter. Os
resultados preliminares encorajadores especificamente foram
obtidos wutilizando 2°-O-metil fosforotioato RNA contendo
modificacdes nas bases de pirimidina e purina, tal como aqui
identificado.

[005] Em conclusédo, para melhorar a aplicabilidade
terapéutica de AONs para o tratamento de distirbios genéticos
humanos a instabilidade de repeticdo do elemento ciss, tal
como aqui exemplificado, existe uma necessidade de AONs com
caracteristicas adicionais melhoradas.

Descricdo da invencéo

Oligonucleotideo

[006] Em um primeiro aspecto, a invencdo fornece um
oligonucleotideo compreendendo residuos de nucleotideos de
2'-0O-metil RNA, possuindo uma cadeia principal em que pelo
menos uma porcdo do fosfato é substituida por uma porcdo de

fosforotioato, e compreendendo uma ou mais bases de 5-
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metilpirimidina e/ou uma ou mais 2,6-diaminopurina; ou um
oligonucleotideo consistindo de residuos de nucleotideos de
2'-0O-metil RNA, e possuindo uma cadeia principal em gque todas
porcdes de fosfato s&o substituidas por porcgdes de
fosforotioato, e compreendendo uma ou mais bases de 5-
metilpirimidina e/ou uma ou mais de 2,6-diaminopurina, para
o uso como um medicamento para o tratamento de disturbios
genéticos humanos associados com a instabilidade de
repeticdo do elemento cis.

[007] No contexto da invencédo, “cadeia principal” é
usada para identificar a cadeia de anéis alternados de ribose
e ligacgbdes internucleosideos, para as quais as nucleobases
sdo ligadas. O termo “ligacdo” é utilizado para a ligacéao
entre duas unidades de ribose (ou seja, “ligacéao
internucleosideos”), que é geralmente uma porcdo de fosfato.
Assim, um oligonucleotideo com 10 nucleotideos pode conter
9 ligacdes, que liga as 10 unidades de ribose em conjunto.
Além disso, pode haver uma ou mais Ultima ligacdo(s)
presentes em um ou ambos os lados do oligonucleotideo, que
s6 estda ligado a um nucleotideo. Os termos “ligacdo” e
“ligacdo internucleosideos” também servem para indicar tal
ligagdo pendente. Pelo menos uma das ligagdes na cadeia
principal do oligonucleotideo de acordo com a invencgéo
consiste de uma porcdo de fosforoticato, que 1liga duas

unidades de ribose. Assim, pelo menos uma das porcgdes de
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fosfodiéster 3' para 5' que ocorrem naturalmente presentes

no RNA, é substituida por uma porcdo de fosforotioato.

A\Y ”

[008] Dentro do contexto da invencdo, “uma” em cada
uma das seguintes expressdes significa “pelo menos uma”: um
residuo de nucleotideo de 2'-O-metil RNA, um residuo de 2'-
O-metil RNA, uma porcédo de fosforoticato, um residuo de 2'-
O-metil RNA fosforotioato, uma base de 5-metilpirimidina,
uma base de 5-metilcitosina, uma base de 5-metiluracila, uma
base de timina, uma base de 2, 6-diaminopurina.

[009] De preferéncia, o oligonucleotideo de acordo
com a invencdo ¢é um oligonucleotideo com menos de 37
nucleotideos. O referido oligonucleotideo pode ter 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, ou 36 nucleotideos. Tais
oligonucleotideos podem também ser identificados como um
oligonucleotideo tendo de 12 a 36 nucleotideos.

[010] Assim, um oligonucleotideo da invencéo,
compreendendo um residuo de nucleotideo de RNA 2'-O-metil
possuindo uma cadeia principal em que pelo menos uma POrgao
do fosfato é substituida por uma porcdo de fosforotioato,
compreende menos do que 37 nucleotideos (isto &, ele
compreende 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,
24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36
nucleotideos) e uma base de 5S5-metilpirimidina e/ou uma 2, 6-

diaminopurina.
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[011] De acordo, um oligonucleotideo da invencéao
qgque consiste em residuos de nucleotideos de 2'-O-metil RNA
e possuindo uma cadeia principal, em que todas as porc¢des de
fosfato sdo substituidas por fosforotioato, e compreendem
menos do que 34 nucleotideos (isto é, ele compreende 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos) e uma base de
5-metilpirimidina e/ou uma de 2, 6-diaminopurina.

[012] Em uma modalidade preferida, o
oligonucleotideo da presente invencdo compreende um residuo
de nucleotideo de 2°-O-metil fosforotioato RNA, ou consiste
de residuos de nucleotideo de 2'-O-metil fosforotiocato RNA.
Tal oligonucleotideo compreende um residuo de 2'-O-metil
RNA, o qual estd ligado através de uma ligacdo de
fosforotioato ao prdéximo nucleotideos na sequéncia. Este
préoximo nucleotideo pode ser, mas ndo necessariamente, outro
residuo de nucleotideo de 2'-O-metil fosforotiocato RNA.
Alternativamente, tal oligonucleotideo é composto de
residuos de nucleotideo de 2'-O-metil fosforotioato RNA, em
que todos o0s nucleotideos compreendem uma porcdo de 2'-0-
metil e uma porcdo fosforotioato. De preferéncia, tal
oligonucleotideo é composto por residuos de nucleotideos de
2'-0O-metil fosforotioato. Esta quimica é conhecida pelo
técnico especialista no assunto. Ao longo do pedido, um

oligonucleotideo compreendendo um residuo de 2'-O-metil RNA
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e uma ligacdo fosforotiocato pode ser substituido por um
oligonucleotideo compreendendo um residuo de nucleotideo de
metil fosforotioato RNA, ou um oligonucleotideo que
compreende um residuo de 2'-O-metil fosforotiocato RNA. Ao
longo do pedido, um oligonucleotideo que consiste em residuos
de 2'-O-metil RNA 1ligados por ou conectados através de
ligacdes de fosforotioato ou um oligonucleotideo constituido
por residuos de nucleotideo de 2'-O-metil fosforotioato RNA
pode ser substituido por um oligonucleotideo consistindo em
2'-0-metil fosforotioato RNA.

[013] Além disso, um oligonucleotideo da invencéo
compreende pelo menos uma alteracdo de base que aumenta a
afinidade de ligacdo as cadeias alvo, aumenta a temperatura
de fusdo do duplex resultante do referido oligonucleotideo
com o seu alvo, e/ou reduz os efeitos imunoestimulantes,
e/ou aumenta a bioestabilidade, e/ou melhora a
biodistribuicdo e/ou a distribuicdo intra-tecido, e/ou a
captacdo celular e trafico. Em uma modalidade, um
oligonucleotideo da invencdo compreende uma base de 5-
metilpirimidina e/ou uma de 2,6-diaminopurina. Uma base de
S5-metilpirimidina ¢é selecionada a partir de uma 5-
metilcitosina e/ou uma 5-metiluracila e/ou uma timina, em
que a timina é idéntica a 5-metiluracila. Sempre gque um
oligonucleotideo da invencdo tem duas ou mais tais

modificacdes de bases, tais modificacdes de bases podem ser
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idénticas, por exemplo, todas estas bases modificadas no
oligonucleotideo s&do b5-metilcitosina, ou as referidas
modificacdes de base podem ser combinacdes de diferentes
modificacdes de bases, por exemplo, o oligonucleotideo pode
ter uma ou mais bS5-metilcitosinas e uma ou mais 5-
metiluracilas.

[014] Em uma modalidade preferencial, um
oligonucleotideo da invencdo (ou seja, um oligonucleotideo
que compreende residuos de nucleotideos de 2'-O-metil RNA,
possuindo uma cadeia principal em que pelo menos uma POrgao
do fosfato é substituida por uma porcdo de fosforotiocato, e
compreendendo uma ou mais bases de 5-metilpirimidina e/ou
uma ou mais de 2, 6-diaminopurina, ou um oligonucleotideo que
consiste de residuos de nucleotideos de 2'-O-metil RNA e
possuindo uma cadeia principal, em que todas as porcgdes de
fosfato s&o substituidas por porcdes de fosforotioato, e
compreendendo uma ou mais 5-metilpirimidina e/ou uma ou mais
bases de 2, 6-diaminopurina) é tal gue ndo compreendem um 2'-
desd6xi-2'fltor nucleotideo (isto ¢é, 2'-desdéxi 2'-fltor-
adenosina, -guanosina, -uridina e/ou - «citidina). Tal
oligonucleotideo compreendendo um nucleotideo 2'-flGor (2'-
F) tem sido mostrado em ser capaz de recrutar o fator
potenciador de ligacdo de interleucina 2 e 3 (ILF20/3) e &,
assim, capaz de induzir o salto do éxon no pré-mRNA alvo

(Rigo F, et al, W02011/097614). Na presente invencdo, O
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oligonucleotideo wutilizado preferencialmente ndo recruta
tais fatores, e/ou o oligonucleotideo da invencdo ndo formar
heteroduplexes com o) RNA que sao especificamente
reconhecidos pela ILF2/3. O mecanismo de acdo do
oligonucleotideo da invencdo atual é assumido ser distinto
de um oligonucleotideo com um nucleotideo 2'-F: o)
oligonucleotideo da invencdo ¢é esperado em induzir
principalmente a degradacdo especifica dos transcritos
expandidos repetidos (tdxico).

[015] A “timina” e a “S5-metiluracila” podem ser
trocadas entre si ao longo do documento. Em analogia, a 2,6-
diaminopurina é idéntica a 2-aminoadenina, e estes termos
podem ser trocados entre si ao longo do documento.

[016] O termo “alteracdo de Dbase” ou “base
modificada”, tal como aqui identificados, referem-se a
modificagcdo de uma base que ocorre naturalmente no RNA (por
exemplo, base de pirimidina ou purina), ou a sintese de novo
de uma base. Esta base de novo sintetizada poderia ser
qualificada como “modificada” em comparagdo com uma base
existente.

[017] Um oligonucleotideo da presente invencdo que
compreende uma base de 5S5-metilcitosina e/ou uma 5-
metiluracila e/ou uma 2, 6-diaminopurina significa que pelo
menos uma das nucleobases de citosina do referido

oligonucleotideo foi modificada por substituicdo do prdéton
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na posicdo 5 do anel de pirimidina com um grupo metil (ou
seja, uma b-metilcitosina), e/ou que pelo menos uma das
nucleobases de wuracila do referido oligonucleotideo foi
modificada por substituicdo do prdéton na posicdo 5 do anel
de pirimidina com um grupo metil (ou seja, uma 5-
metiluracila), e/ou que pelo menos uma das nucleobases
adenina do referido oligonucleotideo foi modificada por
substituicdo do prdéton na posicdo 2 com um grupo amino (isto
é, uma 2, 6-diaminopurina), respectivamente. Dentro do
contexto da presente invencdo, a expressdo “a substituicéo
de um prdéton com um grupo metil na posicdo 5 do anel de
pirimidina” pode ser substituido pelo termo “substituicdo de

7

uma pirimidina com uma 5-metilpirimidina,” com a pirimidina
referindo-se apenas a uracila, apenas a citosina ou a ambas.
Do mesmo modo, dentro do contexto da invencdo, a expresséao
“a substituicdo de um prdédton com um grupo amino na posicédo
2 da adenina” pode ser substituida pelo termo “substituicéo
de uma adenina com uma 2,6-diaminopurina”. Se o referido
oligonucleotideo tem 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ou mais
citosinas, uracilas, e/ou adeninas, pelo menos 1, 2, 3, 4,
5,6 6, 7, 8, 9 ou mals citosinas, uracilas e/ou adeninas
respectivamente foram modificados dessa forma. De
preferéncia, todas as <citosinas, uracilas e/ou adeninas

foram modificadas desta maneira, ou substituidas por 5-

metilcitosina, 5-metiluracila e/ou 2,6-diaminopurina,
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respectivamente. Ndo é preciso dizer que a invencdo soé
poderia ser aplicada aos oligonucleotideos gque compreendem
pelo menos uma citosina, uracila, ou adenina,
respectivamente, na sua sequéncia.

[018] Foi descoberto que a presenca de uma 5-
metilcitosina, 5-metiluracila e/ou uma 2,6-diaminopurina em
um oligonucleotideo da invencdo tem um efeito positivo em
pelo menos um dos parémetros, ou uma melhoria de pelo menos
um dos pardmetros dos referidos oligonucleotideos. Neste
contexto, o0s pardmetros podem incluir: afinidade de ligacéo
e/ou cinética, atividade de silenciamento, bioestabilidade,
distribuicdo (intra-tecido), captacdo celular e/ou tréafico,
e/ou imunogenicidade do referido oligonucleotideo, tal como
explicado abaixo.

[019] A afinidade de ligacdo e cinética depende das
propriedades termodindmicas do AON. Estes sdo pelo menos em

parte, determinados pela temperatura de fusdo do referido

oligonucleotideo (Tm; calculado com, por exemplo, a
calculadora de propriedades de oligonucleotideos
(http://www.unc.edu/~cail/biotool/oligo/index.html ou

http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/)

para o RNA de cadeia simples, usando a Tm de base e o modelo
de vizinho mais préximo) e/ou a energia livre do complexo de
éxon do oligonucleotideo-alvo (utilizando a estrutura do RNA

versdo 4.5 ou RNA mfold versdo 3.5). Se uma Tm é aumentada,
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a atividade de salto do éxon tipicamente aumenta, mas quando
uma Tm ¢é muito elevada, o AON deverd tornar-se menos
sequéncia-especifico. Uma Tm aceitdvel e energia livre
dependem da sequéncia do oligonucleotideo. Portanto, é
dificil para gerar intervalos preferidos para cada um destes
paréametros.

[020] Uma atividade de um oligonucleotideo da
invencdo ¢ de inibir a formacdo de uma proteina mutante e/ou
silenciar ou reduzir ou diminuir a quantidade de um
transcrito associado a doenca ou causador de doencas ou
mutante contendo um numero extendido ou instavel de
repeticdes em uma célula de um paciente, em um tecido de um
paciente e/ou em um paciente, tal como explicado mais
adiante. Um oligonucleotideo da presente invencéao
compreendendo ou consistindo de um 2'-O-metil fosforotioato
RNA e uma base 5-metilcitosina e/ou uma 5-metiluracila e/ou
uma 2, 6-diaminopurina, é previsto para ser capaz de silenciar
ou reduzir ou diminuir a quantidade do referido transcrito
de forma mais eficiente do que o de um oligonucleotideo
compreendendo ou consistindo de um 2'-O-metil fosforotioato
RNA, mas sem qualquer base de 5-metilcitosina, sem qualquer
S5-metiluracila e sem qualquer 2,6-diaminopurina ira fazer.

Esta diferenca em termos de eficiéncia pode ser de pelo menos

60%, ©5%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 100%. A redugdo ou
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a dimuinuicd&o pode ser avaliada por Northern Blot ou RT-PCR
(semi-) qgquantitativa para niveis de transcricéo (de
preferéncia, realizada na parte experimental), ou por
Western blotting para 0s niveis de proteina. Um
oligonucleotideo da invencdo pode ser testado primeiro no
sistema celular como fibroblastos derivados dos pacientes,
conforme descrito no Exemplo 1.

[021] Biodistribuicdo e bioestabilidade sé&do, de
preferéncia, pelo menos em parte determinadas por um ensaio
de ligacdo de hibridizacédo validado adaptado de Yu et al.,
2002. Em uma modalidade, as amostras de tecidos
homogeneizados ou de plama sdo incubadas com uma sonda de
captura de oligonucleotideo especifica. Apds a separacdo, um
oligonucleotideo marcado com DIG ¢é ligado ao complexo e a
deteccdo seguida usando uma peroxidase ligada ao anticorpo
anti-DIG. A analise farmacocinética n&o compartimental é
realizada usando o pacote de software WINNONLIN (modelo 200,
versdo 5.2, Pharsight, Mountainview, CA). Os niveis de AON
(ng) por mL de plasma ou mg de tecido s&o monitorizados ao
longo do tempo para avaliar a &4rea sob a curva (AUC), a
concentracdo de pico (Cmax), tempo para atingir a concentracdo

(Tmax) , a meia-vida terminal, e a desfasagem da absorcéo

(tiag) - Tal ensaio preferido foi descrito na parte
experimental.
[022] AONs podem estimular uma resposta imune inata

Petica0 870190138471, de 23/12/2019, pég. 17/172



15/160

por ativacdo dos receptores do tipo Toll (TLR), incluindo
TLRY9 e TLR7 (Krieg et al., 1995). A ativacdo de TLRS
normalmente ocorre devido a presenca de sequéncias de CG néo
metiladas presentes nos oligodesoxinucleotideos  (ODNs),
imitando o DNA bacteriano que ativa o sistema imune inato
através da liberacdo de <citocina mediada por TLRY9. A
modificacdo 2'-O-metil é, no entanto, sugerida para reduzir
significativamente tal efeito possivel. TLR7 foi descrito
para reconhecer repetigdes uracila em RNA (Diebold et al.,
2006) .

[023] A ativacdo de TLR9 e TLR7 resulta de um
conjunto de respostas imunes coordenadas dque incluem a
imunidade inata (macréfagos, células dendriticas (DC), e as
células NK) (Krieg et al, 1995; Krieg, 2000). Varias quimio-
e citocinas, tais como IP-10, TNF-o, IL-6, MCP-1 e IFN«o
(Wagner, 1999; Popovic et al., 2006) tém sido implicadas
neste processo. As citocinas inflamatdérias atraem células
defensivas adicionais do sangue, tais como as células T e B.
Os niveis destas citocinas podem ser investigados por testes
in vitro. Em suma, o sangue humano total é incubado com
concentracdes crescentes de AONs apds o que os niveis das
citocinas s&do determinados ©por kits padrdo de ELISA
disponiveis comercialmente. Uma diminuicdo na
imunogenicidade preferencialmente corresponde a uma

diminuicdo detectdvel da concentracdo de pelo menos uma das
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citocinas mencionadas acima por comparacdao com a
concentracdo de citocina correspondente, em um ensaio em uma
célula tratada com um oligonucleotideo compreendendo, pelo
menos, uma b5-metilcitosina e/ou 5-metiluracila, e/ou 2,6-
diaminopurina em comparacdo com uma célula tratada com um
oligonucleotideo correspondente que nao possui 5-
metilcitosinas, 5-metiluracilas, ou 2, 6-diaminopurinas.

[024] Assim, um oligonucleotideo preferido da
invencdo tem um pardmetro melhorado, tal como  uma
imunogenicidade aceitdvel ou diminuida e/ou uma melhor
biodistribuicdo e/ou aceitavel ou cinéticas de ligacdo de
RNA melhoradas e/ou propriedades termodindmicas por
comparacdo com um oligonucleotideo correspondente que
consiste de um 2’-0O-metil fosforotioato RNA, sem uma 5-
metilcitosina, sem uma 5-metiluracila, e sem uma 2,6-
diaminopurina. Cada um destes parémetros poderia ser
avaliado usando ensaios conhecidos do técnico especialista
ou, de preferéncia, tal como agqui descrito.

[025] Abaixo sdo definidas outras qguimicas e
modificag¢des do oligonucleotideo da invencdo. Estas quimicas
e modificacdes adicionais ©podem estar presentes em
combinacdo com a gquimica Jja& definida para o referido
oligonucleotideo, ou seja, a presenca de uma 5-
metilcitosina, uma 5-metiluracila e/ou uma 2,6-

diaminopurina, e o oligonucleotideo que compreende ou que
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consiste em 2 -O-metil fosforotiocato RNA.

[026] Um oligonucleotideo preferido da invencéo
compreende ou consiste de uma molécula de RNA ou uma molécula
de RNA modificada. Em uma modalidade preferida, um
oligonucleotideo é de cadeia simples. O técnico especialista
no assunto entenderd que é, no entanto possivel que um UGnico
oligonucleotideo de cadeia simples pode formar uma estrutura
de cadeia dupla interna. No entanto, este oligonucleotideo
¢ ainda denominado de um oligonucleotideo de cadeia simples
no contexto da presente invencdo. Um oligonucleotideo de
cadeia simples tem varias vantagens em comparacdo com um
SiRNA de cadeia dupla oligonucleotidica: (i) a sua sintese
estd prevista para ser mais facil do que duas cadeias de
SiRNA complementares; (ii) existe uma ampla gama de
modificac¢cdes quimicas possiveilis para aumentar a absorcdo nas
células, uma melhor estabilidade (fisioldbgica), e para
diminuir os potenciais efeitos adversos genéricos; (iii)
SiRNAs tém um maior potencial de efeitos ndo-especificos
(incluindo genes fora do alvo), e farmacologia exagerada
(por exemplo, menor possibilidade de controle da eficéacia e
seletividade pelo esquema de tratamento ou dose) (iv) siRNAs
sd0 menos propensos a agir no nucleo, e ndo podem ser
dirigidos contra introns.

[027] Além das modificacdes acima descritas, o

oligonucleotideo da invencdo pode compreender modificacdes
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adicionais, tais como tipos diferentes de residuos de
nucleotideos do &cido nucleico ou nucleotideos, tal como
descrito abaixo. Diferentes tipos de residuos de
nucleotideos de &acido nucleico podem ser utilizados para
gerar um oligonucleotideo da invencgéo. 0 referido
oligonucleotideo pode possuir pelo menos uma modificacédo da
cadeia principal (ligacdo internucleosideos e/ou modificacéao
de acucar) e/ou pelo menos uma modificacdo de base em
comparacdo com um oligonucleotideo baseado em RNA.

[028] Uma modificacdo de base inclui uma verséao
modificada das bases purina e pirimidina naturais (por
exemplo, adenina, wuracila, guanina, c¢itosina, e timina),
tais como hipoxantina (por exemplo, inosina), acido ordtico,
agmatidina, lisidina, pseudouracila, 2-tiopirimidina (por

exemplo, 2-tiouracila, 2-tiotimina), G-clamp e seus

derivados, pirimidina 5-substituida (por exemplo, 5-
halouracila, S5-propiniluracila, 5-propinilcitosina, 5-
aminometiluracila, 5-hidroximetiluracila, 5-

aminometilcitosina, 5-hidroximetilcitosina, Super T), 7-
deazaguanina, 7-deazaadenina, 7-aza-2,6-diaminopurina, 8-
aza-7-deazaguanina, 8-aza-7-deazaadenina, 8-aza-7-deaza-
2,6-diaminopurina, Super G, Super A, e N4d-etilcitosina, ou
derivados dos mesmos; N?-ciclopentilguanina (cPent-G), N°-
ciclopentil-2-aminopurina (cPent-AP), e N°-propil-2-

aminopurina (Pr-AP), ou derivados das mesmas; e Dbases
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degeneradas ou universais, como 2,6-difluorotolueno ou bases
ausentes, tais como sitios abasicos (por exemplo, 1-
desoxirribose, 1,2-didesoxirribose, l-desoxi-2-0-
metilrribose, ou derivados da pirrolidina, em que o oxigénio
do anel foi substituido com nitrogénio(azaribose)). Exemplos
de derivados de Super A, Super G e Super T podem ser
encontrados na patente norte-americana 6,683,173 (Epoch
Biosciences), que ¢é aqui incorporada integralmente por
referéncia. cPent-G, cPent-AP e Pr-AP foram mostrados para
reduzir os efeitos imunoestimulantes quando incorporados no
SiRNA (Peacock H. et al.).

[029] Em uma modalidade, um oligonucleotideo da
invencdo compreende um sitio abadsico ou um mondmero abasico.
Dentro do contexto da invencédo, tal mondmero pode ser chamado
de um sitio abadsico ou um mondmero abadsico. Um sitio abéasico
ou um mondmero abasico é um residuo de nucleotideo ou um
bloco de construcdo que carece de uma nucleobase, em
comparacdo com um residuo de nucleotideo correspondente
compreendendo uma nucleobase. Dentro do contexto da
invencdo, um mondmero abasico é, portanto, uma parte de um
bloco de construcdo de um oligonucleotideo, mas gque carece
de uma nucleobase. Tal mondmero abdsico pode estar presente,
ou acoplado, ou ligado, ou conjugado com um terminal livre
de um oligonucleotideo.

[030] Em uma modalidade mais preferida, um
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oligonucleotideo da invengdo compreende de 1 a 10 ou mais
mondémeros abasicos. Portanto, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
ou mais mondmeros abadsicos podem estar presentes em um
oligonucleotideo da invencéo.

[031] Um mondmero abadsico pode ser de qualquer tipo
conhecido e concebivel por um técnico especialista no
assunto, exemplos ndo limitativos dos quais sdo descritos
abaixo:

R1O-_ R1O-__ R1O-_ R1O-_ RiO-_

OR2 O.- OR2

“OR2 “~OR; TOR2
1
-0 R1O-_ R1O-_ R10-_
~
R2 o
o
b9
. N- H o R10
RHN™ ™77 “ORp -y
- le) L
OR2 OR2 OR2
[032] Aqui, Ri1 e Rz sdo independentemente H, um

oligonucleotideo ou outro sitio(s) abédsico, desde que né&o
ambos R; e Ry sejam H, e Ri e Ry ndo sejam ambos um
oligonucleotideo. Um mondmero (s) abidsico pode estar ligado

em qualquer um ou ambos os terminais do oligonucleotideo,
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conforme especificado anteriormente. Deve ser notado que um
oligonucleotideo ligado a um ou dois sitio(s) abasicos ou
mondmero (s) abasicos, pode compreender menos do que 12
nucleotideos. A este respeito, o oligonucleotideo de acordo
com a invencédo pode compreender pelo menos 12 nucleotideos,
opcionalmente incluir um ou mais sitios abadsicos ou mondmeros
abasicos em um ou ambos os terminais.

[033] Na listagem de sequéncias, um
oligonucleotideo da invencdo que compreende um mondmero
abasico pode ser representado pela sua sequéncia de
nucleotideos ou de base; o mondmero abasico ndo sendo
representado, uma vez gque pode ser considerado como ligado
ou anexado ou conjugado a um terminal livre de um
oligonucleotideo. Este é o caso para sequéncias de bases de
SEQ ID NO: 107 e 108. Na tabela 2, a sequéncia completa de
oligonucleotideos preferidos compreendendo SEQ ID NO: 107 ou
108 é fornecida: tal oligonucleotideo compreende a SEQ ID
NO: 107 ou 108, e 4 monbmeros abadsicos no terminal 3'da
correspondente SEQ ID NO: 107 ou 108. SEQ ID NO: 220 e 221
correspondem a SEQ ID NO: 107 e 108, gque compreende ainda
quatro mondmeros abdsicos adicionais no terminal 3' do
oligonucleotideo.

[034] Quando um mondmero abasico estd presente
dentro de uma sequéncia de bases de um oligonucleotideo, o

referido mondmero abidsico é identificado na listagem de
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sequéncias como parte da sequéncia do referido
oligonucleotideo como na SEQ ID NO: 210 e 213.

[035] Nas tabelas 1 e 2, um mondmero abasico é
identificado utilizando a letra Q.

[036] Dependendo do seu comprimento, um
oligonucleotideo da invencdo pode compreender 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, ou
36 modificacdes de bases. Também estd englobado pela invencédo
introduzir mais do que uma modificacdo de base distinta no
referido oligonucleotideo.

[001] Uma “modificacdo de aclcar” indica a presenca
de uma versdo modificada do grupo ribosil conforme ocorrendo
naturalmente no RNA (isto é, o grupo furanosil), tais como
acucares biciclicos, tetrahidropiranos, morfolinos, acucares
2'-modificados, acucares 4'-modificados, acucares 5'-
modificados, e aclicares 4'-substituidos. Exemplos de
modificacgdes de acltcar adequadas incluem, mas ndo estdo
limitadas a, residuos de nucleotideos de RNA 2'-0-
modificado, tais como tais como 2'-0O-alquil ou 2'-0-
(substituido)algquil, por exemplo, 2'-0O-metil, 2'-0-(2-
cianoetil), 2'-0-(2-metdxi)etil (2'-MOE), 2'-0-(2-
tiometil)etil, 2'-O-butiril, 2'-O-propargil, 2'-0-alil, 2'-
O- (3-amino)propil, 2'-0-(2-(dimetilamino) propil), 2'-0-(2-

amino)etil, 2'-0-(2(dimetilamino)etil); 2'-desdxi (DNA); 2'-
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O-(haloalcdéxi)metil (Arai K. et al.) por exemplo, 2'-0-(2-

cloroetoxi)metil (MCEM), 2'-0-alquil (2,2-dicloroetdxi)metil

(DCEM) ; 2'-0O-alcoxicarbonil, por exemplo, 2'-0-
[2 (metoxicarbonil)etil] (MOCE), 2'-0-[2- (N-
metilcarbamoil)etil] (MCE), 2'-0-[2-(N,N-

dimetilcarbamoil)etil] (DCME); 2'-halo, por exemplo, 2'-F,
FANA (4cido nucleico 2'-F arabinosil); modificacgdes carba-
acucar e aza-acucar; 3'-0O-alquil, por exemplo, 3'-O-metil,
3'-0O-butiril, 3'-O-propargil; 5'-alquil, por exemplo, 5'-
metil (Hari et al. ); e derivados dos mesmos.

[002] Outra modificacdo de acucar inclui A&cido
nucleico “em ponte” ou “biciclico” (BNA), por exemplo, &acido
nucleico bloqueado (LNA), xilo-LNA, o-L-LNA, R-D-LNA, cEt
(2'-0,4"-C etil restrito) LNA, cMOEt (2'-0,4'-C metodxi-etil
restrito) LNA, 4&cido nucleico em ponte de etileno (ENA),
BNANC[N-Me] (tal como descrito em Chem. Commun. 2007, 3765,
qgque ¢é incorporado aqui em sua totalidade por referéncia);
DNA triciclico (tcDNA); &cido nucleico n&o blogqueado (UNA);
BNAs 5 -metil susbstituido (tal como descrito no pedido de
patente norte-americano 13/530,218, que é incorporado aqui
por referéncia em sua totalidade); acido nucleico
ciclohexenil (CeNA), &cido nucleico altriol (ANA), acido
nucleico hexitol (HNA), HNA fluorinatado (F-HNA), pirasonil-
RNA (p-RNA), 3 -desoxipiranosil-DNA (p-DNA); morfolino (como

por exemplo, em PMO, PPMO, PMOPlus, PMO-X); e derivados dos
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mesmos, preferencialmente acido nucleico bloqueado (LNA),
xilo-LNA, o-L-LNA, (-D-LNA, cEt (2'-0,4'-C etil restrito)
LNA, cMOEt (2'-0,4'-C metdxi-etil restrito) LNA, A&cido
nucleico em ponte de etileno (ENA), DNA triciclico (tcDNA),
dcido nucleico ciclohexenil (CeNA), 4&cido nucleico altriol
(ANA), acido nucleico hexitol (HNA), HNA fluorinatado (F-
HNA), pirasonil-RNA (p-RNA), 3 -desoxipiranosil-DNA (p-DNA),
morfolino (como por exemplo, em PMO, PPMO, PMOPlus, PMO-X)
e derivados dos mesmos. Um tcDNA preferido é tc-PS-DNA (DNA
triciclico compreendendo ligag¢do internucleosidica de
fosforotioato) . Dependendo do seu comprimento, um
oligonucleotideo da invencdo pode compreender 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36
modificacdes de aclcar. Também estd englobado pela invencédo
a introducdo de mais do que uma modificacdo de aclcar
distinta no referido oligonucleotideo. Em uma modalidade, um
oligonucleotideo conforme definido aqui, compreende ou
consiste de um LNA ou derivado do mesmo. Derivados de BNA
sdo, por exemplo, descritos em WO 2011/097641, que & aqui
incorporado em sua totalidade por referéncia. Em uma
modalidade mais preferida, um oligonucleotideo da invencéo
é inteiramente 2 -O-metil modificado. Exemplos de PMO-X sé&o
descritos em W02011150408, gque é aqui incorporado em sua

totalidade por referéncia.
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[037] Em uma modalidade preferida, o
oligonucleotideo de acordo com a invencgdo compreende, além
da modificacdo de acucar 2'-O-metil obrigatdria, pelo menos
uma outra modificacdo de aclicar seleccionada de 2'-O-metil,
2'-0-(2-metdxi)etil, morfolino, um nucleotideo de ponte ou
BNA, ou o oligonucleotideo compreende tanto nucleotideos em
ponte e 2'-desdéxi nucleotideos modificados (mixmers BNA/
DNA) . Mais de preferéncia, o oligonucleotideo de acordo com
a invencédo é modificado ao longo do seu comprimento completo
com uma modificacdo de acglUcar selecionada a partir de 2'-0-
metil, 2'-0-(2-metdxi)etil, morfolino, &cido nucleico em
ponte (BNA) ou mixmer BNA/DNA.

[038] Em uma modalidade mais preferida, o)
oligonucleotideo de acordo com a invengdo compreende 2'-0-
metil totalmente modificado, de preferéncia 2'-O-metil
fosforotioato totalmente modificado.

[039] A “modificacdo da cadeia principal” indica a
presenca de uma versdo modificada do grupo ribosil
(“modificacdo de acucar”), tal como indicado acima, e/ou a
presenca de uma versdo modificada do fosfodiéster conforme
ocorre naturalmente no RNA (“modificacdo de ligacéo
internucleosidica”). Exemplos de modificacgdes de 1ligacédo
internucleosidica gque sdo compativeis com a presente
invencdo sdo fosforotiocato (PS), fosforoticato quiralmente

puro, fosforoditioato (PS2), fosfonoacetato (PACE) ,
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fosfonoacetamida (PACA), tiofosfonoacetato,
tiofosfonoacetamida, préo-farmaco fosforotioato, H-
fosfonato, metil fostonato, metil fosfonotiocato, metil
fosfato, metil fosforotioato, etil fosfato, etil
fosforotioato, boranofosfato, boranofosforoticato, metil
boranofosfato, metil boranofosforotioato, metil
boranofosfonato, metil boranofosfonotiocato, e derivados dos
mesmos. Outra modificacéo inclui fosforamidita,
fosforamidato, fosforamidato N3’>P5', fosfordiamidato,
fosforotiodiamidato, sulfamato, dimetilenosulféxido,
sulfonato, triazol, oxalil, carbamato, metileneimino (MMI),
e dcido nucleico ticacetamido (TANA); e derivados dos mesmos.
Dependendo do seu comprimento, um oligonucleotideo da
invencdo pode compreender 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,
27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, ou 35 modificacbes da cadeia
principa. Também esta englobado pela invencgcdo introduzir
mais do que uma modificacdo distinta na cadeia principal do
referido oligonucleotideo.

[040] Um oligonucleotideo da presente invencéo
compreende pelo menos uma modificacdo de fosforotiocato. Em
uma modalidade mais preferida, um oligonucleotideo da
invencdo é fosforotiocato totalmente modificado.

[041] Outras modificacdes quimicas de um

oligonucleotideo da invencdo incluem o A&acido nucleico de
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base peptidica (PNA), PNA modificado no grupamento boro,
4dcido nucleico éxi-peptideo baseado em pirrolidina (POPNA),
4dcido nucleico baseado em glicol ou glicerol (GNA), A&cido
nucleico baseado em treose (TNA), acido nucleico baseado em
treoninol aciclico (aTNA) , dcido nucleico Dbaseado em
morfolino (PMO, PPMO, PMO-X) , oligbmeros baseado em
morfolino catidénico (PMOPlus), oligonucleotideos com bases
integradas e cadeias principais (ONIBs), oligonucleotideos
pirrolidina-amida (POMs); e derivados dos mesmos.

[042] Em outra modalidade, um oligonucleotideo
compreende um acido nucleico de peptideo e/ou um
fosforodiamidato morfolino ou um derivado do mesmo.

[043] Deste modo, o oligonucleotideo preferido, de
acordo com um aspecto da invencdo, compreende:

(a) pelo menos uma modificacdo de base selecionada a
partir de 5-metilpirimidina e 2,6-diaminopurina; e/ou

(b) pelo menos uma modificacdo de acucar, a qual é 2'-
O-metil, e/ou

(c) pelo menos uma modificacdo de cadeia principal,
que é de fosforotiocato.

[044] Assim, um oligonucleotideo preferido de
acordo com este aspecto da invencdo compreende uma
modificacdo da base (a), e nenhuma modificacdo de aclcar
(b), e nenhuma modificacdo da cadeia principal (c). Outro

oligonucleotideo preferido de acordo com este aspecto da
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invencdo compreende uma modificacdo do actcar (b), e nenhuma
modificacdo de base (a), e nenhuma modificacdo da cadeia
principal (c). Outro oligonucleotideo preferido de acordo
com este aspecto da invencdo compreende uma modificacdo da
cadeia principal (c), e nenhuma modificacdo de base (a), e
nenhuma modificacdo de acucar (b) . Além disso, os
oligonucleotideos possuindo nenhuma das modificacdes
mencionadas acima sdo entendidos para serem englobados pela
presente invencéao, bem como oS oligonucleotideos
compreendendo duas, ou seja, (a) e (b), (a) e (c), e/ou (b)
e (c), ou todas as trés das modificacdes (a), (b)) e (c),
como definido acima. Em outra modalidade preferida, qualquer
um dos oligonucleotideos, tais como descrito no paréagrafo
anterior, pode compreender:

(a) pelo menos uma modificacdo (adicional) de base
selecionada a partir de 2-tiouracila, 2-tiotimina, 5-
metilcitosina, 5-metiluracila, timina, 2,6-diaminopurina;

(b) e/ou pelo menos uma modificacdo de acucar
(adicional) selecionada a partir de 2'-O-metil, 2 -0-(2-
metdxi)etil, 2'-desdxi (DNA), morfolino, um nucleotideo em
ponte ou BNA, ou o oligonucleotideo compreende ambos
nucleotideos em ponte e nucleotideos 2'-desdxi modificados
(mixmers BNA/DNA); e/ou

(c) pelo menos uma modificacdo da cadeia principal

(adicional), selecionada a partir de (outro) fosforotioato
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ou fosfordiamidato.

[045] Em outra modalidade preferida, o)
oligonucleotideo de acordo com a invencgdo é modificado ao
longo de todo o seu comprimento, com um ou mais da mesma
modificacdo, selecionada a partir de (a) uma das modificacdes
de base; e/ou (b) uma das modificacdes de acucar; e/ou (c)
uma das modificacdes da cadeia principal.

[046] Com o advento da tecnologia de mimetizacdo de
4dcido nucleico, tornou-se possivel gerar moléculas que tém
semelhantes, de preferéncia as mesmas caracteristicas de
hibridizacdo em espécie ndo necessariamente em quantidade,
como o proéprio acido nucleico. Esses equivalentes funcionais
sdo, naturalmente, também adequados para utilizacdo na
invencé&o.

[047] O técnico especialista no assunto vai
entender que nem todos de acgucar, base, e/ou cadeia principal
podem ser modificados do mesmo modo. Varios diferentes
acucares, bases e/ou cadeilas principais modificados podem
ser combinados em um Unico oligonucleotideo da invencéo.

[048] Um técnico especialista no assunto também
reconhecera que h4d muitos derivados sintéticos de
oligonucleotideos.

[049] De preferéncia, o referido oligonucleotideo
compreende RNA, conforme cadeias duplas de RNA/RNA s&o muito

estaveis. Prefere-se que um oligonucleotideo de RNA
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compreenda uma modificacdo proporcionando o RNA com uma
propriedade adicional, por exemplo, resisténcia a
endonucleases, exonucleases e RNAaseH, forca de hibridizacéo
adicional, estabilidade aumentada (por exemplo, em um fluido
corporal), flexibilidade aumentada ou diminuida, atividade
aumentada, toxicidade reduzida, transporte intracelular
aumentado, especificidade para tecido, etc. Além disso, o
mRNA complexado com o oligonucleotideo da invenc¢do ndo &, de
preferéncia, suscetivel a clivagem de RNaseH. Modificacdes
preferidas foram identificadas acima. Os oligonucleotideos
qgque contém, pelo menos em parte, nucleotideos de DNA que
ocorrem naturalmente s&o Uteis para induzir a degradacdo das
moléculas hibridas de RNA-DNA na célula por atividade de
RNase H (EC.3.1.26.4).

[050] Ribonucleotideos de RNA que ocorrem
naturalmente ou ribonucleotideos sintéticos RNA-semelhantes
compreendendo oligonucleotideos sdo aqui englobados para
formar hibridos de cadeia dupla de RNA-RNA, que atuam como
anti-sentido dependente da enzima através da interferéncia
de RNA ou vias de silenciamento (RNAi1i/siRNA), envolvendo
reconhecimento de RNA alvo através do emparelhamento de
filamento sentido-antisentido,seqguido da degradacdo do RNA
alvo pelo complexo de silenciamento RNA induzido (RISC).

[051] Alternativamente ou em adicéo, um

oligonucleotideo pode interferir com o processamento ou a

Petica0 870190138471, de 23/12/2019, pég. 33/172



31/160

expressdo de RNA precursor ou RNA mensageiro (blogueio
estérico, processos independentes de RNaseH) em particular,
mas ndo se limitando ao splicing de RNA e o salto de éxon,
através da ligacdo a uma sequéncia alvo de RNA transcrito,
e ficando na forma de processos tais como a traducdo ou o
bloqueio dos locais doadoresde splice ou aceitadores de
splice. Além disso, o oligonucleotideo pode inibir a ligacédo
de proteinas, fatores nucleares e outros por impedimento
estérico e/ou interferir com a dobragem espacial auténtica
do RNA alvo, e/ou ligam-se a proteinas gque se ligam
originalmente ao RNA alvo e/ou tém outros efeitos sobre o
RNA alvo, contribuindo assim para a desestabilizacdo do RNA
alvo, de preferéncia, pré-mRNA, e/ou para a diminuicdo da
quantidade de transcrito doente ou tdéxico e/ou proteina em
doencas como DH, identificadas posteriormente neste
documento.

[052] Tal como aqui definido, um oligonucleotideo
pode compreender nucleotideos com substituic¢des quimicas
(RNaseH resistente) em pelo menos uma das suas extremidades
5" ou 3', para fornecer estabilidade intracelular, e
compreende menos do que 9, mais preferencialmente menos do
que 6 nucleotideos de desoxirribose consecutivos (RNAaseH-
sensivel) no resto da sua sequéncia. O restante da sequéncia
esta de preferéncia no centro da sequéncia. Tal

oligonucleotideo ¢é chamado um gapmer. Gapmers foram
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amplamente descritos em WO 2007/089611. Gapmers sdo
projetados para permitir o recrutamento e/ou ativacdo da
RNaseH. Sem pretender ser limitado pela teoria, acredita-se
que a RNAaseH é recrutada e/ou ativada por meio da ligacéao
para a regido central do gapmer feito de desoxirriboses. Um
oligonucleotideo da invencéao que é de preferéncia
substancialmente independente de, ou independente de RNaseH
é concebido de modo a ter uma zona central, que é
substancialmente ndo capaz ou ndo é capaz de recrutar e/ou
ativar a RNaseH. Em uma modalidade preferida, o resto da
sequéncia do referido oligonucleotideo, mais
preferencialmente a sua parte central, compreende menos de
9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1, ou nenhuma desoxirribose.
Consequentemente, este oligonucleotideo da invencdo é de
preferéncia parcialmente para totalmente substituido, tal
como aqui anteriormente definido. “Parcialmente substituido”
significa que o oligonucleotideo compreende pelo menos
alguns dos nucleotideos que foram substituidos, de
preferéncia, pelo menos 50% dos seus nucleotideos foram
substituidos, ou pelo menos, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%,
85%, 90% ou 95% foram substituidos. 100% de substituicdo de
nucleotideos correspondem a “totalmente substituido”.

[053] Por conseguinte, a 1invencdo fornece um
oligonucleotideo que compreende um residuo de 2'-O-metil

fosforotiocato RNA, ou consiste de 2'-O-metil fosforotioato
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RNA, e compreende uma base de 5-metilpirimidina e/ou uma de
2,6-diaminopurina. Mais preferencialmente, este
oligonucleotideo é constituido por residuos de 2'-O-metil
RNA ligados através de uma cadeia principal de fosforotioato,
e todas as suas citocinas e/ou todas as suas uracilas e/ou
todas as suas adeninas, independentemente, foram
substituidas por 5-metilcitosina, 5-metiluracila e/ou 2,6-
diaminopurina, respectivamente. Assim, um oligonucleotideo
da invencédo pode ter:

[054] Pelo menos uma e de preferéncia todas as
citosinas substituidas com 5-metilcitosinas,

[055] Pelo menos uma e de preferéncia todas as
citosinas substituidas com 5-metilcitosinas, e pelo menos
uma e de preferéncia todas as uracilas substituidas com 5-
metiluracilas,

[056] Pelo menos uma e de preferéncia todas as
citosinas substituidas com 5-metilcitosinas, e pelo menos
uma e de preferéncia todas oas adeninas substituidas com
2,6-diaminopurines,

[057] Pelo menos uma e de preferéncia todas as
citosinas substituidas com 5-metilcitosinas, e pelo menos
uma e de preferéncia todas as uracilas substituidas com 5-
metiluracilas, e pelo menos uma e de preferéncia todas as
adeninas substituidas com 2, 6-diaminopurinas,

[058] Pelo menos uma e de preferéncia todas as
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uracilas substituidas com 5-metiluracilas,

[059] Pelo menos uma e de preferéncia todas as
uracilas substituidas com 5-metiluracilas, e pelo menos uma
e de preferéncia todas as adeninas substituidas com 2,6-
diaminopurinas, ou

[060] Pelo menos uma e de preferéncia todas as
adeninas substituidas com 2, 6-diaminopurinas.

[061] Um oligonucleotideo da invencdo é para uso
como um medicamento para a prevencdo, retardo e/ou tratamento
de um distuUrbio genético humano associado a instabilidade de
repeticdo do elemento cis, de preferéncia tal como aqui
exemplificado. Um disturbio genético humano associado a
instabilidade de repeticdo do elemento cis tal como aqui
identificado é de preferéncia um distirbio neuromuscular. De
preferéncia o referido oligonucleotideo ¢é para uso na
modulacdo terapéuticade RNA. Por isso, o oligonucleotideo de
acordo com a invencdo pode ser descrito como um
oligonucleotideo anti-sentido (AON). Um oligonucleotideo
anti-sentido é um oligonucleotideo que se liga (ou é capaz
de se 1ligar), direciona, hibridiza com (ou é capaz de
hibridizar com), e/ou ¢é complementar inverso para uma
sequéncia especifica de um transcrito de um gene que é
conhecido por estar associada com, ou envolvido em um
distirbio genético humano associado a instabilidade de

repeticdo do elemento cis.
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[062] De acordo com a invencdo, um oligonucleotideo
anti-sentido compreende ou consiste de residuos de
nucleotideos 2'-O-metil RNA, possuindo uma cadeia principal
em que pelo menos uma porcdo de fosfato é substituida por
uma porcdo de fosforotioato, e que compreende ainda pelo
menos um de uma 5-metilcitosina e/ou um 5-metiluracila e/ou
uma 2, 6-diaminopurina, ¢é representado por uma sequéncia de
nucleotideos que compreende ou consiste de uma sequéncia que
se liga (ou é capaz de se ligar), hibridiza (ou é capaz de
hibridizar), direciona e/ou é complementar inverso a um
elemento repetitivo em um transcrito de RNA gque tem como
unidade nucleotidica repetitiva uma unidade repetitiva de
nucleotideo, a qual é seleccionada a partir de (CAG)n,

(GCG)n, (CGG)n, (GAA)n, (GCC)n, (CCG)n, (AUUCU)n, (GGGGCC)n ou

(CCUG)n. O referido oligonucleotideo é preferencialmente um
oligonucleotideo de cadeia unica.

[063] Embora deva ser entendido qgue um
oligonucleotideo da invencdo se liga (ou é capaz de se
ligar), hibridiza (ou é capaz de hibridizar), direciona e/ou
é complementar inverso a um elemento repetitivo presente em
um transcrito de RNA tal como identificado acima, nédo se
pode excluir que tal oligonucleotideo pode também interferir
com ou se ligar (ou é capaz de se ligar) ou hibridizar com

(ou é capaz de hibridizar) um DNA correspondente, este

transcrito de RNA é derivado.
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[064] Um elemento de repeticdo ou repetitivo ou
sequéncia repetitiva ou estiramento repetitivo é aqui
definido como uma repeticdo de pelo menos 3, 4, 5, 10, 100,
1000 ou mais, de uma unidade repetitiva ou unidade de
nucleotideos repetitiva, ou unidade de repeticdo de
nucleotideos (como (CAG)n, (GCG)n, (CGG)n, (GAA)n, (GCC)n,
(CCG)n, (AUUCU)n, (GGGGCC)n ou (CCUG)n), compreendendo uma
unidade repetitiva de trinucleotideos, ou, alternativamente,
uma unidade repetitiva de nucleotideos 4, 5 ou 6, em uma
sequéncia do gene transcrito no genoma de um individuo,
incluindo um individuo humano. Por conseguinte, n é um numero
inteiro e pode ser pelo menos 3, 4, 5, 10, 100, 1000 ou mais.
A invencdo ndo estd limitada as unidades de nucleotideos
repetitivas exemplificadas. Outra unidade de nucleotideo
repetitiva pode ser encontrada no seguinte sitio eletrdnico

http://neuromuscular.wustl.edu/mother/dnarep.htm. Na

maioria dos pacientes, a repeticdo “pura” ou elemento
repetitivo ou sequéncia repetitiva ou estiramento
repetitivo, tal como identificado acima, (como  (CAG)nq,
(GCG)n, (CGG)n, (GAA)n, (GCC)n, (CCG)n, (AUUCU)n, (GGGGCC)n ou
(CCUG)n) estd presente em uma sequéncia transcrita do gene
no genoma do referido paciente. No entanto, também é
emblogado pela invencdo, que em alguns pacientes, o referido
elemento de repeticdo ou repetitivo, ou sequéncia repetitiva

ou estiramento repetitivo, tal como identificado acima, néo
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é¢ qualificado como ‘“puro” ou ¢é qualificado como uma
“variante” gquando, por exemplo, , o referido elemento de
repeticdo ou repetitivo ou sequéncia repetitiva ou
estiramento repetitivo, tal como identificado acima, é
intercalado com pelo menos 1, 2 ou 3 nucleotideos(s) que ndo
se encaixam no nucleotideo(s) do referido elemento de
repeticdo ou repetitivo, ou seqléncia repetitiva ou
estiramento repetitivo (Braida C , et al,).

[065] Um oligonucleotideo de acordo com a invencéo,
portanto, pode ndo necessitar de ser 100% complementar
inverso para uma repeticéo alvo. Normalmente, um
oligonucleotideo da invencédo pode ser pelo menos 90%, 95%,
97%, 99% ou 100% complementar inverso a uma repeticdo alvoo.

[060] Em uma modalidade, um oligonucleotideo anti-
sentido compreende ou consiste de 2'-O-metil fosforotioato
RNA, compreende uma 5-metilcitosina e/ou uma 5-metiluracila
e/ou uma 2, 6-diaminopurina, é representado por uma sequéncia
de nucleotideos que inclui ou que consiste de uma sequéncia
que se liga (ou é capaz de se ligar), hibridiza (ou é capaz
de hibridizar), direciona e/ou é complementar inverso a um
trato (CAG)n, em um transcrito, e é particularmente Gtil para
o0 tratamento, retardo, melhoria e/ou prevencdo das doencas
genéticas humanas, doenca de Huntington (DH), ataxia
espinocerebelar (SCA) do tipo 1, 2, 3, 6, 7, 12 ou 17,

esclerose lateral amiotrdéfica (ELA), deméncia frontotemporal
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(FTD), atrofia espinhal ligada ao X e muscular bulbar (SBMA),
e/ou atrofia dentatorubro-palidoluisiana (DRPLA) causada por
expansdes de repetigdes CAG nos transcritos de genes HTT
(SEQ ID NO:80), ATXN1 (SEQ ID NO:81), ATXN2 (SEQ ID NO:82)
ATXN3 (SEQ ID NO:83), CACNAlA (SEQ ID NO:84), ATXN7 (SEQ ID
NO:85), PPP2R2B (SEQ ID NO:86), TBP (SEQ ID NO:87), AR (SEQ
ID NO 88) ou ATN1l (SEQ ID NO:89). De preferéncia, estes genes
sdo de origem humana. Nesta modalidade, um oligonucleotideo
compreende ou consiste de 2'-O-metil fosforotiocato RNA,
compreende uma b-metilcitosina, e/ou uma 5-metiluracila
e/ou, uma 2, 6-diaminopurina, é representado por uma
sequéncia de nucleotideos que compreende ou consiste de uma
seqliéncia que se liga (ou é capaz de se ligar), hibridiza
(ou é& capaz de hibridizar), direciona e/ou é complementar
inverso a uma repeticdo (CAG), tal como acima identificada,
e tem unidade de nucleotideos repetitiva (CUG)pn. O m em (CUG)n
é de preferéncia um numero inteiro que é 4, 5, o6, 7, 8, 9,
10, 11, 12. Em uma modalidade preferida, m é 5 ou 6 ou 7 ou
8 ou 9 ou 10 ou 11 ou 12.

[067] Deve ser notado que para o ALS e FTD, sabe-
se gque pelo menos duas repeticdes distintas em pelo menos
dois transcritos diferentes podem ser envolvidas ou podem
ser responsaveis ou relacionadas com a doenca. Uma foi
identificada no paragrafo anterior (isto ¢é, (CAG)n em um

transcrito ATXN2). A outra estd sendo identificada mais tarde
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como uma repeticdo (GGGGCC), ou trato em um transcrito
CY90RF72. 1Isso significa que, para cada uma dessas duas
doencas, pode-se considerar a hipdtese de utilizar tanto um
destes dois oligonucleotideos distintos da invencdo para

induzir especificamente a degradacéo especifica dos

transcritos de repeticéo expandidos correspondentes
(téxicos) .
[068] Ao longo do pedido, um oligonucleotideo

definido como sendo complementar inverso para, ligando
(sendo capaz de se 1ligar), hibridizando (sendo capaz de
hibridizar), ou se direcionando para uma repeticdo tal como
acima identificada, e tem ou compreende uma unidade
repetitiva de nucleotideo pode ter gqualgquer comprimento
compreendido entre 12 a 36 nucleotideos. Se tomarmos o
exemplo de CUG como unidade repetitiva de nucleotideos
compreendida dentro do referido oligonucleotideo, qualquer
oligonucleotideo que compreende UGC ou GCU como unidade
repetitiva de nucleotideos também é englobado pela presente
invencéo. Dependendo do comprimento do referido
oligonucleotideo (por exemplo, de 12 a 36 nucleotideos), a
referida unidade repetitiva de nucleotideos pode ndo ser
completa no lado 5' e/ou 3' do referido oligonucleotideo.
Cada um dos referidos oligonucleotideos estd englobado no
escopo da referida invencéo.

[069] Alternativamente, se ainda tomarmos como
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exemplo o oligonucleotideo tendo CUG como unidade repetitiva
de nucleotideos, ele pode ser representado por H—(P)p— (CUG)n—
(Q)g~H, em que m é um numero inteiro, tal como definido
anteriormente. Cada ocorréncia de P e Q é, individualmente,
um mondmero abasico, tal como definido acima ou um
nucleotideo, tal como A, C, G, U ou um andlogo ou equivalente
do mesmo, e p e g sdo cada um individualmente um numero
inteiro, de 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 ou superior até 100 Assim, p e g
sdo cada um individualmente um numero inteiro de 0 a 100, de
preferéncia um namero inteiro de 0 a 20, mais
preferencialmente um numero inteiro de 0 a 10, mais
preferencialmente de 0 a 6, ainda mais preferivelmente de 0
a 3. Assim, quando p é 0, P estd ausente, e quando g é 0, Q
estd ausente. O técnico especialista no assunto apreciara
gque um oligonucleotideo ird sempre iniciar com, e terminar
com um Atomo de hidrogenio (H), independentemente da
qgquantidade e da natureza dos nucleotideos presentes no
oligonucleotideo.

[070] Sera apreciado que aqui (CUG)n pode ser
substituido por qualquer unidade de repeticéo de
nucleotideos dentro do contexto da invencdo. Assim, um
oligonucleotideo preferido de acordo com a invencdo pode ser
representado por H-(P)p— (R)r—(Q)g—H, em que (R)r € uma unidade

de repeticdo de nucleotideos dentro do contexto da invencéo
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e P, Q, p e g sdo como definidos acima.

[071] No contexto da presente invencéo, um
“anadlogo” ou um “equivalente” de um nucleotideo é para ser
entendido como um nucleotideo, gue compreende pelo menos uma
modificacdo no que diz respeito aos nucleotideos de
ocorréncia natural no RNA, tais como A, C, G e U. Tal
modificacédo pode ser uma modificacédo de ligacéo
internucleosidica, e/ou uma modificacdo de acucar, e/ou uma
modificacdo de base, tal como explicado e exemplificado
acima. Novamente tomando o oligonucleotideo tendo CUG como
unidade repetitiva de nucleotideos, & para ser entendido que
a sequéncia de repeticdo pode comecar ou com um C, um U ou
um G. Assim, em uma modalidade preferida, p ndo é 0, e (P)p
é representado por (P’),'UG ou (P’),"G, em que cada ocorréncia
de P' &, individualmente, um sitio abasico ou um nucleotideo,
tal como A, C, G, U ou um analogo ou um equivalente do mesmo,
ep' ép-2ep” ép - 1. Tais oligonucleotideos podem ser
representados como:

H- (P’ )p’ UG- (CUG)m— (Q) g—H or

H-(P")p”G- (CUG)m~- (Q) g-H.

[072] Em uma modalidade igualmente preferida, g néo
¢ 0, e (Q)q é representado por CU(Q')q ou C(Q')g, e cada
ocorréncia de Q' é, individualmente, um sitio abasico ou um
nucleotideo, tais como A, C, G, U ou um anadlogo ou um

equivalente do mesmo, e gq' é g - 2 e g’ é g - 1. Tais
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oligonucleotideos podem ser representados como:

H- (P) p— (CUG)m-CU(Q’ ) g’ -H or

H- (P) p— (CUG)m-C(Q")g”-H.

[073] Em outra modalidade preferida, ambos p e g
ndao sdao 0, e ambos (P)p e (Q)q sdo representados por (P’')p UG
ou (P")p"G e CU(Q’)gq ou C(Q')g", respectivamente, em que P’,
Q', p', ", g e g” s&o tal como definido acima. Tais
oligonucleotideos podem ser representados como:

H=(P")p UG- (CUG) n=CU(Q" ) o' —H,

H- (P’ ) p»G- (CUG) n—CU (Q") o-—H,

H- (P’ ) UG- (CUG) n—C (Q" ) g»—H, or

H=(P")p"G= (CUG)n=C(Q") g»—H.

[074] E para ser entendido que p’, p”, g’ e g” podem
ndo ser numeros inteiros negativos. Assim, quando (P)p é
representado por (P’)pUG ou (P')x"G, p é pelo menos 1 ou pelo
menos 2, respectivamente, e quando (Q)q é representado por
CU(Q")gr ou C(Q")gq, g é pelo menos 1 ou pelo menos 2,
respectivamente.

[075] E para ser entendido que todos os aqui
referidos em relacdo a unidade de repeticdo CUG podem ser
estendidos a qualgquer unidade de repeticdo dentro do contexto
da invencéo.

[076] Em uma modalidade preferida, um
oligonucleotideo definido como sendo complementar inverso

para, ligando (ou sendo capaz de se ligar), hibridizando (ou
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sendo capaz de hibridizar), ou se direcionando para uma
repeticdo (CAG), compreende ou é constituido por uma unidade
repetitiva de nucleotideos (XYG)n, e tem um comprimento
compreendido entre 12 e 36 nucleotideos e em que cada X é C
ou 5-metilcitosina, e cada Y € U ou 5-metiluracila, de tal
modo que pelo menos um X & 5-metilcitosina e/ou pelo menos
um Y é 5S-metiluracila. m é um numero inteiro. No contexto
desta modalidade, m pode ser 4, 5, o6, 7, 8, 9, 10, 11, 12.
Um valor preferido para m é 7.

[077] Por conseguinte, um oligonucleotideo mais
preferido compreende ou ¢é constituido por uma unidade
repetitiva de nucleotideos (XYG)n, em que cada X é& C ou 5-
metilcitosina, e cada Y é U ou 5-metiluracila, de tal modo
que pelo menos um X & 5-metilcitosina, e/ou pelo menos um Y
¢ 5-metiluracila, e m é& um numero inteiro de 4 a 12 (SEQ ID
NO:2 a 12).

[078] Um oligonucleotideo ainda mais preferido
compreende ou é constituido por uma unidade repetitiva de
nucleotideos (XYG)m, em que cada X é b-metilcitosina, e/ou
cada Y é 5-metiluracila, e m é& um numero inteiro de 4 a 12
(SEQ ID NO: 2 a 12).

[079] Por conseguinte, um oligonucleotideo ainda
mais preferido compreende ou é constituido por uma unidade
repetitiva de nucleotideos (XYG)s, (XYG)s ou (XYG)7, (XYG)s,

ou (XYG)g9, em que cada X &€ C ou b-metilcitosina, e cada Y é
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U ou S5-metiluracila, de tal modo gque pelo menos um X é 5-
metilcitosina e/ou pelo menos um Y & 5-metiluracila. Mais
preferido ¢é um oligonucleotideo que compreende ou que
consiste em (XYG)7, em que cada X & C ou 5-metilcitosina, e
cada Y é U ou 5-metiluracila, de tal modo que pelo menos um
X é b-metilcitosina, e/ou pelo menos um Y & 5-metiluracila
(SEQ ID NO:7).

[080] Um oligonucleotideo ainda mais preferido
compreende ou é constituido por uma unidade repetitiva de
nucleotideos (XYG)7, em que cada X é S5-metilcitosina e cada
Y representa um uracila (SEQ ID NO: 2), ou cada um X é uma
citosina e cada Y ¢é bL-metiluracila (SEQ ID NO:3). Um
oligonucleotideo ainda mais preferido compreende a SEQ ID
NO: 2 ou 3, e tem um comprimento de 21, 22, 23, 24, 25, 26,
27, 28, 29, 30 nucleotideos.

[081] As sequéncias de oligonucleotideos mais
preferidas compreendem ou consistem de uma unidade
repetitiva de nucleotideos (XYG)n foram identificadas na
tabela 2 como SEQ ID NO: 90 a 118.

[082] Um oligonucleotideo preferido compreende ou
consiste em 2'-O-metil fosforotiocato RNA compreende uma das
sequéncias de bases de SEQ ID NO: 90 a 106, e tem um
comprimento de 21 a 36 nucleotideos, mais preferencialmente
21, 22, 23, 24, 25, 26 , 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35

ou 36 nucleotideos. Um oligonucleotideo ainda mais preferida
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consiste em 2'-O-metil fosforotiocato RNA, e compreende uma
das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 90 a 106, e tem um
comprimento de 21 a 36 nucleotideos, mais preferencialmente
21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35
ou 36 nucleotideos. O oligonucleotideo mais preferido
consiste de 2'-O-metil fosforotiocato RNA, tem uma sequéncia
de bases que consiste em uma das sequéncias de bases de SEQ
ID NO: 90 a 106 e tem um comprimento de 21 nucleotideos.

[083] Um oligonucleotideo preferido compreendendo
ou consistindo de 2'-O-metil fosforoticato RNA compreende
uma das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 107 ou 108, e tem
um comprimento de 21 a 36 nucleotideos, mais
preferencialmente 21, 22, 23, 24, 25, 26 , 27, 28, 29, 30,
31, 32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos. Um oligonucleotideo
ainda mais preferido consiste em 2'-O-metil fosforotioato
RNA, e compreende uma das sequéncias de bases de SEQ ID NO:
107 ou 108, e tem um comprimento de 21 a 36 nucleotideos,
mais preferencialmente 21, 22, 23, 24, 25 , 26, 27, 28, 29,
30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos. O oligonucleotideo
ainda mais preferido consiste de 2'-O-metil fosforotioato
RNA, tem uma sequéncia de bases qgue consiste em uma das
sequéncias de bases de SEQ ID NO: 107 ou 108, e tem um
comprimento de 21 nucleotideos.

[084] O oligonucleotideo mais preferido consiste de

2'-0O-metil fosforotioato RNA, tem uma sequéncia de bases que
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consiste em uma das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 107 ou
108, tem um comprimento de 21 nucleotideos e, adicionalmente,
compreende quatro mondmeros abasicos em um dos seus
terminais, de preferéncia, no terminal 3’. O referido
oligonucleotideo mais preferido ¢é representado por uma
sequéncia de bases que consiste em SEQ ID NO: 220 ou 221.
[085] Um oligonucleotideo preferido compreendendo
ou consistindo em 2'-O-metil fosforoticato RNA compreende
uma das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 109 ou 110, e tem
um comprimento de 24 a 36 nucleotideos, mais
preferencialmente 24, 25, 26, 27, 28, 29 , 30, 31, 32, 33,
34, 35 ou 36 nucleotideos. Um oligonucleotideo ainda mais
preferida consiste em 2'-O-metil fosforotioato RNA, e
compreende uma das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 109 ou
110, e tem um comprimento de 24 a 36 nucleotideos, mais
preferencialmente 24, 25, 26, 27, 28 , 29, 30, 31, 32, 33,
34, 35 ou 36 nucleotideos. O oligonucleotideo mais preferido
consiste de 2'-O-metil fosforotiocato RNA, tem uma sequéncia
de bases que consiste em uma das sequéncias de bases de SEQ
ID NO: 109 ou 110, e tem um comprimento de 24 nucleotideos.
[086] Um oligonucleotideo preferido compreende ou
consiste em 2'-O-metil fosforotioato RNA, compreende uma das
sequéncias de bases de SEQ ID NO: 111 ou 112, e tem um
comprimento de 27 a 36 nucleotideos, mais preferencialmente

27, 28, 29, 30, 31, 32 , 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos. Um
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oligonucleotideo ainda mais preferido consiste em 2'-O-metil
fosforotioato RNA,e compreende uma das sequéncias de bases
de SEQ ID NO: 111 ou 112, e tem um comprimento de 27 a 36
nucleotideos, mais preferencialmente 27, 28, 29, 30, 31, 32,
33, 34, 35 ou 36 nucleotideos. 0 oligonucleotideo
maispreferido consiste de 2'-O-metil fosforotioato RNA, tem
uma sequéncia de bases que consiste em uma das sequéncias de
bases de SEQ ID NO: 111 ou 112, e tem um comprimento de 27
nucleotideos.

[087] Um oligonucleotideo preferido compreendendo
ou consistindo de 2'-O-metil fosforoticato RNA compreende
uma das sequéncias de bases SEQ ID NO: 113 ou 114, e tem um
comprimento de 30 a 36 nucleotideos, mais de preferéncia 30,
31, 32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos. Um oligonucleotideo
ainda mais preferido consiste em 2'-O-metil fosforotioato
RNA, e compreende uma das sequéncias de bases de SEQ ID NO:
113 ou 114, e tem um comprimento de 30 a 36 nucleotideos,
mais preferencialmente 30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36
nucleotideos. O oligonucleotideo mais preferido consiste de
2'-0O-metil fosforotioato RNA, tem uma sequéncia de bases que
consiste em uma das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 113 ou
114, e tem um comprimento de 30 nucleotideos.

[088] Um oligonucleotideo preferido compreendendo
ou consistindo de 2'-O-metil fosforoticato RNA compreende

uma das sequéncias de bases SEQ ID NO: 115 ou 116, e tem um
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comprimento de 33 a 36 nucleotideos, mais de preferéncia 33,
34, 35 ou 36 nucleotideos. Um oligonucleotideo ainda mais
preferido consiste em 2'-O-metil fosforotioato RNA, e
compreende uma das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 115 ou
116, e tem um comprimento de 30 a 36 nucleotideos, mais
preferencialmente 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos. 0
oligonucleotideo mais preferido consiste de 2'-O-metil
fosforotioato RNA, tem uma sequéncia de bases gque consiste
em uma das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 115 ou 116, e
tem um comprimento de 33 nucleotideos.

[089] Um oligonucleotideo preferido compreendendo
ou consistindo de 2'-O-metil fosforoticato RNA compreende
uma das sequéncias de bases SEQ ID NO: 117 ou 118, e tem um
comprimento de 36 nucleotideos. O oligonucleotideo mais
preferido consiste de 2'-O-metil fosforotiocato RNA, tem a
sua sequéncia de bases que consiste em uma das sequéncias de
bases de SEQ ID NO: 117 ou 118, e tem um comprimento de 36
nucleotideos.

[090] Em outra modalidade, um oligonucleotideo
anti-sentido compreendendo ou consistindo de 2'-O-metil
fosforotioato RNA, e que compreende uma bS-metilcitosina é
representado por uma sequéncia de nucleotideos compreendendo
ou consistindo de uma sequéncia que se liga a (ou é capaz de
se ligar a), hibridiza (ou é capaz de hibridizar), se

direciona para, e/ou é complementar inverso a uma repeticdo
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(GCG)n em um transcrito, e é particularmente Util para o
tratamento, retardo, melhora e/ou prevencdo das doencas
genéticas humanas: sindrome do espasmo infantil, displasia
deidocranial, blefarofimose, sindrome méo-pé genital,
sinpolidactilia, distrofia muscular oculofaringea, e/ou
holoprosencefalia, que sdo causadas por expansdes de
repeticdo nos genes ARX, CBFAl, FOXL2, HOXA1l3, HOXD13,
OPDM/PABP2, TCFBR1 ou ZIC2. De preferéncia, estes genes sdo
de origem humana.

[091] Em uma modalidade preferida, um
oligonucleotideo definido como sendo complementar inverso
para, se ligando (ou ser capaz de se ligar), hibridizando
(ou sendo capaz de hibridizar), ou um se direcionando para
uma repeticdo (GCG)n compreende ou é constituido por uma
unidade repetitiva de nucleotideos (XGX)m, e tem um
comprimento compreendido entre 12 e 36 nucleotideos, e em
que cada X é C ou b-metilcitosina, de tal modo gue pelo menos
um X é S-metilcitosina. m é um numero inteiro. No contexto
desta modalidade, m pode ser 4, 5, o6, 7, 8, 9, 10, 11, 12.
Um valor preferido para m é 7.

[092] Por conseguinte, um oligonucleotideo mais
preferido compreende ou ¢é constituido por uma unidade
repetitiva de nucleotideos (XGX)pn, em gque pelo menos um X &
5-metilcitosina, e m é um numero inteiro de 4 a 12 (SEQ ID

NO: 13 a 21). Um oligonucleotideo ainda mais preferido
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compreende ou é constituido por uma unidade repetitiva de
nucleotideos (XGX)n, em que cada X é S5-metilcitosina, e m é
um numero inteiro de 4 a 12 (SEQ ID NO: 13 a 21).

[093] Por conseguinte, um oligonucleotideo ainda
mais preferido compreende ou é constituido por uma unidade
repetitiva de nucleotideos (XGX)7(SEQ ID NO:16), em que pelo
menos um X é S5-metilcitosina. Um oligonucleotideo ainda mais
preferido compreende ou ¢é constituido por uma unidade
repetitiva de nucleotideos (XGX)7(SEQ ID NO:16), em que cada
X é b-metilcitosina.

[094] As sequéncias de oligonucleotideos mais
preferidas compreendem ou consistem de uma unidade
repetitiva de nucleotideos (XGX)n foram identificadas na
tabela 2 como SEQ ID NO: 119 a 132.

[095] Um oligonucleotideo preferido compreendendo
ou consistindo em 2'-O-metil fosforoticato RNA compreende
uma das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 119 ou 120, e tem
um comprimento de 12 a 36 nucleotideos, mais
preferencialmente 12, 13, 14, 15, 16, 17 , 18, 19, 20, 21,
22, 23, 24, 25, 2¢, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36
nucleotideos. Um oligonucleotideo ainda mais preferido
consiste em 2'-O-metil fosforotiocato RNA, e compreende uma
das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 119 ou 120, e tem um
comprimento de 16 a 36 nucleotideos, mais preferencialmente

12, 13, 14, 15, 16 , 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,

Petica0 870190138471, de 23/12/2019, pég. 53/172



51/160

27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos. O
oligonucleotideo mais preferido consiste de 2'-O-metil
fosforotioato RNA, tem uma sequéncia de bases gque consiste
em uma das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 119 ou 120, e
tem um comprimento de 12 nucleotideos.

[096] Um oligonucleotideo preferido compreendendo
ou consistindo em 2'-O-metil fosforoticato RNA compreende
uma das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 121 ou 122, e tem
um comprimento de 15 a 36 nucleotideos, mais
preferencialmente 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos.
Um oligonucleotideo ainda mais preferido consiste em 2'-0-
metil fosforotioato RNA, e compreende uma das sequéncias de
bases de SEQ ID NO: 121 ou 122, e tem um comprimento de 15
a 36 nucleotideos, mais preferencialmente 15, 16 , 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33,
34, 35 ou 36 nucleotideos. O oligonucleotideo mais preferido
consiste de 2'-O-metil fosforotiocato RNA, tem uma sequéncia
de bases que consiste em uma das sequéncias de bases de SEQ
ID NO: 121 ou 122, e tem um comprimento de 15 nucleotideos.

[097] Um oligonucleotideo preferido compreendendo
ou consistindo em 2'-O-metil fosforoticato RNA compreende
uma das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 123 ou 124, e tem
um comprimento de 18 a 36 nucleotideos, mais

preferencialmente 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
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28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos. Um
oligonucleotideo ainda mais preferido consiste em 2'-O-metil
fosforotioato RNA, e compreende uma das sequéncias de bases
de SEQ ID NO: 123 ou 124, e tem um comprimento de 18 a 36
nucleotideos, mais preferencialmente 18, 19, 20, 21, 22, 23,
24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36
nucleotideos. O oligonucleotideo mais preferido consiste de
2'-0O-metil fosforotioato RNA, tem uma sequéncia de bases que
consiste em uma das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 123 ou
124, e tem um comprimento de 18 nucleotideos.

[098] Um oligonucleotideo preferido compreendendo
ou consistindo em 2'-O-metil fosforoticato RNA compreende
uma das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 125 ou 126, e tem
um comprimento de 21 a 36 nucleotideos, mais
preferencialmente 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30,
31, 32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos. Um oligonucleotideo
ainda mais preferido consiste em 2'-O-metil fosforotioato
RNA, e compreende uma das sequéncias de bases de SEQ ID NO:
125 ou 126, e tem um comprimento de 21 a 36 nucleotideos,
mais preferencialmente 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29,
30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos. O oligonucleotideo
mais preferido consiste de 2'-O-metil fosforotioato RNA, tem
uma sequéncia de bases que consiste em uma das sequéncias de
bases de SEQ ID NO: 125 ou 126, e tem um comprimento de 21

nucleotideos.
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[099] Um oligonucleotideo preferido compreendendo
ou consistindo em 2'-O-metil fosforoticato RNA compreende
uma das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 127 ou 128, e tem
um comprimento de 24 a 36 nucleotideos, mais
preferencialmente 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33,
34, 35 ou 36 nucleotideos. Um oligonucleotideo ainda mais
preferido consiste em 2'-O-metil fosforotioato RNA, e
compreende uma das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 127 ou
128, e tem um comprimento de 24 a 36 nucleotideos, mais
preferencialmente 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33,
34, 35 ou 36 nucleotideos. O oligonucleotideo mais preferido
consiste de 2'-O-metil fosforotiocato RNA, tem uma sequéncia
de bases que consiste em uma das sequéncias de bases de SEQ
ID NO: 127 ou 128, e tem um comprimento de 24 nucleotideos.

[100] Um oligonucleotideo preferido compreendendo
ou consistindo em 2'-O-metil fosforoticato RNA compreende
uma das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 129 ou 130, e tem
um comprimento de 27 a 36 nucleotideos, mais
preferencialmente 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36
nucleotideos. Um oligonucleotideo ainda mais preferido
consiste em 2'-O-metil fosforotiocato RNA, e compreende uma
das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 129 ou 130, e tem um
comprimento de 27 a 36 nucleotideos, mais preferencialmente
27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos. O

oligonucleotideo mais preferido consiste de 2'-O-metil
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fosforotioato RNA, tem uma sequéncia de bases que consiste
em uma das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 129 ou 130, e
tem um comprimento de 27 nucleotideos.

[101] Um oligonucleotideo preferido compreendendo
ou consistindo em 2'-O-metil fosforoticato RNA compreende
uma das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 131 ou 132, e tem
um comprimento de 30 a 36 nucleotideos, mais
preferencialmente 30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos.
Um oligonucleotideo ainda mais preferido consiste em 2'-0-
metil fosforotioato RNA, e compreende uma das sequéncias de
bases de SEQ ID NO: 131 ou 132, e tem um comprimento de 30
a 36 nucleotideos, mais preferencialmente 30, 31, 32, 33,
34, 35 ou 36 nucleotideos. O oligonucleotideo mais preferido
consiste de 2'-O-metil fosforotiocato RNA, tem uma sequéncia
de bases que consiste em uma das sequéncias de bases de SEQ
ID NO: 131 ou 132, e tem um comprimento de 30 nucleotideos.

[102] Em outra modalidade, um oligonucleotideo
compreendendo ou consistindo em 2'-O-metil fosforotioato RNA
e compreendendo uma 5-metilcitosina, é representado por uma
sequéncia de nucleotideos compreendendo ou consistindo de
uma sequéncia que se liga (ou é capaz de se ligar), se
direciona para, hibridiza (ou é capaz de hibridizar), e/ou
¢ complementar inverso a uma repeticdo (CGG)n em um
transcrito e é particularmente Util para o tratamento,

retardo, melhora e/ou prevencdo de sindromas X fréageis
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humanas, causadas pela expansdo de repeticdo no gene FMRI1.
De preferéncia, estes genes s&o de origem humana.

[103] Em uma modalidade preferida, um
oligonucleotideo definido como sendo complementar inverso
para, se ligando a (ou é capaz de se ligar), hibridizando
(ou é capaz de hibridizar), ou se direcionando para a
repeticdo (CGG), compreende ou é constituido por uma unidade
repetitiva de nucleotideos (XXG)m e tem um comprimento
compreendido entre 12 e 36 nucleotideos e em que cada X é C
ou 5-metilcitosina, de tal modo que pelo menos um X é 5-
metilcitosina. m é um numero inteiro. No contexto desta
modalidade, m pode ser 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 Um valor
preferido para m é 7.

[104] Por conseguinte, um oligonucleotideo mais
preferido compreende ou ¢é constituido por uma unidade
repetitiva de nucleotideos (XXG)n, em que cada X é& C ou 5-
metilcitosina, de tal modo que pelo menos um X é 5-
metilcitosina, e m é um numero inteiro de 4 a 12 (SEQ ID NO:
22 a 30). Um oligonucleotideo ainda mais preferido compreende
ou é constituido por uma unidade repetitiva de nucleotideos
(XXG)m, em que cada X é 5S-metilcitosina, e m é um numero
inteiro de 4 a 12 (SEQ ID NO: 22 a 30).

[105] Por conseguinte, um oligonucleotideo ainda
mais preferido compreende ou é constituido por uma unidade

repetitiva de nucleotideos (XXG)7 (SEQ ID NO: 25), em que
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cada X &€ C ou S5-metilcitosina, de tal modo que pelo menos um
X é b-metilcitosina.

[106] Um oligonucleotideo ainda mais preferido
compreende ou é constituido por uma unidade repetitiva de
nucleotideos (XXG)7; (SEQ ID NO: 25), em que cada X é b5-
metilcitosina.

[107] As sequéncias de oligonucleotideos mais
preferidas compreendem ou consistem de uma unidade
repetitiva de nucleotideos (XXG)n foram identificadas na
tabela 2 como SEQ ID NO: 133 a 1l46.

[108] Um oligonucleotideo preferido compreendendo
ou consistindo de 2'-O-metil fosforoticato RNA compreende
uma das sequéncias de bases SEQ ID NO: 133 ou 134 e tem um
comprimento de 12 a 36 nucleotideos, mais de preferéncia 12,
13, 14, 15, 16, 17 , 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos. Um
oligonucleotideo ainda mais preferido consiste em 2'-O-metil
fosforotioato RNA e compreende uma das sequéncias de bases
de SEQ ID NO: 133 ou 134, e tem um comprimento de 12 a 36
nucleotideos, mais preferencialmente 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32,
33, 34, 35 ou 36 nucleotideos. O oligonucleotideo mais
preferido consiste de 2'-O-metil fosforotiocato RNA, tem uma
sequéncia de bases que consiste de uma das sequéncias de

bases de SEQ ID NO: 133 ou 134, e tem um comprimento de 12
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nucleotideos.

[109] Um oligonucleotideo preferido compreendendo
ou consistindo de 2'-O-metil fosforoticato RNA compreende
uma das sequéncias de bases SEQ ID NO: 135 ou 136 e tem um
comprimento de 15 a 36 nucleotideos, mais de preferéncia 15,
16, 17 , 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30,
31, 32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos. Um oligonucleotideo
ainda mais preferido consiste em 2'-O-metil fosforotioato
RNA e compreende uma das sequéncias de bases de SEQ ID NO:
135 ou 136, e tem um comprimento de 15 a 36 nucleotideos,
mais preferencialmente 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,
24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36
nucleotideos. O oligonucleotideo mais preferido consiste de
2'-0O-metil fosforotioato RNA, tem uma sequéncia de bases que
consiste de uma das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 135 ou
136, e tem um comprimento de 15 nucleotideos.

[110] Um oligonucleotideo preferido compreendendo
ou consistindo de 2'-O-metil fosforoticato RNA compreende
uma das sequéncias de bases SEQ ID NO: 137 ou 138 e tem um
comprimento de 18 a 36 nucleotideos, mais de preferéncia 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33,
34, 35 ou 36 nucleotideos. Um oligonucleotideo ainda mais
preferido <consiste em 2'-O-metil fosforotioato RNA e
compreende uma das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 137 ou

138, e tem um comprimento de 18 a 36 nucleotideos, mais
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preferencialmente 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos. O
oligonucleotideo mais preferido consiste de 2'-O-metil
fosforotioato RNA, tem uma sequéncia de bases gque consiste
de uma das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 137 ou 138, e
tem um comprimento de 18 nucleotideos.

[111] Um oligonucleotideo preferido compreendendo
ou consistindo de 2'-O-metil fosforoticato RNA compreende
uma das sequéncias de bases SEQ ID NO: 139 ou 140 e tem um
comprimento de 21 a 36 nucleotideos, mais de preferéncia 21,
22, 23, 24, 25, 2¢, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36
nucleotideos. Um oligonucleotideo ainda mais preferido
consiste em 2'-O-metil fosforotiocato RNA e compreende uma
das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 139 ou 140, e tem um
comprimento de 21 a 36 nucleotideos, mais preferencialmente
21, 22, 23, 24, 25, 2e¢, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35
ou 36 nucleotideos. O oligonucleotideo mais preferido
consiste de 2'-O-metil fosforotiocato RNA, tem uma sequéncia
de bases que consiste de uma das sequéncias de bases de SEQ
ID NO: 139 ou 140, e tem um comprimento de 21 nucleotideos.

[112] Um oligonucleotideo preferido compreendendo
ou consistindo de 2'-O-metil fosforoticato RNA compreende
uma das sequéncias de bases SEQ ID NO: 141 ou 142 e tem um
comprimento de 24 a 36 nucleotideos, mais de preferéncia 24,

25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos.
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Um oligonucleotideo ainda mais preferido consiste em 2'-0-
metil fosforotioato RNA e compreende uma das sequéncias de
bases de SEQ ID NO: 141 ou 142, e tem um comprimento de 24
a 36 nucleotideos, mais preferencialmente de 24, 25, 26, 27,
28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos. O
oligonucleotideo mais preferido consiste de 2'-O-metil
fosforotioato RNA, tem uma sequéncia de bases gque consiste
de uma das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 141 ou 142, e
tem um comprimento de 24 nucleotideos.

[113] Um oligonucleotideo preferido compreendendo
ou consistindo de 2'-O-metil fosforoticato RNA compreende
uma das sequéncias de bases SEQ ID NO: 143 ou 144 e tem um
comprimento de 27 a 36 nucleotideos, mais de preferéncia 27,
28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos. Um
oligonucleotideo ainda mais preferido consiste em 2'-O-metil
fosforotioato RNA e compreende uma das sequéncias de bases
de SEQ ID NO: 143 ou 144, e tem um comprimento de 27 a 36
nucleotideos, mais preferencialmente 27, 28, 29, 30, 31, 32,
33, 34, 35 ou 36 nucleotideos. O oligonucleotideo mais
preferido consiste de 2'-O-metil fosforotiocato RNA, tem uma
sequéncia de bases que consiste de uma das sequéncias de
bases de SEQ ID NO: 143 ou 144, e tem um comprimento de 27
nucleotideos.

[114] Um oligonucleotideo preferido compreendendo

ou consistindo de 2'-O-metil fosforoticato RNA compreende
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uma das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 145 ou 146 e tem
um comprimento de 30 a 36 nucleotideos, mais de preferéncia
30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos. Um
oligonucleotideo ainda mais preferido consiste em 2'-O-metil
fosforotioato RNA e compreende uma das sequéncias de bases
de SEQ ID NO: 145 ou 146, e tem um comprimento de 30 a 36
nucleotideos, mais preferencialmente 30, 31, 32, 33, 34, 35
ou 36 nucleotideos. O oligonucleotideo mais preferido
consiste de 2'-O-metil fosforotiocato RNA, tem uma sequéncia
de bases que consiste de uma das sequéncias de bases de SEQ
ID NO: 145 ou 146, e tem um comprimento de 30 nucleotideos.

[115] Em outra modalidade, um oligonucleotideo que
compreende ou que consiste em 2'-O-metil fosforotiocato RNA,
e compreendendo uma 5-metilcitosina e/ou a 5-metiluracila,
é representado por uma sequéncia de nucleotideos que inclui
ou consiste de uma sequéncia gque se liga (ou é capaz de se
ligar), se direciona ©para, hibridiza (ou ¢é <capaz de
hibridizar), e/ou é complementar inverso para uma repeticdo
(GAA)n em um transcrito, e é particularmente Util para o
tratamento, retardo e/ou prevencdo do disturbio genético
humano de ataxia de Friedreich.

[116] Em uma modalidade preferida, um
oligonucleotideo definido como sendo complementar inverso
para, se ligando (ou sendo capaz de se ligar), hibridizando

(ou sendo capaz de hibridizar), ou se direcionando para uma
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repeticdo (GAA), compreende ou é constituido por uma unidade
repetitiva de nucleotideos (YYX)n, e tem um comprimento
compreendido entre 12 e 36 nucleotideos, e em que cada X é
C ou b-metilcitosina, e cada Y é U ou 5-metiluracila, de tal
modo que pelo menos um X & 5-metilcitosina e/ou pelo menos
um Y é 5S-metiluracila. m é um numero inteiro. No contexto
desta modalidade, m pode ser 4, 5, o6, 7, 8, 9, 10, 11, 12.
Um valor preferido para m é 7.

[117] Por conseguinte, um oligonucleotideo mais
preferido compreende ou ¢é constituido por uma unidade
repetitiva de nucleotideos (YYX)n, em que cada X é& C ou 5-
metilcitosina, e cada Y é U ou 5-metiluracila, de tal modo
que pelo menos um X é 5-metilcitosina e/ou pelo menos um Y
¢ 5-metiluracila, e m é& um numero inteiro de 4 a 12 (SEQ ID
NO: 31 a 39).

[118] Um oligonucleotideo ainda mais preferido
compreende ou é constituido por uma unidade repetitiva de
nucleotideos (YYX)m, em que cada X é& b-metilcitosina, e/ou
cada Y é 5-metiluracila, e m é& um numero inteiro de 4 a 12
(SEQ ID NO: 31 a 39).

[119] Por conseguinte, um oligonucleotideo ainda
mais preferido compreende ou é constituido por uma unidade
repetitiva de nucleotideos (YYX); (SEQ ID NO: 34), em que
cada X é C ou 5-metilcitosina, e cada ¥ € U ou 5-metiluracila,

tal que pelo menos um X é 5-metilcitosina e/ou pelo menos um

Petica0 870190138471, de 23/12/2019, pég. 64/172



62/160

Y é S-metiluracila.

[120] Um oligonucleotideo ainda mais preferido
compreende ou consiste de uma unidade repetitiva de
nucleotideos (YYX)7(SEQ ID NO: 34), em que cada X é b5-
metilcitosina, e/ou cada Y é& 5-metiluracila.

[121] As sequéncias de oligonucleotideos mais
preferidas compreendendo ou consistindo de wuma unidade
repetitiva de nucleotideos (XYG)n foram identificadas na
tabela 2 como SEQ ID NO: 147 a 167.

[122] Um oligonucleotideo preferido compreendendo
ou consistindo de 2'-O-metil fosforoticato RNA compreende
uma das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 147 ou 148, e tem
um comprimento de 12 a 36 nucleotideos, mais
preferencialmente 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22, 23, 24, 25, 2¢, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36
nucleotideos. Um oligonucleotideo ainda mais preferido
consiste em 2'-O-metil fosforotiocato RNA, e compreende uma
das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 147 ou 148, e tem um
comprimento de 12 a 36 nucleotideos, mais preferencialmente
12, 13, 14, 15, 1¢ , 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,
27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos. Um
oligonucleotideo ainda mais preferido consiste de 2'-0O-metil
fosforotioato RNA, tem uma sequéncia de bases que consiste
em uma das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 147 ou 148, e

tem um comprimento de 12 nucleotideos.
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[123] Um oligonucleotideo preferido compreendendo
ou consistindo de 2'-O-metil fosforoticato RNA compreende
uma das sequéncias de bases SEQ ID NO: 149 ou 150 e tem um
comprimento de 15 a 36 nucleotideos, mais de preferéncia 15,
le, 17 , 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30,
31, 32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos. Um oligonucleotideo
ainda mais preferido consiste em 2'-O-metil fosforotioato
RNA e compreende uma das sequéncias de bases de SEQ ID NO:
149 ou 150, e tem um comprimento de 15 a 36 nucleotideos,
mais preferencialmente 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,
24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36
nucleotideos. O oligonucleotideo mais preferido consiste de
2'-0O-metil fosforotioato RNA, tem uma sequéncia de bases que
consiste de uma das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 149 ou
150, e tem um comprimento de 15 nucleotideos.

[124] Um oligonucleotideo preferido compreendendo
ou consistindo de 2'-O-metil fosforoticato RNA compreende
uma das sequéncias de bases SEQ ID NO: 151 ou 152 e tem um
comprimento de 18 a 36 nucleotideos, mais de preferéncia 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33,
34, 35 ou 36 nucleotideos. Um oligonucleotideo ainda mais
preferido <consiste em 2'-O-metil fosforotioato RNA e
compreende uma das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 151 ou
152, e tem um comprimento de 18 a 36 nucleotideos, mais

preferencialmente 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
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28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos. O
oligonucleotideo mais preferido consiste de 2'-O-metil
fosforotioato RNA, tem uma sequéncia de bases gque consiste
de uma das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 151 ou 152, e
tem um comprimento de 18 nucleotideos.

[125] Um oligonucleotideo preferido compreendendo
ou consistindo de 2'-O-metil fosforoticato RNA compreende
uma das sequéncias de bases SEQ ID NO: 153 a 157 e tem um
comprimento de 21 a 36 nucleotideos, mais de preferéncia 21,
22, 23, 24, 25, 2¢, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36
nucleotideos. Um oligonucleotideo ainda mais preferido
consiste em 2'-O-metil fosforotiocato RNA e compreende uma
das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 153 a 157, e tem um
comprimento de 21 a 36 nucleotideos, mais preferencialmente
21, 22, 23, 24, 25, 2e¢, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35
ou 36 nucleotideos. O oligonucleotideo mais preferido
consiste de 2'-O-metil fosforotiocato RNA, tem uma sequéncia
de bases que consiste de uma das sequéncias de bases de SEQ
ID NO: 153 a 157, e tem um comprimento de 21 nucleotideos.

[126] Um oligonucleotideo preferido compreendendo
ou consistindo de 2'-O-metil fosforoticato RNA compreende
uma das sequéncias de bases SEQ ID NO: 158 ou 159 e tem um
comprimento de 24 a 36 nucleotideos, mais de preferéncia 24,
25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos.

Um oligonucleotideo ainda mais preferido consiste em 2'-0-
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metil fosforotioato RNA e compreende uma das sequéncias de
bases de SEQ ID NO: 158 ou 159, e tem um comprimento de 24
a 36 nucleotideos, mais preferencialmente de 24, 25, 26, 27,
28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos. O
oligonucleotideo mais preferido consiste de 2'-O-metil
fosforotioato RNA, tem uma sequéncia de bases gque consiste
de uma das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 158 ou 159, e
tem um comprimento de 24 nucleotideos.

[127] Um oligonucleotideo preferido compreendendo
ou consistindo de 2'-O-metil fosforoticato RNA compreende
uma das sequéncias de bases SEQ ID NO: 160 ou 161 e tem um
comprimento de 27 a 36 nucleotideos, mais de preferéncia 27,
28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos. Um
oligonucleotideo ainda mais preferido consiste em 2'-O-metil
fosforotioato RNA e compreende uma das sequéncias de bases
de SEQ ID NO: 160 ou 161, e tem um comprimento de 27 a 36
nucleotideos, mais preferencialmente 27, 28, 29, 30, 31, 32,
33, 34, 35 ou 36 nucleotideos. O oligonucleotideo mais
preferido consiste de 2'-O-metil fosforotiocato RNA, tem uma
sequéncia de bases que consiste de uma das sequéncias de
bases de SEQ ID NO: 160 ou 161, e tem um comprimento de 27
nucleotideos.

[128] Um oligonucleotideo preferido compreendendo
ou consistindo de 2'-O-metil fosforoticato RNA compreende

uma das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 162 ou 163 e tem

Petica0 870190138471, de 23/12/2019, pég. 68/172



66/160

um comprimento de 30 a 36 nucleotideos, mais de preferéncia
30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos. Um
oligonucleotideo ainda mais preferido consiste em 2'-O-metil
fosforotioato RNA e compreende uma das sequéncias de bases
de SEQ ID NO: 162 ou 163, e tem um comprimento de 30 a 36
nucleotideos, mais preferencialmente 30, 31, 32, 33, 34, 35
ou 36 nucleotideos. O oligonucleotideo mais preferido
consiste de 2'-O-metil fosforotiocato RNA, tem uma sequéncia
de bases que consiste de uma das sequéncias de bases de SEQ
ID NO: 162 ou 163, e tem um comprimento de 30 nucleotideos.

[129] Um oligonucleotideo preferido compreendendo
ou consistindo de 2'-O-metil fosforoticato RNA compreende
uma das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 164 ou 165 e tem
um comprimento de 33 a 36 nucleotideos, mais de preferéncia
33, 34, 35 ou 36 nucleotideos. Um oligonucleotideo ainda
mais preferido consiste em 2'-O-metil fosforotiocato RNA e
compreende uma das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 164 ou
165, e tem um comprimento de 33 a 36 nucleotideos, mais
preferencialmente 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos. 0
oligonucleotideo mais preferido consiste de 2'-O-metil
fosforotioato RNA, tem uma sequéncia de bases gque consiste
de uma das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 164 ou 165, e
tem um comprimento de 33 nucleotideos.

[130] Um oligonucleotideo preferido compreendendo

ou consistindo de 2'-O-metil fosforoticato RNA compreende
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uma das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 166 ou 167 e tem
um comprimento de 36 nucleotideos. Um oligonucleotideo ainda
mais preferido consiste de 2'-O-metil fosforotioato RNA, tem
uma sequéncia de bases que consiste de uma das sequéncias de
bases de SEQ ID NO: 166 ou 167, e tem um comprimento de 36
nucleotideos.

[131] Em outra modalidade, um oligonucleotideo
anti-sentido compreendendo ou consistindo de 2'-O-metil
fosforotioato RNA e compreendendo uma 5S5-metilcitosina, é
representado por uma sequéncia de nucleotideos que inclui ou
consiste de uma sequéncia que se liga a (ou é capaz de se
ligar), hibridiza (ou é capaz de hibridizar), se direciona
para, e/ou é complementar inverso a uma repeticdo (CCG), or
(GCC)n em um transcrito, e é particularmente Util para o
tratamento, retardo, melhora e/ou prevencdo do disturbio
genético humano fragil de retardo mental XE, causado pela
expansdo da repeti¢cdo no gene FMR2. De preferéncia, estes
genes sdo de origem humana.

[132] Em uma modalidade preferida, um
oligonucleotideo definido como complementar inverso a, se
ligando (ou sendo capaz de se ligar), se hibridizando (ou
ser capaz de se hibridizar), ou se direcionando para uma
repeticdo (CCG), compreende ou é constituido por uma unidade
repetitiva de nucleotideos (XGG)n ou (GGX)n, e tem um

comprimento compreendido entre 12 e 36 nucleotideos, e em
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que cada X é C ou 5-metilcitosina. m é um numero inteiro. No
contexto desta modalidade, m pode ser 4, 5, o6, 7, 8, 9, 10,
11, 12. Um valor preferido para m é 7.

[133] Por conseguinte, um oligonucleotideo mais
preferido compreende ou ¢é constituido por uma unidade
repetitiva de nucleotideos (XGG)n ou (GGX)n, em que cada X é
C ou 5-metilcitosina, e m é um numero inteiro de 4 a 12 (SEQ
ID NO: 49 a 57) ou (SEQ ID NO: 40 a 48).

[134] Um oligonucleotideo ainda mais preferido
compreende ou €& constituido por uma unidade repetitiva de
nucleotideos (XGG)m ou (GGX)pn, em que <cada X ¢é& 5-
metilcitosina, e m é um numero inteiro de 4 a 12 (SEQ ID NO:
49 a 57) ou (SEQ ID NO: 40 a 48).

[135] Por conseguinte, um oligonucleotideo ainda
mais preferido compreende ou é constituido por uma unidade
repetitiva de nucleotideos (XGG)7; (SEQ ID NO: 52) ou
(GGX)7 (SEQ ID NO: 43), em que cada X &€ C ou 5-metilcitosina.

[136] Um oligonucleotideo ainda mais preferido
compreende ou é constituido por uma unidade repetitiva de
nucleotideos (XGG)7 (SEQ ID NO: 52) ou (GGX)7 (SEQ ID NO:
43), em que cada X é S5-metilcitosina.

[137] As sequéncias de oligonucleotideos mais
preferidas compreendendo ou consistindo de wuma unidade
repetitiva de nucleotideos (GGX)n foram identificadas na

tabela 2 como SEQ ID NO: 168 a 177.
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[138] Um oligonucleotideo preferido compreendendo
ou consistindo de 2'-O-metil fosforoticato RNA compreende a
sequéncia de bases de SEQ ID NO: 168, e tem um comprimento
de 12 a 36 nucleotideos, mais preferencialmente 12, 13, 14,
15, 1e, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29,
30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos. Um
oligonucleotideo ainda mais preferido consiste em 2'-O-metil
fosforotioato RNA, e compreende a sequéncia de bases de SEQ
ID NO: 168, e tem um comprimento de 12 a 36 nucleotideos,
mais preferencialmente 12, 13, 14, 15, 1¢ , 17, 18, 19, 20,
21, 22, 23, 24, 25, 2¢, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35
ou 36 nucleotideos. Um oligonucleotideo ainda mais preferido
consiste de 2'-O-metil fosforotiocato RNA, tem uma sequéncia
de bases que consiste na sequéncia de bases de SEQ ID NO:
168, e tem um comprimento de 12 nucleotideos.

[139] Um oligonucleotideo preferido compreendendo
ou consistindo de 2'-O-metil fosforoticato RNA compreende
sequéncia de bases SEQ ID NO: 169 e tem um comprimento de 15
a 36 nucleotideos, mais de preferéncia 15, 16, 17 , 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34,
35 ou 36 nucleotideos. Um oligonucleotideo ainda mais
preferido <consiste em 2'-O-metil fosforotioato RNA e
compreende a sequéncia de bases SEQ ID NO: 169, e tem um
comprimento de 15 a 36 nucleotideos, mais preferencialmente

15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29,
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30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos. O oligonucleotideo
mais preferido consiste de 2'-O-metil fosforotioato RNA, tem
uma sequéncia de bases que consiste na sequéncia de bases
SEQ ID NO: 169, e tem um comprimento de 15 nucleotideos.

[140] Um oligonucleotideo preferido compreendendo
ou consistindo de 2'-O-metil fosforoticato RNA compreende a
sequéncia de bases SEQ ID NO: 170 e tem um comprimento de 18
a 36 nucleotideos, mais de preferéncia 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36
nucleotideos. Um oligonucleotideo ainda mais preferido
consiste em 2'-O-metil fosforotiocato RNA e compreende uma a
sequéncia de bases SEQ ID NO: 170, e tem um comprimento de
18 a 36 nucleotideos, mais preferencialmente 18, 19, 20, 21,
22, 23, 24, 25, 2¢, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36
nucleotideos. O oligonucleotideo mais preferido consiste de
2'-0O-metil fosforotioato RNA, tem uma sequéncia de bases que
consiste da sequéncia de bases SEQ ID NO: 170, e tem um
comprimento de 18 nucleotideos.

[141] Um oligonucleotideo preferido compreendendo
ou consistindo de 2'-O-metil fosforoticato RNA compreende
uma das sequéncias de bases SEQ ID NO: 171 a 174 e tem um
comprimento de 12 a 36 nucleotideos, mais de preferéncia 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos. Um

oligonucleotideo ainda mais preferido consiste em 2'-O-metil
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fosforotioato RNA e compreende uma das sequéncias de bases
de SEQ ID NO: 171 a 174, e tem um comprimento de 21 a 36
nucleotideos, mais preferencialmente 21, 22, 23, 24, 25, 26,
27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos. O
oligonucleotideo mais preferido consiste de 2'-O-metil
fosforotioato RNA, tem uma sequéncia de bases gque consiste
de uma das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 171 a 174, e
tem um comprimento de 21 nucleotideos.

[142] Um oligonucleotideo preferido compreendendo
ou consistindo de 2'-O-metil fosforoticato RNA compreende
uma das sequéncias de bases SEQ ID NO: 175 e tem um
comprimento de 24 a 36 nucleotideos, mais de preferéncia 24,
25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos.
Um oligonucleotideo ainda mais preferido consiste em 2'-0-
metil fosforotioato RNA e compreende uma das sequéncias de
bases de SEQ ID NO: 175, e tem um comprimento de 24 a 36
nucleotideos, mais preferencialmente de 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos. @)
oligonucleotideo mais preferido consiste de 2'-O-metil
fosforotioato RNA, tem uma sequéncia de bases gque consiste
de uma das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 175, e tem um
comprimento de 24 nucleotideos.

[143] Um oligonucleotideo preferido compreendendo
ou consistindo de 2'-O-metil fosforoticato RNA compreende

uma das sequéncias de bases SEQ ID NO: 176 e tem um
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comprimento de 27 a 36 nucleotideos, mais de preferéncia 27,
28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos. Um
oligonucleotideo ainda mais preferido consiste em 2'-O-metil
fosforotioato RNA e compreende uma das sequéncias de bases
de SEQ ID NO: 176, e tem um comprimento de 27 a 36
nucleotideos, mais preferencialmente 27, 28, 29, 30, 31, 32,
33, 34, 35 ou 36 nucleotideos. O oligonucleotideo mais
preferido consiste de 2'-O-metil fosforotiocato RNA, tem uma
sequéncia de bases que consiste de uma das sequéncias de
bases de SEQ ID NO: 176, e tem um comprimento de 27
nucleotideos.

[144] Um oligonucleotideo preferido compreendendo
ou consistindo de 2'-O-metil fosforoticato RNA compreende
uma das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 177 e tem um
comprimento de 30 a 36 nucleotideos, mais de preferéncia 30,
31, 32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos. Um oligonucleotideo
ainda mais preferido consiste em 2'-O-metil fosforotioato
RNA e compreende uma das sequéncias de bases de SEQ ID NO:
177, e tem um comprimento de 30 a 36 nucleotideos, mais
preferencialmente 30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos.
O oligonucleotideo mais preferido consiste de 2'-O-metil
fosforotioato RNA, tem uma sequéncia de bases que consiste
de uma das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 177, e tem um
comprimento de 30 nucleotideos.

[145] As sequéncias de oligonucleotideos mais
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preferidas compreendendo ou consistindo de wuma unidade
repetitiva de nucleotideos (XGG)n foram identificadas na
tabela 2 como SEQ ID NO: 178 a 184.

[146] Um oligonucleotideo preferido compreendendo
ou consistindo de 2'-O-metil fosforoticato RNA compreende
uma das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 178, e tem um
comprimento de 12 a 36 nucleotideos, mais preferencialmente
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,
27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos. Um
oligonucleotideo ainda mais preferido consiste em 2'-O-metil
fosforotioato RNA, e compreende uma das sequéncias de bases
de SEQ ID NO: 168, e tem um comprimento de 12 a 36
nucleotideos, mais preferencialmente 12, 13, 14, 15, 16 ,
17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 2¢, 27, 28, 29, 30, 31,
32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos. Um oligonucleotideo ainda
mais preferido consiste de 2'-O-metil fosforotioato RNA, tem
uma sequéncia de bases que consiste em uma das sequéncias de
bases de SEQ ID NO: 178, e tem um comprimento de 12
nucleotideos.

[147] Um oligonucleotideo preferido compreendendo
ou consistindo de 2'-O-metil fosforoticato RNA compreende a
sequéncia de base de SEQ ID NO: 179 e tem um comprimento de
15 a 36 nucleotideos, mais preferencialmente 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22 , 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33,

34, 35 ou 36 nucleotideos Um oligonucleotideo ainda mais
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preferido consiste em 2'-O-metil fosforotioato RNA e
compreende a sequéncia de base de SEQ ID NO: 179, e tem um
comprimento de 15 a 36 nucleotideos, mais preferencialmente
15, 1e, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29,
30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos. O oligonucleotideo
mais preferido consiste de 2'-O-metil fosforotioato RNA, tem
sua sequéncia de base gque consiste da sequéncia de base de
SEQ ID NO: 179, e tem um comprimento de 15 nucleotideos.

[148] Um oligonucleotideo preferido compreendendo
ou consistindo de 2'-O-metil fosforoticato RNA compreende a
sequéncia de base de SEQ ID NO: 180 e tem um comprimento de
18 a 36 nucleotideos, mais preferencialmente 18, 19, 20, 21,
22, 23, 24, 25, 2¢, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 ou
36 nucleotideos. Um oligonucleotideo ainda mais preferido
consiste de 2'-O-metil fosforotioato RNA e compreende a
sequéncia de base de SEQ ID NO: 180, e tem um comprimento de
18 a 36 nucleotideos, mais preferencialmente 18, 19, 20, 21,
22, 23, 24, 25, 2¢, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36
nucleotideos. O oligonucleotideo mais preferido consiste de
2'-0O-metil fosforotioato RNA, tem sua sequéncia de base que
consiste da sequéncia de base de SEQ ID NO: 180, e tem um
comprimento de 18 nucleotideos.

[149] Um oligonucleotideo preferido compreendendo
ou consistindo de 2'-O-metil fosforoticato RNA compreende a

sequéncia de base de SEQ ID NO: 181 e tem um comprimento de
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21 a 36 nucleotideos, mais preferencialmente 21, 22, 23, 24,
25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos.
Um oligonucleotideo ainda mais preferido consiste de 2'-0-
metil fosforotioato RNA e compreende a sequéncia de base de
SEQ ID NO: 181, e tem um comprimento de 21 a 36 nucleotideos,
mais preferencialmente 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29,
30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos. O oligonucleotideo
mais preferido consiste de 2'-O-metil fosforotioato RNA, tem
sua sequéncia de base gque consiste da sequéncia de base de
SEQ ID NO: 181, e tem um comprimento de 21 nucleotideos.

[150] Um oligonucleotideo preferido compreendendo
ou consistindo de 2'-O-metil fosforoticato RNA compreende a
sequéncia de base de SEQ ID NO: 182 e tem um comprimento de
24 a 36 nucleotideos, mais preferencialmente 24, 25, 26, 27,
28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos. Um
oligonucleotideo ainda mais preferido consiste de 2'-0O-metil
fosforotioato RNA e compreende a sequéncia de base de SEQ ID
NO: 182, e tem um comprimento de 24 a 36 nucleotideos, mais
preferencialmente 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33,
34, 35 ou 36 nucleotideos. O oligonucleotideo mais preferido
consiste de 2'-O-metil fosforotiocato RNA, tem sua sequéncia
de base que consiste da sequéncia de base de SEQ ID NO: 182,
e tem um comprimento de 24 nucleotideos.

[151] Um oligonucleotideo preferido compreendendo

ou consistindo de 2'-O-metil fosforoticato RNA compreende a
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sequéncia de base de SEQ ID NO: 183 e tem um comprimento de
27 a 36 nucleotideos, mais preferencialmente 27, 28, 29, 30,
31, 32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos. Um oligonucleotideo
ainda mais preferido consiste de 2'-O-metil fosforotioato
RNA e compreende a sequéncia de base de SEQ ID NO: 183, e
tem um comprimento de 27 a 36 nucleotideos, mais
preferencialmente 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36
nucleotideos. O oligonucleotideo mais preferido consiste de
2'-0O-metil fosforotioato RNA, tem sua sequéncia de base que
consiste da sequéncia de base de SEQ ID NO: 183, e tem um
comprimento de 27 nucleotideos.

[152] Um oligonucleotideo preferido compreendendo
ou consistindo de 2'-O-metil fosforoticato RNA compreende a
sequéncia de base de SEQ ID NO: 184 e tem um comprimento de
27 a 36 nucleotideos, mais preferencialmente 30, 31, 32, 33,
34, 35 ou 36 nucleotideos. Um oligonucleotideo ainda mais
preferido consiste de 2'-O-metil fosforotioato RNA e
compreende a sequéncia de base de SEQ ID NO: 184, e tem um
comprimento de 30 a 36 nucleotideos, mais preferencialmente
30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos. O oligonucleotideo
mais preferido consiste de 2'-O-metil fosforotioato RNA, tem
sua sequéncia de base gque consiste da sequéncia de base de
SEQ ID NO: 184, e tem um comprimento de 30 nucleotideos.

[153] Em outra modalidade, um oligonucleotideo

compreendendo ou consistindo de 2’'-0O-metil fosforotioato RNA
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metil e compreendendo uma b5-metilcitosina e/ou uma 2,6-
diaminopurina, é representado por uma sequéncia de
nucleotideos compreendendo ou consistindo de uma sequéncia
que se liga (ou é capaz de se ligar), hibridiza (ou é capaz
de hibridizar), se direciona para, e/ou é complementar
inverso para uma repeticdo (CCUG), em um transcrito, e é
particularmente Gtil para o tratamento, retardo e/ou
prevencdo do disturbio genético humano de distrofia
miotdénica tipo 2 (DM2), causado por expansdes da repeticédo
do gene DM2/ZNF9. De preferéncia, estes genes sdo de origem
humana.

[154] Em uma modalidade preferida, um
oligonucleotideo definido como sendo complementar inverso a,
se ligando a (ou sendo capaz de se ligar), hibridizando (ou
sendo capaz de hibridizar) ou se direcionando para uma
repeticdo (CCUG), compreende ou é constituido por uma unidade
repetitiva de nucleotideos (XZGG)n, € tem um comprimento
compreendido entre 12 e 36 nucleotideos, e em que cada X é
C ou 5-metilcitosina, e cada Z2 é A ou 2,6-diaminopurina, de
tal modo que pelo menos um X é 5-metilcitosina, e/ou pelo
menos um Z é 2,6-diaminopurina. m é um numero inteiro. No
contexto desta modalidade, m pode ser 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9.
Um valor preferido para m é 5.

[155] Por conseguinte, um oligonucleotideo mais

preferido compreende ou ¢é constituido por uma unidade
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repetitiva de nucleotideos (XZGG)m, em que cada X é C ou 5-
metilcitosina, e cada Z2 é A ou 2,6-diaminopurina, de tal
modo que pelo menos um X & 5-metilcitosina e/ou pelo menos
um A é 2,6-diaminopurina, e m é um nuUmero inteiro de 3 a 9
(SEQ ID NO: 63 a 69).

[156] Um oligonucleotideo ainda mais preferido
compreende ou é constituido por uma unidade repetitiva de
nucleotideos (XZGG)n, em que cada X é b-metilcitosina, e/ou
cada Z é 2,6-diaminopurina, e m é& um numero inteiro de 3 a
9 (SEQ ID NO: 63 a 69).

[157] Por conseguinte, um oligonucleotideo ainda
mais preferido compreende ou é constituido por uma unidade
repetitiva de nucleotideos (XZGG)s(SEQ ID NO: 65), em que
cada X é C ou 5-metilcitosina, e cada Z2 é A ou 2,6-
diaminopurina, tal que pelo pelo menos um X é S5-metilcitosina
e/ou pelo menos um Z representa um grupo 2, 6-diaminopurina.

[158] Um oligonucleotideo ainda mais preferido
compreende ou é constituido por uma unidade repetitiva de
nucleotideos (XZGG)s(SEQ ID NO: 65), em que cada X é& b5-
metilcitosina, e/ou cada Z é 2,6-diaminopurina.

[159] As sequéncias de oligonucleotideos mais
preferidas compreendendo ou consistindo de wuma unidade
repetitiva de nucleotideos (XZGG)n foram identificadas na
tabela 2 como SEQ ID NO: 193 a 208.

[160] Um oligonucleotideo preferido compreendendo

Petica0 870190138471, de 23/12/2019, pég. 81/172



79/160

ou consistindo de 2'-O-metil fosforoticato RNA compreende
uma das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 193 ou 194, e tem
um comprimento de 12 a 36 nucleotideos, mais
preferencialmente 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36
nucleotideos. Um oligonucleotideo ainda mais preferido
consiste em 2'-O-metil fosforotiocato RNA, e compreende uma
das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 193 ou 194, e tem um
comprimento de 12 a 36 nucleotideos, mais preferencialmente
12, 13, 14, 15, 1¢ , 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,
27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos. Um
oligonucleotideo ainda mais preferido consiste de 2'-0O-metil
fosforotioato RNA, tem a sua sequéncia de bases gque consiste
em uma das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 193 ou 194, e
tem um comprimento de 12 nucleotideos.

[161] Um oligonucleotideo preferido compreendendo
ou consistindo de 2'-O-metil fosforoticato RNA compreende
uma das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 195 ou 196, e tem
um comprimento de 16 a 36 nucleotideos, mais
preferencialmente 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25,
26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos.
Um oligonucleotideo ainda mais preferido consiste em 2'-0-
metil fosforotioato RNA, e compreende uma das sequéncias de
bases de SEQ ID NO: 195 ou 196, e tem um comprimento de 16

a 36 nucleotideos, mais preferencialmente 16, 17, 18, 19,
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20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34,
35 ou 36 nucleotideos. Um oligonucleotideo ainda mais
preferido consiste de 2'-O-metil fosforotioato RNA, tem a
sua sequéncia de bases que consiste em uma das sequéncias de
bases de SEQ ID NO: 195 ou 196, e tem um comprimento de 16
nucleotideos.

[162] Um oligonucleotideo preferido compreendendo
ou consistindo de 2'-O-metil fosforoticato RNA compreende
uma das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 197 a 200, e tem
um comprimento de 20 a 36 nucleotideos, mais
preferencialmente 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29,
30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos. Um
oligonucleotideo ainda mais preferido consiste em 2'-O-metil
fosforotioato RNA, e compreende uma das sequéncias de bases
de SEQ ID NO: 197 a 200, e tem um comprimento de 20 a 36
nucleotideos, mais preferencialmente 20, 21, 22, 23, 24, 25,
26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos.
Um oligonucleotideo ainda mais preferido consiste de 2'-0-
metil fosforoticato RNA, tem a sua sequéncia de bases que
consiste em uma das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 197 a
200, e tem um comprimento de 20 nucleotideos.

[163] Um oligonucleotideo preferido compreendendo
ou consistindo de 2'-O-metil fosforoticato RNA compreende
uma das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 201 ou 202, e tem

um comprimento de 24 a 36 nucleotideos, mais
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preferencialmente 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33,
34, 35 ou 36 nucleotideos. Um oligonucleotideo ainda mais
preferido consiste em 2'-O-metil fosforotioato RNA, e
compreende uma das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 201 ou
202, e tem um comprimento de 24 a 36 nucleotideos, mais
preferencialmente 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33,
34, 35 ou 36 nucleotideos. Um oligonucleotideo ainda mais
preferido consiste de 2'-O-metil fosforotioato RNA, tem a
sua sequéncia de bases que consiste em uma das sequéncias de
bases de SEQ ID NO: 201 ou 202, e tem um comprimento de 24
nucleotideos.

[164] Um oligonucleotideo preferido compreendendo
ou consistindo de 2'-O-metil fosforoticato RNA compreende
uma das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 203 ou 204, e tem
um comprimento de 28 a 36 nucleotideos, mais
preferencialmente 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36
nucleotideos. Um oligonucleotideo ainda mais preferido
consiste em 2'-O-metil fosforotiocato RNA, e compreende uma
das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 203 ou 204, e tem um
comprimento de 28 a 36 nucleotideos, mais preferencialmente
28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos. Um
oligonucleotideo ainda mais preferido consiste de 2'-O-metil
fosforotioato RNA, tem a sua sequéncia de bases gque consiste
em uma das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 203 ou 204, e

tem um comprimento de 28 nucleotideos.
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[165] Um oligonucleotideo preferido compreendendo
ou consistindo de 2'-O-metil fosforoticato RNA compreende
uma das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 205 ou 206, e tem
um comprimento de 32 a 36 nucleotideos, mais
preferencialmente 32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos. Um
oligonucleotideo ainda mais preferido consiste em 2'-O-metil
fosforotioato RNA, e compreende uma das sequéncias de bases
de SEQ ID NO: 205 ou 206, e tem um comprimento de 32 a 36
nucleotideos, mais preferencialmente 32, 33, 34, 35 ou 36
nucleotideos. Um oligonucleotideo ainda mais preferido
consiste de 2'-O-metil fosforotioato RNA, tem a sua sequéncia
de bases que consiste em uma das sequéncias de bases de SEQ
ID NO: 205 ou 206, e tem um comprimento de 32 nucleotideos.

[166] Um oligonucleotideo preferido compreendendo
ou consistindo de 2'-O-metil fosforoticato RNA compreende
uma das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 207 ou 208, e tem
um comprimento de 36 nucleotideos. Um oligonucleotideo ainda
mais preferido consiste em 2'-O-metil fosforotiocato RNA, e
tem a sua sequéncia de Dbases que consiste em uma das
sequéncias de bases de SEQ ID NO: 207 ou 208, e tem um
comprimento de 36 nucleotideos.

[167] Em outra modalidade, um oligonucleotideo
compreendendo ou consistindo de 2'-O-metil fosforotioato RNA
e compreendendo uma 5-metiluracila e/ou uma 2,06-

diaminopurina, é representado por uma sequéncia de
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nucleotideos compreendendo ou consistindo de uma sequéncia
que se liga (ou é capaz de se ligar), hibridiza (ou é capaz
de hibridizar), se direciona para, e/ou é complementar
inverso a uma repeticédo (AUUCU), em um intron, e ¢é
particularmente Util para o tratamento, retardo, melhora,
e/ou prevencdo do disturbio genético humano de ataxia
espinocerebelar tipo 10 (SCA10). De preferéncia, este gene
é de origem humana.

[168] Em uma modalidade preferida, um
oligonucleotideo definido como sendo complementar inverso
para, se ligando (ou sendo capaz de se ligar), hibridizando
(ou sendo capaz de hibridizar), ou se direcionando para uma
repeticdo (AUUCU), compreende ou ¢é constituido por uma
unidade repetitiva de nucleotideos (Z2GZZY)n, € tem um
comprimento compreendido entre 12 e 36 nucleotideos, e em
que cada Y é U ou 5-metiluracila, e cada Z é& A ou 2,6-
diaminopurina, de tal modo que pelo menos um Y é 5-
metiluracila e/ou pelo menos um de Z é 2,6-diaminopurina. m
é um numero inteiro. No contexto desta modalidade, m pode
ser 3, 4, 5, 6, 7. Um valor preferido para m é 4.

[169] Por conseguinte, um oligonucleotideo mais
preferido compreende ou ¢é constituido por uma unidade
repetitiva de nucleotideos (ZGZZY)n, em que cada Y é U ou 5-
metiluracila, e cada Z2 é A ou 2,6-diaminopurina, de tal modo

que pelo menos um Y é 5-metiluracila e/ou pelo menos um 7
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representa um grupo 2, 6-diaminopurina, e m € um inteiro entre
3 e 7 (SEQ ID NO: 58 a 62).

[170] Um oligonucleotideo ainda mais preferido
compreende ou é constituido por uma unidade repetitiva de
nucleotideos (ZGZZY)n, em que cada Y & 5b-metiluracila, e/ou
cada 72 é 2,6-diaminopurina, e m é um inteiro entre 3 e 7
(SEQ ID NO: 58 a 62).

[171] Por conseguinte, um oligonucleotideo ainda
mais preferido compreende ou é constituido por uma unidade
repetitiva de nucleotideos (ZGZZY)4(SEQ ID NO: 59), em que
cada Y é C ou b5-metiluracila, e cada Z é A ou 2,6-
diaminopurina, tal que pelo pelo menos um Y é 5-metiluracila
e/ou pelo menos um Z ¢ 2,6-diaminopurina.

[172] Um oligonucleotideo ainda mais preferido
compreende ou é constituido de uma unidade repetitiva de
nucleotideos (Z2GZZY)4(SEQ ID NO: 59), em que cada Y é& 5-
metiluracila, e/ou cada Z é 2,6-diaminopurina.

[173] As sequéncias de oligonucleotideos mais
preferidas que compreendem ou consistem de uma unidade
repetitiva de nucleotideos (ZGZZY)n foram identificadas na
tabela 2 como SEQ ID NO: 185 a 192.

[174] Um oligonucleotideo preferido compreendendo
ou consistindo de 2’'-0O-metil fosforoticato RNA compreende a
sequéncia de base SEQ ID NO: 185, e tem um comprimento de 15

a 36 nucleotideos, mais preferivelmente de 15, 16, 17, 18,
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19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33,
34, 35 ou 36 nucleotideos. Um oligonucleotideo ainda mais
preferido consiste em 2’'-0O-metil fosforotioato RNA, e
compreende a sequéncia base de SEQ ID NO: 185 e tem um
comprimento de 15 a 36 nucleotideos, mais preferivelmente de
15, 1e, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29,
30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos. O oligonucleotideo
mais preferido consiste em 2’'-0O-metil fosforotioato RNA, tem
a sua sequéncia de bases que consiste da sequéncia de base
de SEQ ID NO: 185, e tem um comprimento de 15 nucleotideos.

[175] Um oligonucleotideo preferido compreendendo
ou consistindo de 2’'-0O-metil fosforoticato RNA compreende
uma das sequéncias de base de SEQ ID NO: 186 a 189, e tem um
comprimento de 20 a 36 nucleotideos, mais preferivelmente de
20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34,
35 ou 36 nucleotideos. Um oligonucleotideo ainda mais
preferido consiste em 2’'-0O-metil fosforotioato RNA, e
compreende uma das sequéncias de base de SEQ ID NO: 186 a
189 e tem um comprimento de 20 a 36 nucleotideos, mais
preferivelmente de 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29,
30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos. O oligonucleotideo
mais preferido consiste em 2’'-0O-metil fosforotioato RNA, tem
a sua sequéncia de bases que consiste de uma das sequéncias
de base de SEQ ID NO: 186 a 189, e tem um comprimento de 20

nucleotideos.
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[176] Um oligonucleotideo preferido compreendendo
ou consistindo de 2’'-0O-metil fosforoticato RNA compreende a
sequéncia de base SEQ ID NO: 190, e tem um comprimento de 25
a 36 nucleotideos, mais preferivelmente de 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos. Um
oligonucleotideo ainda mais preferido consiste em 2’/ -O-metil
fosforotioato RNA, e compreende a sequéncia base de SEQ ID
NO: 190 e tem um comprimento de 25 a 36 nucleotideos, mais
preferivelmente de 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34,
35 ou 36 nucleotideos. O oligonucleotideo mais preferido
consiste em 2’ -O-metil fosforotioato RNA, tem a sua sequéncia
de Dbases que consiste da sequéncia de base de SEQ ID NO:
190, e tem um comprimento de 25 nucleotideos.

[177] Um oligonucleotideo preferido compreendendo
ou consistindo de 2’'-0O-metil fosforoticato RNA compreende a
sequéncia de base SEQ ID NO: 191, e tem um comprimento de 30
a 36 nucleotideos, mais preferivelmente de 30, 31, 32, 33,
34, 35 ou 36 nucleotideos. Um oligonucleotideo ainda mais
preferido consiste em 2’'-0O-metil fosforotioato RNA, e
compreende a sequéncia base de SEQ ID NO: 191 e tem um
comprimento de 30 a 36 nucleotideos, mais preferivelmente de
30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos. O oligonucleotideo
mais preferido consiste em 2’'-0O-metil fosforotioato RNA, tem
a sua sequéncia de bases que consiste da sequéncia de base

de SEQ ID NO: 191, e tem um comprimento de 30 nucleotideos.
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[178] Um oligonucleotideo preferido compreendendo
ou consistindo de 2’'-0O-metil fosforoticato RNA compreende a
sequéncia de base SEQ ID NO: 192, e tem um comprimento de 35
a 36 nucleotideos, mais preferivelmente de 35 ou 36
nucleotideos. Um oligonucleotideo ainda mais preferido
consiste em 2’'-O-metil fosforotioato RNA, e compreende a
sequéncia base de SEQ ID NO: 192 e tem um comprimento de 35
a 36 nucleotideos, mais preferivelmente de 35 ou 36
nucleotideos. O oligonucleotideo mais preferido consiste em
2"-0-metil fosforotioato RNA, tem a sua sequéncia de bases
que consiste da sequéncia de base de SEQ ID NO: 192, e tem
um comprimento de 35 nucleotideos.

[179] Em outra modalidade, um oligonucleotideo
compreendendo ou consistindo de 2’-0O-metil fosforotioato RNA
e compreendendo uma b5-metilcitosina e/ou um mondmero
abadsico, e/ou uma inosina, é representado por uma sequéncia
de nucleotideos compreendendo ou consistindo de uma
sequéncia que se liga (ou é capaz de se ligar), hibridiza
(ou é capaz de hibridizar), se direciona para, e/ou é
complementar inverso a uma repeticdo (GGGGCC), presente em
um transcrito humano C90RF72, e é particularmente Util para
o0 tratamento, retardo, melhora e/ou prevencdo do distuUrbio
genético humano esclerose lateral amilotrdéfica (ELA) e
deméncia frontotemporal (FTD). De preferéncia, este gene é

de origem humana.
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[180] Em uma modalidade preferida, um
oligonucleotideo definido como sendo complementar inverso
para, se ligando a (ou sendo capaz de se ligar), hibridizando
(ou sendo capaz de hibridizar) ou se direcionando para uma
repeticdo (GGGGCC)n, compreende ou é constituido por uma
unidade repetitiva de nucleotideos (GGXUXX)m, (GGXQXX)n,
(GGXIXX)m, ou (GGCCUC)pn, e tem um comprimento compreendido
de 17 a 36 nucleotideos, e em que cada X é C ou b5-
metilcitosina, de tal modo que pelo menos um X & 5-
metilcitosina, em que cada Q é um mondmero abasico, em que
cada I é uma inosina, e em gque m é um numero inteiro. No
contexto desta modalidade, m pode ser 3, 4, 5, 6, 7. Um valor
preferido para m é 3 ou 4. Mais preferencialmente, o referido
oligonucleotideo compreende ou é constituido por uma unidade
repetitiva de nucleotideos de SEQ ID NO: 216 a 219, tal como
definido na tabela 1. Oligonucleotideos ainda mais
preferidos compreendendo ou consistindo de wuma unidade
repetitiva de nucleotideos (GGXUXX)n, (GGXQXX)m, (GGXIXX)n,
ou (GGCCUC)n, foram identificados na tabela 2 como SEQ ID
NO: 209 a 215.

[181] Um oligonucleotideo preferido compreendendo
ou consistindo de 2'-O-metil fosforoticato RNA compreende a
sequéncia de bases SEQ ID NO: 209 ou 211 e tem um comprimento
de 17 a 36 nucleotideos, mais de preferéncia 17, 18, 19, 20,

21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35
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ou 36 nucleotideos. Um oligonucleotideo ainda mais preferido
consiste em 2'-O-metil fosforotioato RNA e compreende a
sequéncia de bases de SEQ ID NO: 209 ou 211, e tem um
comprimento de 17 a 36 nucleotideos, mais preferencialmente
de 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30,
31, 32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos. O oligonucleotideo
mais preferido consiste de 2'-O-metil fosforotioato RNA, tem
uma sequéncia de bases que consiste de uma das sequéncias de
bases de SEQ ID NO: 209 ou 211, e tem um comprimento de 17
ou 18 nucleotideos.

[182] Um oligonucleotideo preferido compreendendo
ou consistindo de 2'-O-metil fosforoticato RNA compreende a
sequéncia de bases SEQ ID NO: 210 e tem um comprimento de 18
a 36 nucleotideos, mais de preferéncia 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36
nucleotideos. Um oligonucleotideo ainda mais preferido
consiste em 2'-O-metil fosforotioato RNA e compreende a
sequéncia de bases de SEQ ID NO: 210, e tem um comprimento
de 18 a 36 nucleotideos, mais preferencialmente de 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34,
35 ou 36 nucleotideos. O oligonucleotideo mais preferido
consiste de 2'-O-metil fosforotiocato RNA, tem uma sequéncia
de bases que consiste da sequéncia de bases de SEQ ID NO:
210, e tem um comprimento de 18 nucleotideos.

[183] Um oligonucleotideo preferido compreendendo

Petica0 870190138471, de 23/12/2019, pég. 92/172



90/160

ou consistindo de 2'-O-metil fosforoticato RNA compreende
uma das sequéncias de bases SEQ ID NO: 212 ou 215 e tem um
comprimento de 24 a 36 nucleotideos, mais de preferéncia 24,
25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos.
Um oligonucleotideo ainda mais preferido consiste em 2'-0-
metil fosforotioato RNA e compreende uma das sequéncias de
bases de SEQ ID NO: 212 ou 215, e tem um comprimento de 24
a 36 nucleotideos, mais preferencialmente de 24, 25, 26, 27,
28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos. O
oligonucleotideo mais preferido consiste de 2'-O-metil
fosforotioato RNA, tem uma sequéncia de bases gque consiste
de uma das sequéncias de bases de SEQ ID NO: 212 ou 215, e
tem um comprimento de 24 nucleotideos.

[184] Um oligonucleotideo preferido compreendendo
ou consistindo de 2'-O-metil fosforoticato RNA compreende a
sequéncia de bases SEQ ID NO: 213 e tem um comprimento de 24
a 36 nucleotideos, mais de preferéncia 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos. Um
oligonucleotideo ainda mais preferido consiste em 2'-O-metil
fosforotioato RNA e compreende a sequéncia de bases de SEQ
ID NO: 213, e tem um comprimento de 24 a 36 nucleotideos,
mais preferencialmente de 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31,
32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos. O oligonucleotideo mais
preferido consiste de 2'-O-metil fosforotiocato RNA, tem uma

sequéncia de bases que consiste de uma das sequéncias de
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bases de SEQ ID NO: 213, e tem um comprimento de 24
nucleotideos.

[185] Um oligonucleotideo preferido compreendendo
ou consistindo de 2'-O-metil fosforoticato RNA compreende a
sequéncia de bases SEQ ID NO: 214 e tem um comprimento de 24
a 36 nucleotideos, mais de preferéncia 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos. Um
oligonucleotideo ainda mais preferido consiste em 2'-O-metil
fosforotioato RNA e compreende a sequéncia de bases de SEQ
ID NO: 214, e tem um comprimento de 24 a 36 nucleotideos,
mais preferencialmente de 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31,
32, 33, 34, 35 ou 36 nucleotideos. O oligonucleotideo mais
preferido consiste de 2'-O-metil fosforotiocato RNA, tem uma
sequéncia de bases que consiste de uma das sequéncias de

bases de SEQ ID NO: 214, e tem um comprimento de 24

nucleotideos.
[1860] Em uma modalidade, um oligonucleotideo de
preferéncia compreende ou consiste em 2" -0-metil

fosforotioato RNA, compreende uma base de b5-metilcitosina
e/ou uma 5-metiluracila e/ou uma de 2,6-diaminopurina, é
representado por uma sequéncia de nucleotideos que inclui ou
consiste de pelo menos 12 a 36 nucleotideos consecutivos, o
referido oligonucleotideo se direcionando para, hibridizando
(ou é capaz de se hibridizar), se ligando (ou é capaz de se

ligar), e/ou sendo complementar inverso a uma repeticdo como
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anteriormente definido aqui. Mais preferencialmente, a
referida sequéncia de nucleotideos compreende ou consiste em
pelo menos 12 a 36 nucleotideos, ainda mais preferivelmente
de 15 a 24, e mais de preferéncia 20 ou 21 nucleotideos. O
comprimento do referido oligonucleotideo pode ser 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, ou 36 nucleotideos. O referido
oligonucleotideo pode ser complementar inverso para, e/ou
capaz de hibridizar com, e/ou capaz de se direcionar, e/ou
capaz de se ligar a uma repeticdo de uma regido de
codificacéo de um transcrito, de preferéncia uma
poliglutamina (CAG)n codificando o trato. O referido
oligonucleotideo pode também ser complementar inverso para,
e/ou capaz de se hibridizar com, e/ou capaz de se direcionar,
e/ou capaz de se ligar a uma regido ndo codificadora, por
exemplo, as regides 5' ou 3' ndo traduzidas, ou sequéncias
intrdnicas presentes nas moléculas precursoras de RNA.

[187] No contexto da invencdo, a expressdo “capaz
de” pode ser substituida por “estd apto a”.

[188] Em um segundo aspecto, a presente invencéo
refere-se a um oligonucleotideo, o gqual compreende um ou
mais sitios abéasicos, tal como definido mais adiante, em um
ou em ambos o0s terminais. De preferéncia, de 1 a 10, mais
preferivelmente 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ou 10, e mais

preferivelmente 4 sitios abasicos sdo presentes em um Unico
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terminal, ou em ambos os terminais do oligonucleotideo. Um
ou mais sitios abédsicos podem estar presentes, e ambos oS
terminais livre do oligonucleotideo (5' e 3'), ou a apenas
uma. O oligonucleotideo de acordo com este aspecto da
invencdo, de preferéncia, é representado por uma sequéncia
de nucleotideo ou uma de bases que compreende ou consiste de
uma sequéncia que se liga (ou é capaz de se ligar), hibridiza
(ou é capaz de hibridizar), se direciona para, e/ou é
complementar inverso a um elemento repetitivo em um
transcrito de RNA selecionado a partir de (CAG)n, (GCG)n,
(CGG)n, (GAA)n, (GCC)n, (CCG)n, (AUUCU)n, (GGGGCC)n ou (CCUG)n,
tal como indicado acima. O referido oligonucleotideo é
preferencialmente um oligonucleotideo de cadeia unica, e
pode ainda compreender, opcionalmente, qualquer uma das
modificagdes tal como aqui discutido, tais como um ou mais
modificacdes de bases, modificacdes de acucar e/ou
modificacdes de cadeia principal, tais como 5-metil-C, 5-
metil-U, 2,6-diaminopurina, 2'-O-metil, fosforotiocato, e

combinacdes das mesmas. E para ser entendido que neste

aspecto da invencéao, estas modificacdes nado sdo
obrigatdérias.
[189] O oligonucleotideo de acordo com este aspecto

da invencdo, compreendendo um ou mais sitios abasicos em um
ou ambos os terminais, tem um pardmetro melhorado sobre os

oligonucleotideos sem tais sitios abasicos. Neste contexto,
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0s parédmetros podem incluir: a afinidade de ligacdo e/ou
cinética, a atividade de silenciamento, a seletividade
alélica, bioestabilidade, distribuicéo (intra-tecido),
absorcdo celular e/ou trafico, e/ou imunogenicidade do
referido oligonucleotideo, tal como explicado anteriormente
aqui em ligacéo com ©O parédmetro melhorado de um
oligonucleotideo da invencdo do primeiro aspecto. Cada um
dos ensaios e definigdes agqui proporcionados em conexdo com
a melhora de um pardmetro de um oligonucleotideo do primeiro

aspecto também se mantém para um oligonucleotideo do segundo

aspecto.
[190] A seguir, um oligonucleotideo compreendendo
ou consistindo de 2'-0O-metil fosforotioato RNA,

compreendendo uma base de 5-metilcitosina e/ou uma de 5-
metiluracila e sendo representado por uma sequéncia de
nucleotideos ou uma de Dbases compreendendo (CUG)mn e,
portanto, se ligando a (ou sendo capaz de se ligar a),
hibridizando (ou sendo capaz de hibridizar), se direcionando
para, e/ou sendo complementar inverso para (CAG)n, é tomado
como um exemplo para ilustrar adicionalmente a invencéo.
Parémetros semelhantes definidos no contexto de tal
oligonucleotideo poderiam ser definidos por um técnico
especialista no assunto para outros oligonucleotideos que se
inserem no escopo da invencdo e que se ligam a (ou sendo

capaz de se ligar a), hibridizam (ou sendo capaz de
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hidridizar), se direcionam para, e/ou sdo complementares
inversos para outras repeticdes, tal como aqui identificads.
Outros sintomas ou semelhantes podem ser identificados pelo
técnico especialista no assunto em relacdo a outras doencas,
tal como aqui identificado.

[191] Em uma modalidade preferida, no contexto da
invencdo, um oligonucleotideo, tal como aqui concebido, é
capaz de retardar e/ou curar e/ou tratar e/ou prevenir e/ou
melhorar uma doenca genética humana, tal como a Doenca de
Huntington (DH), ataxia espinocerebelar (SCA) do tipo 1, 2,
3, 6, 7, 12 ou 17 anos, esclerose lateral amiotrdéfica (ELA),
deméncia frontotemporal (FTD), atrofia espinhal ligada ao X
e atrofia muscular bulbar (SBMA) e/ou atrofia
dentatorubropalidoluisiana (DRPLA) causada por expansdes da
repeticdo de CAG nos transcritos de um gene HTT (SEQ ID NO:
80), ATXN1 (SEQ ID NO: 81), ATXN2 (SEQ ID NO: 82) ATXN3 (SEQ
ID NO: 83), CACNAlA (SEQ ID NO: 84), ATXN7 (SEQ ID NO: 85),
PPP2R2B (SEQ ID NO: 86), TBP (SEQ ID NO: 87), AR (SEQ ID NO:
88), ATN1l (SEQ ID NO: 89), quando este oligonucleotideo é
capaz taxa de reduzir ou diminuir a quantidade de transcrito
(tbxico) do alelo doente de um gene HTT, ATXN1l, ATXNZ2 ATXN3,
CACNA1lA, ATXN7, PPP2R2B, TBP, AR ou ATNl na célula de um
paciente, no tecido de um paciente e/ou em um paciente. Em
uma modalidade, os referidos genes HTT, ATXN1, ATXN2 ATXN3,

CACNA1A, ATXN7, PPP2R2B, TBP, AR ou ATNIl sdo genes humanos.
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[192] No caso de HD, uma regido de repeticdo de CAG
expandida estd presente no éxon 1 do gene HTT no genoma de
um paciente. Uma regido de repeticdo de CAG expandida pode
ser aqui definida como compreendendo  uma repeticéo
consecutiva de 38 a 180 unidades repetitivas gque compreendem
um trinucleotideo CAG, em uma sequéncia transcrita do gene
HTT.

[193] No caso de SCAl, uma regido de repeticdo de
CAG expandida esta presente no éxon 8 do gene ATXN1l no genoma
de um paciente. Uma regido de repeticdo de CAG expandida
pode ser aqui definida como compreendendo uma repeticgédo
consecutiva de 41 a 83 unidades repetitivas que compreendem
um trinucleotideo CAG em uma seqiéncia transcrita do gene
ATXNI.

[194] No caso de SCA2, uma regido de repeticdo de
CAG expandida esta presente no éxon 1 do gene ATXN2 no genoma
de um paciente. Uma regido de repeticdo de CAG expandida
pode ser aqui definida como compreendendo uma repeticgédo
consecutiva de 32 a 200 unidades repetitivas que compreendem
um trinucleotideo CAG em uma sequéncia transcrita do gene
ATXN2.

[195] No caso de SCA3, uma regido de repeticdo de
CAG expandida estd presente no éxon 8 do gene ATXN3 no genoma
de um paciente. Uma regido de repeticdo de CAG expandida

pode ser aqui definida como compreendendo uma repeticdo
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consecutiva de 52 a 86 unidades repetitivas que compreendem
um trinucleotideo CAG em uma seqliéncia transcrita do gene
ATXN3.

[196] No caso de SCA6, uma regido de repeticdo de
CAG expandida estd presente no éxon 47 do gene CACNALl no
genoma de um paciente. Uma regido de repeticdo de CAG
expandida pode ser aqui definida como compreendendo uma
repeticdo consecutiva de 20 a 33 unidades repetitivas que
compreendem um trinucleotideo CAG em uma sequéncia
transcrita do gene CACNAL.

[197] No caso de SCA7, uma regido de repeticdo de
CAG expandida esta presente no éxon 3 do gene ATXN7 no genoma
de um paciente. Uma regido de repeticdo de CAG expandida
pode ser aqui definida como compreendendo uma repeticgédo
consecutiva de 36 a pelo menos 460 wunidades repetidas
compreendendo um trinucleotideo CAG em uma sequéncia
transcrita do gene ATXN7.

[198] No caso de SCAl2, uma regido de repeticdo de
CAG expandida pode estar presente na regido ndo traduzida
5" (UTR) em um intron ou dentro de um quadro de leitura aberta
do PPP2R2B gene no genoma de um paciente. Uma regido de
repeticdo de CAG expandida pode ser aqui definida como
compreendendo uma repeticgdo consecutiva de 66 a 78 unidades
repetitivas que compreendem um trinucleotideo CAG em uma

sequéncia transcrita do gene PPP2R2B.
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[199] No caso de SCAl7, uma regido de repeticdo de
CAG expandida estd presente no éxon 3 do gene da TBP no
genoma de um paciente. Uma regido de repeticdo de CAG
expandida pode ser aqui definida como compreendendo uma
repeticdo consecutiva de 45 a 66 unidades repetitivas que
compreendem um trinucleotideo CAG em uma sequéncia
transcrita do gene TBP.

[200] No caso de ELA ou DFT, uma regido de
repeticdo de CAG expandida estd presente no éxon 1 do gene
ATXN2 no genoma de um paciente. Uma regido de repeticdo de
CAG expandida pode ser aqui definida como compreendendo uma
repeticdo consecutiva de 27 a 33 unidades repetitivas que
compreendem um trinucleotideo CAG em uma sequéncia
transcrita do gene ATXN2.

[201] No caso de ELA ou FTD, uma regido de
repeticdo de GGGGCC expandida estd presente no primeiro
intron do gene C90RF72 no genoma de um paciente. Uma regido
de repeticdo de GGGGCC expandida pode ser aqui definida como
compreendendo uma repetig¢do consecutiva de >30 unidades
repetitivas que compreendem um hexanucleotideo GGGGCC em uma
sequéncia transcrita do gene CO90RF72.

[202] No caso de SBMA, uma regido de repeticdo CAG
expandida estd presente no éxon 1 do gene AR no genoma de um
paciente. Uma regido de repeticdo CAG expandida pode ser

aqui definida como compreendendo uma repeticdo consecutiva
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de 40 unidades repetitivas que compreendem um trinucleotideo
CAG em uma sequéncia transcrita do gene AR.

[203] No caso de DRPLA, uma regido de repeticdo CAG
expandida estd presente no éxon 5 do gene ATNl no genoma de
um paciente. Uma regido de repeticdo CAG expandida pode ser
aqui definida como compreendendo uma repeticdo consecutiva
de 49 a 88 unidades repetitivas compreendendo um
trinucleotideo CAG em uma sequéncia transcrita do gene ATNL.

[204] Ao longo da presente invencdo, o termo
repeticdo de CAG pode ser substituido por (CAG)n, e vice-
versa, em gque n € um numero inteiro que pode ser de 6 a 29,
qgquando a repeticdo esta presente no éxon 1 do transcrito HTT
de um individuo saudavel, 6 a 39 quando a repeticdo esta
presente no éxon 8 do gene ATXN1l de um individuo saudavel,
menos do que 31 quando a repeticdo estd presente no éxon 1
do gene ATXN2 de um individuo saudéavel, 12 a 40 gquando a
repeticdo estada presente no éxon 8 do gene ATXN3 de um
individuo saudavel, menos de 18 anos quando a repeticdo esté
presente no éxon 47 do gene CACNAIlA de um individuo saudavel,
4 a 17 quando a repeticdo estd presente no éxon 3 do gene
ATXN7 de um individuo saudavel, 7 a 28 guando a repeticédo
estd presente na 5'UTR do gene PPP2R2B de um individuo
saudavel, 25 a 42 quando a repeticdo estd presente no éxon
3 do gene TBP de um individuo saudavel, 13 a 31 quando a

repeticdo esta presente no éxon 1 do gene AR de um individuo
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saudavel, 12 a 40 gquando a repeticdo estd presente no éxon
8 do gene ATXN3 de um individuo saudéavel, ou 6 a 35 gquando
a repeticdo estd presente no éxon 5 do gene ATN1 de um
individuo saudavel.

[205] Isso significa que, de preferéncia, um
oligonucleotideo da invencdo reduz a quantidade detectavel
de transcritos associados a doenca, ou causadores de doencas,
ou mutantes contendo um numero que se estende, ou instavel
de repeticdes CAG em uma célula do referido paciente, em um
tecido do referido paciente e/ou em doencas em um paciente.
Em alternativa ou em combinacdo com a sentenca anterior, o
referido oligonucleotideo pode reduzir a tradugdo do
referido transcrito mutante e, entdo, a quantidade de
proteinas mutantes (tdéxicas). A reducdo ou diminuicdo da
quantidade de transcritos expandidos com repeticdes de CAG

pode ser pelo menos, 1%, 5
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40%, 45%, 50%, 55 %, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%,
100% em comparacdo com a quantidade de transcritos expandidos
com repeticdes de CAG antes do tratamento. Outro pardmetro
pode ser a reducdo no transcrito (CAG), ou da quantidade do

referido transcrito mutante. Esta pode ser de pelo menos 1%,

5

o\°

, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%,
65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 100% em comparacdo com a
qgquantidade do referido transcrito detectado no inicio do

tratamento.
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[206] A reducdo ou a diminuicdo pode ser avaliada
por Northern Blot ou Q-RT-PCR, de preferéncia realizada na
parte experimental. Um oligonucleotideo da invengdo pode ser
testado primeiro no sistema celular tal como descrito no
Exemplo 1 na parte experimental.

[207] Em alternativa ou em combinacdo com a
modalidade preferida anterior, no contexto da invencédo, um
oligonucleotideo, tal como aqui concebido, ¢é capaz de
retardar e/ou curar e/ou tratar e/ou prevenir e/ou melhorar
uma doenca genética humana tal como a doenca de Huntington
(DH) , ataxia espinocerebelar (SCA) do tipo 1, 2, 3, 6, 7, 12
ou 17, a esclerose lateral amiotrdéfica (ELA), deméncia
frontotemporal (FTD), atrofia espinhal ligada ao X e atrofia
muscular bulbar (SBMA) , e/ou atrofia
dentatorubropalidoluisiana (DRPLA) causada por expansdes de
repeticdes de CAG nos transcritos dos genes HTT, ATXN1l, ATXN2
ATXN3, CACNAI1A, ATXN7, PPP2R2B, TBP, AR ou ATN1l, gquando este
oligonucleotideo é capaz de aliviar um ou mais sintoma (s)
e/ou a caracteristica (s), e/ou para melhorar um pardmetro
ligado ou associado com a Doenca de Huntington (DH), ataxia
espinocerebelar (SCA) do tipo 1, 2, 3, 6, 7, 12 ou 17,
esclerose lateral amiotrdéfica (ELA), deméncia frontotemporal
(FTD), atrofia espinhal ligada ao X e atrofia muscular bulbar
(SBMA), e/ou atrofia dentatorubropalidoluisiana (DRPLA) em

um individuo. Um oligonucleotideo, tal como aqui definido,
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é capaz de melhorar um pardmetro ou reduzir um sintoma ou
caracteristica se apds pelo menos uma semana, um més, seis
meses, um ano ou mais de tratamento utilizando uma dose do
referido oligonucleotideo com a invencéo, tal como
identificado aqui, o referido pardmetro é dito como tendo
sido melhorado, ou o referido sintoma ou caracteristica séo
ditos como tendo sido reduzidos.

[208] A melhora neste contexto pode significar que
o referido pardmetro foi alterado significativamente no
sentido de um valor do referido pardmetro para uma pessoa
saudavel, e/ou no sentido de um valor do referido pardmetro
qgque corresponda ao valor do referido pardmetro no mesmo
individuo no inicio do tratamento.

[209] Reducdo ou alivio, neste contexto, pode
significar que a referida caracteristica ou sintoma foram
alterados de forma significativa sentido da auséncia do
referido sintoma ou caracteristica, que é a caracteristica
de uma pessoa saudavel e/ou no sentido de uma variacdo do
referido sintoma ou caracteristica que corresponde ao estado
da mesmo individuo no inicio do tratamento.

[210] Neste contexto, os sintomas da Doenca de
Huntington sdo movimentos coreiformes, deméncia progressiva,
e manifestacdes psiquidtricas (depressido, psicose, etc). Os
movimentos coreiformes consistem de acodes motoras

involuntéarias, irregulares, rapidas, bruscas incluindo
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espasmo facial ou contorcdo e contracdo de extremidades
distais, e mais tarde formas mais generalizadas qgque podem
prejudicar o caminhar (Ropper e Brown, 2005). Cada um destes
sintomas pode ser avaliado pelo médico utilizando métodos
conhecidos e descritos. Um método preferido é o monitoramento
da capacidade funcional total (TFC), uma escala ou progresséao
de sintoma validada em relacdo as trés principais 4&reas
sintomaticas de DH, medidos por escalas de avaliacéao
validadas. Estas areas sédo especificamente a progressido de
sintomas motores, a progressao de sintomas
neuropsiquidtricos, e a progressdo do declinio cognitivo.
Portanto, outra escala preferida é a Unified HD Rating Scale
(UHDRS; Huntington Study Group (Kieburtz K. et al.
1996;11:136-142).

[211] A doenca de Huntington (DH) , ataxia
espinocerebelar (SCA) do tipo 1, 2, 3, 6, 7, ou 17, atrofia
espinhal ligada ao X e muscular bulbar (SBMA) e atrofia
dentatorubro-palidoluisiana (DRPLA) sdo causadas por
expansdes da repeticdo de tripletos CAG na regido de
codificacdo do gene. Embora as proteinas causadoras de
doencas nestas doencas sejam diferentes, em cada caso o
alongamento expandido resultante de glutaminas resulta em um
ganho téxico da fungdo da proteina, e 1sto leva a
neurodegeneracdo. Agregados de proteinas sdo encontrados no

nicleo e citoplasma das células, indicando que o enrolamento
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incorreto da proteina é uma caracteristica comum destes
disturbios. Um pardmetro comum preferido ¢é, portanto, os
niveis de proteina (mutante) que podem ser determinados por
anadlise de Western blot (Evers et al.), ou a presenca de
agregados de proteina no nucleo e/ou citoplasma, que pode
ser monitorizado por hibridizag¢do in situ. Uma melhora de um
pardmetro de DH pode ser a reducdo na deteccdo da gquantidade
ou do valor do agregado de proteina. Essa diminuicdo pode
ser de pelo menos 1%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%,
45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 100%,
em comparacdo com a quantidade ou o valor de agregados de
proteina, antes do inicio do tratamento.

[212] No contexto da DH, varias outras proteinas
tém sido encontradas para co-localizar com agregados htt, ou
seja, a proteina de ligacdo a caixa TATA (TBP), proteina de
ligacdo a CREB (CBP), e varios chaperonas moleculares (Huang
et al.,; Muchowski et al.,; Roon-Mom et al.,; Steffan et
al.,). Além disso, muitos processos celulares afetados foram
identificados em DH, tais como de-regulacdo transcricional,
disfuncdo mitocondrial, e transporte prejudicado de
vesicula, o que pode proporcionar parédmetros alternativos
para DH (Bauer et al., 2009; Ross et al.,). Uma melhora de
cada um destes parémetros de DH possiveis alternativos (ou
seja, proteina de ligacdo a caixa TATA (TBP), proteina de

ligacdo a CREB (CBP), e varias chaperonas moleculares), podem
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ser definidos como para a melhora dos agregado de proteina,
tal como definido acima.

Composicéao

[003] Em um segundo aspecto, ¢é fornecida uma
composicédo compreendendo um oligonucleotideo conforme
descrito na secdo anterior intitulada “Oligonucleotideo”.
Essa composicdo preferencialmente compreende ou consiste de
um oligonucleotideo conforme definido anteriormente.

[213] Tal como explicado no primeiro aspecto da
invencdo para o ALS e FTD, sabe-se que pelo menos duas
repeticdes distintas em pelo menos dois transcritos
diferentes podem estar envolvidas em, responsaveis por, ou
associadas com a doenca. Todas as caracteristicas preferidas
correspondentes a cada um destes oligonucleotideos foram
descritos na secdo intitulada “oligonucleotideo”.

[004] Em uma modalidade preferida, a referida
composicdo é para o uso como um medicamento. A referida
composicdo ¢é assim, uma composicdo farmacéutica. Uma
composicdo farmacéutica compreende normalmente um veiculo,
diluente e/ou excipiente farmaceuticamente aceitédvel. Em uma
modalidade preferida, uma composicdo da presente invencédo
compreende um  composto tal como aqui definido e,
opcionalmente, compreende ainda uma formulacdo, agente de
enchimento, conservante, solubilizante, veilculo, diluente,

excipiente, sal, adjuvante e/ou solvente farmaceuticamente
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aceitaveis. Tais veiculo, agente de enchimento, conservante,
solubilizante, diluente, sal, adjuvante, solvente e/ou
excipiente farmaceuticamente aceitdveis podem, por exemplo,
serem encontrados em Remington: The Science and Practice of
Pharmacy, 20th Edition. Baltimore, MD: Lippincott Williams
& Wilkins, 2000. O composto como descrito na invencdo pode
possuir pelo menos um grupo ionizavel. Um grupo ionizavel
pode ser uma base ou &cido, e pode ser carregado ou neutro.
Um grupo ionizavel pode estar presente como par de ion com
um contra-ion adequado gque transporta a carga oposta(s).
Exemplos de contra-ides catidnicos s&o o sbébdio, potéssio,
césio, Tris, 1litio, <c&dlcio, magnésio, trialquilamdbnio,
trietilambénio, e tetraalgquilaménio. Exemplos de contra-ions
anidnicos sdo o cloreto, brometo, iodeto, lactato, mesilato,
acetato, trifluoroacetato, dicloroacetato, e citcamundongo.
Exemplos de contra-ions foram descritos [por exemplo, Kumar,
de 2008, que ¢é incorporadao aqui em sua totalidade por
referéncia.

[005] Uma composicédo farmacéutica pode ser
formulada ainda para uma ajuda adicional na melhoria da
estabilidade, solubilidade, absorcédo, biodisponibilidade,
atividade farmacocinética, farmacodinadmica, e absorcéo
celular do referido composto, em particular, formulacgdes
compreendendo excipiente capaz de formar complexos,

nanoparticulas, microparticulas, nanotubos, nanogéis,
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hidrogéis, poloxameros ou plurdnicos, polimersomas,

coldéides, microbolhas, vesiculas, micelas, lipoplexos, e/ou

lipossomas. Exemplos de nanoparticulas incluem
nanoparticulas poliméricas, nanoparticulas de ouro,
nanoparticulas magnéticas, nanoparticulas de silica,
nanoparticulas lipidicas, nanoparticulas de acucar,

nanoparticulas de proteina e nanoparticulas de peptideos.

[006] Uma composicdo preferida compreende pelo
menos um excipiente que pode ajudar ainda mais a melhorar o
direcionamento e/ou entrega da referida composicdo e/ou do
referido oligonucleotideo para e/ou em um musculo, e/ou
tecido cerebral, e/ou para um tecido neuronal e/ou uma
célula. Uma célula preferida pode ser uma célula muscular ou
neuronal.

[007] Muitos destes excipientes sdo conhecidos no
estado da técnica (por exemplo, ver Bruno, 2011), e podem
ser categorizados como um primeiro tipo de excipiente.
Exemplos do primeiro tipo de excipientes incluem polimeros
(por exemplo, polietilenoimina (PEI), polipropileneimina
(PPI), derivados de dextrano, butilcianoacrilato (PBCA),
hexilciancacrilato (PHCA), poli (dcido lactico-co-acido
glicdélico) (PLGA), poliaminas (por exemplo, espermina,
espermidina, putrescina, cadaverina), quitosana, poli (amido
aminas) (PAMAM), poli (amina éster), éter polivinilico,

polivinilpirrolidona (PVP), polietileno glicol (PEG)
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ciclodextrinas, 4&cido hialurdénico, &cido colominico, e

derivados dos mesmos, dendrimeros (por exemplo, poli
(amidoamina)), lipidos {por exemplo, 1,2-dioleoil-3-
dimetilambénio propano (DODAP) , cloreto de

dioleoildimetilamébnio (DODAC), derivados de fosfatidilcolina
[por exemplo, 1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfocolina

(DSPC) ], derivados de liso-fosfatidilcolina [por exemplo, 1-

estearoil-2-1liso-sn-glicero-3-fosfocolina (S-LysoPC) ],
esfingomielina, 2-{3-[Bis-(3-amino-propil)-amino] -
propilamino}-N-ditetracedil-carbamoil metilacetamida

(RPR209120), derivados de fosfoglicerol [por exemplo, 1,2-
dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoglicerol, sais de sbédio (DPPG-
Na), derivados de &cido fosfatidico [&cido 1,2-distearoil-
sn-glicero-3-fosfatidico, sal de sédio (DSPA), derivados de
fosfatidiletanolamina [por exemplo, dioleoil-L-R-
fosfatidiletanolamina (DOPE), 1,2-distearoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina (DSPE) , 2-dftanoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina (DPhyPE),], N-[1-(2,3-dioleoildxi)propil]-
N,N,N-trimetilambénio (DOTAP), N-[1-(2,3-diocleildxi)propil]-
N,N,N-trimetilamdénio (DOTMA) , 1,3-di-oleoildéxi-2-(6-
carbdéxi-espermil) -propilamida (DOSPER) , (1,2~
dimiristiolxipropil-3-dimetilhidroxi etil amdénio (DMRIE),
(Nl-colesteriloxicarbonil-3, 7-diazanonana-1, 9-diamina

(CDAN), Dbrometo de dimetildioctadecilambénia (DDAB), 1-

palmotoil-2-oleoil-sn-glicerol-3-fosfocolina (POPC), (acido
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b-L-Arginil-2,3-L-diaminopropidnico N-palmitil-N-olelil-
amida triclocamundongo (AtuFECTO1), derivados de N,N-
dimetil-3-aminopropano [por exemplo, 1,2-distearoildxi-N,N-
dimetil-3-aminopropano (DSDMA), 1,2-dioleildéxi-N,N-dimetil-
3-aminopropano (DoDMA) , 1,2-Dilinoleildéxi-N,N-3-
dimetilaminopropano (DLinDMA) , 2,2-dilinoleil-4-
dimetilaminometil [1,3]-dioxolano (DLin-K-DMA), derivados de
fosfatidilserina [1,2-dioleil-sn-glicero-3-fosfo-L-serina,
sais de sédio (DOPS)], colesterol, proteinas (por exemplo,
albumina, gelatinas, atelocolageno), e ©peptideos (por
exemplo, protamina, PepFects, NickFects, poliarginina,
polilisina, CADY, MPG).

[008] Outra composicdo preferida pode compreender
pelo menos um excipiente categorizado como um segundo tipo
de excipiente. Um segundo tipo de excipiente pode compreender
ou conter um grupo conjugado conforme aqui descrito, para
melhorar o direcionamento e/ou entrega da composicdo e/ou do
oligonucleotideo da invencdo para um tecido, e/ou célula,
e/ou em um tecido, e/ou célula como, por exemplo, um tecido
e/ou célula muscular ou neuronal. Ambos os tipos de
excipientes podem ser combinados em conjunto em uma Unica
composicdo, tal como agqui identificado.

[009] Um técnico especialista no assunto pode
selecionar, combinar, e/ou adaptar um ou mais dos excipientes

acima ou outros alternativos e sistemas de entrega para
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formular e entregar o composto para uso na presente invencdo.

[010] Tal composicdo farmacéutica da invencdo pode
ser administrada em uma concentracdo eficaz em conjunto de
tempos para um animal, preferencialmente um mamifero. O
mamifero mais preferido é um ser humano. Um oligonucleotideo
ou uma composicdo como aqui definidos, para uso de acordo
com a invencdo, podem ser adequados para a administracéo
direta a wuma célula, tecido e/ou um obrgdo in vivo de
individuos afetados por, ou em risco de desenvolver uma
doenca ou patologia tal como aqui identificado, e podem ser
administrados diretamente in vivo, ex vivo ou in vitro. A
administracdo pode ser por via toépica, sistémica e/ou
parenteral, por exemplo, intravenosa, subcuténea,
intraventricular, intratecal, intramuscular, intranasal,
enteral, intravitrea, intracerebral, epidural ou via oral.

[011] De preferéncia, tal composicdo farmacéutica
da invencdo pode ser encapsulada sob a forma de uma emulséo,
suspensédo, pilula, comprimido, céapsula ou gel mole para
administracdo por via oral, ou sob a forma de aerossol ou de
pd seco para entrega ao trato respiratdrio e pulmdes.

[214] Em uma modalidade, um oligonucleotideo da
invencdo pode ser utilizado em conjunto com outro composto
ja& conhecido em ser utilizado para o tratamento da referida
doenca. Estes outros compostos podem ser usados para retardar

a progressdao da doenca, para a reducgdo de comportamentos ou
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movimentos anormais, para a reducdo da inflamacdo do tecido
muscular, para a melhoria da fibra muscular e/ou a funcéo
neuronal, a integridade e/ou a sobrevivéncia e/ou melhora,
aumento ou restauracdo da funcédo cardiaca. Exemplos sdo, mas
ndo limitados a, um esterdide, preferencialmente um
(glico)corticosterdide, um inibidor da ECA
(preferencialmente perindopril), um blogueador do receptor
tipo 1 de angiotensina II (preferencialmente losartana), um
inibidor do fator de necrose tumoral alfa (TNFo), um inibidor
de TGFB (preferencialmente decorina), biglicano recombinante
humano, uma fonte de mIGF-1, um 1inibidor de miostatina,
manose-6-fosfato, dantrolene, halofunginona, um
antioxidante, um inibidor do canal idénico, um inibidor de
protease, um inibidor de fosfodiesterase (preferencialmente
um inibidor de PDE5, tais como sildenafil ou tadalafil, e/ou
inibidores PDE10A e/ou MP-10), L-arginina, bloqueadores
dopaminérgicos, amantadina, tetrabenazina, co-enzima Q10,
antidepressivos, anti-psicéticos, anti-epilépticos,
estabilizadores de humor em geral, &cidos graxos Oomega-3,
creatina monohidratada, inibidores de KMO (Cinurenina mono
oxigenase), tal como CHDI246 ou inibidores HDAC4, tal como
PBT2. Esta utilizacdo combinada pode ser uma utilizacéo
sequencial: cada componente é administrado em uma composicdo
distinta. Alternativamente, cada composto pode ser utilizado

em conjunto em uma Unica composicgdo.
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Uso

[012] Em um aspecto adicional, é fornecido o uso de
uma composicdo ou um oligonucleotideo conforme descrito nas
secdes anteriores para uso como um medicamente ou parte da
terapia, ou aplicagdes em que o referido oligonucleotideo
exerce sua atividade intracelular.

[013] Preferencialmente, um oligonucleotideo ou
composicdo da invencédo é para o uso como medicamento ou parte
de uma terapia para prevenir, retardar, curar, aliviar e/ou
tratar um distuarbio genético humano associado a
instabilidade da repeticdo do elemento cis. Um disturbio
genético humano associado a instabilidade da repetigdo do
elemento <c¢cis ¢é de preferéncia um distUrbio genético
neuromuscular, mais de preferéncia conforme identificado
aqui anteriormente.

Método

[014] Em um outro aspecto, ¢é fornecido um método
para prevenir, tratar, curar, aliviar e/ou retardar uma
doenca ou patologia, tal como definido na secdo anterior, em
um individuo, em uma célula, tecido ou oérgdo do referido
individuo. O método compreende a administracdo de um
oligonucleotideo ou de uma composicdo da invencdo ao referido
individuo ou um sujeito em necessidade do mesmo.

[015] O método de acordo com a invencdo em que um

oligonucleotideo ou uma composicdo como aqui definido, pode
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ser adequado para administracdo in vivo a uma célula, tecido
e/ou um o6rgdo de individuos afetados por qualquer uma das
doencas aqui definidas ou em risco de desenvolver a referida
doenca, e pode ser administrado in vivo, ex vivo ou in vitro.
Um individuo ou sujeito em necessidade é, preferencialmente
um mamifero, mais preferencialmente um ser humano.

[016] Em um outro aspecto, ¢é fornecido um método
para o diagnbéstico, em que o oligonucleotideo da invencdo é
fornecido com um marcador radioativo ou um marcador
fluorescente. Nesse método, um oligonucleotideo da invencédo
pode ser usado como uma sonda in situ para detectar focos
(agregados de RNA/proteina resultantes da expansdo da
repeticdo) em uma amostra de um individuo. A referida amostra
compreende células a partir do referido individuo.

[017] Em uma modalidade, em um método da invencéo,
uma concentracdo de um oligonucleotideo ou composicdo é
variada de 0,01 nM a 1 wupm. Mais preferencialmente, a
concentracdo utilizada é de 0,05 a 500 nM, ou de 0,1 a 500
nM, ou de 0,02 a 500 nM, ou de 0,05 a 500 nM, ainda mais
preferencialmente de 1 a 200 nM.

[018] Os intervalos de doses de um oligonucleotideo
ou composicdo de acordo com a invencdo sdo, preferencialmente
concebidos com base em estudos de dose crescente em ensaios
clinicos (uso in vivo), para o0S quals existem requisitos

protocolares rigorosos. Um oligonucleotideo, tal como aqui
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definido, pode ser utilizado em uma dose que é variada de
0,01 a 200 mg/kg ou 0,05 a 100 mg/kg, ou 0,1 a 50 mg/kg, ou
0,1 a 20 mg/kg, de preferéncia de 0,5 a 10 mg/kg.

[215] Os intervalos de dose do oligonucleotideo ou
composicdo, de acordo com a invencdo, também podem ser
utilizados em uma dose que é

Variada de 100 a 300 pg/semana, de 8 a 12 injecgdes no
total ou

Variada de 150 a 250 pg/semana, de 9 a 11 injecdes no
total ou

200 pg/semana, 11 injecdes no total ou

Variada entre 10 e 350 pg/dia durante duas semanas ou
Variada de 50 a 250 pg/dia durante duas semanas ou

Variada de 100 a 200 pg/dia durante duas semanas ou

Variada de 20 a 80 pg/dia durante duas semanas ou

Variada de 200 a 320 pg/dia durante duas semanas ou

320 pg/dia, durante duas semanas ou
30 pg/dia, durante duas semanas.

[216] Os intervalos de concentracdo ou de dose do
oligonucleotideo ou composigdo tal como fornecidos acima,
sdo concentracdes ou doses preferidas para o uso in vitro ou
ex vivo. O técnico especialista no assunto vai entender que,
dependendo da identidade do oligonucleotideo utilizado, a
célula alvo a ser tratada, o gene-alvo e 0s seus niveis de

expressdo, o meio utilizado e as condic¢des de transfeccdo e
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de incubacdo, a concentracdo ou a dose do oligonucleotideo
utilizado podem ainda variar, e podem precisar ser otimizados
ainda mais.

[217] Neste documento e em suas reivindicacdes, o
verbo “compreender” e suas conjugacdes sdo usados em seu
sentido ndo limitativo para significar que os itens seguindo
a palavra estdo incluidos, mas os itens ndo especificamente
mencionados ndo sdo excluidos. O verbo “compreender” é
sinbénimo do verdo “ter”, a menos que indicado ao contrario.
Além disso, o verbo “consistir” pode ser substituido por

”

“consistir essencialmente em significando que um
oligonucleotideo ou uma composicdo como aqui definidos,
podem compreender componente (s) adicional do que ©os
especificamente identificados, o referido componente(s)

adicional ndo alterando a caracteristica Unica da invencéo.

Além disso, a referéncia a um elemento pelo artigo indefinido

A\Y ” A\Y 44

um” ou “uma” ndo exclui a possibilidade de gque mais do que
um dos elementos estd presente, a menos que o contexto

claramente exija que seja um, e apenas um dos elementos. Os

A\Y ”

artigos indefinidos um ou “uma”, portanto, geralmente
significam “pelo menos um”.

[218] Cada uma das modalidades tais como aqui
identificadas podem ser combinadas entre si, a menos que

indicado de outra forma. Todas as referéncias de patentes e

literatura citadas no presente relatdrio descritivo sdo aqui
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incorporadas por referéncia na sua totalidade.

Definicdes

[219] Ao longo do pedido, os termos "se liga", "se
dirige", "hibridiza" poderiam ser utilizados alternadamente
qgquando utilizados no contexto de um oligonucleotideo anti-
sentido, que é complementar reverso para uma parte de um
pré-RNAm, tal como aqui identificado. No contexto da
invencdo, “hibridizar” ou “ligar” ¢é usado sob condicdes
fisioldgicas em uma célula, de preferéncia uma célula humana
a menos que indicado de outra forma.

[019] Tal como aqui utilizado, "hibridizacao"
refere-se ao emparelhamento de compostos oligoméricos
complementares (por exemplo, um composto anti-sentido e o
seu a4cido nucleico alvo). Embora ndo limitado a um mecanismo
particular, o mecanismo mais comum de emparelhamento envolve
ligacdes de hidrogénio, as quais podem ser de Watson-Crick,
de Hoogsteen ou de 1ligacdo de hidrogénio de Hoogsteen
invertida, entre o nucleosideo complementar ou Dbases
nucleotidicas (nucleobases). Por exemplo, a adenina base
natural é nucleobase complementar as nucleobases naturais
timina, 5-metiluracila e uracila, que se emparelham através
da formacdo de ligacdes de hidrogénio. A guanina base natural
é nucleobase complementar as bases naturais citosina e 5-
metilcitosina. A hibridizacéao pode ocorrer sob

circunstadncias variadas. Em particular, a hibridizacdo de um
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oligonucleotideo da presente invencdo com um pré-mRNA alvo
pode ocorrer em diferentes circunstédncias. Da mesma forma,
a ligacdo de um oligonucleotideo da invencdo a um pré-mRNA
alvo pode ocorrer em diferentes circunsténcias.
Preferencialmente, a referida hibridizacdo ou a referida
ligacdo é avaliada sob condicdes fisioldgicas em uma célula,
mais preferivelmente em uma célula humana. Um
oligonucleotideo da presente invencdo ¢é, de preferéncia
referido em ser possivel de se ligar a, ou capaz de se ligar
a, ou possivel de hibridizar com, ou capaz de hibridizar
com, quando a referida ligacdo ou hibridizacdo ocorre sob
condicdes fisioldgicas em uma célula, de preferéncia uma
célula humana.

[020] Tal como aqui utilizado, "nucleotideo"
refere-se a um nucleosideo compreendendo ainda um grupo de
ligagdo de fosfato modificado ou ndo modificado, ou uma
ligacdo de internucleosideos ndo-fosfato.

[220] Tal como aqui utilizado, “analogo de
nucleotideo” ou “equivalente de nucleotideo” refere-se a um
nucleotideo, o qual compreende pelo menos uma modificacdo no
que diz respeito aos nucleotideos de ocorréncia natural em
RNA, tais como A, C, G e U. Tal modificacdo pode ser uma
modificacdo de ligacdo de internucleosideos e/ou uma
modificacdo de acucar e/ou uma alteracdo de base.

[221] Tal como aqui utilizado, “mondmero” refere-
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Se a um precursor para a sintese de um composto oligomérico
ou polimérico. Além disso, a unidade monomérica ou um residuo
dentro de tal composto oligomérico ou polimérico é englobadoa
no termo “mondmero”. Assim, “mondmero” e “residuo de
nucleotideos” podem ser utilizados intermutavelmente ao
longo da descricdo. Dentro do contexto da presente invencdao,
um mondmero é preferencialmente um nucleotideo. Os mondmeros
preferidos para serem incorporados nos oligonucleotideos, de
acordo com a invencdo, sdo o0s nucleotideos compreendendo um
substituinte 2'-0O-metil, uma ligacd&o de internucleosideos de
fosforotioato, e uma 5-metilpirimidina e/ou uma nucleobase
2,6-diaminopurina.

[021] Tal como aqui utilizado, "nucleobase" refere-
se a porcdo de base heterociclica de um nucleosideo. As
nucleobases podem ocorrer naturalmente ou podem ser
modificadas e, portanto, incluem, mas ndo estdo limitadas a
adenina, citosina, guanina, uracila, timina e os analogos
das mesmas, tais como 5-metilcitosina. Em certas
modalidades, uma nucleobase pode compreender qualgquer atomo
ou grupo de atomos capazes de ligacdo de hidrogénio a uma
base de um outro acido nucleico.

[022] Tal como aqgqui utilizado, "Tn" significa a
temperatura de fusdo em que estd a temperatura das duas
cadeias de uma dupla de acido nucleico em separado. Tn é

muitas vezes utilizada como uma medida da estabilidade dupla

Peticai0 870190138471, de 23/12/2019, pég. 121/172



119/160

ou da afinidade de ligacdo de um composto anti-sentido para
uma molécula de RNA complementar.

[023] Tal como aqui utilizado, “2'-modificado” ou
“2'-substituido” refere-se a um nucleosideo contendo um
acucar pentose compreendendo um substituinte em outra
posicdo 2' diferente de H ou OH. Os nucleosideos 2'-
modificados incluem, mas ndo estdo limitados aos
nucleosideos biciclicos em gque a ponte ligando dois atomos
de carbono do anel de actcar liga o carbono 2' e outro
carbono do anel de aclcar; e nucleosideos com substituintes-
2' ndo de ponte, tais como alil, amino, azido, tio, O-alil,
0-C1-Ci0 alquil, -0OCF3, O-(CH2)2-0-CH3, 2'-0(CH2)2SCH3, O-
(CH2) 2=0O-N(Rn) (Rn), ou O-CH2-C (=0)-N(Rnp) (Rn), em que cada Rp e
Rn ¢, independentemente, H ou alquil C;-Cip substituido ou
ndo substituido. Os nucleosideos 2'-modificados podem ainda
incluir outras modificacdes, por exemplo, em outras posicdes
do acucar e/ou da nucleobase.

[024] Tal como aqui utilizado, “2'-OMe” ou “2'-0CH3”
ou “2'-O-metil” referem-se cada um a um nucleosideo
compreendendo um acucar compreendendo um grupo -0CHs na
posicdo 2'do anel de acucar.

[025] Tal como aqui utilizado, “MOE” ou “2'-MOE” ou
“2'-0CH2CH,OCH3” ou “2'-O-metoxietila” referem-se cada um a
um nucleosideo compreendendo um acucar compreendendo um

grupo -OCH,CH,OCH3 na posicgédo 2' do anel de acucar.
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[026] Tal como aqui utilizado, o termo “andlogo de
adenina” significa uma nucleobase de purina gquimicamente
modificada que, quando incorporada em um oligbmero, é capaz
de formar um par de bases com ou uma timina ou racilade uma
cadeia complementar de RNA ou de DNA. De preferéncia, tal
par de base é um par de base de Watson-Crick, mas anadlogos
e desvios ligeiros do mesmo também sdo considerados
permissiveis dentro do contexto da presente invencgdo.

[027] Tal como aqui utilizado, o termo “andlogo de
uracila” significa uma nucleobase de pirimidina quimicamente
modificada que, quando incorporada em um oligbmero, é capaz
de formar um par de bases ou com uma adenina de uma cadeia
complementar de RNA ou de DNA. De preferéncia, tal par de
base é um par de base de Watson-Crick, mas andlogos e desvios
ligeiros do mesmo também s&o considerados permissiveis
dentro do contexto da presente invencéo.

[028] Tal como aqui utilizado, o termo “andlogo de
timina” significa uma nucleobase de pirimidina quimicamente
modificada que, quando incorporada em um oligbmero, é capaz
de formar um par de bases ou com uma adenina de uma cadeia
complementar de RNA ou de DNA. De preferéncia, tal par de
bases é um par de bases de Watson-Crick, mas analogos e
desvios ligeiros do  mesmo também sédo considerados
permissiveis dentro do contexto da presente invencgdo.

[029] Tal como aqui utilizado, o termo “andlogo de
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citosina” significa uma nucleobase de pirimidina
guimicamente modificada que, quando incorporada em um
oligbmero, é capaz de formar um par de bases ou com uma
guanina de uma cadeia complementar de RNA ou de DNA. Por
exemplo, o andlogo de citosina pode ser uma S5-metilcitosina.
De preferéncia, tal par de bases é um par de bases de Watson-
Crick, mas andlogos e desvios ligeiros do mesmo também sé&o
considerados permissiveis dentro do contexto da presente
invencé&o.

[030] Tal como aqui utilizado, o termo “andlogo de
timina” significa uma nucleobase de purina quimicamente
modificada que, quando incorporada em um oligbmero, é capaz
de formar um par de bases ou com uma citosina de uma cadeia
complementar de RNA ou de DNA. De preferéncia, tal par de
bases é um par de bases de Watson-Crick, mas analogos e
desvios ligeiros do  mesmo também sédo considerados
permissiveis dentro do contexto da presente invencgdo.

[222] Tal como aqui utilizado, o termo “guanosina”
refere-se a um nucleosideo ou nucleosideo actucar-modificado
compreendendo uma guanina ou nucleobase andloga da guanina.

[223] Tal como aqui utilizado, o termo “uridina”
refere-se a um nucleosideo ou nucleosideo acucar-modificado
compreendendo uma uracila ou nucleobase andloga da uracila.

[224] Tal como aqui utilizado, o termo “timidina”

refere-se a um nucleosideo ou nucleosideo acucar-modificado
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compreendendo uma timina ou nucleobase andloga da timina.

[225] Tal como aqui utilizado, o termo “citidina”
refere-se a um nucleosideo ou nucleosideo acucar-modificado
compreendendo uma citosina ou nucleobase analoga da
citosina.

[220] Tal como aqui utilizado, o termo “adenosina”
refere-se a um nucleosideo ou nucleosideo acucar-modificado
compreendendo uma adenina ou nucleobase andloga da adenina.

[031] Tal como aqui utilizado, “oligonucleotideo”
refere-se a um composto compreendendo uma pluralidade de
nucleosideos ligados. Em certas modalidades, a uma ou mais
pluralidade de nucleosideos é modificada. Em ~certas
modalidades, um oligonucleotideo compreende um ou mais
ribonucleosideos (RNA) e/ou desoxirribonucleosideos (DNA).

[227] Tal como aqui utilizado, “ligacéao
internucleosidica” refere-se a uma ligacdo covalente entre
nucleosideos adjacentes. Uma ligacdo internucleosidica pode
ser uma ligagdo internucleosidica de ocorréncia natural,
isto é, uma ligacdo de 3' para 5' fosfodiéster, ou uma
ligagdo internucleosidica modificada.

[228] como aqui utilizado, “ligacéao
internucleosidica modificada” refere-se a qualquer outra
ligacéo internucleosidica diferente de uma ligacéo
internucleosidica de ocorréncia natural.

[229] Tal como aqui utilizado, “cadeia principal”
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refere-se a cadeia de porcgdes de acucar alternadas e as
ligacdes internucleosidicas, como se verifica em um
oligonucleotideo. O oligonucleotideo da invencdo compreende
pelo menos uma ligacgdo internucleosidica de fosforoditioato,
mas héd de ser compreendido que mais modificacdes da cadeia
principal, tais como modificacdes de acucar e/ou
modificacgdes de ligacdo internucleosidicas podem estar

presentes na cadeia principal.

[032] Tal como aqui utilizado, “composto
oligomérico” refere-se a uma estrutura polimérica
compreendendo duas ou mais sub-estruturas. Em certas

modalidades, um composto oligomérico é um oligonucleotideo.
Em certas modalidades, um composto oligomérico é um
oligonucleotideo de filamento simples. Em certas
modalidades, um composto oligomérico ¢é uma dupla de
filamentos duplos compreendendo dois oligonucleotideos. Em
certas modalidades, um composto oligomérico é
oligonucleotideo de filamento simples ou de filamento duplo
compreendendo um ou mais grupos conjugados e/ou grupos
terminais.

[230] Tal como aqui utilizado, “conjugado” refere-
se a um 4tomo ou grupo de adtomos ligados a um
oligonucleotideo ou composto oligomérico. Em geral, os
grupos de conjugado modificam uma ou mais propriedades do

composto ao qual eles estdo ligados, incluindo, mas néo
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limitado a farmacodiné&mica, farmacocinética, a ligacédo, a
absorcédo, a distribuicdo celular, a adesédo celular, a carga
e depuracédo. Grupos conjugados sdo rotineiramente usados na
técnica da guimica e estédo ligados diretamente ou através de
um porcdo de ligacdo opcional ou grupo de ligacdo ao composto
de origem, tal como um composto oligomérico. Em certas
modalidades, os grupos conjugados incluem, sem limitacéo,
intercaladores, moléculas repdrter, poliaminas, poliamidas,
polietileno glicdis, tioéteres, poliéteres, colesterdis,
tiocolesterdis, porcdes de acido cdlico, folato, lipidos,
fosfolipidos, biotina, fenazina, fenantridina, antraquinona,
adamantano, acridina, fluoresceinas, rodaminas, cumarinas e
corantes. Em certas modalidades, os conjugados s&d0 grupos
terminais. Em certas modalidades, os conjugados sdo ligados
a um 3' ou 5' do nucleosideo terminal ou a um nucleosideo
interno de um oligonucleotideo.

[033] Tal como aqui utilizado, Y“grupo de 1ligacédo
conjugado” refere-se a qualquer &tomo ou grupo de Aatomos
utilizados para ligar um conjugado a um oligonucleotideo ou
composto oligomérico. Os grupos de ligacdo ou grupos de
ligacdo bi funcionais, tais como os que sdo conhecidos na
técnica, sdo propicios para a presente invencédo.

[034] Tal como aqui wutilizado, “composto anti-
sentido” refere-se a um composto oligomérico, pelo menos uma

porgdo da qual é pelo menos parcialmente complementar a, ou
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pelo menos parcialmente direcionada a, um acido nucleico
alvo ao qual se hibridiza, e modula a atividade,
processamento ou expressdo do referido &cido nucleico alvo.

[035] Tal como aqui utilizado, “expressédo” refere-
se ao processo pelo qual um gene, finalmente, resulta em uma

proteina. A expressdo inclui, mas ndo estd limitada a,

transcricéo, splicing, modificacéo pbs-transcricéo e
traducéao.
[036] Tal como aqui utilizado, “oligonucleotideo

anti-sentido” refere-se a um composto anti-sentido que é um
oligonucleotideo.

[037] Tal como aqui utilizado, “atividade anti-
sentido” refere-se a qualquer atividade detectavel e/ou
mensuravel atribuivel a hibridizacdo de um composto anti-
sentido para o seu acido nucleico alvo. Em certas
modalidades, essa atividade pode ser um aumento ou uma
diminuicdo no valor de um acido nucleico ou proteina. Em
certas modalidades, essa atividade pode ser uma alteracdo na
razdo de variantes de splice de um &cido nucleico ou
proteina. A deteccdo e/ou medicdo da atividade anti-sentido
pode ser direta ou indireta. Em certas modalidades, a
atividade anti-sentido ¢é avaliada pela observacdo de uma
alteracdo fenotipica em uma célula ou animal.

[231] Tal como aqgqui wutilizado, “acido nucleico

alvo” refere-se a qualgquer molécula de 4&cido nucleico, a
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expressdo, quantidade, ou atividade, os quais sdo capazes de
serem modulados por um composto anti-sentido. Em certas
modalidades, o &acido nucleico alvo &€ DNA ou RNA. Em certas
modalidades, o RNA alvo é miRNA, mRNA, pré-mRNA, RNA nédo-
codificante, ou transcritos anti-sentido naturais. Por
exemplo, o acido nucleico alvo pode ser um gene celular (ou
mRNA transcrito do gene), cuja expressdo estd associada a
uma doenca particular ou estado de doenca.

[232] Tal como aqui utilizado, “mRNA alvo” refere-
se a uma molécula de RNA pré-selecionada que codifica uma
proteina.

[233] Tal como aqui utilizado, “dirigir” ou
“dirigido a” referem-se a associacdo de um composto anti-
sentido a uma molécula de acido nucleico alvo especifico ou
uma regido especifica de nucleotideos em uma molécula de
4dcido nucleico alvo. Um composto anti-sentido tem como alvo
um acido nucleico alvo, se for suficientemente complementar
reverso ao acido nucleico alvo para permitir a hibridizacéo
sob condic¢des fisioldgicas. Nesse contexto, “suficientemente
complementar reverso” pode ser pelo menos 90%, 95%, 97%, 99%
ou 100% complementar reverso com a referida molécula de acido
nucleico alvo.

[038] Tal como aqui utilizado, “sitio alvo” refere-
se a uma regido de um &acido nucleico alvo que estd ligada

por um composto anti-sentido. Em certas modalidades, um sitio
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alvo estd pelo menos parcialmente dentro da regido néo
traduzida 3' de uma molécula de RNA. Em certas modalidades,
um sitio alvo estd pelo menos parcialmente dentro da regido
ndo traduzida 5'de uma molécula de RNA. Em certas
modalidades, um sitio alvo estd pelo menos parcialmente
dentro da regido de codificacdo de uma molécula de RNA. Em
certas modalidades, um sitio alvo estd pelo menos
parcialmente dentro de um éxon de uma molécula de RNA. Em
certas modalidades, um sitio alvo estd pelo menos
parcialmente dentro de um intron de uma molécula de RNA. Em
certas modalidades, um sitio alvo estd pelo menos
parcialmente dentro do sitio alvo de miRNA de uma molécula
de RNA. Em certas modalidades, um sitio alvo estd pelo menos
parcialmente dentro de uma regido repetida de uma molécula
de RNA.

[039] Tal como aqui wutilizado, “proteina alvo”
refere-se a uma proteina, a expressdo da qual é modulada por
um composto anti-sentido. Em certas modalidades, uma
proteina-alvo é codificada por um acido nucleico alvo. Em
certas modalidades, a expressdo de uma proteina-alvo é
influenciada de outra forma por um acido nucleico alvo.

[040] Tal como aqui utilizado, “complementaridade”,
em referéncia as nucleobases, refere-se a uma nucleobase que
é capaz de emparelhamento de bases com outra nucleobase. Por

exemplo, no DNA a adenina (A) é complementar a timina (T).
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Por exemplo, no RNA a adenina (A) é complementar a uracila
(U). Em certas modalidades, as nucleobase complementares
referem-se a uma nucleobase de um composto anti-sentido que
é capaz de emparelhamento de base com uma nucleobase do seu
4dcido nucleico alvo. Por exemplo, se uma nucleobase em uma
determinada posicdo de um composto anti-sentido é capaz de
ligacdo de hidrogénio com uma nucleobase em uma determinada
posicdo de um acido nucleico alvo, em seguida, a posicdo da
ligacdo de hidrogénio entre o oligonucleotideo e o acido
nucleico alvo é considerada complementar a esse par de
nucleobases. As nucleobases compreendendo certas
modificacdes podem manter a capacidade de se emparelhar com
uma nucleobase de contraparte e, assim, ainda s&o capazes da
complementaridade de nucleobase.

[041] Tal como aqui utilizado, “ndo-complementar”,
em referéncia as nucleobases refere-se a um par de
nucleobases que ndo forma ligacdes de hidrogénio com um
outro, ou suporta a hibridizacdo de outra forma.

[042] Tal como aqui utilizado, “complementar”, em
referéncia a nucleosideos, oligonucleotideos ou Aacidos
nucleicos 1ligados, refere-se a capacidade de um composto
oligomérico para hibridizar com outro composto oligomérico
ou acido nucleico através da complementaridade da
nucleobase. Em certas modalidades, um composto anti-sentido

e 0 seu alvo sdo complementares um ao outro quando um numero
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suficiente de posicdes correspondentes em cada molécula é
ocupado por nucleobases gque podem ligar entre si para
permitir a associagdo estavel entre o composto anti-sentido
e o alvo. Um técnico especialista no assunto reconhece que
a incluséd&o de desemparelhamentos é possivel, sem eliminar a
capacidade dos compostos oligoméricos de permanecerem em
associacdo. Portanto, sdo aqui descritos compostos anti-
sentido que podem incluir até cerca de 20% de nucleotideos
que estdo desemparalhados (isto ¢é, ndo sdo nucleobases
complementar aos nucleotideos correspondentes do alvo). De
preferéncia, os compostos anti-sentido contém ndo mais do
que cerca de 15%, mais preferencialmente ndo mais do que
cerca de 10%, mais preferencialmente ndo mais do que 5% ou
nenhum desemparelhamento. Os nucleotideos restantes séo
nucleobases complementares, ou de outra forma ndo atrapalham
a hibridizacdo (por exemplo, bases universais). Um técnico
especialista no assunto reconheceria gque os compostos aqgqui
fornecidos s&do pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos
90%, pelo menos 95%, pelo menos 96%, pelo menos 97%, pelo
menos 98%, pelo menos 99% ou 100% complementares a um acido
nucleico alvo ou complementares reversos a um acido nucleico
alvo.

[043] Tal como aqui utilizado, “modulacédo” refere-
se a uma perturbacdo da quantidade ou da qualidade de uma

funcdo ou atividade quando comparada com a funcdo ou
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atividade antes da modulacdo. Por exemplo, a modulacdo inclui
a alteracdo, ou um aumento (estimulacdo ou inducdo) ou uma
diminuicdo (inibicdo ou reducdo) na expressdo do gene. Como
outro exemplo, a modulacdo da expressdo pode incluir a
desorientacédo da selecdo do sitio de splice do processamento
de pré-mRNA, resultando em uma alteracdo na quantidade de
uma variante de splice particular presente, em comparacao
com as condig¢des que nédo foram perturbadas. Como outro
exemplo, a modulacdo inclui perturbar a traducdo de uma
proteina.

[044] Tal como aqui utilizado, “motivo” refere-se a
um padrdo de modificacgdes em um composto oligomérico ou uma
regido do mesmo. Os motivos podem ser definidos por
modificagdes em certos nucleosideos e/ou em certos grupos de
ligacdo de um composto oligomérico.

A\

[045] Tal como aqui utilizado, as modificacdes
iguais” se referem as modificacdes em relacdo as moléculas
de ocorréncia natural que s&do iguais uma com a outra,
incluindo a auséncia de modificac¢des. Assim, por exemplo,
dois nucleosideos e DNA ndo modificados possuem “a mesma
modificacdo”, apesar do nucleosideo de DNA ser nédo
modificado.

[0406] Como aqui utilizado, “tipo de modificacédo”,

em referéncia a um nucleosideo ou um nucleosideo de um “tipo”

refere-se a modificacdo de um nucleosideo, e inclui
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nucleosideos modificados e ndo modificados. Por conseguinte,
a menos que indicado de outra forma, um “nucleosideo tendo
uma modificacdo de um primeiro tipo” pode ser um nucleosideo
ndo modificado.

[047] Tal como aqui utilizado, “sais
farmaceuticamente aceitaveis” referem-se aos sais dos
compostos ativos que retém a atividade bioldgica desejada do
composto ativo, e ndo conferem os efeitos toxicoldgicos
indesejaveis dos mesmos.

[048] Tal como aqui utilizado, o termo
“independentemente” significa que cada ocorréncia de uma
variavel repetitiva dentro de um oligonucleotideo
reivindicado é selecionada, independentemente de uma outra.
Por exemplo, cada uma das varidveis repetitivas pode ser
selecionada de modo que (i) cada uma das variaveis
repetitivas sdo as mesmas, (ii) duas ou mais s&o as mesmas,
ou (iii) cada uma das variaveis repetitivas podem ser
diferentes.

Definicbdes Quimicas Gerais

[049] Tal como aqui utilizado, “alquil” refere-se a
um hidrocarboneto saturado de cadeia linear ou ramificada,
ou um substituinte ou radical, contendo tipicamente até vinte
e quatro 4&tomos de carbono. Exemplos de grupos alquil
incluem, mas nédo estdo limitados a, metil, etil, propil,

butil, isopropil, n-hexil, octil, decil, dodecil e
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semelhantes. Grupos alguil normalmente incluem a partir de
1 a 24 atomos de carbono, mais tipicamente a partir de 1 a
12 &tomas de carbono (alguil Ci-Ci2) com a partir de 1 a 6
dtomos de carbono (alquil Ci1-Cs) sendo mais preferidos. O
termo “alquil inferior”, tal como aqui utilizado, inclui de
1 a 6 adtomos de carbono (alquil Ci-Cs). Os grupos alquil tal
como aqui utilizados podem incluir, opcionalmente, um ou
mais grupos substituintes adicionais.

[050] Tal como aqui utilizado, Y“alquenil” refere-
se a radical ou substituinte de cadeia de hidrocarboneto
linear ou ramificada, contendo tipicamente até vinte e quatro
adtomos de carbono, e tendo pelo menos uma ligacgdo dupla
carbono-carbono. Exemplos de grupos algquenil incluem, mas
ndo estdo limitados a, etenil, propenil, butenil, 1l-metil-
2-buten-1-11, dienos tais como 1,3-butadienil, e
semelhantes. Os grupos alquenil tipicamente incluem de de 2
a 24 atomos de carbono, mais tipicamente de 2 a 12 a&tomos de
carbono, com de 2 a 6 atomos de carbono sendo os mais
preferidos. Os grupos alquenil, tal como aqui utilizados,
podem incluir, opcionalmente, um ou mais grupos
substituintes adicionais.

[051] Tal como aqui utilizado, o termo “alquinil”
refere-se a um radical ou substituinte de hidrocarboneto
linear ou ramificado, contendo tipicamente até vinte e quatro

adtomos de carbono, e tendo pelo menos uma ligacgdo tripla
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carbono-carbono. Exemplos de grupos algquinil incluem, mas
ndo estdo limitados a, etinil, 1l-propinil, 1-butinil, e
semelhantes. Grupos alquinil tipicamente incluem de 2 a 24
dtomos de carbono, mais tipicamente de 2 a 12 &tomos de
carbono com a partir de 2 a 6 atomos de carbono sendo os
mais preferidos. Os grupos alquinil como agqui utilizado podem
opcionalmente incluir um ou mais outros grupos substituintes

[052] Tal como aqui utilizado, “aminoalquil”
refere-se a um radical ou substituinte amino substituido. O
termo é destinado a incluir grupos alquil C;-Ciz possuindo um
substituinte amino em qualgquer posicdo, e em que O Jgrupo
aminoalquil é ligado a molécula de origem através da sua
porcdo alquil. As porcgdes alquil e/ou amino do grupo
aminocalquil podem ser ainda substituidas com grupos
substituintes.

[053] Tal como aqui utilizado, “alifdtico” refere-
se a um radical ou substituinte de hidrocarboneto linear ou
ramificado, contendo tipicamente até vinte e quatro atomos
de carbono, em que a saturacdo entre quaisquer dois atomos
de carbono é uma ligacdo simples, dupla ou tripla. Um grupo
alifatico contém preferencialmente de 1 a 24 4&tomos de
carbono, mais tipicamente de 1 a 12 &tomos de carbono com 1
a 6 atomos de carbono sendo o mais preferido. A cadeia linear
ou ramificada de um grupo alifdtico pode ser interrompida

com um ou mais heteroadtomos, que incluem nitrogénio,
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oxigénio, enxofre e fésforo. Tais grupos alifédticos
interrompidos por Theterocatomos incluem, sem limitacéo
polialcdxis, tais como polialquileno-glicdis, poliaminas, e
poliiminas. Grupos alifaticos, como aqui utilizados, podem
incluir, opcionalmente, outros grupos substituintes.

[054] Tal como aqui wutilizado, “aliciclico” ou
“aliciclil” refere-se a um substituinte ou radical ciclico,
em que o sistema de anel é alifdtico. O sistema de anel pode
compreender um ou mais anéis, em que pelo menos um anel é
alifadtico. Grupos aliciclicos preferidos incluem anéis com
5 a 9 &tomos de carbono no anel. Os grupos aciclicos,
conforme aqui utilizados, podem opcionalmente incluir ainda
grupos substituintes.

[055] Tal como aqui utilizado, “alcdxi” refere-se a
um radical ou substituinte compreendendo um grupo alquil e
um atomo de oxigénio, em que o grupo alcdxi estd ligado a
uma molécula de origem através do seu atomo de oxigénio.
Exemplos de grupos alcdxi incluem, mas ndo estdo limitados
a, metdxi, etdxi, propdxi, isopropdxi, n-butdxi, sec-butdxi,
terc-butdxi, n-pentdxi, neopentdxi, n-hexdxi e semelhantes.
Os grupos alcdxi, tal como aqui utilizado, podem incluir,
opcionalmente, outros grupos substituintes.

[056] Tal como aqui usado, “halo”, “haleto” e
“‘halogénio” referem-se a um atomo, radical ou substituinte

selecionado a partir de fltor, cloro, bromo e iodo.

Peticao 870190138471, de 23/12/2019, pég. 137/172



135/160

[057] Tal como aqui utilizado, “aril” e “aromatico”
referem-se a um radical ou substituinte compreendendo um
sistema de anel carbociclico mono- ou policiclico tendo um
ou mais anéis aromaticos. Exemplos de grupos aril incluem,
mas ndo estdo limitados a, fenil, naftil, tetra-hidronaftil,
indanil, idenil e semelhantes. Sistemas de anel aril
preferidos possuem de 5 a 20 &tomos de carbono em um ou mais
anéis. Grupos aril, tal como aqui utilizado, podem incluir,
opcionalmente, outros grupos substituintes.

[058] Tal como aqui utilizado, “aralquil” e
“arilalquil” referem-se a um radical ou substituinte
compreendendo um grupo alquil e um grupo aril, em gque O grupo
aralquil ou arilalquil estd ligado a uma molécula de origem
através do seu grupo alquil. Exemplos incluem, mas ndo estéo
limitados a, benzil, fenetil, e semelhantes. Os grupos
aralquil, tal como aqui utilizado, podem incluir,
opcionalmente, outros grupos substituintes ligados ao grupo
alquil, aril ou ambos o0s grupos que formam o radical ou
substituinte.

[059] Tal como aqui utilizado, “heterociclilo”
refere-se a um radical ou substituinte compreendendo um
sistema de anel mono ou policiclico que inclui pelo menos um
heterodtomo e ¢é 1insaturado, parcialmente saturado ou
totalmente saturado, incluindo assim grupos heteroaril.

Heterociclil também se destina a incluir porc¢des do sistema
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de anéis fundidos em que um ou mais dos anéis fundidos contém
pelo menos um heterodtomo, e os outros anéis podem conter um
ou mals Theteroatomos, ou, opcionalmente, ndo contém
heterodtomos. Um grupo heterociclico inclui, tipicamente,
pelo menos um atomo selecionado a partir de enxofre,
nitrogénio ou oxigénio. Exemplos de grupos heterociclicos
incluem [1, 3] dioxolano, pirrolidinil, pirazolinil,
pirazolidinil, dimidazolinil, imidazolidinil, piperidinil,
piperazinil, oxazolidinil, isoxazolidinil, morfolinil,
tiazolidinil, isotiazolidinil, quinoxalinil, piridazinonil,
tetrahidrofuril e semelhantes. Os grupos heterociclicos, tal
como aqui utilizados, podem incluir, opcionalmente, outros
grupos substituintes.

[060] Tal como aqui utilizado, “heteroaril” e
“‘heteroaromatico” refere-se a um radical ou substituinte
compreendendo um anel aromatico mono ou policiclico, sistema
de anel ou sistema de anel fundido, em que pelo menos um dos
anéis ¢é aromdtico e inclui um ou mais heterodtomos.
Heteroaril também se destina a incluir sistemas de anel
fundidos, incluindo sistemas em que um ou mais dos anéis
fundidos n&o contém heterodtomos. Grupos heteroaril incluem,
normalmente, um Aatomo de anel selecionado a partir de
enxofre, nitrogénio ou oxigénio. Exemplos de grupos
heteroaril incluem, mas ndo estdo limitados a, piridinil,

pirazinil, pirimidinil, pirrolil, pirazolil, imidazolil,

Peticai0 870190138471, de 23/12/2019, pég. 139/172



137/160

tiazolil, oxazolil, isooxazolil, tiadiazolil, oxadiazolil,
tiofenil, furanil, gquinolinil, isoquinolinil,
benzimidazolil, benzoxazolil, gquinoxalinil, e semelhantes.
Os radicais ou substituintes heterocaril podem ser ligados a
uma molécula de origem diretamente, ou através de um grupo
de ligacdo, tal como um grupo alifdtico ou um heterocatomo.
Os grupos heterocaril, tal como aqui wutilizados, podem
incluir, opcionalmente, outros grupos substituintes.

[061] Tal como aqui utilizado, “heterocarilalquil”
refere-se a radical ou substituinte compreendendo um grupo
hetercaril conforme anteriormente definido e um radical
alquil, em qgue o grupo heterocarilalquil é ligado a uma
molécula de origem através do seu grupo alquil. Exemplos
incluemn, mas nao estéao limitados a, piridinilmetil,
pirimidiniletil, naftidinilpropil e semelhantes. Os grupos
heteroarilalquil, tal como aqui utilizados, podem incluir,
opcionalmente, outros grupos substituintes em uma ou ambas
as porcgdes hetercaril ou alquil.

[062] Tal como aqui utilizado, “mono ou
policiclico” refere-se a quaisquer sistemas de anel, tal
como um anel Gnico ou um sistema policiclico tendo anéis que
sdo fundidos ou ligados, e é concebido para ser incluido em
sistemas de anéis simples ou misturados selecionados
individualmente a partir de alifdticos, aliciclicos, aril,

heteroaril, aralquil, arilalquil, heterociclico, heterocaril,
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heteroaromatico e heteroarilalquil. Tais estruturas mono e
policiclicas podem conter anéis que tém um grau de saturacdo
varidvel ou uniforme, incluindo os anéis totalmente
saturados, parcialmente saturados ou totalmente insaturados.
Cada anel pode conter atomos de anel selecionados a partir
de C, N, O e S para dar origem aos anéis heterociclicos, bem
como anéis compreendendo apenas atomos do anel de C.
Heterociclicos e todos os anéis de carbono podem estar
presentes em um motivo misto, tal como, por exemplo,
benzimidazol, em que um anel do sistema de anel fundido tem
apenas atomos de carbono no anel e o outro anel tem dois
dtomos de nitrogénio. As estruturas mono ou policiclicos
podem ainda ser substituida com grupos substituintes, tais
como, por exemplo, ftalimida, que tem dois grupos oxo (=0)
ligados a um dos anéis. Em outro aspecto, as estruturas mono
ou policiclicas podem ser ligadas a uma molécula de origem
diretamente através de um adtomo de anel, através de um grupo
substituinte, ou um grupo de ligacdo bifuncional.

[063] Tal como aqui utilizado, Y“acil” refere-se a
um radical ou substituinte compreendendo um grupo carbonila
(C=0 ou -C(0)-) e outro substituinte X, em gque o grupo acil
estd ligado a uma molécula de origem através do seu grupo
carbonila. Como tal, um grupo acil é formalmente obtido por
remocdo de um grupo hidroxila de um acido orgénico, e tem a

férmula geral -C(0)-X, em que X é tipicamente alifatico,
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aliciclico ou aromatico. O termo “acil” também se destina a
incluir radicais ou substituintes heteroacil de fdérmula
geral -Y(O)n—-X, em que X é como definido acima, e Y(O)n, é
tipicamente sulfonila, sulfinila ou fosfato. Exemplos de
grupos acil incluem carbonilas alifaticas, carbonilas
aromaticas, sulfonilas alifaticas, sulfinilas aroméaticas,
sulfinilas alifaticas, fosfatos aromaticos, fosfatos
alifaticos, e semelhantes. Grupos acil, tal como aqgqui
utilizados, podem incluir, opcionalmente, outros grupos
substituintes.

[064] Tal como aqui utilizado, “substituinte” e
“grupo substituinte” incluem grupos dJque sdo tipicamente
adicionados a outros substituintes ou compostos de origem
para melhorar as propriedades desejadas, ou gerar os efeitos
desejados. Os grupos substituintes podem ser protegidos ou
desprotegidos, e podem ser ligados a um sitio disponivel ou
a varios sitios disponiveis em um composto de origem. Os
grupos substituintes também podem ser adicionalmente
substituidos com outros grupos substituintes, e podem ser
ligados diretamente ou através de um grupo de ligacdo tal
como um grupo alquil, ou um grupo hidrocarbil de um composto
de origem. Aqui, “hidrocarbil” refere-se a qualquer grupo
compreendendo: C, S e H. Estdo incluidos os grupos lineares,
ramificados e ciclicos com gqualquer grau de saturacdo. Tais

grupos hidrocarbil podem incluir um ou mais heterodtomos
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selecionados a partir de N, O e S, e podem ser ainda
substituidos com um ou mais grupos substituintes.
[065] A menos que indicado de outra forma, o termo

“substituido” ou “opcionalmente substituido” refere-se a

presenca (opcional) de qualquer um dos seguintes
substituintes: halogénio, hidroxila, alquil, alquenil,
alquinil, acil (-C(O)Raa), carboxil (-C(0)O-Rasa), grupos

alifaticos, alcdxi, oxo substituido (-O-Raa), aril, aralquil,
heterociclico, heteroaril, heterocarilalquil, amino (-
NRbbRee) , imino (=NRpp), amido (-C(0O)NRppRee ou =N (Rpb) C(O) Raa) ,
azido (-N3), nitro (-NO2) , ciano (-CN), carbamido (-
OC (O) NRopRee ou =N (Rpp) C(0O) ORaa) , ureido (=N (Rep)C (O) NRppRec) 4
tioureido (=N (Rpp) C (S) NRppRec) , guanidinil (-
N (Rpb) C (=NRpb) NRppRece) aminidil (—=C (=NRpb) NRpbRee ou -
N (Rpb) C (NRpb) Raa) , tiol (=SRpp), sulfinil (-S(O)Rep), sulfonil
(=S (O)2Rpp), sulfonamidil (=S (0)2NRppRce ou =N (Rpb) S (O) 2Rpp) , €
grupos conjugados. Aqui, cada um de Raa, Repr € Rec €
independentemente, H, um grupo funcional quimico
opcionalmente ligado ou um grupo substituinte adicional,
preferencialmente mas sem limitacdo, escolhido a partir do
grupo que consiste em H, alquil, alquenil, alquinil,
alifatico, alcoxi, acil, aril, aralquil, heteroaril,
aliciclico, heterociclico e heteroarilalquil. Os
substituintes selecionados dentro dos compostos aqui

descritos estdo presentes em um grau recursivo.
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[060] Neste contexto, “substituinte recursivo”
significa que um substituinte pode recitar outro exemplo de
si mesmo. Devido a natureza recursiva de tais substituintes,
teoricamente, um grande nuUmero pode estar presente em
qualquer reivindicacdo dada. Um técnico especialista no
assunto da quimica medicinal e da quimica orgé&nica compreende
gque o numero total de tais substituintes é razoavelmente
limitado pelas propriedades desejadas do composto
pretendido. Essas propriedades incluem, a titulo de exemplo
e ndo de limitacdo, as propriedades fisicas tais como peso
molecular, solubilidade ou log P, propriedades de aplicacéao
tal como atividade contra o alvo pretendido, e as
propriedades praticas, tal como a facilidade de sintese.

[067] Os substituintes recursivos sdo um aspecto
pretendido da invencdo. Um técnico especialista no assunto
da quimica medicinal e da gquimica orgénica compreende a
versatilidade de tais substituintes. Na medida em que o0s
substituintes recursivos estéo presentes em uma
reivindicacdo da presente invencdo, o© numero total sera
determinado como descrito acima.

[068] Tal como aqui utilizado, um zero (0), em um
intervalo indicando um numero de uma determinada unidade,
significa que a unidade pode estar ausente. Por exemplo, um
composto oligomérico compreendendo de 0 a 2 regides de um

motivo especifico, significa que o composto oligomérico pode
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compreender uma ou duas dessas regides que tém o motivo em
particular, ou o composto oligomérico pode ndo ter gquaisquer
regides que possuam o motivo em particular. Nos casos em que
uma porcdo interna de uma molécula estd ausente, as porcdes
qgque flangqueiam a porcdo ausente estdo ligadas diretamente
uma s outra. Da mesma forma, o termo “nenhum”, tal como aqui
usado, indica que uma determinada caracteristica ndo esta
presente.

[069] Tal como aqui utilizado, “anadlogo” ou
“derivado” significa ou um composto ou grupo semelhante em
estrutura, mas diferente em relacdo a composicdo elementar
a partir do composto de origem independentemente da forma
como o composto é feito. Por exemplo, um andlogo ou derivado
do composto ndo necessitam de serem feitos a partir do
composto de origem como um material de partida quimico.

[070] Os exemplos seguintes s&o oferecidos apenas
para fins ilustrativos, e ndo se destinam a limitar o escopo
da presente invencdo de forma alguma.

Legendas para as figuras

[234] Figura 1. Ensaio da atividade in vitro para
(XYG)7, em que X = 5-metilcitosina e Y=U (PS659 SEQ ID NO:90;
derivada a partir da SEQ ID NO:2) e (XYG)7, na qual X=C e Y
é 5-metiluracila (PS661 SEQ ID NO:97; derivada a partir da
SEQ ID NO:3). PS659 (la) e PS661 (1lb) foram transfectados em

fibroblastos DH (GM04022) em concentracdes aumentando (0,5
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a 200 nM). A eficécia e a seletividade foram determinadas
com RT-PCR e analise lab-on-a-chip. O silenciamento das
transcricdes HTT expandidas ((CAG)ass) e saudaveis ((CAG)is)
foram comparados com os niveis relativos de transcritos HTT
em amostras simuladas. Para todos os AONs n=2, com excecdo
para a simulada (n=3).

[235] Figura 2. A eficacia in vivo de PS659 ((XYG)~
em que X = 5-metilcitosina e Y=U; SEQ ID NO:2) em um modelo
de rato transgénico DH. Os ratos transgénicos DH (repeticéo
(CAG)s1) receberam 15 vezes uma injecdo intraventricular com
PS659 (SEQ ID NO:90 derivada da SEQ ID NO:2), durante 18
semanas a uma dose final de 200 upg por injecdo, os ratos de
controlee DH receberam apenas veiculo. Os ratos foram
sacrificados uma semana apds a injecdo final. De todos os
ratos, o tecido foi isoclado e os niveis de HTT foram
determinadas com a anadalise Q-RT-PCR. Os niveis reduzidos do
transcrito HTT foram encontrados em (A) coértex, (B)
hipocampo, (C) bulbo olfatdério e (D) tédlamo apds o tratamento

PS659 comparado com o controle.

[236] TABELA 1. Estruturas gerais de AONs. X=C ou
5-metilcitosina Y=U ou b5-metiluracila, 2 = A ou 2,6-
diaminopurina, I = inosina, e Q = mondmero abasico.

[237] Nota: Todos os AONs com SEQ ID NO:4 a 69, 216

a 219 compreendem pelo menos uma modificacdo de base

selecionada a partir de 5-metilcitosina, 5-metiluracila, e
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2,6-diaminopurina.

Repetigédo
Sequéncia AON (5’'2>3’) SEQ ID NO
Alvo
(XYG) 7 (PS57)
1
X=C, Y=U
(XYG) 7 (PS659)
2
X=5-metilcitosina, Y=U
(XYG)7 (PS661)
3
X=C, Y=5-metiluracila
(XYG) 4 4
(CAG) n (XYG) 5 5
(XYG) 6 6
(XYG) 7 7
(XYG) 8 8
(XYG) 9 9
(XYG) 10 10
(XYG) 11 11
(XYG) 12 12
(XGX) 4 13
(XGX) 5 14
(XGX) 6 15
(GCG) n
(XGX) 7 16
(XGX) 8 17
(XGX) 9 18
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(XGX) 10 19
(XGX) 11 20
(XGX) 12 21
(XXG) 4 22
(XXG) 5 23
(XXG) 6 24
(XXG) 7 25
(CGG) n (XXG) & 26
(XXG) 9 27
(XXG) 10 28
(XXG) 11 29
(XXG) 12 30
(YYX) 4 31
(YYX) 5 32
(YYX) 6 33
(YYX) 7 34
(GAA)n (YY) 8 35
(YYX) 9 36
(YYX)10 37
(YY) 11 38
(YYX) 12 39
(GGX) 4 40
(GCC) n (GGX) 5 41
(GGX) 6 42
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(GGX) 7 43

(GGX) 8 44

(GGX) 9 45

(GGX) 10 46

(GGX) 11 47

(GGX) 12 48

(XGG) 4 49

(XGG) 5 50

(XGG) 6 51

(XGG) 7 52

(CCG) n (XGG) 8 53
(XGG) 9 54

(XGG) 10 55

(XGG) 11 56

(XGG) 12 57

(2GzzY) 3 58

(2GzzY) 4 59

(AUUCU) n (2622Y) 5 60
(2GZ2Y) 6 61

(2Gz2Y) 7 62

(XZGG) 3 63

(XZGG) 4 64

(CCUG) n

(XZGG) 5 65

(XZGG) 6 66
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(XZGG) 7 67
(XZGG) 8 68
(XZGG) 9 69
(GGXUXX) 3 216
(GGXUXX) 4 217
(GGGGCC) n CET T
(GGXQOXX) 4 219
[238] TABELA 2. Estruturas gerais de AONs. Todos os

AONs sao AONs

2'-0O-metil fosforotioato,

em que C

é 5-

metilcitosina, U é S5-metiluracila, A é 2,6-diaminopurina, I

é inosina e Q é um

mondmero abasico.

Repetigdo | ID do SEQ ID

Sequéncia de AON (5’'2>3’)

Alvo AON NO

PS659 | CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG 90

CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG 91

CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG 92

CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG 93

(CAG) 1 CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG 94

CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG 95

CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG 96

PS661 | CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG 97

Peti¢&io 870190138471, de 23/12/2019, pag. 150/172




148/160

CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG 98
CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG 99
CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG 100
CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG 101
CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG 102
CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG 103

PS660 | CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG 104
CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG 105
CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG 106

PS684 | CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG 107
CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG QQQQ 220
CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG 108
CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG QQQQ 221
CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG_CUG 109
CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG 110
CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG 111
CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG 112
CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG 113
CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG 114
CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG
UG 115
CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG
cue 116
CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG
CUG CUG L
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CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG
CUG CUG 118
CGC CGC CGC CGC 119
CGC CGC CGC CGC 120
CGC CGC CGC CGC CGC 121
CGC CGC CGC CGC CGC 122
CGC CGC CGC CGC CGC CGC 123
CGC CGC CGC CGC CGC CGC 124
CGC CGC CGC CGC CGC CGC CGC 125

(GCG) n
CGC CGC CGC CGC CGC CGC CGC 126
CGC CGC CGC CGC CGC CGC CGC CGC 127
CGC CGC CGC CGC CGC CGC CGC CGC 128
CGC CGC CGC CGC CGC CGC CGC CGC CGC 129
CGC CGC CGC CGC CGC CGC CGC CGC CGC 130
CGC CGC CGC CGC CGC CGC CGC CGC CGC CGC 131
CGC CGC CGC CGC CGC CGC CGC CGC CGC CGC 132
CCG CCG CCG CCG 133
CCG CCG CCG CCG 134
CCG CCG CCG CCG CCG 135
CCG CCG CCG CCG CCG 136

(CGG) n
CCG CCG CCG CCG CCG CCG 137
CCG CCG CCG CCG CCG CCG 138
CCG CCG CCG CCG CCG CCG CCG 139
CCG CCG CCG CCG CCG CCG CCG 140
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CCG CCG CCG CCG CCG CCG CCG CCG 141
CCG CCG CCG CCG CCG CCG CCG CCG 142
CCG CCG CCG CCG CCG CCG CCG CCG CCG 143
CCG CCG CCG CCG CCG CCG CCG CCG CCG 144
CCG CCG CCG CCG CCG CCG CCG CCG CCG CCG 145
CCG CCG CCG CCG CCG CCG CCG CCG CCG CCG 146
UUC UUC UUC UUC 147
UUC UUC UUC UUC 148
UUC UUC UUC UUC UUC 149
UucC Uuc uuc uuc uuc 150
UUC UUC UUC UUC UUC UUC 151
Uuc Uuc uuc uuc uuc uuc 152
UUC UUC UUC UUC UUC UUC UUC 153
Uuc Uuc Uuc uuc Uuc UUC Uuc 154
(GAA) 1 UUC UUC UUC UUC UUC UUC UUC 155
UUC UUC UUC UUC UUC UUC UUC 156
UUC UUC UUC UUC UUC UUC UUC 157
UUC UUC UUC UUC UUC UUC UUC UUC 158
yuc Uuc Uuc uuc tuc Uuc uuc uuc 159
UUC UUC UUC UUC UUC UUC UUC UUC UUC 160
Uuc Uuc Uuc uuc tuc Uuc uuc uuc Uuc 161
UUC UUC UUC UUC UUC UUC UUC UUC UUC UUC 162
Uuc UuC UucC uuc Uuc UUC Uuc Uuc UUC UuC 163
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UUC UUC UUC UUC UUC UUC UUC UUC UUC UUC
164
uuC
UUC UUC UUC UUC UUC UUC UUC UUC UUC UUC
165
uucC
UUC UUC UUC UUC UUC UUC UUC UUC UUC UUC
166
UUC UUC
UUC UUC UUC UUC UUC UUC UUC UUC UUC UUC
167
UUC_uucC
GGC GGC GGC GGC 168
GGC GGC GGC GGC GGC 169
GGC GGC GGC GGC GGC GGC 170
GGC GGC GGC GGC GGC GGC GGC 171
GGC GGC GGC GGC GGC GGC GGC 172
(GCC)n
GGC GGC GGC GGC GGC GGC GGC 173
GGC GGC GGC GGC GGC GGC GGC 174
GGC GGC GGC GGC GGC GGC GGC GGC 175
GGC GGC GGC GGC GGC GGC GGC GGC GGC 176
GGC GGC GGC GGC GGC GGC GGC GGC GGC GGC 177
CGG CGG CGG CGG 178
CGG CGG CGG CGG CGG 179
CGG CGG CGG CGG CGG CGG 180
(CCG) n CGG CGG CGG CGG CGG CGG CGG 181
CGG CGG CGG CGG CGG CGG CGG CGG 182
CGG CGG CGG CGG CGG CGG CGG CGG CGG 183
CGG CGG CGG CGG CGG CGG CGG CGG CGG CGG 184

Peticaio 870190138471, de 23/12/2019, pég. 154/172




152/160

AGAAU AGAAU AGAAU 185
AGAAU AGAAU AGAAU AGAAU 186
AGAAU AGAAU AGAAU AGAAU 187
AGAAU AGAAU AGAAU AGAAU 188
(AUUCU) n AGAAU AGAAU AGAAU AGAAU 189
AGAAU AGAAU AGAAU AGAAU AGARU 190
AGAAU AGAAU AGAAU AGAAU AGAAU AGAAU 191
AGAAU AGAAU AGAAU AGAAU AGAAU AGAAU
2can0 192
CAGG CAGG CAGG 193
CAGG CAGG CAGG 194
CAGG CAGG CAGG CAGG 195
CAGG CAGG CAGG CAGG 196
CAGG CAGG CAGG CAGG CAGG 197
CAGG CAGG CAGG CAGG CAGG 198
CAGG CAGG CAGG CAGG CAGG 199
CAGG CAGG CAGG CAGG CAGG 200
(CCUG) n
CAGG CAGG CAGG CAGG CAGG CAGG 201
CAGG CAGG CAGG CAGG CAGG CAGG 202
CAGG CAGG CAGG CAGG CAGG CAGG CAGG 503
CAGG CAGG CAGG CAGG CAGG CAGG CAGG 204
CAGG CAGG CAGG CAGG CAGG CAGG CAGG CAGG | 205
CAGG CAGG CAGG CAGG CAGG CAGG CAGG CAGG 206
CAGG CAGG CAGG CAGG CAGG CAGG CAGG CAGG
cace 207
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CAGG CAGG CAGG CAGG CAGG CAGG CAGG CAGG
cace 208
PS1252 | GGCUCC GGCUCC GGCUC 209
GGCQCC GGCQCC GGCQCC 210
GGCUCC GGCUCC GGCUCC 211
(GGGGCC) n GGCUCC GGCUCC GGCUCC GGCUCC 212
GGCQCC GGCQCC GGCQCC GGCQCC 213
GGCICC GGCICC GGCICC GGCICC 214
GGCCUC GGCCUC GGCCUC GGCCUC 215
Exemplos
EXEMPIO 1
Introducéao
[239] As caracteristicas particulares de uma

guimica escolhida de oligonucleotideos anti-sentido (AON)
pode, pelo menos em parte, aumentar a afinidade de ligacéo
e estabilidade, aumentar a atividade, melhorar a seguranca,
e/ou reduzir o custo dos produtos, reduzindo o comprimento
ou melhorando a sintese e/ou os procedimentos de purificacéo.
Este exemplo descreve a anadlise comparativa da atividade dos
AONs concebidos para dirigir a repeticdo expandia (CAG), em
transcritos HTT em fibroblastos de DH in vitro, e inclui
AONs ou com 5-metilcitosinas (XYG)7, em que X & 5-
metilcitosina e Y=U, sendo também identificado como SEQ ID

NO:90 (e derivado a partir da SEQ ID NO:2), ou b5-
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metiluracilas (XYG)7, na qual X=C e Y = 5-metiluracila sendo
também identificado como SEQ ID NO:97 (e derivada a partir
da SEQ ID NO:3).

Materiais e método

[240] Cultura celular. Os fibroblastos derivados do
paciente DH (GM04022) (adquirido a partir de Coriell Cell
Repositories, Camden, EUA) foram cultivados a 37°C e 5% de
CO2 em Meio Essencial Minimo (MEM) (Gibco Invitrogen,
Carlsbad, EUA) com 15% de Soro Fetal Bovino (FBS) inativado

pelo calor (Clontech, Palo Alto EUA), 1% de Glutamax (Gibco)

e 100 U/ml de penicilina/estreptomicina (P/S) (Gibco).
[241] Oligonucleotideos. Os AONs foram 2'-O-metil
fosforotioato completamente modificado: PS659; (XYG)7, em

que X é b-metilcitosina e Y=U, sendo também identificado
como SEQ ID NO:90 (e derivada a partir da SEQ ID NO:2), e
PS661; (XYG)7, na qual X=C e Y = 5-metiluracila, sendo também
identificado como SEQ ID NO:97 (e derivada a partir da SEQ
ID NO:3).

[242] Transfecgdo. As células foram transfectadas
com AONs complexados com PEI (2 uL por upg de AON, em 0,15 M
de NaCl). O complexo AON-PEI foi adicionado em meio MEM com
FBS a 5% para células a uma concentracdo final de AON,
variando entre 0,5 a 200 Nm. O meio fresco foi completado
apbdés quatro horas, e depois de 24 horas o RNA foi isolado.

[243] Isolamento do RNA. O RNA a partir de células
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em cultura foi isolado usando o Mini Kit de RNA Total Aurum
(Bio-Rad, Hercules, CA), de acordo com o protocolo do
fabricante.

[244] RT-PCR e analise Lab-on-a-chip.
Aproximadamente 200 ng de RNA foi submetida a sintese de
DNAc com hexé@meros aleatdérios, utilizando o sistema de
sintese de primeira cadeia SuperScript (Invitrogen) em um
volume total de 20 upL. O PCR foi realizado com os primers
para HTT (em toda a CAG) e PB-actina. O programa de PCR
comecou com uma desnaturacdo inicial de 4 min a 95°C, seguido
de 35 ciclos de 30 segundos de desnaturacdo a 94°C, 30 s de
recozimento a 60°C, 45 s de alongamento a 72°C, apds o qual
uma etapa final de alongamento foli realizada a 72°C durante
7 min. Lab-on-a-chip foi realizada no Agilent Biocanalyzer
2100 (Agilent Technologies, Waldbronn, Alemanha), utilizando
o Kit Agilent DNA 1000. Os niveis de expressdo foram
normalizados para niveis de R-actina, e em relacdo aos niveis
de transcricdo sem transfeccdo. Os seguintes primers foram
utilizados:

HTT dianteiro; 5'-ATGGCGACCCTGGAAAAGCTGAT-3 '(SEQ 1ID
NO:70)

HTT reverso: 5'-TGAGGCAGCAGCGGCTG-3' (SEQ ID NO:71)

f-actina dianteira; 5'-GGACTTCGAGC AAGAGATGG-3' (SEQ ID
NO:72)

B-actina reversa; 5'-AGCACTGTGTTGGCGTACAG-3'(SEQ 1ID
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NO:73)

Resultados

[245] Ambos PS659 (SEQ ID NO:90 derivada da SEQ ID
NO:2), e PS661 (SEQ ID NO:97 derivada da SEQ ID NO:3) foram
altamente eficazes e reduziram as transcricdes HTT em
fibroblastos DH de maneira dose-dependente (Figura la, b).
Ambos AONs também mostraram uma preferéncia para o alelo com
as repeticgdes CAG expandidas. PS659 (SEQ ID NO:90 derivada
da SEQ ID NO:2) foi mais eficaz e mais alelo especifico em
concentracdes mais baixas (efeito mais forte em 5 nM) (la)
do que PS661 (SEQ ID NO:97 derivada da SEQ ID NO:3) (efeito
mais forte em 20 nM) (1b).

EXEMPLO 2.

Introducgéo

[240] PS659 (XYG)7, em que X é& 5S5-metilcitosina e
Y=U, também identificado como SEQ ID NO:90 (derivada a partir
da SEQ ID NO:2), foi selecionado a partir de estudos in
vitro, como o candidato mais eficiente e seguro. Este exemplo
descreve a sua atividade em um modelo de rato transgénico DH
apds uma série de injecdes intraventriculares diretas.

Materiais e métodos

[247] Animais. Os ratos transgénicos DH carregam um
fragmento de c¢cDNA de Huntington truncado com 51 repeticdes
CAG sob o controle do promotor de rato nativo Huntington. O

produto do gene expresso é de cerca de 75 kDa, correspondendo
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a 22% do Huntington de comprimento total (posicdo de cDNA
324 a 2321, posicdo de aminocacido 1 a 709/825, correspondente
ao éxon 1 a 16), sob o controle de 886 pb do promotor de
rato de Huntington (von Horsten S. et al.). Todos os
experimentos com animais foram aprovados pelos Comités de
Cuidado Animal Institucional e Uso da Universidade de
Maastricht, Maastricht.

[248] Oligonucleotideos. PS659 (XYG)7, em que X é
S5-metilcitosina e Y=U também identificado como SEQ ID NO:90
(derivada a partir da SEQ ID NO:2), é um AON 2'-O-metil
fosforotioato completamente modificado.

[249] Tratamento in vivo. Os ratos transgénicos HD
receberam 15 vezes de uma injecdo intraventricular em uma
dose final de 200 pg PS659, também identificada como SEQ ID
NO: 90 (derivada a partir da SEQ ID NO:2) ao longo de 18
semanas. Os ratos de controle DH receberam apenas o veiculo.
Os ratos foram sacrificados uma semana apds a injecdo final.

[250] Isolamento do RNA. O RNA a partir do tecido
do cérebro foi isolado utilizando reagente RNA-Bee (Teste
Tel, Inc.). Em resumo, as amostras de tecido foram
homogeneizadas em tubos de grédnulos verdes MagNA Lyser
(Roche), adicionando-se RNA-Bee (50 mg de tecido/mL de RNA-
Bee) e homogeneizando utilizando um instrumento MagNA Lyser
(Roche). O 1lisado foi transferido para um tubo novo,

clorofédrmio (SIGMA) foi adicionado (0,2 ml por ml de RNA-
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Bee), misturado, incubado em gelo durante 5 minutos e
centrifugado a 13.000 rpm durante 15 minutos a 4°C.A fase
aquosa superior foi coletada e um volume igual de isopropanol
(SIGMA) foi adicionado, seguido por um periodo de incubacéo
de 1 hora a 4°C e centrifugacdo (13.000 rpm, 15 min, 4°C).
O precipitado de RNA foi lavado com 70% (v/v) de etanol
(BioSolve), seco ao ar e dissolvido em MilliQ.

[251] Analise quantitativa por RT-PCR. Cerca de 200
ng foi submetida a sintese de DNAc com hexdmeros aleatédrios,
utilizando o sistema de sintese de ©primeira cadeia
Superscript (Invitrogen) em um volume total de 20 upl. 3 ul
de preparacdo de diluicdo cDNA 1/40 foi subsequentemente
utilizada em andlise quantitativa de PCR de acordo com o0s
procedimentos padrdo, na presenca de iQ™ SYBRO® Green
Supermix (Bio-Rad). Os primers de PCR quantitativos foram
concebidos com base na informacdo da sequéncia de base de
dados do NCBI. A identidade do produto foi confirmada por
sequenciacdo de DNA. O sinal para Rab2 e YWHAZ foi utilizado
para normalizacdo. Foram utilizados os seguintes primers:

Rat Htt-F; 5’- CGCCGCCTCCTCAGCTTC -3’ (SEQ ID NO: 74)

Rat Htt-R; 5’ - GAGAGTTCCTTCTTTGGTCGGTGC -3’ (SEQ ID NO:
75)

Rab2-F; 5’'- TGGGAAACAGATAAAACTCCAGA-3' (SEQ ID NO: 76)

Rab2-R; 5’- AATATGACCTTGTGATAGAACGAAAG-3' (SEQ ID NO:

77)

Petica0 870190138471, de 23/12/2019, pég. 161/172



159/160

YWHAZ-F; 5’"- AAATGAGCTGGTGCAGAAGG-3’ (SEQ ID NO: 78)

YWHAZ -R; 5’- GGCTGCCATGTCATCGTAT -3’ (SEQ ID NO: 79)

Resultados

[252] PS659 (também identificado como SEQ ID NO: 90
ou derivado a partir da SEQ ID NO:2) reduziu os niveis de
transcritos transgénicos HTT no cbértex (Figura 2a),
hipocampo (Figura 2b), bulbo olfatdério (Figura 2c), assim
como no talamo (Figura 3d) quando comparados com ratos
tratados com solucédo salina. Estes resultados demonstram que
PS659 (também identificado como SEQ ID NO: 90 ou derivado a
partir da SEQ ID NO:2) é eficaz 1in vivo apds a injeccédo
direta intraventricular.
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REIVINDICACOES

1. Oligonucleotideo compreendendo um residuo de
nucleotideo de 2'-0O-metil RNA, possuindo uma cadeia
principal em que pelo menos uma porgcdo do fosfato é
substituida por uma porcdo de fosforotioato, caracterizado
pelo fato de que possuil uma cadeia principal em que todas as
porcdes fosfato sdo substituidas por porcdes fosforotioato
e tem uma sequéncia base consistindo em (XYG)-;, em que cada
X ¢é& 5-metilcitosina e cada Y é wuracila, o referido
oligonucleotideo tendo uma sequéncia de bases que consiste
em SEQ ID NO: 90.

2. Oligonucleotideo, de acordo com reivindicacdo 1,
caracterizado pelo fato de que o referido oligonucleotideo
é um oligonucleotideo de cadeia simples.

3. Composicdo caracterizada pelo fato de compreender
um oligonucleotideo conforme definido em gqualquer uma das
reivindicacdes 1 ou 2.

4. Composicdo, de acordo com a reivindicacdo 3,
caracterizada pelo fato de compreender pelo menos um
excipiente que pode ajudar ainda mais a melhorar o
direcionamento e/ou entrega da referida composicdo e/ou o
referido oligonucleotideo para um tecido e/ou célula e/ou em
um tecido e/ou célula.

5. Uso de um oligonucleotideo conforme definido em

qualquer uma das reivindicac¢des 1 ou 2, ou uma composicédo
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conforme definida em qualquer uma das reivindicac¢des 3 ou 4
caracterizado por ser para a fabricacdo de um medicamento
para prevencdo, tratamento e/ou retardo de um disturbio
genético associado a instabilidade de repeticdo do elemento
cis humano.

6. Uso, de acordo com a reivindicacéo 5,
caracterizado por dque o referido distirbio genético
associado a instabilidade de repeticdo do elemento cis humano
é selecionado da lista que consiste na doenca de Huntington,
ataxia espinocerebelar (SCA), atrofia muscular espinhal e

bulbar (SBMA) e atrofia dentatorubro-palidoluisiana (DRPLA).
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