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Relatorio Descritvo da Patente de Invencdo para
"CONJUGADOS DE HORMONIO DO CRESCIMENTO COM
EFICACIA IN VIVO PROLONGADA".

CAMPO DA INVENCAO

[0001] A presente invencgéo se refere a um composto de hormoénio

do crescimento ligado a um residuo de ligacdo a albumina através de
um espacador hidrofilico e a métodos de preparacdo e uso de tais
compostos. Esses conjugados de hormonio do crescimento tém
resisténcia aumentada a degradacao proteolitica em combinacdo com
um perfil de acdo prolongado e sao uteis em terapia.
ANTECEDENTES DA INVENCAO

[0002] O hormdnio do crescimento € um hormoénio polipeptideo

secretado pela pituitaria anterior em mamiferos. Dependente da
espécie 0 hormoénio do crescimento € uma proteina composta de
aproximadamente 190 residuos de aminoacido correspondendo a um
peso molecular de aproximadamente 22 kDa. O horménio do
crescimento se liga a e sinaliza através de receptores de superficie
celular, os receptores de horménio do crescimento (GHR). O hormonio
do crescimento desempenha um papel-chave em promocdo de
crescimento, manutencdo da composicdo do corpo normal,
anabolismo e metabolismo de lipideo. Ele também tem efeitos diretos
sobre metabolismo de intermediario, tal como absorcdo de glicose
diminuida, lipdlise aumentada, absorcdo de aminoacido aumentada e
sintese de proteina. O hormdénio também exerce efeitos sobre outros
tecidos incluindo tecido adiposo, figado, intestino, rim, esqueleto,
tecido conectivo e musculo. Hormbénio do crescimento humano
recombinante (hGH) tem sido produzido e esta comercialmente
disponivel como, por exemplo: Genotropin® (Pharmacia Upjohn),
Nutropin® e Protropin® (Genentech), Humatrope® (Eli Lilly), Serostim®

(Serono), Norditropin (Novo Nordisk), Omnitrope (Sandoz), Nutropin
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Depot (Genentch e Alkermes). Ainda, um analogo com um residuo
metionina adicional na extremidade N-terminal também &
comercializado como, por exemplo: Somatonorm® (Pharmacia
Upjohn/Pfizer).

[0003] O hormoénio do crescimento compartilha uma topologia
comum com o0s outros membros da familia de hormdénio do
crescimento de proteinas, Prolactina (PRL) e Lactogénio Placentario
(PL). O hormdnio do crescimento € classificado como uma proteina de
feixe de quatro hélices (figura 1) exibindo uma topologia "up-up-down-
down" com duas ligacdes dissulfeto conservadas. Especificamente, o
horménio do crescimento humano do tipo selvagem (hGH) € composto
de 191 residuos de aminoacido e tem quatro residuos cisteina nas
posicoes 53, 165, 182 e 189, o que estabiliza a estrutura tridimensional
da proteina através da formacdo de duas ligacbes dissulfeto
intramoleculares conectando C53 com C165 e C182 com C189,
respectivamente (figura 1). A estrutura de hGH foi experimentalmente
determinada através de cristalografia de raio-X na forma livre
(Chantalet, L. e outros Protein e Peptide Letters 3, 333-340, (1995)) e
em complexo com sua proteina de ligacdo (o dominio extracelular do
GHR humano (hGHR)) (Devos, A. M. e outros, Science 255, 306-312,
(1992)). Essas estruturas foram depositadas no Protein Data Bank
(PDB) e estdo publicamente disponiveis (cédigos de acesso PDB
1HGU e 1HWG, respectivamente). Desta maneira, a partir das
estruturas de hGH publicadas residuos importantes para ligacdo de
hGH a hGHR podem ser identificados. Ainda, as propriedades
dindmicas de hGH foram estudadas através de espectroscopia de
Ressonancia Magnética Nuclear (Nuclear Magnetic Resonance)
(NMR) (Kasimova, M.R. e outros, J. Mol. Biol. 318, 679-695, (2002)).
Em combinacédo, os dados de raio-X e NMR podem distinguir regioes

de hGH que s&o bem estruturadas e bem definidas de regides que sdo
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menos estruturadas e dinamicas. Regides menos estruturadas e
dindmicas de hGH sao esperadas ser particularmente suscetiveis a
clivagem proteolitica e estabilizacdo apropriada de tais regides levaria
a estabilidade proteolitica aperfeicoada.

[0004] hGH foi submetido a mutagénese extensiva em tentativas
de produzir andlogos de hGH com propriedades quimicas ou
biolégicas desejadas. Especificamente, mutantes de cisteina para
varios propositos foram descritos.

[0005] A US 2003/0162949 revela variantes de cisteina de
membros da familia de supergene de GH. E provido um método geral
para criacdo de conjugados biologicamente ativos, especificos de sitio,
dessas proteinas. O metodo envolve adicdo de residuos cisteina a
regides ndo essenciais das proteinas ou substituicdo de aminoacidos
nado essenciais por residuos cisteina nas proteinas usando
mutagénese direcionada a sitio e entdo acoplando covalentemente um
polimero reativo a cisteina ou outro tipo de por¢ao reativa a cisteina as
proteinas através do residuo cisteina adicionado.

[0006] O WO 02/055532 descreve mutantes de hGH
geneticamente engenheirados tendo pelo menos uma porcdo nao
polipeptideo covalentemente ligada, particularmente mutantes de hGH
em que um residuo cisteina introduzido foi usado para peguilacao.
[0007] A U.S. 5.951.972 descreve proteinas e polipeptideos de
mamifero e humano naturais e recombinantes derivatizados
fisiologicamente ativos em que pelo menos um residuo cisteina de
ocorréncia natural ou incorporado dentro da proteina € derivatizado
com Vvarios substituintes.

[0008] A clivagem proteolitica de hGH foi estudada em detalhes. A
alca longa composta de residuos 128 a 154 tem sitios de clivagem
putativos para varias proteases, tais como serina proteases tipo

trombina, plasmina, colagenase, subtilisina e quimiotripsina. Desta
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maneira, esta parte de hGH foi mostrada ser particularmente
suscetivel a clivagem proteolitica (Lewis, U.J., Ann. Rev. Physiol. 46,
33-42, (1984)). Enzimas relatadas degradar hGH incluem serina
proteinases tipo trombina, plasmina, subtilisina, quimiotripsina e
calicreinas.

[0009] A degradacdo de hGH em tecido de rato foi investigada
(Garcia-Barros e outros, J. Endocrinol. Invest. 23, 748-754, (2000)).
[00010] Em glandula tireoide de rato proteases tipo quimiotripsina,
favorecendo clivagem em residuos de aminoacido volumosos e
lipofilicos, foram verificadas inicialmente clivar a ligagcdo de peptideo
entre Y143 e S144 resultando em uma molécula de duas cadeias,
seguido por clivagem entre Y42 e S43, liberando o peptideo N-terminal
F1-Y42. A alga separada na molécula de duas cadeias é processada
mais através de clivagem entre F146 e D147 por proteases tipo
guimiotripsina e ainda pela acéo de carboxipeptidases.

[00011] Varios métodos para produzir analogos de hGH
estabilizados com relacéo a degradacao proteolitica foram relatados.
[00012] Alam e outros, J. Biotech. 65, 183-190 (1998)), projetaram
mutantes de hGH resistentes a trombina e plasmina através de
mutacdes de ponto especificas. A trombina cliva hGH especificamente
entre R134 e T135, o mutante duplo R134D, T235P forneceu uma
variante de hGH resistente a clivagem por trombina e o mutante triplo
R134D, T135P, K140A resultou em resisténcia a plasmina. Ainda, o
ultimo mutante de hGH era resistente a protedlise por plasma humano
durante um periodo de 7 dias.

[00013] A EP534568 descreve mutantes de hGH estabilizados com
relacdo a degradacado proteolitica através de mutacdo de R134 para
alanina, leucina, treonina, fenilalanina, prolina ou histidina.

[00014] O WO02004022593/Nautilis descreve métodos de evolucéo

direcionada de alto rendimento gerais para produzir citocinas
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modificadas, incluindo variantes de GH, com estabilidade proteolitica
aumentada.

[00015] O WO02006/048777/Nautilis descreve especificamente
anadlogos de hGH modificados com estabilidade proteolitica
aperfeicoada. Os analogos contém uma a cinco mutacdes nas
posi¢cbes 1-55, 57, 58, 60-63, 67-87, 89-91, 93, 95-100, 102-128, 131-
132, 135-139, 141, 142, 144, 148-182, 184, 185 e 187-191. Introducéo
de residuos cisteina pode levar potencialmente a formacao de dimeros
ligados a dissulfeto indesejados e no W0O2006/048777 a substituicao
de residuos de aminoacido por cisteina é especificamente excluida do
escopo; no W0O2006/048777 (p. 65) € declarado: "A substituicdo de
aminoacidos por residuos cisteina é explicitamente evitada uma vez
gue esta mudanca poderia potencialmente levar a formacdo de
ligacOes dissulfeto intermoleculares”.

[00016] H& uma necessidade Obvia de desenvolver compostos de
hGH que sejam resistentes a degradacéo proteolitica. Tais compostos
estabilizados devem exibir estabilidade aumentada com relacdo a
clivagem proteolitica enquanto retendo as propriedades biologicas
desejadas de hGH. Tais moléculas de GH teriam estabilidade
aumentada, eliminacdo mais lenta e/ou meia-vida in vivo prolongada.
[00017] E ainda bem conhecido modificar as propriedades e
caracteristicas de peptideos através da conjugacdo de grupos ao
peptideo que mudem devidamente as propriedades do peptideo. Tal
conjugacao geralmente requer algum grupo funcional no peptideo para
reagir com outro grupo funcional em um grupo de conjugacéo.
Tipicamente, grupos amino, tal como o grupo amino N-terminal ou o
grupo e-amino em lisinas, tem sido usados em combinagcdo com um
reagente de acilacdo adequado. Alternativamente, polietileno glicol
(PEG) ou derivados do mesmo podem ser presos as proteinas. Para
uma revisdo vide Exp. Opion. Ther. Patent. 14, 859-894 (2004). Foi
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mostrado que a ligagdo de PEG a horménio do crescimento pode ter
um efeito positivo sobre a meia-vida no plasma de hormoénio do
crescimento, WO 03/044056.

[00018] O uso de carboxipeptidases para modificar o terminal C de
peptideos foi descrito anteriormente. O WO 92/05271 revela o uso de
carboxipeptidases e compostos nucleofilicos para amidar o grupo
carboxi C-terminal e o WO 98/38285 revela variantes de
carboxipeptidase Y particularmente adequadas para este propasito.
[00019] A EP 243 929 revela o uso de carboxipeptidases para
incorporar peptideos, grupos repoérteres ou agentes citotoxicos ao
terminal C de proteinas ou polipeptideos.

[00020] O WO 2005/035553 descreve meétodos para conjugacao
seletiva de peptideos incorporando enzimaticamente um grupo
funcional ao terminal C de um peptideo.

[00021] Derivados de halogénio ativados e maleimidas representam
alguns dos grupos funcionais mais comumente usados quando
incorporando conjugados a grupos sulfidrila em peptideos (G. T.
Hermanson em Bioconjugate Techniques, 22. Ed. 2008, Elsevier).
[00022] Transglutaminase foi anteriormente usada para alterar as
propriedades de peptideos. Na industria alimenticia e em particular na
industria de laticinio, muitas técnicas estdo disponiveis para, por
exemplo, ligar com cruzamento peptideos usando transglutaminase.
Outros documentos revelam o uso de transglutaminase para alterar as
propriedades de peptideos fisiologicamente ativos. A EP 950665, EP
785276 e Sato, Adv. Drug Delivery Rev. 54, 487-504 (2002) revelam a
reacado direta entre peptideos compreendendo pelo menos uma GIn e
PEG funcionalizado com amina ou ligantes similares na presenca de
transglutaminase e Wada, Biotech. Lett. 23, 1367-1372 (2001) revela a
conjugacao direta de B-lactoglobulina com acidos graxos por meio de

transglutaminase. O pedido de patente internacional publicado como
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WO 2005/070468 revela o uso de transglutaminase para incorporar
uma al¢a a qual grupos de conjugacdo podem ser presos.

[00023] O horménio do crescimento é um hormdénio-chave
envolvido na regulagem ndo apenas de crescimento somatico, mas
também na regulagem de metabolismo de proteinas, carboidratos e
lipideos. O efeito principal do horménio do crescimento € promover
crescimento. O hormdnio do crescimento humano é uma proteina de
191 residuos de aminoacido com a sequéncia:
FPTIPLSRLFDNAMLRAHRLHQLAFDTYQEFEEAYIPKEQKYSFLQNP
QTSLCFSESIPTPSNREETQQKSNLELLRISLLLIQSWLEPVQFLRSVF
ANSLVYGASDSNVYDLLKDLEEGIQTLMGRLEDGSPRTGQIFKQTYS
KFDTNSHNDDALLKNYGLLYCFRKDMDKVETFLRIVQCRSVEGSCGF
(SEQ ID NO: 1).

[00024] Administracdo de hormdnio do crescimento humano e suas
variantes intimamente relacionadas é usada para tratar uma variedade
de doencas relacionadas a deficiéncia de horménio do crescimento.
Sendo um polipeptideo, o horménio do crescimento € administrado
parenteralmente, isto é, por meio de uma agulha. O horménio do
crescimento €, ainda, caracterizado por uma meia-vida relativamente
curta, entdo administracdes frequentes sdo requeridas com a dor
correspondente e inconveniéncia para o paciente. Entdo, ha ainda
uma necessidade de provisdo de compostos de horménio do
crescimento com propriedades farmacoldgicas aperfeicoadas, tal
como, por exemplo, meia-vida prolongada.

[00025] A presente invencdo prové novos conjugados de composto
de horménio do crescimento com propriedades farmacocinéticas e
farmacolégicas aperfeicoadas bem como métodos para sua producéo.
SUMARIO DA INVENCAO

[00026] A Dbiodisponibilidade de um composto farmacéutico

subcutaneamente administrado pode estar relacionada com a taxa de
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absorcdo. A habilidade de um composto em passar as jungdes firmes
dos capilares subcutaneos pode em parte estar relacionada as suas
propriedades fisicas e quimicas bem como o tamanho molecular ou o
volume hidrodindmico do composto. Um conjugado de proteina tal
como um hGH peguilado (PEG-hGH) com um PEG de 40 kDa tem um
peso molecular aparente de 150-250 kDa. Uma molécula de hGH com
albumina ligada covalente tem um peso molecular de 87 kDa,
enquanto uma molécula de hGH com uma albumina ligada néo
covalente sera dissociada da parte de albumina do momento e entédo
tem um peso molecular de 22 kDa.

[00027] E compreendido que o tempo passado no estado
dissociado depende, pelo menos em parte, da afinidade da porcdo de
ligacdo a albumina. Entdo a taxa de absor¢cdo de uma molécula de
hGH com uma albumina ligada ndo covalente pode ser mais rapida do
gue para um PEG-hGH. Uma taxa de absor¢cdo aumentada pode ser
obtida quando usando por¢des de ligacdo a albumina tendo afinidade
menor com albumina.

[00028] Adicionalmente, as propriedades fisicas e quimicas do
ligante e/ou espacador provendo a ligacdo da porcédo de ligacdo a
albumina a hGH vao influenciar as funcionalidades dos compostos.
[00029] Os presente inventores constataram surpreendentemente
gue compostos de horménio do crescimento (GH) com uma mutacéo
Cys Unica e/ou uma ponte dissulfeto adicional podem ser
seletivamente ligados a um residuo de liga¢do a albumina — através de
um espacador hidrofilico que separa o GH e o residuo de ligacédo a
albumina, tipicamente com uma porcéo quimica tendo um mLogP < 0
— ou um cLogP <0,5 para obter conjugados de GH com propriedades
aperfeicoadas, tal como poténcia in vitro alta, ou tal como um aumento
na meia-vida in vivo, ou tal como como resisténcia aumentada a

degradacao proteolitica possivelmente em combinacdo com um perfil
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de acdo in vivo prolongado. Ao ligar um residuo de ligacdo de
albumina através de um espacador hidrofilico a mutacdo de Cys Unica
a atividade biologica pode ser retida e um ou mais dos
aperfeicoamentos mencionados acima podem ser obtidos. Tais
aperfeicoamentos sdo também obtidos quando um residuo de ligacéo
a albumina através de um espacador hidrofilico € ligado ao hormdnio
do crescimento tendo uma ponte dissulfeto adicional, tal como ao
terminal N, posicdo 40 ou posicao 141 de hGH. O composto de
horm6nio do crescimento pode também compreender ambas uma
mutacdo de Cys Unica e uma ponte dissulfeto adicional, aspecto no
gual o residuo de ligacdo de albumina através de um espacador
hidrofilico € ligado a mutacéo de Cys Unica.
[00030] Em um aspecto amplo a presente invencéo se refere a um
conjugado de hormdnio do crescimento que compreende um composto
de hormonio do crescimento (GH) tendo

a) uma mutacao de Cys Unica,

b) uma ponte dissulfeto adicional, ou

c) uma mutacdo de Cys Unica e uma ponte dissulfeto
adicional,
em que um residuo de ligacdo a albumina através de um espacador
hidrofilico € ligado ao dito GH ou um sal farmaceuticamente aceitavel
do mesmo.
[00031] Em uma modalidade da presente invencdo oS compostos
de hGH estaveis tém ligacao(des) dissulfeto adicional(ais). As ligacdes
dissulfeto sdo formadas entre pares de cisteinas das quais uma ou
ambas sao introduzidas através de mutacfes de ponto na sequéncia
de hGH do tipo selvagem.
[00032] Em outra modalidade da presente invengcdo os compostos
de hGH estaveis tém cisteinas adicionais. As cisteinas s&o

introduzidas através de mutacdes de ponto na sequéncia de hGH do
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tipo selvagem.

[00033] Em uma modalidade adicional da presente invencédo os
compostos de hGH estaveis tém ligacao(bes) dissulfeto adicional(ais)
€ uma ou mais cisteinas adicionais. A(s) ligacdo(des) dissulfeto
adicional(ais) entre pares de cisteinas adicionais e as cisteinas
adicionais sdo introduzidas atravées de mutacdes de ponto na
sequéncia de hGH do tipo selvagem.

[00034] Ainda, a presente invencdo é baseada na observacdo que
introducdo de um residuo de ligacdo a albumina através de um
espacador hidrofilico em horménio do crescimento humano (hGH)
pode ser feita seletivamente, em que uma propor¢cdo grande da
atividade foi retida. Preferivelmente, um residuo de ligagao a albumina
através de um espacador hidrofilico € introduzido na(s) posicao(des)
correspondendo a(s) cisteina(s) introduzida(s) e/ou na posicao
glutamina 40 e/ou em posicdo glutamina 141 e/ou no terminal N em
hGH tendo a sequéncia de SEQ ID NO:1. O uso de trans-glutaminase
(TGase) e, em particular, TGase de Streptoverticillium mobaraenae ou
Streptomyces lydicus permite uma introducdo seletiva de um residuo
de ligacdo a albumina através de um espacador hidrofilico na posicdo
40 ou posicdo 141, e os 11 residuos glutamina restantes sdo deixados
intactos apesar do fato da glutamina ser um substrato para
transglutaminase.

[00035] Desta maneira, em uma modalidade da presente invencao
0 composto de hormdnio do crescimento (GH) € ligado a um residuo
de ligacdo a albumina através de um espacador hidrofilico.
Tipicamente, o residuo de ligacédo a albumina é ligado ao terminal N ou
a posicao 18, 30, 40, 42, 62, 69, 88, 95, 98, 99, 100, 101, 102, 108,
135, 141 ou 154 de hGH através de um espacador hidrofilico. Em
modalidades adicionais dois residuos de ligacdo a albumina sé&o

ligados a mutacdo de Cys Unica e qualquer uma das posicées acima,
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tal como o terminal N, posi¢cdo 40 ou posicdo 41 de hGH através de
um espacador hidrofilico.

[00036] Os conjugados de composto de horménio do crescimento
da presente invencdo tém absorcdo subcutdnea mais rapida
comparado com hGH PEGuilado e, entdo, proveem menos ou
nenhuma lipoatrofia. Ainda, o residuo de ligacdo a albumina e o
espacador hidrofilico sédo biodegradaveis em contraste com PEG.
[00037] E um objetivo adicional da presente invencdo prover um
método para aperfeicoamento das propriedades de um GH através da
conjugado da dita proteina de acordo com os meétodos da presente
invencao.

[00038] Em aspectos adicionais a invencéo se refere a compostos
de hormoénio do crescimento isolados (GH) compreendendo uma
mutac&o de cys Unica, uma ligacéo dissulfeto adicional ou compostos
de hormdnio do crescimento compreendendo uma mutacdo de cys
Unica e uma ligacéo dissulfeto adicional. Em um objetivo adicional da
invencao tais compostos séo soluveis.

DEFINICOES

[00039] No presente contexto, o termo "composto de horménio do

crescimento” conforme aqui usado significa horménio do crescimento
de origem de mamifero, tal como hormdnio do crescimento humano,
bovino ou porcino, e hormdnio do crescimento recombinante, tal como
horménio do crescimento humano, bovino ou porcino recombinante, e
variantes bem como mutantes de tais horménios do crescimento.
Conforme aqui usado, "GH" e "composto de hormdnio do crescimento”
sdo intercomutaveis. Quando GH é uma variante de horménio do
crescimento de origem de mamifero, tal como hGH e hGH
recombinante, a dita variante € compreendida ser o composto obtido
substituindo um ou mais residuos de aminoacido na sequéncia de

horménio do crescimento, por exemplo, hGH, com outro aminoacido
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natural ou ndo natural; e/ou adicionando um ou mais aminoéacidos
naturais ou ndo naturais a sequéncia de horménio do crescimento, por
exemplo, hGH; e/ou deletando um ou mais residuo de aminoacido da
sequéncia de hormoénio do crescimento, por exemplo, hGH, em que
gualquer uma dessas etapas pode ser opcionalmente seguida por
derivatizacdo adicional de um ou mais residuos de aminoacido.
Tipicamente, o GH tem pelo menos 80% de identidade com GH e,
tipicamente, pelo menos 10% da atividade do horménio do
crescimento de hGH conforme determinado no ensaio (I) (Exemplo 46)
aqui.

[00040] No presente contexto, o termo "residuo de ligacdo a
albumina” conforme aqui usado significa um residuo que se liga nédo
covalentemente a albumina de soro humana. O residuo de ligacédo a
albumina ligado ao composto de horménio do crescimento (GH)
tipicamente tem uma afinidade de ligacdo com relacdo a albumina de
soro humano que esta abaixo de cerca de 10 uM ou até mesmo abaixo
de cerca de 1 puM. Uma faixa de residuos de ligacdo a albumina é
conhecida dentre por¢des lipofilicas lineares e ramificadas contendo
12-40 &tomos de carbono, compostos com um esqueleto
ciclopentanofenanterno e/ou peptideos tendo 10-45 residuos de
aminoacido, etc. As propriedades de ligacdo a albumina podem ser
medidas através de ressonancia de plasmon de superficie conforme
descrito em J. Biol. Chem. 277(38), 35035-35042 (2002).

[00041] O termo “espacador hidrofilico" conforme aqui usado
significa um espacador que separa um composto de horménio do
crescimento e um residuo de ligacdo a albumina com uma porgao
guimica que compreende pelo menos 5 atomos de nao hidrogénio em
que 30-50% desses sao ou N ou O.

[00042] No presente contexto, o termo "transaminacao” e termos

relacionados pretendem indicar uma reacdo em que O nitrogénio
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amida na cadeia lateral de glutamina é mudado com nitrogénio de
outro composto, em particular nitrogénio de outro nucledfilo contendo
nitrogénio.
[00043] Transglutaminase (E.C.2.3.2.13) é também conhecida
como proteina-glutamina-y-glutamiltransferase e catalisa a reacéo
geral
@) @)

o-lbwy, + o, —— oo 4 M
[00044] Q-C(O)-NH2 (aceitador de amina) pode representar um
residuo glutamina contendo peptideo ou proteina e Q'-NH> (doador de
amina) representa um nucleodfilo contendo amina. Alternativamente, Q-
C(O)-NH2 e Q'-NH> podem representar um aceitador de amina e um
peptideo ou proteina contendo lisina, respectivamente. Na presente
invencdo, no entanto, Q-C(O)-NH: representa um residuo glutamina
contendo hormonio do crescimento e Q'-NH: representa um nucleofilo
contendo amina conforme indicado acima.
[00045] Exemplos de transglutaminases Uteis incluem
transglutaminases microbianas, tais como, por exemplo, aquelas de
Streptomyces  mobaraense,  Streptomyces  cinnamoneum e
Streptomyces griseocarneum (todos descritos na US 5.156.956, que é
aqui incorporada a titulo de referéncia) e de Streptomyces lavendulae
(revelado na US 5.252.469, que é aqui incorporada a titulo de
referéncia) e Streptomyces ladakanum (JP 2003/199569, que € aqui
incorporada a titulo de referéncia). Deve ser notado que membros do
género anterior Streptoverticillium sdo agora incluidos no género
Streptomyces (Kaempfer, J. Gen. Microbiol. 137, 1831-1892, (1991)).
Outras transglutaminases microbianas Uteis foram isoladas de Bacillus
subtilis (revelada na US 5.731.183, que € incorporada aqui a titulo de
referéncia) e de varios Myxomycetes. Outros exemplos de

transglutaminases microbianas Uteis sdo aqueles revelados no WO
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96/06931 (por exemplo, transglutaminase de Bacillus lydicus) e WO
96/22366, ambos aqui incorporados a titulo de referéncia.
Transglutaminases ndo microbianas Uteis incluem transglutaminase de
figado de porquinho-da-india e transglutaminase de varias fontes
marinhas tal como o peixe chato Pagrus major (revelado na EP-
0555649, que € aqui incorporada a titulo de referéncia) e a ostra
Japonesa Crassostreae gigas (revelada na US 5.736.356, que € aqui
incorporada a titulo de referéncia).

[00046] No presente contexto, o termo "ndo acessivel" pretende
indicar que alguma coisa esta ausente ou de facto ausente no sentido
gue nao pode ser obtida. Quando é declarado que grupos funcionais
nao sao acessiveis em uma proteina a ser conjugada € pretendido
indicar que o dito grupo funcional esta ausente da proteina ou, se
presente, de alguma maneira prevenido de participar em reacdes. A
titulo de exemplo, o dito grupo funcional poderia ser enterrado bem
fundo na estrutura da proteina de maneira que ele é protegido de
participar na reagéo. E reconhecido que se ou ndo um grupo funcional
€ acessivel depende das condicOes de reacdo. Pode ser imaginado
gue, por exemplo, na presenca de agentes de desnaturacdo ou em
temperaturas elevadas a proteina pode desdobrar para expor de outra
maneira grupos funcionais ndo acessiveis. Deve ser compreendido
gue "nao acessivel" significa "ndo acessivel na condicdo de reacao
escolhida para a reacao de interesse particular".

[00047] O termo "alcano" ou "alquila" pretende indicar um
hidrocarbono saturado, linear, ramificado e/ou ciclico. A menos que
especificado com outro numero de atomos de carbono, o termo
pretende indicar hidrocarbonos com a partir de 1 a 30 (ambos
incluidos) atomos de carbono, tal como 1 a 20 (ambos incluidos), tal
como de a partir de 1 a 10 (ambos incluidos), por exemplo, de a partir

de 1 a 5 (ambos incluidos). Os termos alquila e alquileno se referem
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ao radical e ao birradical correspondente, respectivamente.

[00048] O termo "Ci.6 alquila” se refere a um hidrocarbono saturado
de cadeia reta ou ramificada tendo de a partir de um a seis atomos de
carbono inclusive. Exemplos de tais grupos incluem, mas nao estao
limitados a, metila, 2-propila, 1-butila, 2-butila, 2-metil-2-propila, 2-
metil-1-butila e n-hexila.

[00049] O termo "Csio cicloalquila" se refere tipicamente a
ciclopropila, ciclobutila, ciclopentila, ciclo-hexila, cicloeptila, ciclooctila,
ciclononila e ciclodecanila.

[00050] O termo "alceno" pretende indicar hidrocarbonos lineares,
ramificados e/ou ciclicos compreendendo pelo menos uma ligagéo
dupla carbono-carbono. A menos que especificado com outro nimero
de atomos de carbono, o termo pretende indicar hidrocarbonos com de
a partir de 2 a 30 &tomos de carbono (ambos incluidos), tais como 2 a
20 (ambos incluidos), tal como de a partir de 2 a 10 (ambos incluidos),
por exemplo, de a partir de 2 a 5 (ambos incluidos). Os termos
alquenila e alquenileno se referem ao radical e ao bi-radical
correspondente, respectivamente.

[00051] O termo "alcino" pretende indicar hidrocarbonos lineares,
ramificados e/ou ciclicos compreendendo pelo menos uma ligagéo
tripla carbono-carbono e pode compreender opcionalmente uma ou
mais ligagcdes duplas carbono-carbono. A menos que especificado com
outro numero de atomos de carbono, o termo pretende indicar
hidrocarbonos com a partir de 2 a 30 (ambos incluidos) atomos de
carbono, tal como de a partir de 2 a 20 (ambos incluidos), tal como de
a partir de 2 a 10 (ambos incluidos), por exemplo, de a partirde 2 a 5
(ambos incluidos). Os termos alquinila e alquinileno se referem ao
radical e ao birradical correspondente, respectivamente.

[00052] O termo "composto aromatico homociclico" pretende indicar

hidrocarbonos aromaticos, tais como benzeno e naftaleno.
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[00053] O termo "composto heterociclico” pretende indicar um
composto ciclico compreendendo 5, 6 ou 7 atomos no anel dos quais
1, 2, 3 ou 4 sao heteroatomos selecionados de N, O e/ou S. Exemplos
incluem compostos aromaticos heterociclicos tais como tiofeno,
furano, pirano, pirrol, imidazol, pirazol, isotiazol, isooxazol, piridina,
pirazina, pirimidina, piridazina, bem como seus equivalentes
parcialmente ou totalmente hidrogenados, tais como piperidina,
pirazolidina, pirrolidina, pirrolila, imidazolidina, imidazolina, piperazina
e morfolina.

[00054] Os termos "hetero alcano”, "hetero alceno" e "hetero alcina"
pretendem indicar alcanos, alcenos e alcinas conforme acima definido,
em que um ou mais heteroatomos ou grupo foram inseridos na
estrutura das ditas por¢cbes. Exemplos de grupos e atomos hetero
incluem -O-, -S-, -S(O)-, -S(0)2-, -C(0)- -C(S)- e -N(R*)-, em que R*

representa hidrogénio ou Ci-Ce alquila. Exemplos de heteroalcanos

incluem.
H H H )
2 2 2 H
/O\ /C\ /CH /C\ /C\ /CH 2
H,C™ ~c” Tcm HC™ "C” N 3 HC/C\CLCH
H2 Hz 1 Hz ’ 3 H2 3
9 H, H, o 22 EHs H (';'2 CH
H,ClI™C™ "C” "CH, HC™ Y TCT oM, H,C Y c” e
O H, H, oA, ¥
] e O 2

[00055] O termo "radical" ou "birradical" pretende indicar um
composto do qual um ou dois, respectivamente, atomos de hidrogénio
foram removidos. Quando especificamente declarado, um radical pode
também indicar a porcdo formada pela remocéo formal de um grupo
maior de atomos, por exemplo, hidroxila, de um composto.

[00056] O termo "halogénio" pretende indicar membros do sétimo
grupo principal da tabela periédica, por exemplo, F, Cl, Bre I.

[00057] No presente contexto, o termo "arila" pretende indicar um

radical de anel aromatico carbociclico ou um radical de sistema de
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anel aromatico fundido em que pelo menos um dos anéis € aromatico.
Grupos arila tipicos incluem fenila, bifenila, naftila e similar.

[00058] O termo "heteroarila" ou "hetarila”, conforme aqui usado,
sozinho ou em combinagéo, se refere a um radical de anel aromatico
com, por exemplo, 5 a 7 atomos membros, ou a um radical de sistema
de anel aromético fundido com, por exemplo, 7 a 18 atomos membros,
em que pelo menos um anel é aromatico, contendo um ou mais
heteroatomos como atomos de anel selecionados de nitrogénio,
oxigénio ou heteroatomos de enxofre, em que N-Oxidos e monoxidos
de enxofre e dioxidos de enxofre sdo substituicbes heteroaromaticas
permissiveis. Exemplos incluem furanila, tienila, tiofenila, pirrolila,
imidazolila, pirazolila, triazolila, tetrazolila, tiazolila, oxazolila,
iIsoxazolila, oxadiazolila, tiadiazolila, isotiazolila, piridinila, piridazinila,
pirazinila, pirimidinila, quinolinila, isoquinolinila, benzofuranila,
benzotiofenila, indolila e indazolila e similar.

[00059] O termo "conjugado” como um substantivo pretende indicar
uma proteina modificada, isto é, proteina com uma porc¢ao ligada a ela
a fim de modificar as propriedades da dita proteina. Como um verbo, o
termo pretende indicar o processo de ligacdo de uma porcdo a uma
proteina para modificar as propriedades da dita proteina.

[00060] O termo "cys unica" ou uma "cisteina livre" se refere a um
residuo cisteina que ndo esta engajado em ligacdo dupla. Uma
proteina pode entdo incluir um ou mais residuos de cys uUnica em
adicao a uma ou mais ponte(s) dissulfeto adicionais, contanto que a
dita cys Unica néo leve a ponte(s) dissulfeto internas.

[00061] Conforme aqui usado, o termo "pré-farmaco” indica amidas
bioidrolisaveis e ésteres bioidrolisaveis e também compreende a)
compostos em que a funcionalidade bioidrolisavel em tal pré-farmaco é
compreendida no composto de acordo com a presente invencao e b)

compostos que podem ser oxidados ou reduzidos biologicamente em
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um dado grupo funcional para dar substancias de farmaco de acordo
com a presente invencdo. Exemplos desses grupos funcionais incluem
1,4-di-hidropiridina,  N-alquilcarbonil-1,4-di-hidropiridina,  1,4-ciclo-
hexadieno, terc-butila e similar.

[00062] Conforme aqui usado, o termo "éster bioidrolisavel" € um
éster de uma substancia de farmaco (in casu, um composto de acordo
com a invencdo) que ou a) ndo interfere com a atividade biolégica da
substancia de origem, mas confere a esta substancia propriedades
vantajosas in vivo tal como duracdo de acao, inicio de acdo e similar
ou b) é biologicamente inativo, mas € prontamente convertido in vivo
pelo individuo no principio biologicamente ativo. A vantagem &, por
exemplo, solubilidade aumentada ou que o éster bioidrolisavel é
oralmente absorvido do intestino e é transformado em um composto
de acordo com a presente invencdo em plasma. Muitos exemplos de
tais sdo conhecidos na técnica e incluem, a titulo de exemplo, ésteres
de alquila inferior (por exemplo, C1-C4), ésteres de aciloxialquila
inferior, ésteres de alcoxiaciloxialquila inferior, ésteres de alcoxiaciloxi,
esteres de alquil acilamino alquila e ésteres de colina.

[00063] Conforme aqui usado, o termo "amida bioidrolisavel" é uma
amida de uma substancia de farmaco (in casu, um composto de
acordo com a presente invencdo) que ou a) ndo interfere com a
atividade biol6gica da substancia paralela, mas confere a esta
substancia propriedades vantajosas in vivo tais como duracdo de
acdao, inicio de acdo ou similar ou b) € biologicamente inativa, mas €&
prontamente convertida in vivo pelo individuo no principio
biologicamente ativo. A vantagem €, por exemplo, solubilidade
aumentada ou que a amida bioidrolisavel é oralmente absorvida a
partir do intestino e é transformada em um composto de acordo com a
presente invencdo em plasma. Muitos exemplos de tais sao

conhecidos na técnica e incluem a titulo de exemplo alquil amidas
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inferior, amidas de a-aminoacido, alcoxiacil amidas e
alquilaminoalquilcarbonil amidas.

[00064] No presente contexto, o termo "sal farmaceuticamente
aceitavel" pretende indicar sais que ndo sao prejudicais para o
paciente. Tais sais incluem sais de adicdo acidos farmaceuticamente
aceitaveis, sais de metal farmaceuticamente aceitaveis, sais de
amoénio e amodnio alquilado. Sais de adicdo acidos incluem sais de
acidos inorganicos bem como &cidos organicos. Exemplos
representativos de acidos inorganicos adequados incluem &acidos
cloridrico, bromidrico, iodridico, fosforico, sulfarico, nitrico e similar.
Exemplos representativos de &cidos organicos adequados incluem
acidos formico, acetico, tricloroaceético, trifluoracético, propidnico,
benzoico, cinamico, citrico, fumarico, glicolico, lactico, maleico, malico,
malbnico, mandélico, oxalico, picrico, piravico, salicilico, succinico,
metanossulfénico, etanossulfbnico, tartarico, ascorbico, pamoico,
bismetileno salicilico, etanodissulfénico, glucbnico, citracdnico,
aspartico, estearico, palmitico, EDTA, glicolico, p-aminobenzoico,
glutdmico, benzenossulfonico, p-toluenossulfénico e similar. Exemplos
adicionais de sais de adicdo acidos inorganicos e organicos
farmaceuticamente aceitaveis incluem os sais farmaceuticamente
aceitaveis listados em J. Pharm. Sci. 66, 2, (1977) que é aqui
incorporado aqui a titulo de referéncia. Exemplos de sais de metal
incluem sais de litio, sodio, potassio, magnésio e similar. Exemplos de
sais de amoénio e amodnio alquilado incluem sais de amoénio,
metilamonio, dimetilamonio, trimetilamonio, etilamonio,
hidroxietilamonio, dietilamonio, butilamonio, tetrametilamoénio e similar.
[00065] Uma "quantidade terapeuticamente eficaz" de um composto
conforme aqui usado significa uma quantidade suficiente para curar,
aliviar ou parcialmente parar as manifestacfes clinicas de uma dada

doenca e suas complicacbes. Uma quantidade adequada para realizar
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isto é definida como "quantidade terapeuticamente eficaz".
Quantidades eficazes para cada propdsito vao depender da
severidade da doenca ou lesdo bem como do peso e estado geral do
individuo. Ser4 compreendido que determinacdo de uma dosagem
apropriada pode ser obtida usando experimentacdo de rotina, atraves
da construcdo de uma matriz de valores e teste de pontos diferentes
na matriz, que esta tudo dentro das habilidades comuns de um médico
ou veterinario treinado.

[00066] Os termos "tratamento" e “tratando” conforme aqui usado
significam o tratamento e o cuidado de um paciente para 0 proposito
de combater uma condi¢éo, tal como uma doenca ou um disturbio. O
termo pretende incluir o espectro amplo de tratamentos para uma dada
condicdo da qual o dito paciente esta sofrendo, tal como administragao
do composto ativo para aliviar os sintomas ou complicagdes, retardar a
progressdo da doenca, disturbio ou condicdo, aliviar ou mitigar os
sintomas e complicacdes e/ou curar ou eliminar a doenca, disturbio ou
condicdo bem como prevenir a condicdo, em que prevencao deve ser
compreendida como o tratamento e cuidado de um paciente para o
propésito de combater a doenca, condicdo ou disturbio e inclui a
administracdo dos compostos ativos para prevenir o0 inicio dos
sintomas ou complicacdes. O paciente a ser tratado € preferivelmente
um mamifero; em particular um ser humano, mas também pode incluir
animais, tais como cachorros, gatos, vacas, ovelha e porcos.
DESCRICAO DA INVENCAO

[00067] Em um aspecto amplo a presente invencao se refere a um

conjugado de horménio do crescimento estavel que compreende um
composto de hormonio do crescimento (GH) tendo

a) uma mutacado de Cys Unica,

b) uma ponte dissulfeto adicional, ou

c) uma mutacdo de Cys Unica e uma ponte dissulfeto
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adicional,

em que um residuo de ligacdo a albumina através de um
espacador hidrofilico € ligado ao dito GH, ou

um sal farmaceuticamente aceitavel.
[00068] Quando uma mutacdo de Cys Unica esta presente, um
residuo de ligagdo a albumina através de um espagador hidrofilico e
ligado ao residuo de enxofre de Cys. Quando uma ponte dissulfeto
adicional esta presente (mas nenhuma mutacdo Cys Unica) entdo um
residuo de ligacdo a albumina através de um espagador hidrofilico e
ligado a uma posicdo no composto de hormdnio do crescimento, tal
como posicao 40, posicédo 141 ou o terminal N de hGH, conforme aqui
descrito. Quando dois ou mais residuos de ligacdo a albumina séo
ligados ao composto de hormdnio do crescimento através de um
espacador hidrofilico, entdo tais residuos de ligacdo a albumina séo
ligados a uma mutacdo de Cys uUnica se tal mutacdo estiver presente
ou se apenas uma ponte dissulfeto adicional estiver presente entdo um
residuo de ligacdo a albumina através de um espacador hidrofilico é
ligado a uma posicdo no composto de horménio do crescimento
conforme descrito aqui.
[00069] Em wuma modalidade o composto de hormdnio do
crescimento tem uma mutacdo de Cys Unica.
[00070] Em outra modalidade o composto de horménio do
crescimento tem duas mutacdes de Cys Unica.
[00071] Em uma modalidade adicional o composto de horménio do
crescimento tem uma ponte dissulfeto adicional.
[00072] Em uma modalidade adicional o composto de horménio do
crescimento tem uma mutacdo de Cys Unica e uma ponte dissulfeto
adicional.
[00073] Em uma modalidade adicional GH representa um composto

de horménio do crescimento compreendendo uma sequéncia de
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aminoacido tendo pelo menos 90% de identidade com a sequéncia de
aminoacido de horménio do crescimento humano (hGH) (SEQ ID
NO:1). Em modalidades adicionais, GH tem pelo menos 80%, tal como
pelo menos 85%, tal como pelo menos 95%, de identidade com hGH,
tal como pelo menos 96%, tal como pelo menos 97%, tal como pelo
menos 98% ou tal como pelo menos 99%, de identidade com a SEQ
ID NO:1. Em modalidades adicionais, as ditas identidades com hGH
séo acopladas a pelo menos 10%, tal como pelo menos 20%, tal como
pelo menos 40%, tal como pelo menos 60%, tal como pelo menos
80%, da atividade de horménio do crescimento de hGH conforme
determinado no ensaio | aqui. Qualquer uma das modalidades de
identidade de sequéncia pode ser combinada com qualquer uma das
modalidades da atividade, tal como um GH tendo pelo menos 80% de
identidade com hGH e acoplado a pelo menos 60% da atividade de
horménio do crescimento de hGH; um GH tendo pelo menos 90% de
identidade com hGH e acoplado a pelo menos 40% da atividade de
hormoénio do crescimento de hGH; um GH tendo pelo menos 95% de
identidade com GH e acoplado a pelo menos 80% da atividade de
horménio do crescimento de hGH; e assim por diante. Conforme aqui
descrito, HG pode ser expresso como MetHG que indica que a
sequéncia compreende uma metionina N-terminal adicional.

[00074] Em uma modalidade GH é uma variante de horménio do
crescimento em que uma mutacdo de Cys Unica é introduzida. Em
modalidades adicionais GH representa um composto de horménio do
crescimento contendo uma a cinco mutagcdes em adicdo a uma
mutacéo de Cys Unica.

[00075] Em uma modalidade adicional o residuo de ligacdo a
albumina através de um espacador hidrofilico € ligado a mutacdo de
Cys Unica. Em uma modalidade a mutacdo de Cys Unica esta na

posicdo N-terminal, H1, H2, L2 ou H3 de GH. Em modalidades
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adicionais, a mutacdo de Cys Unica é posicionada no terminal N, a
mutacdo sendo qualquer uma de T3C, P5C, S7C ou em H1
(correspondendo a AA 9-35), a mutagédo sendo tal como qualquer uma
de D11C, H18C, Q29C, E30C, E33C, A34C, Y35C ou em L1
(correspondendo a AA36-71), a mutacdo sendo qualquer uma de
K38C, E39C, Y42C, S43C, D47C, P48C, S55, S57C, P59C, S62C,
E65C, Q69C ou preferivelmente qualquer uma de Y42C, S55C, S57C,
S62C, Q69C ou em H2, L2 ou H3 (correspondendo a AA 72-98, AA
99-106 e AA 107-127), a mutacdo sendo qualquer uma de E88C,
Q91C, S95C, A98C, N99C, S100C, L101C, V102C, Y103C, D107C,
S108C, D112C, Q122C e G126C de hGH (SEQ ID NO: 1) ou em L3 ou
H4 (correspondendo a AA128-154 e AA155-184). Em L3 e H4 (128-
154 e AA155-184) a mutacédo sendo qualquer uma de E129C, D130C,
G131C, P133C, T135C, G136C, T142C, D147C, N149C, D154C,
A155C, L156C, R178C, V180C ou no terminal C a mutacdo sendo
gualquer uma de E186C, G187C G190C.

[00076] Se a mutacdo de Cys Unica estiver presente em uma
variante de hGh a mutacao esta localizada em residuos de aminoacido
correspondentes.

[00077] Em modalidade particular do GH a mutacdo de Cys Unica
foi introduzida em uma posicao equivalente em um GH parental que &
equivalente a uma posicao de hGH (SEQ ID NO:1) selecionada do
grupo consistindo em: T3, P5, S7, D11, H18, Q29, E30, E33, A34,
Y35, K38, E39, Y42, S43, D47, P48, S55, S57, P59, S62, E65, Q69,
E88, Q91, S95, A98, N99, S100, L101, V102, Y103, D107, S108,
D112, Q122, G126, E129, D130, G131, P133, T135, G136, T142,
D147, N149, D154, A155, L156, R178, E186, G187 e G190, tal como o
grupo consistindo em: T3, P5, S7, D11, H18, Q29, E30, E33, A34,
Y35, E88, Q91, S95, A98, N99, S100, L101, V102, Y103, D107, S108,
D112, Q122 e G126 o conjugado de GH compreendendo ainda uma
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porcdo de ligagdo a albumina na cadeia lateral do dito residuo cisteina
Unica.

[00078] Em modalidades adicionais a mutacdo de Cys Unica esta
localizada dentro de AA 93-106 em hGH ou residuos correspondentes
em variantes de hGH. Em modalidades especificas adicionais a
mutacdo de Cys Unica esta localizada dentro de L2, tal como dentro de
AA 99-106 ou AA 99-103 ou residuos correspondentes.

[00079] Quando uma mutacdo de Cys Unica estd presente no
conjugado de composto de horménio do crescimento da presente
invencdo, uma mutacéo de Cys Unica tipica € E30C. Uma mutacao de
Cys unica tipica adicional € Y42C. Uma mutacao de Cys Unica tipica
adicional € S55C. Uma mutacéo de Cys Unica tipica adicional € S57C.
Uma mutacéo de Cys unica tipica adicional € S62C. Uma mutacéo de
Cys unica tipica adicional € Q69C. Uma mutacdo de Cys unica tipica
adicional € S95C. Uma mutacdo de Cys unica tipica € A98C. Uma
mutacédo de Cys unica tipica adicional € N99C. Uma mutacdo de Cys
Unica tipica adicional é S100C. Uma mutacdo de Cys unica tipica
adicional € L101C. Uma mutacdo de Cys Unica tipica adicional é
V102C. Uma mutacédo de Cys unica tipica adicional € S108C.

[00080] De acordo com a estrutura de cristal do complexo
rhGH/receptor (PDB: 3HHR) o feixe consiste em quatro hélices
principais: primeira hélice (A) dos residuos 9 a 34, segunda hélice (B)
dos residuos 72 a 92 e dos residuos 94 a 100, terceira hélice (C) dos
residuos 106 a 128 e quarta hélice (D) dos residuos 155 a 184 (M.R.
Kasimova e outros, J. Mol. Biol. 318, 679-695 (2002)). As quatro
hélices principais séo referidas como o niumero da proteina. Residuos
gue ndo sao parte das regides de hélice sdo definidos como residuos
de alca e podem ser parte de regides flexiveis, alcas, dobras J,
grampos-de-cabelo e espirais. Uma localizacdo ligeiramente diferente

de hélice é obtida quando hGH estd em complexo com sua proteina de
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ligacdo (PDB: 1HWG), que é a definicdo de hélice referida acima.
[00081] Além disso, a invencdo se refere a um conjugado de HG
compreendendo pelo menos um residuo cisteina introduzido, residuo
cisteina que foi introduzido em uma posicdo equivalente a uma
posicdo em uma regido de hélice ou algca de hGH. Em particular os
residuos de aminoacido podem ser introduzidos em uma posi¢ao
exposta a superficie em uma regido de hélice ou alca que tem mais de
25% de sua cadeia lateral expostos na superficie, preferivelmente
mais de 50% de sua cadeia lateral expostos na superficie, por
exemplo, em uma estrutura modelo de hGH sozinho ou em uma
estrutura modelo de hGH complexado com suas duas moléculas
receptoras. Em uma modalidade preferida, a posicdo na hélice ou na
alca é equivalente a uma posicado fora de um sitio de ligacdo de
receptor de hGH. Residuos expostos na superficie podem ser
identificados usando algoritmos de quimica computacional. Por
exemplo, acessibilidades de superficie relativas podem ser calculadas
com o programa de computador Quanta 2005 da Accelrys Inc. usando
as coordenadas atbmicas das estruturas publicamente disponiveis
(estruturas 1HGU e 1HWG de codigos de acesso PDB) e ajustes de
parametro default. Uma descricdo do principio de base por detras do
algoritmo pode ser encontrada em B. Lee e F.M. Richards, "The
Interpretation of Protein Structures: Estimation of Static Acessibility", J.
Mol. Biol. 55, 379-400, (1971).

[00082] Em uma modalidade adicional o residuo de ligacdo a
albumina através de um espacador hidrofilico é ligado ao GH tendo
uma ponte dissulfeto adicional. Tipicamente, o residuo de ligacdo a
albumina através de um espacador hidrofilico € ligado ao terminal N,
posicao 40 ou posicao 41 de hGH.

[00083] Em uma modalidade adicional o GH compreende ligacdes

dissulfeto adicionais entre um segmento de alca e um segmento de
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hélice ou dentro do segmento de alca ou entre segmentos de alca ou
entre segmentos de hélice.

[00084] Em uma modalidade adicional o GH compreende uma
ligacao dissulfeto adicional em que pelo menos uma das cisteinas esta
presente em um segmento de alca, tal como dos residuos de
aminoacido 128-154 (L3).

[00085] Em uma modalidade adicional o GH compreende uma
ligacdo dissulfeto adicional em que a ligacdo dissulfeto adicional
conecta um segmento de alca com um segmento de hélice.

[00086] Em uma modalidade adicional o GH compreende uma
ligacdo dissulfeto adicional em que a ligacdo dissulfeto adicional
conecta um segmento de alca com hélice B ou hélice 2
(correspondendo a AA 72-98).

[00087] Em uma modalidade adicional o GH compreende uma
ligacdo dissulfeto adicional ligando a hélice 2 (correspondendo a AA
72-98) com a algca 3 (correspondendo a AA 128-154).

[00088] Em uma modalidade adicional o GH compreende uma
ligacdo dissulfeto adicional entre um dos pares de aminoacidos nas
posicoes correspondendo a R16C/L117C, Al17C/EL174C,
H21C/M170C, D26C/V102C, D26C/Y103C, N47C/T50C,
Q49C/G161C, F54C/Y143C, F54C/S144C, F54C/F146C,
S55C/Y143C, S57C/Y143C, 158C/Q141C, 158C/Y143C, 158C/S144C,
P59C/Q137C, P61C/E66C, P61C/T67C, S71C/S132C, L73C/S132C,
L73C/F139C, R77C/1138C, R77C/F139C, L81C/Q141C, L81C/Y143C,
Q84C/Y143C, Q84C/  S144C, S85C/Y143C, S85C/sl44cC,

P89C/F146C, F92C/F146C, F92C/T148C, R94C/D107C,
V102C/A105C, L156C/F146C, L156C/T148C elou V185C/S188C na
SEQ ID NO: 1.

[00089] Em uma modalidade adicional a ponte dissulfeto adicional

de GH estd entre pelo menos um dos pares de aminoacido nas

Peticaio 870210112684, de 03/12/2021, pég. 30/233



27/218

posi¢cdes correspondendo a R16C/L117C, A17C/E174C, H18C/Y143C,
H21C/M170C, N47C/T50C, Q49C/G161C, F54C/S144C, F54C/F146C,
I158C/Q141C, 158C/S144C, P59C/Q137C, P61C/E66C, P61C/T67C,
S71C/S132C, L73C/S132C, L73C/F139C, R77C/1138C, R77C/F139C,
L81C/Q141C, L81C/Y143C, Q84C/Y143C, S85C/Y143C,
P89C/F146C, F92C/F146C, F92C/T148C, R94C/D107C,
V102C/A105C, L156C/F146C, L156C/T148C e/ou V185C/S188C em
hGH (SEQ ID NO: 1).

[00090] Em uma modalidade adicional a ligacao dissulfeto adicional
esta entre um dos pares de aminoacido em posicdes correspondendo
a Al7C/E174C, H21C/M170C, D26C/V102C, D26C/Y103C,
F54C/Y143C, F54C/S144C, F54C/F146C, S55C/Y143C, S57C/Y143C,
158C/Q141C, 158C/Y143C, 158C/S144C, P59C/Q137C, S71C/S132C,
L81C/Y143C, Q84C/Y143C, S85C/Y143C, S85C/S144C, F92C/T148C
e/ou R94C/D107C na SEQ ID NO: 1.

[00091] Em uma modalidade adicional a ligacdo dissulfeto adicional
esta entre um dos pares de aminoacido em posicdes correspondendo
a D26C/vV102C, D26C/Y103C, S57C/Y143C, [158C/S144C,
P59C/Q137C, S71C/S132C, Q84C/Y143C, S85C/Y143C,
S85C/S144C, F92C/T148C e/ou R94C/D107C na SEQ ID NO: 1.
[00092] Em uma modalidade adicional a ligacdo dissulfeto adicional
esta entre um dos pares de aminoacidos em posi¢cées correspondendo
a H21C/M170C, D26C/V102C, D26C/Y103C, F54C/Y143C,
F54C/S144C, S55C/Y143C, S57C/Y143C, 158C/Q141C, 158C/Y143C,
I158C/S144C, P59C/Q137C, S71C/S132C, L81C/Y143C, Q84C/Y143C,
S85C/Y143C e/ou S85C/S144C na SEQ ID NO: 1.

[00093] Em uma modalidade adicional a ligacao dissulfeto adicional
esta entre um dos pares de aminoacido em posicdes correspondendo
a S57C/Y143C, Q84C/Y143C, S85C/Y143C el/ou S85C/S144C na

SEQ ID NO: 1. Tipicamente, a ponte dissulfeto adicional é
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Q84C/Y143C.

[00094] Em uma modalidade adicional o residuo de ligacdo a
albumina através de um espacador hidrofilico é ligado ao GH tendo
uma mutacdo de Cys Unica e uma ponte dissulfeto adicional.
Tipicamente, o residuo de ligacdo a albumina através de um
espacador hidrofilico é ligado a mutacdo de Cys Unica. Em uma
modalidade particular o GH tem uma ponte dissulfeto adicional
Q84C/Y143C e uma mutacao de Cys unica L101C em que o residuo
de ligacdo a albumina através de um espacador hidrofilico € ligado.
[00095] Em modalidades adicionais o0 GH tem uma ponte dissulfeto
adicional e uma mutacao de Cys unica selecionadas de qualquer uma
de: T3C, P5C, S7C, D11C, H18C, Q29C, E30C, E33C, A34C, Y35C,
K38C, E39C, Y42C, S43C, D47C, P48C, S55C, S57C, P59C, S62,
E65C, Q69C, E88C, Q91C, S95C, A98C, N99C, S100C, L101C,
V102C, Y103C, D107C, S108C, D112C, Q122C, G126C, E129C,
D130C, G131C, P133C, T135C, G136C, T142C, D147C, N149C,
D154C, A155C, L156C, R178C, E186C, G187C e G190C, tal como
qualquer uma de: T3C, P5C, S7C, D11C, H18C, Q29C, E30C, E33C,
A34C, Y35C, E88C, Q91C, S95C, A98C, N99C, S100C, L101C,
V102C, Y103C, D107C, S108C, D112C, Q122C e G126C de hGH
(SEQ ID NO:1) ou residuos correspondentes em uma variante de
hGH.

[00096] Em uma modalidade particular o GH tem uma ligacao
dissulfeto adicional e uma mutacdo de Cys Unica e a dita mutacdo de
Cys unica foi introduzida em uma posicdo equivalente para um GH
parental que é equivalente a uma posicdo de hGH (SEQ ID NO:1)
selecionada do grupo consistindo em: T3, P5, S7, D11, H18, Q29,
E30, E33, A34, Y35, K38, E39, Y42, S43, D47, P48, S55, S57, P59,
S62, E65, Q69, E88, Q91, S95, A98, N99, S100, L101, V102, Y103,
D107, S108, D112, Q122, G126, E129, D130, G131, P133, T135,
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G136, T142, D147, N149, D154, A155, L156, R178, E186, G187 e
G190, preferivelmente o grupo; T3, P5, S7, D11, H18, Q29, E30, E33,
A34, Y35, E88, Q91, S95, A98, N99, S100, L101, V102, Y103, D107,
S108, D112, Q122 e G126. O conjugado de GH compreende ainda
uma por¢cdo de ligacdo a albumina na cadeia lateral do dito residuo
cisteina unico.

[00097] Em uma modalidade adicional o GH compreende uma
mutacdo de Cys Unica e ligacdes dissulfeto adicionais entre um
segmento de alca e um segmento de hélice ou dentro do segmento de
alca ou entre segmentos de alca ou entre segmentos de hélice.
[00098] Em uma modalidade adicional o GH compreende uma
mutac&o de cys unica e uma ligacéo dissulfeto adicional em que pelo
menos uma das cisteinas esta presente em um segmento de alga, tal
como a partir dos residuos de aminoacido 128-154 (L3).

[00099] Em uma modalidade adicional o GH compreende uma
mutacdo de cys Unica e uma ligacdo dissulfeto adicional em que a
ligacdo dissulfeto adicional conecta um segmento de alca, tal como a
partir dos residuos de aminoacido 128-154, com um segmento de
hélice, tal como hélice B ou hélice 2 (correspondendo a AA 72-98).
[000100] Em uma modalidade adicional o GH compreende uma
mutacéo de cys uUnica e ligacéo dissulfeto adicional ligando a hélice 2
(correspondendo a AA 72-98) com a alca 3 (correspondendo a AA
128-154).

[000101] Em uma modalidade adicional o GH compreende uma
mutac&o de cys Unica e uma ligacdo dissulfeto adicional entre um dos
pares de aminoacido em posicdes correspondendo a R16C/L117C,
Al17C/E174C, H21C/M170C, D26C/V102C, D26C/Y103C, N47C/T50C,
Q49C/G161C, F54C/Y143C, F54C/S144C, F54C/F146C,
S55C/Y143C, S57C/Y143C, 158C/Q141C, 158C/Y143C, 158C/S144C,
P59C/Q137C, P61C/E66C, P61C/T67C, S71C/S132C, L73C/S132C,
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L73C/F139C, R77C/1138C, R77C/F139C, L81C/Q141C, L81C/Y143C,
Q84C/Y143C, Q84C/  S144C, S85C/Y143C, S85C/Sl44cC,
P89C/F146C, F92C/F146C, F92C/T148C, R94C/D107C,
V102C/A105C, L156C/F146C, L156C/T148C e/ou V185C/S188C na
SEQ ID NO: 1.

[000102] Em uma modalidade adicional o GH compreende uma
mutacdo de cys Unica e uma ponte dissulfeto adicional entre pelo
menos um dos pares de aminoacido nas posi¢des correspondendo a
R16C/L117C, A17C/E174C, H18C/Y143C, H21C/M170C, N47C/T50C,
Q49C/G161C, F54C/S144C, F54C/F146C, 158C/Q141C, 158C/S144C,
P59C/Q137C, P61C/E66C, P61C/T67C, S71C/S132C, L73C/S132C,
L73C/F139C, R77C/1138C, R77C/F139C, L81C/Q141C, L81C/Y143C,
Q84C/Y143C, S85C/Y143C, P89C/F146C, F92C/F146C, F92C/T148C,
R94C/D107C, V102C/A105C, L156C/F146C, L156C/T148C elou
V185C/S188C em hGH (SEQ ID NO: 1).

[000103] Em uma modalidade adicional o GH compreende uma
mutac&do de cys Unica e uma ponte dissulfeto adicional entre um dos
pares de aminoacido nas posi¢cdes correspondendo a A17C/E174C,
H21C/M170C, D26C/V102C, D26C/Y103C, F54C/Y143C,
F54C/S144C, F54C/F146C, S55C/Y143C, S57C/Y143C, 158C/Q141C,
I58C/Y143C, 158C/S144C, P59C/Q137C, S71C/S132C, L81C/Y143C,
Q84C/Y143C, S85C/Y143C, S85C/S144C, F92C/T148C elou
R94C/D107C em SEQ ID NO: 1.

[000104] Em uma modalidade adicional a ligacao dissulfeto adicional
€ entre um dos pares de aminoacido em posi¢cdes correspondendo a
D26C/V102C, D26C/Y103C, S57C/Y143C, 158C/S144C, P59C/Q137C,
S71C/S132C, Q84C/Y143C, S85C/Y143C, S85C/S144C, F92C/T148C
e/ou R94C/D107C em SEQ ID NO: 1.

[000105] Em uma modalidade adicional o GH compreende uma

mutacdo de cys Unica e uma ponte dissulfeto adicional entre um dos
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pares de aminoacido em posi¢cdes correspondendo a H21C/M170C,
D26C/V102C, D26C/Y103C, F54C/Y143C, F54C/S144C,
S55C/Y143C, S57C/Y143C, 158C/Q141C, 158C/Y143C, 158C/S144C,
P59C/Q137C, S71C/S132C, L81C/Y143C, Q84C/Y143C, S85C/Y143C
e/ou S85C/S144C em SEQ ID NO: 1.

[000106] Em uma modalidade adicional o GH compreende uma
mutacdo de cys Unica e uma ligacdo dissulfeto adicional entre um dos
pares de aminoacido nas posi¢ces correspondendo a S57C/Y143C,
Q84C/Y143C, S85C/Y143C e/ou S85C/S144C em SEQ ID NO: 1.
[000107] A solubilidade de um espacador hidrofilico (B) pode ser
descrita por seu valor logP. LogP, também conhecido como o
coeficiente de diviséo, é o logaritmo da raz&do de concentracdes de um
composto nas duas fases de uma mistura de dois solventes nao
misciveis em equilibrio. Tipicamente um dos solventes é agua,
enguanto o segundo é selecionado de octan-1-ol, cloroférmio, ciclo-
hexano e propileno glicol dipelargonato (PGDP). Valores logP medidos
nesses solventes diferentes mostram diferencas principalmente devido
a efeitos de ligacdo de hidrogénio. Octanol pode doar e aceitar
ligacBes hidrogénio, enquanto ciclo-hexano é inerte. Cloroformio pode
doar ligacdes hidrogénio, enquanto PGDP pode apenas aceita-las.
Valores LogP podem ser medidos através de métodos padrdo
conhecidos na técnica.

[000108] Em uma modalidade da invencédo, o espacador hidrofilico
tem um LogP abaixo de 0O, tal como abaixo de 0,5, em qualquer um de
octan-1-ol, cloroférmio, ciclo-hexano e dipelargonato de propileno
glicol (PGDP).

[000109] Em uma modalidade adicional, o espacador hidrofilico tem
um logP abaixo de -1 em qualguer um de octan-1-ol, cloroférmio, ciclo-
hexano e dipelargonato de propileno glicol (PGDP).

[000110] Alternativamente, o valor LogP pode ser calculado como
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mLogP e/ou cLogP para a parte de ligante de albumina ou parte de
espacador hidrofilico usando algoritmos publicados (T. Fujita; J. lwasa
e C. Hansch, J. Am. Chem. Soc. 86, 5175-5180, (1964) "A New
Substituent Constant, Pi, Derived from Partition Coefficients”, C. A.
Lipinski e outros. Advanced Drug Delivery Reviews, 23, 3-25, (1997)
"Experimental e Computational Approaches to Estimate Solubility e
Permeability in Drug Discovery e Development Settings" e I. Moriguchi,
S. Hirono, I. Nakagome, H. Hirano, Chem. Pharm. Bull. 42, 976-978,
(1994) "Comparison of Reliability of logP Values for Drugs Calculated
by Several Methods").

[000111] Em uma modalidade da presente invencdo, o espacador
hidrofilico (B) tem um mLogP < 0.

[000112] Em uma modalidade adicional o composto de hormoénio do
crescimento (GH) é ligado a um residuo de ligacdo a albumina atraves
de um espacador hidrofilico (B).

[000113] Em uma modalidade adicional, o composto de hormonio do
crescimento (GH) é ligado a um residuo de ligacéo a albumina através
de um espacador hidrofilico (B) acoplado a uma cisteina livre no
composto de hormonio do crescimento (GH).

[000114] Em outra modalidade o composto de horménio do
crescimento (GH) é ligado a dois residuos de ligacdo a albumina
através de um ou dois espacadores hidrofilicos. Desta maneira, em um
exemplo um residuo de ligacdo a albumina € ligado através de um
espacador hidrofilico (B) & mutacédo de Cys Unica e o outro residuo de
ligacdo a albumina é ligado através de um espacador hidrofilico (B') a
glutamina na posicdo 40 ou posicdo 141; ou alternativamente dois
residuos de ligacdo a albumina séo ligados através de um espacador
hidrofilico (B) a mutacdo de Cys Unica ou a glutamina na posicéao 40,
posicao 141 ou ao terminal N. Em ainda outra modalidade, o composto

de horménio do crescimento (GH) é ligado a trés residuos de ligacéo a
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albumina através de um ou mais espacadores hidrofilicos.

[000115] Em uma modalidade o espacador hidrofilico compreende
pelo menos um motivo OEG, o radical &cido 8-amino-3,6-
dioxaoctanico, isto é, -NH-(CH2).-O-(CH.)2-O-CH»>-C(O)-. Em uma
modalidade especificada adicional o espacador hidrofilico compreende
pelo menos dois motivos OEG. A orientacdo de tais motivos OEG esté
em uma modalidade de maneira que o —C(O)- esteja 0 mais préximo
do composto de hormdnio do crescimento, mas nao conectando o
composto de hormonio do crescimento e o ligante de albumina e o —
NH- esteja 0 mais proximo do residuo de ligagdo a albumina. Em
modalidades adicionais compreendendo dois motivos de OEG os dois
motivos tém orientacdo idéntica ou orientacdo diferente. Em uma
modalidade, dois motivos de OEG deste tipo estdo localizados
adjacentes uns aos outros enquanto em modalidades alternativas tais
motivos de OEG s&o separados por um ou mais atomos
covalentemente ligados.

[000116] Em uma modalidade o espacador hidrofilico compreende
pelo menos pelo menos um residuo de acido glutamico. O acido
glutdmico de aminoacido compreende dois grupos de acido
carboxilico. Seu grupo gama-carbéxi pode ser usado para formacgao de
uma ligacdo amida com um grupo épsilon-amino de lisina, ou com um
grupo amino de uma molécula de OEG, se presente, ou com 0 grupo
amino de outro residuo Glu, se presente. O grupo alfa-carboxi pode
ser alternativamente usado para formacdo de uma ligacdo amida
similar com o grupo épsilon-amino de lisina ou com um grupo amino
de uma molécula de OEG, se presente, ou com 0 grupo amino de
outro residuo Glu, se presente. O grupo amino de Glu pode por sua
vez formar uma ligacdo amida com o grupo carbodxi do residuo de
ligacdo de albumina ou com o grupo carboxi de um motivo de OEG, se

presente, ou com 0 grupo gama-carboxi ou grupo alfa-carboxi de outro
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Glu, se presente. A ligagdo do grupo amino de um Glu a um grupo
gama-carbéxi de um segundo Glu pode ser referida como um motivo
"gama-Glu".
[000117] Em uma modalidade o espacador hidrofilico compreende
pelo menos um motivo OEG-Glu (-NH-(CH2)2-O-(CH2)2-O-CH.-
C(O)NH-CH(C(O)OH)-(CH2)2-C(O)-) ou pelo menos um motivo Glu-
OEG combinado (-NH-CH(C(O)OH)-(CH2)2-C(O)NH-(CH2).-O-(CH2)2-
O-CH2-C(0O)-) ou suas combinacdes, em que tais motivos Glu-OEG e
OEG-Glu podem ser separados por um oOu mais &atomos
covalentemente ligados ou diretamente ligados uns aos outros por
uma ligacdo amida do Glu's formando um gama-Glu.
[000118] Em um aspecto adicional a presente invencéao se refere a
um conjugado de hormoénio do crescimento em que o0 conjugado de
horménio do crescimento tem a formula (1):

A-W-B-GH (I)
em que

GH representa um composto de horménio do crescimento
tendo uma mutacédo de Cys Unica,

B representa um espacador hidrofilico ligado ao residuo de
enxofre da mutacao de Cys,

W é um grupo quimico ligando Ae B, e

A representa um residuo de ligacdo a albumina, e

seus sais farmaceuticamente aceitaveis.
[000119] Em uma modalidade adicional GH representa um composto
de horménio do crescimento compreendendo uma sequéncia de
aminoacido tendo pelo menos 90% de identidade com a sequéncia de
aminoacido de horménio do crescimento humano (hGH) (SEQ ID
NO:1). Em modalidades adicionais, GH tem pelo menos 80%, tal como
pelo menos 85%, tal como pelo menos 95%, tal como pelo menos

96%, tal como pelo menos 97%, tal como pelo menos 98% ou tal como
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pelo menos 99%, de identidade com hGH (SEQ ID NO:1). Em
modalidades adicionais, as ditas identidades para hGH séo acopladas
a pelo menos 10%, tal como pelo menos 20%, tal como pelo menos
40%, tal como pelo menos 60%, tal como pelo menos 80%, da
atividade de hormonio do crescimento de hGH conforme determinado
no ensaio | aqui. Qualquer uma das modalidades de identidade de
sequéncia pode ser combinada com qualquer uma das modalidades
de atividade, tal como um GH tendo pelo menos 80% de identidade
com hGH e acoplado a pelo menos 60% da atividade de hormdnio do
crescimento de hGH; um GH tendo pelo menos 90% de identidade
com hGH e acoplado a pelo menos 40% da atividade de horménio do
crescimento de hGH; um GH tendo pelo menos 95% de identidade
com hGH e acoplado a pelo menos 80% da atividade de horménio do
crescimento de hGH, e assim por diante.

[000120] Em modalidades adicionais o GH do conjugado tem uma
mutacéo de Cys Unica selecionada de qualquer uma de uma mutacéo
de Cys unica nas regides de terminal N, H1, H2, L2 ou H3 de GH. Em
tais modalidades adicionais, a mutacdo de Cys Unica € posicionada no
terminal N, a mutacdo sendo qualquer uma de T3C, P5C, S7C ou em
H1 (correspondendo a AA 9-35), a mutacdo sendo qualquer uma de
D11C, H18C, Q29C, E30C, E33C, A34C, Y35C ou em L1
(correspondendo a AA36-71), a mutacao sendo qualquer uma de
K38C, E39C, Y42C, S43C, D47C, P48C, S55, S57C, P59C, S62C,
E65C, Q69C ou preferivelmente qualquer uma de Y42C, S55C, S57C,
S62C, Q69C ou em H2, L2 ou H3 (correspondendo a AA 72-98, AA
99-16 e AA 107-127), a mutacdo sendo qualquer uma de E88C, Q91C,
S95C, A98C, N99C, S100C, L101C, V102C, Y103C, D107C, S108C,
D112C, Q122C e G126C de hGH (SEQ ID NO: 1) ou em L3 ou H4
(correspondendo a AA 128-154 e AA 155-184). Em L3 e H4 (128-154
e AA155-184) a mutacdo sendo qualquer uma de E129C, D130C,
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G131C, P133C, T135C, G136C, T142C, D147C, N149C, D154C,
A155C, L156C, R178C, V180C ou no terminal C a mutacdo sendo
qualquer uma de E186C G187C G190.

[000121] Se a mutacdo de Cys Unica estiver presente em uma
variante de hGH, a mutacdo esta localizada em residuos de
aminoacido correspondentes.

[000122] Modalidades adicionais incluem conjugados de GH, em que
a mutacao de cys unica em GH é selecionada de qualquer uma de:
T3C, P5C, S7C, D11C, H18C, Q29C, E30C, E33C, A34C, Y35C,
K38C, E39C, Y42C, S43C, D47C, P48C, S55C, S57C, P59C, S62,
E65C, Q69C, E88C, Q91C, S95C, A98C, N99C, S100C, L101C,
V102C, Y103C, D107C, S108C, D112C, Q122C, G126C, E129C,
D130C, G131C, P133C, T135C, G136C, T142C, D147C, N149C,
D154C, A155C, L156C, R178C, E186C, G187C e G190C, tal como
qualquer uma de: T3C, P5C, S7C, D11C, H18C, Q29C, E30C, E33C,
A34C, Y35C, E88C, Q91C, S95C, A98C, N99C, S100C, L101C,
V102C, Y103C, D107C, S108C, D112C, Q122C e G126C de hGH
(SEQ ID NO: 1).

[000123] Em modalidades adicionais a mutacdo de Cys Unica esta
localizada dentro de AA 93-106 em hGH ou residuos correspondentes
em variantes de hGH. Em modalidades especificadas adicionais a
mutacdo de Cys Unica estéa localizada dentro de L2, tal como dentro de
AA 99-106 ou AA 99-103 ou residuos correspondentes.

[000124] Em uma modalidade adicional A é selecionado de
//N_Ql //N_T
N_ x N "
HO HO
0 13 @) 15
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O—N O—N
O\\ / \ O\\ / \
/,S\ * /,S\ *
o] H 13 o} H 15
1 )
O O O
* * *
HO)J\N:LZ/ HO)J\’N{ HOW
1 ) )
(e} (e}
oot oy e
14 16
(e} H (e} H
1 )
S\/{/\]\/* \/k\}\/*
/ /
HO 13 HO 15

em que * significa a ligacdo a B através de W.
[000125] Em uma modalidade adicional W tem a formula

-W7-Y-,
em que

Y é -(CH2)i7-Csao-cicloalquila-Ws- ou uma ligacdo de
valéncia,

|7 € 0-6,

W- é selecionado de -C(O)NH-, -NHC(O)-, -C(O)NHCH>-, -
CH2NHC(O)-, -C(O)NHS(O)2-, -S(0)2NHC(O)-, -OC(O)NH-, -NHC(O)O-
, -C(O)CH2-, -CH2C(0O)-, -C(O)CH=CH-, -CH=CHC(0O)-, -(CH2)s3-, -
C(0)-, -C(0)0O-, -OC(0O)- ou uma ligacéo de valéncia; em que s3 € 0 ou
1,

Ws é selecionado de -C(O)NH-, -NHC(O)-, -C(O)NHCH.-, -
CH2NHC(O)-, -C(O)NHS(O)2-, -S(0)2NHC(O)-, -OC(O)NH-, -NHC(O)O-
, -C(O)CH2-, -CH.C(0O)-, -C(O)CH=CH-, -CH=CHC(0)-, -(CH2)ss-, -
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C(0)-, -C(0)0O-, -OC(0)- ou uma ligacdo de valéncia; em que s4 é 0 ou
1.

[000126] Em modalidades adicionais B compreende ou consiste em
um ou mais motivos OEG e/ou gama-Glu conforme descrito acima.
[000127] Em uma modalidade adicional B tem a férmula

-X1-X2-X3-Xs-
em que

X1 € -W1-[(CHRY)11-W2]m1-{[(CH2)n1E1]m2-[(CHR?)12-W 3]m3}n2-,

X2 € -[(CHR?3)13-W 4]ma-{[(CH2)n3E 2] ms-[(CHR*)14-Ws]me}na-,

X3 € -[(CHR®)i5-W¢]m7-,

X4 é F-D1-(CHa)s-D2-,

11, 12, 13, 14, 15 e 16 sdo independentemente selecionados
de 0-16,

ml, m3, m4, m6 e m7 sdo independentemente
selecionados de 0-10,

m2 e m5 sao independentemente selecionados de 0-25,

nl, n2, n3 e n4 sdo independentemente selecionados de 0-
16,

F é arila, hetarila, pirrilidino-2,5-diona ou uma ligacdo de
valéncia, em que o0s grupos arila e hetarila sdo opcionalmente
substituidos com halogénio, -CN, -OH, -C(O)OH, -C(O)NH2, -S(0).0OH
ou Cie-alquila,

R!, R?, R3 R* e R°® sdo independentemente selecionados
de hidrogénio, -C(O)OH, -C(O)NH, -S(O)OH, -S(0)20H, -NH-C(=NH)-
NH2, Cie-alquila, arila ou hetarila; em que os grupos alquila, arila e
hetarila sdo opcionalmente substituidos com halogénio, -C(O)OH, -
C(O)NHz, -S(O)OH, -S(0)20H, -CN ou-OH,

D1, D2, E1 e E2 sdo independentemente selecionados de -
O-, -N(R®)-, -N(C(O)R’)- ou uma ligacédo de valéncia; em que R® e R’

representam independentemente hidrogénio ou Cis-alquila,
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W: a Ws sédo independentemente selecionados de -
C(O)NH-, -NHC(0O)-, -C(O)NHCH2-, -CH2NHC(O)-, -C(O)NHS(O)2-, -
S(0)2NHC(0O)-, -OC(O)NH-, -NHC(0O)O-, -C(O)CH2-, -CH2C(O)-,
-C(O)CH=CH-, -CH=CHC(O)-, -(CH2)s2-, -C(O)-, -C(O)O-, -OC(0O)- ou
uma ligacao de valéncia; em que s2 € 0 ou 1,

Ws é selecionado de -C(O)NH-, -NHC(O)-, -C(O)NHCH.-, -
CH2NHC(O)-, -C(O)NHS(0O)2-, -S(0)2NHC(O)-, -OC(O)NH-, -NHC(O)O-
, -C(O)CH2-, -CH2C(0)-, -C(O)CH=CH-, -CH=CHC(O)-, -(CH2)s1-, -
C(0)-, -C(0O)0O-, -OC(0O)-, -NHC(O)C1-6-alquila, -C(O)NHC6-alquila ou
uma ligacdo de valéncia; em que s1 € 0 ou 1 e o grupo Cie-alquila &
opcionalmente  substituido com oxo, pirrolidino-2,5-diona, -
NHC(O)CH*CH2COOH ou -NHC(O)CH2CH*COOH; em que ( *) indica
0 ponto de ligacdo do atomo de carbono de CH a Xa.

[000128] Em uma modalidade adicional, 11, 12, 13, 14, I5 e 16 séo
independentemente 0-6.

[000129] Em uma modalidade adicional, m1, m3, m4, m6 e m7 séo
independentemente 0-6.

[000130] Em wuma modalidade adicional m2 e m5 séo
independentemente 0-10.

[000131] Em uma modalidade adicional nl, n2, n3 e n4 sé&o
independentemente 0-10.

[000132] Em uma modalidade adicional D1 e D2 séo
independentemente selecionados de -O- ou -N(R®)- ou uma ligacéo de
valéncia.

[000133] Em uma modalidade adicional E1 e E2 séao
independentemente selecionados de -O- ou-N(R®)- ou uma ligagdo de
valéncia.

[000134] Em uma modalidade adicional, Wi a Ws sao
independentemente selecionados do grupo consistindo em -C(O)NH-, -
NHC(O)-, -CH2NHC(O)-, -C(O)NHS(O)2-, -S(0)2NHC(O)-, -NHC(O)C.:.
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e-alquila, -C(O)NHCie-alquila ou uma ligagcado de valéncia; em que o
grupo alquila é opcionalmente substituido com oxo, pirrolidino-2,5-
diona, -NHC(O)CH*CH>COOH ou -NHC(O)CH.CH*COOH; em que (*)
indica o ponto de ligacdo do &tomo de carbono de CH a Xa.

[000135] Em uma modalidade adicional, R}, R?, R%, R* e R® sédo
independentemente selecionados de hidrogénio, -C(O)OH, -C(O)NH2, -
S(0)20H ou Ci.s-alquila; em que o grupo Cis-alquila € opcionalmente
substituido com -C(O)OH, -C(O)NH. ou -S(0).0H.

[000136] Em uma modalidade adicional, -{[(CH2)nE1]m2-[(CHR?)p-
W3ma}nz- € -{[(CH2)n3E2]ms-[(CHR*)14-Ws]me}na-, €m que E1 e E2 sé&o -O-
, Sao selecionados de

(CHRY, (CHRY,

O
*/\/O\/\OAH/H\/\O/\/O%H/\*
O

(0] (0]
H
*. O
\/\O/\/OvlkN/\/O\/\OA[(N\/\O/\/ vlkN/\*
H H
O )
: i oo L
*/\/O\/\O/WN\/\O/\/O\)kH/\/O\/\O/WN\/\O/\/O H/\*
o) © , €
H
*\/\/O\/\O/\/O\/\/NY\*
O )
em que * pretende indicar um ponto de ligagéo, isto €, uma ligacéo
aberta.

[000137] Em uma modalidade adicional, X4 € uma ligacdo de

valéncia e W5 é selecionado de qualquer um de pirrolidino-2,5-diona, -
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NHC(O)CH*CH>COOH ou -NHC(O)CH,CH*COOH em que (*) indica o
ponto de ligacdo a partir do atomo de carbono de CH a GH.

[000138] Em uma modalidade adicional B é selecionado de

HO (¢] o
o H (0] (@]
NLYN N/\/\O/\/O\/\O/\/\N)k/\N .
. H & H H
o
(0] OH
)
H
* Nﬁﬁ
*
r/v I
O OH
’
O H H
* (@] N
N/\/ \/\OA“/ \n/\*
H o o
0~ ~oH 0" OH
)

(0]
\\ _OH
S (@) OH
I (0] (0]
* N N *
H H
o (0] OH ,
O OH
' i I I/\A I
H H .
N N/\/O\/\O/YN\/\O/\/OVU\N Nk/
H H H
(o] o
O OH
)
O\//o i o ° on o © o i
N
: i H o Jo
* \/\/lLH/\/ \/\O/YNI\*HI/WN\/\O/\/O\/U\N H
o o
07 ~oH
)
(0] OH
i N i I/\/\ i
* ~_-0O0~_~ N~ /\/O\/U\ /U\/*
N (e} (e} N N
B X H H

(6] OH

*\/\O/\/O\/loj\ N/\/O\/\O/\H/HI\/\/H\H/\*
H
© (@) OH o ,
(0) OH
*\/\O/\/OVU\N N/U\/*
H H
)

o_,0 o © OH o

\Sl\/\/u\ N N N
e N N N/\/OV\ N N

N m N o \[h
o
(¢] OH o o
o OH
’
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O OH
(0] (0]
N N o N
N v\o/\/ > N/\n/ \/\*
H H
(o] (e}
(e}

o
HO
)
(o]
\\S/OH
Il o
. N/\/O\/\OWNI\/\/Njﬁ
H *
(@] O (@]
0o~ OH 07 “oH
)
(e}
\\S/OH

I 0 o)
O H o H H
N
. H/\/ \/\O/Y I\/lkN/YN\/\*
H
© (0] OH ° O OH °

[000139] Em uma modalidade adicional o conjugado de GH

selecionado de

HO (o]
o o o o
H
o HVO/‘kHK/H(N\G:H/\/\O/\/O\/\O/\/\H*/\;&/SHH hGH [L101C]
8
o o
07 TOH
oMo o .y ° o o
o HVO/kH N\G:”/\/\o/\/o\/\o/\/\u/lk/\ﬁ/sw hGH [H18C]
8
o [¢]
[¢] OH
OHO (o] y o o o)
o ; N N N/\/\O/\/O\/\O/\/\N/u\/\N 95 hGH [595C]
HO 8
o o
o] OH
OHO o y o ° fo)
o y N N N/\/\O/\/O\/\O/\/\N/U\/\N 98 hGH [A98C]
HO 8
Io) o
o OH
OHO o ; o ° o)
) y N N H/\/\o/\/o\/\o/\/\u/lk/\N 99 hGH [N99C]
oA ° p
o) (o}
(o} OH
OHO o " o o o)
o " N N N/\/\O/\/O\/\O/\/\N/U\/\N 102 hGH [V102C]
8 i o
o OH ,
OHO o | o ° fo)
o y N N N/\/\o/\/o\/\o/\/\N/lk/\N 30 hGH [E30C]
8
Ie) [e]
[e] OH
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HO.__O
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[000140] Em um aspecto adicional a presente invencao se refere a

um conjugado de hormdnio do crescimento tendo a férmula (1):
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A-W-B-GH (1)
em que

GH representa um composto de horménio do crescimento
tendo uma ponte dissulfeto adicional,

B representa um espacador hidrofilico,

W é um grupo quimico ligando Ae B, e

A representa um residuo de ligacdo a albumina; e

seus sais farmaceuticamente aceitaveis.
[000141] Em uma modalidade adicional GH representa um composto
de hormdnio do crescimento compreendendo uma sequéncia de
aminoacido tendo pelo menos 90% de identidade com a sequéncia de
aminoacido de horménio do crescimento humano (hGH) (SEQ ID
NO:1). Em modalidades adicionais, GH tem pelo menos 80%, tal como
pelo menos 85%, tal como pelo menos 95%, tal como pelo menos
96%, tal como pelo menos 97%, tal como pelo menos 98% ou tal como
pelo menos 99%, de identidade com hGH (SEQ ID NO:1). Em
modalidades adicionais, as ditas identidades para hGH s&o acopladas
a pelo menos 10%, tal como pelo menos 20%, tal como pelo menos
40%, tal como pelo menos 60%, tal como pelo menos 80%, da
atividade de hormonio do crescimento de hGH conforme determinado
no ensaio | aqui. Qualquer uma das modalidades de identidade de
sequéncia pode ser combinada com qualquer uma das modalidades
de atividade, tal como um GH tendo pelo menos 80% de identidade
com hGH e acoplado a pelo menos 60% da atividade de hormdnio do
crescimento de hGH; um GH tendo pelo menos 90% de identidade
com hGH e acoplado a pelo menos 40% da atividade de hormdnio do
crescimento de hGH; um GH tendo pelo menos 95% de identidade
com hGH e acoplado a pelo menos 80% da atividade de horménio do
crescimento de hGH, e assim por diante.

[000142] Em wuma modalidade adicional, GH do conjugado
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compreende ligagOes dissulfeto adicionais entre um segmento de alca
e um segmento de hélice ou dentro do segmento de alca ou entre
segmentos de alca ou entre segmentos de hélice.

[000143] Em uma modalidade adicional o GH do conjugado
compreende uma ligagéo dissulfeto adicional em que pelo menos uma
das cisteinas esta presente em um segmento de al¢a, tal como a partir
dos residuos de aminoécido 128-154.

[000144] Em uma modalidade adicional o GH do conjugado
compreende uma ligacdo dissulfeto adicional em que a ligacdo
dissulfeto adicional conecta um segmento de alca, tal como a partir
dos residuos de aminoacido 128-154 (H3), com um segmento de
hélice, tal como hélice B ou hélice 2 (correspondendo a AA 72-98).
[000145] Em uma modalidade adicional o GH do conjugado
compreende uma ligacdo dissulfeto adicional ligando a hélice 2
(correspondendo a AA 72-98) com alca 3 (correspondendo a AA 128-
154).

[000146] Em uma modalidade adicional o GH do conjugado
compreende uma ligacao dissulfeto adicional entre um dos pares de
aminoacido em posicbes correspondendo a R16C/L117C,
A17C/E174C, H21C/M170C, D26C/V102C, D26C/Y103C, N47C/T50C,
Q49C/G161C, F54C/Y143C, F54C/S144C, F54C/F146C,
S55C/Y143C, S57C/Y143C, 158C/Q141C, 158C/Y143C, 158C/S144C,
P59C/Q137C, P61C/E66C, P61C/T67C, S71C/S132C, L73C/S132C,
L73C/F139C, R77C/1138C, R77C/F139C, L81C/Q141C, L81C/Y143C,
Q84C/Y143C, S85C/Y143C, S85C/S144C, P89C/F146C,
F92C/F146C, F92C/T148C, R94C/D107C, V102C/A105C,
L156C/F146C, L156C/T148C e/ou V185C/S188C em SEQ ID NO: 1.
[000147] Em uma modalidade adicional a ponte dissulfeto adicional
estd entre pelo menos um dos pares de aminoacido nas posicdes
correspondendo a R16C/L117C, Al17C/E174C, H18C/Y143C,
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H21C/M170C, N47C/T50C, Q49C/G161C, F54C/S144C, F54C/F146C,
158C/Q141C, 158C/S144C, P59C/Q137C, P61C/E66C, P61C/T67C,
S71C/S132C, L73C/S132C, L73C/F139C, R77C/1138C, R77C/F139C,
L81C/Q141C, L81C/Y143C, Q84C/Y143C, S85C/Y143C,
P89C/F146C, F92C/F146C, F92C/T148C, R94C/D107C,
V102C/A105C, L156C/F146C, L156C/T148C e/ou V185C/S188C em
hGH (SEQ ID NO: 1).

[000148] Em uma modalidade adicional o GH do conjugado
compreende uma ligacao dissulfeto adicional entre um dos pares de
aminoacido em posicoes correspondendo a Al17C/E174C,
H21C/M170C, D26C/V102C, D26C/Y103C, F54C/Y143C,
F54C/S144C, F54C/F146C, S55C/Y143C, S57C/Y143C, 158C/Q141C,
I58C/Y143C, 158C/S144C, P59C/Q137C, S71C/S132C, L81C/Y143C,
Q84C/Y143C, S85C/Y143C, S85C/S144C, F92C/T148C elou
R94C/D107C em SEQ ID NO: 1.

[000149] Em uma modalidade adicional a ligacdo dissulfeto adicional
€ entre um dos pares de aminoacido em posi¢cdes correspondendo a
D26C/V102C, D26C/Y103C, S57C/Y143C, 158C/S144C, P59C/Q137C,
S71C/S132C, Q84C/Y143C, S85C/Y143C, S85C/S144C, F92C/T148C
e/ou R94C/D107C em SEQ ID NO: 1.

[000150] Em uma modalidade adicional i GH do conjugado
compreende uma ligacao dissulfeto adicional entre um dos pares de
aminoacido em posicbes correspondendo a H21C/M170C,
D26C/V102C, D26C/Y103C, F54C/Y143C, F54C/S144C,
S55C/Y143C, S57C/Y143C, 158C/Q141C, 158C/Y143C, 158C/S144C,
P59C/Q137C, S71C/S132C, L81C/Y143C, Q84C/Y143C, S85C/Y143C
e/ou S85C/S144C em SEQ ID NO: 1.

[000151] Em wuma modalidade adicional o GH do conjugado
compreende uma ligacao dissulfeto adicional entre um dos pares de

aminoacido em posicées correspondendo a S57C/Y143C,
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Q84C/Y143C, S85C/Y143C e/ou S85C/S144C em SEQ ID NO: 1.

[000152] Em uma modalidade adicional A é selecionado de

//N—N //N—N
N\ \ * N\N \ *
H 13 H 15
b )
HO HO
/ /
N\ \ * N\ \ *
0 13 0 15
b )
o O—N o O—N
N/ \ N/ \
7 \N * //S\N *
(6] H 13 (e} H 15
b )
O O O
* * *
HO)J\N:LZ/ HO)J\’N{ HOW
b ) )
O O
HO%N/\H/* HO%N/\H/*
H 14 H 16
O O
b )
Ox //O O« //o
) * /S\h\/*
HO 13 HO 15
b )
(6] (]

em que * significa a ligacdo a B através de W.
[000153] Em uma modalidade adicional W tem a formula
-W7-Y-,
em que
Y é -(CHg2)i7-Cs.10-cicloalquila-We- ou uma ligacdo de
valéncia,
|7 é 0-6,
W> é selecionado de -C(O)NH-, -NHC(O)-, -C(O)NHCH.-, -
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CH2NHC(O)-, -C(O)NHS(0O)2-, -S(0)2NHC(O)-, -OC(O)NH-, -NHC(O)O-
, -C(O)CH2-, -CH2C(0O)-, -C(O)CH=CH-, -CH=CHC(0O)-, -(CH2)s3-, -
C(0)-, -C(0)0O-, -OC(0)- ou uma ligacao de valéncia; em que s3 é 0 ou
1,

Ws é selecionado de -C(O)NH-, -NHC(O)-, -C(O)NHCH.-, -
CH2NHC(O)-, -C(O)NHS(0)2-, -S(0)2NHC(O)-, -OC(O)NH-, -NHC(O)O-
, -C(O)CH2-, -CH2C(0O)-, -C(O)CH=CH-, -CH=CHC(0O)-, -(CH2)ss-, -
C(0)-, -C(0)0O-, -OC(0)- ou uma ligacdo de valéncia; em que s4 é 0 ou
1.

[000154] Em modalidades adicionais B compreende ou consiste em
um ou mais motivos OEG e/ou gama-Glu conforme descrito acima.
[000155] Em uma modalidade adicional B tem a férmula

-X1-X2-X3-Xs-
em que

X1 € -W1-[(CHRY);1-W2]m1-{[(CH2)m1E1]m2-[(CHR?)i2-W 3]ms}n2-,

X2 € -[(CHR3)13-W 4]ma-{[(CH2)n3E 2]ms-[(CHR*)14-Ws]me}na-,

X3 € -[(CHR®)i5-W¢]m7-,

X4 é F-D1-(CH>)6-D2-,

11, 12, 13, 14, 15 e 16 sdo independentemente selecionados
de 0-16,

ml, m3, m4, m6 e m7 sdo independentemente
selecionados de 0-10,

m2 e m5 sao independentemente selecionados de 0-25,

nl, n2, n3 e n4 sdo independentemente selecionados de 0-
16,

F é arila, hetarila, pirrilidino-2,5-diona ou uma ligacdo de
valéncia, em que os grupos arila e hetarila sdo opcionalmente
substituidos com halogénio, -CN, -OH, -C(O)OH, -C(O)NH3, -S(0O).0OH
ou Cie-alquila,

R!, R?, R3 R* e R°® sdo independentemente selecionados
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de hidrogénio, -C(O)OH, -C(O)NH2, -S(O)OH, -S(0)20H, -NH-C(=NH)-
NH., Cie-alquila, arila ou hetarila; em que os grupos alquila, arila e
hetarila sdo opcionalmente substituidos com halogénio, -C(O)OH, -
C(O)NHz2, -S(O)OH, -S(0)20H, -CN ou-OH,

D1, D2, E1 e E2 sdo independentemente selecionados de -
O-, -N(R®)-, -N(C(O)R’)- ou uma ligacédo de valéncia; em que R® e R’
representam independentemente hidrogénio ou Cis-alquila,

W: a Ws séo independentemente selecionados de -
C(O)NH-, -NHC(0O)-, -C(O)NHCH:2-, -CH2NHC(O)-, -C(O)NHS(O)2-, -
S(0)2NHC(0)-, -OC(O)NH-, -NHC(O)O-, -C(O)CH2-, -CH2C(O)-,
-C(O)CH=CH-, -CH=CHC(O)-, -(CH2)s2-, -C(O)-, -C(O)O-, -OC(0O)- ou
uma ligacédo de valéncia; em que s2 € 0 ou 1,

Ws € selecionado de -C(O)NH-, -NHC(O)-, -C(O)NHCH>-, -
CH2NHC(O)-, -C(O)NHS(O)2-, -S(0)2NHC(O)-, -OC(O)NH-, -NHC(O)O-
, -C(O)CHz-, -CH2C(0O)-, -C(O)CH=CH-, -CH=CHC(0O)-, -(CH2)s1-, -
C(0)-, -C(0)0-, -OC(0)-, -NHC(O)C16-alquila, -C(O)NHC1¢-alquila ou
uma ligacdo de valéncia; em que s1 € 0 ou 1 e o grupo Cie-alquila &
opcionalmente  substituido com oxo, pirrolidino-2,5-diona, -
NHC(O)CH*CH>COOH ou -NHC(O)CH>CH*COOH; em que ( *) indica
0 ponto de ligacdo do atomo de carbono de CH a Xa.

[000156] Em uma modalidade adicional, I1, 12, 13, 14, I5 e 16 s&o
independentemente 0-6.

[000157] Em uma modalidade adicional, m1, m3, m4, m6 e m7 sao
independentemente 0-6.

[000158] Em uma modalidade adicional m2 e m5 séo
independentemente 0-10.

[000159] Em uma modalidade adicional nl, n2, n3 e n4 séo
independentemente 0-10.

[000160] Em uma modalidade adicional D1 e D2 séo

independentemente selecionados de -O- ou -N(R®)- ou uma ligacéo de
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valéncia.

[000161] Em wuma modalidade adicional E1 e E2 séo
independentemente selecionados de -O- ou-N(R®)- ou uma ligagéo de
valéncia.

[000162] Em uma modalidade adicional, Wi a Ws séo
independentemente selecionados do grupo consistindo em -C(O)NH-, -
NHC(O)-, -CH2NHC(O)-, -C(O)NHS(O)2-, -S(0)2NHC(O)-, -NHC(O)C.a.
s-alquila, -C(O)NHC16-alquila ou uma ligagcdo de valéncia; em que o
grupo alquila é opcionalmente substituido com oxo, pirrolidino-2,5-
diona, -NHC(O)CH*CH2COOH ou -NHC(O)CH2CH*COOH; em que (*)
indica o ponto de ligacédo do atomo de carbono de CH a Xa.

[000163] Em uma modalidade adicional, R, R?, R3 R* e R°® sdo
independentemente selecionados de hidrogénio, -C(O)OH, -C(O)NH2, -
S(0)20H ou Ci.e-alquila; em que o grupo Cie-alquila € opcionalmente
substituido com -C(O)OH, -C(O)NH: ou -S(0O).0OH.

[000164] Em uma modalidade adicional, -{[(CH2)nE1]m2-[(CHR?)p-
W3ma}nz- € -{[(CH2)n3E2]ms-[(CHR*)14-Ws]me}na-, €m que E1 e E2 sé&o -O-

, Sao selecionados de

(CHRY, (CHRY),

O
*/\/O\/\OAH/H\/\O/\/OQLH/\*
(0]

(0] (0]
*\/\O/\/OvlkN/\/o\/\oﬁ(H\/\o/\/ova/\*
H o H
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(0] 0]
*/\/O\/\OwH\/\O/\/O\)k”/\/o\/\owm\/\o/\/oﬂm/\*
0 @) , e

H
RN N UL e \
T
em que * pretende indicar um ponto de ligacao, isto é, uma ligacao
aberta.

[000165] Em uma modalidade adicional B € selecionado de

HO (o] fo)
o H o [¢]
NLYN N/\/\O/\/O\/\O/\/\NJK/\N .
* H o H H
o
(e] OH
)
H
* N\‘ﬁ
*
I\/\/ I
O OH
)
(0] H H
* (@] N
N/\/ \/\OA“/ \n/\*
H o) o
0~ ~oH 0" OH
)

0
\_OH
S O._ _OH
I 0 0
O H
* N H
O 67 >0oH

’
O, OH

* o o] o]

H H O\/U\ Jk/*

N N/\/O\/\O/\rrN\/\O/\/ N H

H H
[e] (e]
O OH
)
o 0O o o OH (o] OH o
\\S//\/\/lL I i I/w
e o ¥ Y (¢] Jk/*
°© o) OH 0

(©) OH
o) ) )
*I\/L N/\/O\/\O/\n/ H\/\o/\/o\/u\ NI/\/\ N/U\/*
H o H H

(6] OH

*\/\O/\/O\/loj\N/\/O\/\O“n/H H\ﬂ/\*
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H H
)
IO i OIOLY i
/Sl H NN N N
* N
. T I\/\KH o \ﬂA*
o OH ° on o
)
O OH
* O
H H H
N N N~ /\/ovlL}?NAn/N\/\*
H H
(o]
HO (@]
)
(@]
I\ oH
[l o)
O H H H
. N N/\/ V\OWNI\/\/N\H/\
H *
© 07> oH ° "> on o
)
(e}
oM
[l (o]
° X o H |
. H/\/ ~"0 NWNV\*
H
© 07 o 07 oH ©

[000166] Em uma modalidade adicional A através de B € ligado ao
residuo glutamina na posi¢cao correspondendo a posicao 40, posicéo
141 em SEQ ID NO:1 ou ao residuo N-terminal do composto de
horm&nio do crescimento.

[000167] Em uma modalidade adicional o conjugado de GH ¢é

selecionado de

[e] OH
(o] o) ~N
HOWN o °
N ~o0N 2 H/Y " \Ne1 hGH [Q84C, Y143C]
] [¢] (o)
HO [¢]
)
o

Oy OH
HOJK©\ H 0 H i W i
N N O\)k o. N\)k “t hGH [QBAC, Y143C
Om N N H/\/ \/\O/ﬁ( H/\/N [Q! 1
o o o
el
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o)
\ _OH

I 0
HO 12 N H O/Y IW \H/\N“l hGH [Q84C, Y143C]
(o} o o)
o OH 0~ “oH ,

o
\ _OH

i
]
? I ° o N I H
Ho N N/\/ \/\Oﬁ]/“‘ NA“/N\/Nal hGH [Q84C, Y143C]
H H
(o] o
o OH 0~ “oH ©

[000168] Em um aspecto adicional a presente invencédo se refere a
um conjugado de hormdnio do crescimento em que o conjugado de
horménio do crescimento tem a férmula (1):

A-W-B-GH (1)
em que

GH representa um composto de horménio do crescimento
tendo uma mutacéo de Cys Unica e uma ponte dissulfeto adicional,

B representa um espacador hidrofilico ligado ao residuo de
enxofre da mutacao de Cys,

W é um grupo quimico ligando Ae B, e

A representa um residuo de ligacédo a albumina; e

seus sais farmaceuticamente aceitaveis.
[000169] Em uma modalidade adicional GH representa um composto
de horménio do crescimento compreendendo uma sequéncia de
aminoacido tendo pelo menos 90% de identidade com a sequéncia de
aminoacido de horménio do crescimento humano (hGH) (SEQ ID
NO:1). Em modalidades adicionais, GH tem pelo menos 80%, tal como
pelo menos 85%, tal como pelo menos 95%, tal como pelo menos
96%, tal como pelo menos 97%, tal como pelo menos 98% ou tal como
pelo menos 99%, de identidade com hGH (SEQ ID NO:1). Em
modalidades adicionais, as ditas identidades para hGH s&o acopladas
a pelo menos 10%, tal como pelo menos 20%, tal como pelo menos
40%, tal como pelo menos 60%, tal como pelo menos 80%, da

atividade de hormoénio do crescimento de hGH conforme determinado
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no ensaio | aqui. Qualquer uma das modalidades de identidade de
sequéncia pode ser combinada com qualquer uma das modalidades
de atividade, tal como um GH tendo pelo menos 80% de identidade
com hGH e acoplado a pelo menos 60% da atividade de hormdnio do
crescimento de hGH; um GH tendo pelo menos 90% de identidade
com hGH e acoplado a pelo menos 40% da atividade de hormonio do
crescimento de hGH; um GH tendo pelo menos 95% de identidade
com hGH e acoplado a pelo menos 80% da atividade de horménio do
crescimento de hGH, e assim por diante.

[000170] Em modalidades adicionais, o GH do conjugado tem uma
ligacdo dissulfeto adicional e uma mutacdo de Cys unica selecionada
de qualquer uma de uma mutacdo de Cys Unica nas regides terminal
N, H1, H2, L2 ou H3 de GH. Em tais modalidades adicionais, a
mutacédo de Cys Unica € posicionada no terminal N, a mutacéo sendo
gualquer uma de T3C, P5C, S7C ou em H1 (correspondendo a AA 9-
35), a mutacdo sendo qualquer uma de D11C, H18C, Q29C, E30C,
E33C, A34C, Y35C ou em L1 (correspondendo a AA36-71), a mutacéo
sendo qualquer uma de K38C, E39C, Y42C, S43C, D47C, P48C, S55,
S57C, P59C, S62C, E65C, Q69C ou preferivelmente qualquer uma de
Y42C, S55C, S57C, S62C, Q69C ou em H2, L2 ou H3
(correspondendo a AA 72-98, AA 99-106 e AA 107-127), a mutacao
sendo qualquer uma de E88C, Q91C, S95C, A98C, N99C, S100C,
L101C, V102C, Y103C, D107C, S108C, D112C, Q122C e G126C de
hGH (SEQ ID NO: 1), ou em L3 ou H4 (correspondendo a AA128-154
e AA155-184). Em L3 e H4 (128-154 e AA155-184) a mutacdo sendo
qualquer uma de E129C, D130C, G131C, P133C, T135C, G136C,
T142C, D147C, N149C, D154C, A155C, L156C, R178C, V180C ou no
terminal C a mutacéo sendo qualquer uma de E186C G187C G190C.
[000171] Se a mutacdo de Cys Unica estiver presente em uma

variante de hGH a mutacdo esta localizada em residuos de
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aminoacido correspondentes.

[000172] Modalidades adicionais incluem conjugados de GH tendo
uma ligacdo dissulfeto adicional e uma mutacao de cys Unica em GH é
selecionada de qualquer uma de: T3C, P5C, S7C, D11C, H18C,
Q29C, E30C, E33C, A34C, Y35C, K38C, E39C, Y42C, S43C, D47C,
P48C, S55C, S57C, P59C, S62, E65C, Q69C, E88C, Q91C, S95C,
A98C, N99C, S100C, L101C, V102C, Y103C, D107C, S108C, D112C,
Q122C, G126C, E129C, D130C, G131C, P133C, T135C, G136C,
T142C, D147C, N149C, D154C, A155C, L156C, R178C, E186C,
G187C e G190C, tal como qualquer uma de; T3C, P5C, S7C, D11C,
H18C, Q29C, E30C, E33C, A34C, Y35C, E88C, Q91C, S95C, A98C,
N99C, S100C, L101C, V102C, Y103C, D107C, S108C, D112C, Q122C
e G126C de hGH (SEQ ID NO: 1).

[000173] Em modalidades adicionais a mutacdo de Cys Unica esta
localizada dentro de AA 93-106 em hGH ou residuos correspondentes
em variantes de hGH. Em modalidades especificadas adicionais a
mutacéo de Cys Unica esta localizada dentro de L2, tal como dentro de
AA 99-106 ou AA 99-103 ou residuos correspondentes.

[000174] Em modalidade adicional a ligacao dissulfeto adicional pode
ser uma ligacéo dissulfeto adicional entre um segmento de alca e um
segmento de hélice ou dentro de segmento de algca ou entre
segmentos de alca ou entre segmentos de hélice.

[000175] Em uma modalidade adicional o GH compreende um
mutante de cys Unica e uma ligacdo dissulfeto adicional em que pelo
menos uma das cisteinas esta presente em um segmento de alca, tal
como dos residuos de aminoacido 128-154 (L3).

[000176] Em uma modalidade adicional o GH compreende um
mutante de cys Unica e uma ligacdo dissulfeto adicional em que a
ligacdo dissulfeto adicional que conecta um segmento de alca, tal

como dos residuos de aminoacido 128-154, com um segmento de
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hélice, tal como hélice B ou hélice 2 (correspondendo a AA 72-98).
[000177] Em uma modalidade adicional o GH do conjugado
compreende um mutante de cys Unica e uma ligacdo dissulfeto
adicional ligando a hélice 2 (correspondendo a AA 72-98) com a alca 3
(correspondendo a AA 128-154).

[000178] Em uma modalidade adicional o GH do conjugado
compreende um mutante de cys Unica e uma ligacdo dissulfeto
adicional entre um dos pares de aminoacido em posicdes
correspondendo a R16C/L117C, A17C/E174C, H21C/M170C,
D26C/V102C, D26C/Y103C, N47C/T50C, Q49C/G161C, F54C/Y143C,
F54C/S144C, F54C/F146C, S55C/Y143C, S57C/Y143C, 158C/Q141C,
I58C/Y143C, 158C/S144C, P59C/Q137C, P61C/E66C, P61C/T67C,
S71C/S132C, L73C/S132C, L73C/F139C, R77C/1138C, R77C/F139C,
L81C/Q141C, L81C/Y143C, Q84C/Y143C, Q84C/ S144cC,
S85C/Y143C, S85C/S144C, P89C/F146C, F92C/F146C, F92C/T148C,
R94C/D107C, V102C/A105C, L156C/F146C, L156C/T148C elou
V185C/S188C in SEQ ID NO: 1.

[000179] Em uma modalidade adicional a ponte dissulfeto adicional
estd entre pelo menos um dos pares de aminoacido nas posicoes
correspondendo a R16C/L117C, A17C/E174C, H18C/Y143C,
H21C/M170C, N47C/T50C, Q49C/G161C, F54C/S144C, F54C/F146C,
I158C/Q141C, 158C/S144C, P59C/Q137C, P61C/E66C, P61C/T67C,
S71C/S132C, L73C/S132C, L73C/F139C, R77C/1138C, R77C/F139C,
L81C/Q141C, L81C/Y143C, Q84C/Y143C, S85C/Y143C,
P89C/F146C, F92C/F146C, F92C/T148C, R94C/D107C,
V102C/A105C, L156C/F146C, L156C/T148C e/ou V185C/S188C em
hGH (SEQ ID NO: 1).

[000180] Em wuma modalidade adicional o GH do conjugado
compreende um mutante de cys Unica e uma ligacdo dissulfeto

adicional entre um dos pares de aminoacido em posicoes
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correspondendo a Al17C/E174C, H21C/M170C, D26C/V102C,
D26C/Y103C, F54C/Y143C, F54C/S144C, F54C/F146C, S55C/Y143C,
S57C/Y143C, 158C/Q141C, 158C/Y143C, 158C/S144C, P59C/Q137C,
S71C/S132C, L81C/Y143C, Q84C/Y143C, S85C/Y143C,
S85C/S144C, F92C/T148C e/ou R94C/D107C em SEQ ID NO: 1.
[000181] Em uma modalidade adicional a ligacao dissulfeto adicional
esta entre um dos pares de aminoacido em posi¢des correspondendo
a D26C/v102C, D26C/Y103C, S57C/Y143C, 158C/S144cC,
P59C/Q137C, S71C/S132C, Q84C/Y143C, S85C/Y143C,
S85C/S144C, F92C/T148C e/ou R94C/D107C em SEQ ID NO: 1.
[000182] Em uma modalidade adicional a ligacao dissulfeto adicional
entre um dos pares de aminoacido e posi¢cdes correspondendo a
H21C/M170C, D26C/V102C, D26C/Y103C, F54C/Y143C,
F54C/S144C, S55C/Y143C, S57C/Y143C, 158C/Q141C, 158C/Y143C,
158C/S144C, P59C/Q137C, S71C/S132C, L81C/Y143C, Q84C/Y143C,
S85C/Y143C e/ou S85C/S144C em SEQ ID NO: 1.

[000183] Em uma modalidade adicional a ligacdo dissulfeto adicional
entre um dos pares de aminoacido em posi¢cdes correspondendo a
S57C/Y143C, Q84C/Y143C, S85C/Y143C e/ou S85C/S144C em SEQ
ID NO: 1.

[000184] Em uma modalidade adicional o GH compreende uma
mutacdo de cisteina Unica em L2 e uma ligacdo dissulfeto adicional
gue conecta um segmento de alca, tal como de residuos de
aminoacido 128-154 (H3), com um segmento de hélice, tal como hélice
B ou hélice 2 (correspondendo a AA 72-98).

[000185] Em uma modalidade o GH compreende uma combinacéo
de mutacdes selecionadas do grupo que segue A98C/Q84C/Y143C,
A98C/S85C/Y143C, A98C/S85C/S144C, N99C/Q84C/Y143C,
N99C/S85C/Y143C, N99C/S85C/S144C, S101C/Q84C/Y143C,
S101C/S85C/Y143C, S101C/S85C/S144C, L101C/Q84C/Y143C,
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L101C/S85C/Y143C, L101C/S85C/S144C, (C102C/Q84C/Y143C,
C102C/S85C/Y143C e C102C/S85C/S144C.

[000186]

Em uma modalidade adicional A é selecionado de

/N—N /N—N
/ /
w \ . N \ .
H 13 H 15
1 )
HO HO
/ /
N\ \ * N\ \ *
0 13 0 15
1 )
O—N O—N
O\\ / \ O\\ / \
/,S\N * /,S\N *
(e} H 13 (@] H 15
b )
O O O
)J\N/* )J\N/* )J\k\]/*
HO 12 HO 14 HO 16
b ) )
(0] (0]
ot oyt
14 16
(0] H (0] H
b )
S\/{/\]\/* S\ﬁ\/*
/ /
HO 13 HO 15
b )
F \,S\hv* F ,S *
F%N 13 F%H 15
FoH F
H )
(e} (e}

em que * significa a ligacdo a B através de W.

[000187]

valéncia,

Em uma modalidade adicional W tem a formula
-W7-Y-,
em que

Y €& -(CHg2)i7-Cs.1o-cicloalquila-Ws- ou uma ligacao

17 € 0-6,
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W7 é selecionado de -C(O)NH-, -NHC(O)-, -C(O)NHCH.-, -
CH2NHC(O)-, -C(O)NHS(0O)2-, -S(0O)2NHC(0O)-, -OC(O)NH-, -NHC(O)O-
, -C(O)CH2-, -CH2C(0O)-, -C(O)CH=CH-, -CH=CHC(0O)-, -(CH2)s3-, -
C(0)-, -C(0)0O-, -OC(0)- ou uma ligacao de valéncia; em que s3 é 0 ou
1,

Ws é selecionado de -C(O)NH-, -NHC(O)-, -C(O)NHCH.-, -
CH2NHC(O)-, -C(O)NHS(0O)2-, -S(0)2NHC(O)-, -OC(O)NH-, -NHC(O)O-
, -C(O)CH2-, -CH2C(0O)-, -C(O)CH=CH-, -CH=CHC(0O)-, -(CH2)ss-, -
C(0)-, -C(0)0O-, -OC(0)- ou uma ligacao de valéncia; em que s4 é 0 ou
1.

[000188] Em modalidades adicionais B compreende ou consiste em
um ou mais motivos OEG e/ou gama-Glu conforme descrito acima.
[000189] Em uma modalidade adicional B tem a formula

-X1-X2-X3-X4-

em que

X1 € -W1-[(CHRY)1-W2]m1-{[(CH2)m1E1]m2-[(CHR?)i2-W 3]ms}n2-,

X2 € -[(CHR®)13-W 4]ma-{[(CH2)n3E2]ms-[(CHR*)1a-Ws]me}na-,

X3 € -[(CHR®)i5-We]m7-,

X4 é F-D1-(CH>)6-D2-,

11, 12, 13, 14, 15 e 16 sdo independentemente selecionados
de 0-16,

ml, m3, m4, m6 e m7 s&o independentemente
selecionados de 0-10,

m2 e m5 sao independentemente selecionados de 0-25,

nl, n2, n3 e n4 sdo independentemente selecionados de 0-
16,

F é arila, hetarila, pirrolidino-2,5-diona ou uma ligacdo de
valéncia, em que os grupos arila e hetarila sdo opcionalmente
substituidos com halogénio, -CN, -OH, -C(O)OH, -C(O)NH3, -S(0O)-0OH

ou Cie-alquila,
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R!, R?, R3 R* e R® sdo independentemente selecionados
de, -C(O)OH,-C(O)NH_, -S(O)OH, -S(0).0H, -NH-C(=NH)-NH2, Cqs6-
alquila, arila ou heterila; em que os grupos alquila, arila e hetarila sado
opcionalmente substituidos com halogénio, -C(O)OH, -C(O)NHz, -
S(O)OH, -S(0)20H, -CN ou -OH,

D1, D2, E1 e E2 séo independentemente selecionados de -
O-, -N(R®)-, -N(C(O)R’)- ou uma ligacédo de valéncia; em que R® e R’
representam independentemente hidrogénio ou Cis-alquila,

W: a Ws séo independentemente selecionados de -
C(O)NH-, -NHC(0O)-, -C(O)NHCHz-, -CH2NHC(O)-, -C(O)NHS(O)2-, -
S(0)2NHC(0)-, -OC(O)NH-, -NHC(O)O-, -C(O)CH2-, -CH2C(O)-,
-C(O)CH=CH-, -CH=CHC(O)-, -(CH2)s2-, -C(O)-, -C(O)O-, -OC(0O)- ou
uma ligacédo de valéncia; em que s2 € 0 ou 1;

Ws é selecionado de -C(O)NH-, -NHC(O)-, -C(O)NHCH.-, -
CH2NHC(O)-, -C(O)NHS(O)2-, -S(0)2NHC(O)-, -OC(O)NH-, -NHC(O)O-
, -C(O)CH2-, -CH.C(0O)-, -C(O)CH=CH-, -CH=CHC(0O)-, -(CH2)s1-, -
C(0)-, -C(0)0-, -OC(0)-, -NHC(O)C16-alquila, -C(O)NHC1¢-alquila ou
uma ligacdo de valéncia; em que s1 € 0 ou 1 e o grupo Ciealquila é
opcionalmente  substituido com oxo, pirrolidino-2,5-diona, -
NHC(O)CH*CH>COOH ou -NHC(O)CH>CH*COOH; em que ( *) indica
0 ponto de ligacdo do atomo de carbono de CH a Xa.

[000190] Em uma modalidade adicional 11, 12, 13, 14, I5 e 16 sé&o
independentemente 0-6.

[000191] Em uma modalidade adicional m1, m3, m4, m6 e m7 s&o
independentemente 0-6.

[000192] Em uma modalidade adicional m2 e m5 séo
independentemente 0-10.

[000193] Em uma modalidade adicional nl, n2, n3 e n4 séo
independentemente 0-10.

[000194] Em uma modalidade adicional D1 e D2 séo
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independentemente selecionados de -O- ou -N(R®)- ou uma ligacéo de
valéncia.
[000195] Em uma modalidade adicional E1 e E2 séo
independentemente selecionados de -O- ou -N(R®)- ou uma ligacéo de
valéncia.
[000196] Em uma modalidade adicional Wi a Ws séao
independentemente selecionados do grupo consistindo em -C(O)NH-, -
NHC(O)-, -CH2NHC(O)-, -C(O)NHS(O)2-, -S(0)2NHC(O)-, -NHC(O)C.a.
s-alquila, -C(O)NHCie-alquila ou uma ligagcdo de valéncia; em que o
grupo alquila é opcionalmente substituido com oxo, pirrolidino-2,5-
diona, -NHC(O)CH*CH>COOH ou -NHC(O)CH2CH*COOH; em que ( *
) indica o ponto de ligacdo do atomo de carbono de CH a Xa.
[000197] Em uma modalidade adicional R!, R?, R3 R* e R® sdo
independentemente selecionados de hidrogénio, -C(O)OH, -C(O)NH2, -
S(0)20H ou Ci.e-alquila; em que o grupo Cie-alquila € opcionalmente
substituido com -C(O)OH, -C(O)NH: ou -S(0O).0OH.
[000198] Em uma modalidade adicional -{[(CH2)nE1]m2-[(CHR?)-
W3]ma}no- €

~{[(CH2)n3E2]ms-[(CHR*)1a-Ws]me}na-, €M que E1 e E2 séo -O-

, Sao selecionados de

(CH)wOe | Nz

o
*/\/O\/\Own\/\o/\/o\/lkm/\*
o

(0] (0]
*\/\O/\/OvlkN/\/o\/\oﬁ(H\/\o/\/ova/\*
H o H
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(0} 0}
N O\/\Ow H\/\ O/\/O\)L H/\/ O\/\OWH\/\O/\/ O% N/\*
(6] (e}
)

e

N S /\/0\/\/H \
o r |

em que * pretende indicar um ponto de ligacao, isto é, uma ligacao
aberta.
[000199] Em uma modalidade adicional, X4 é uma ligacdo de
valéncia e W5 é selecionado de qualquer um de pirrolidino-2,5-diona, -
NHC(O)CH*CH2COOH ou -NHC(O)CH>CH*COOH em que (*) indica o
ponto de ligacédo do atomo de carbono de CH a GH.

[000200] Em uma modalidade adicional B € selecionado de

HO o fo)
(o} H (0] (e]
N:E;/\m/N N/\v/\o/\\/QV/\O/\V/\N)kv/\N .
% H o H H
(¢]
(e} OH
)

O OH
’
(e} H H
N/\/ \/\OA“/ j\A*
H o o)
0~ ~OoH 0~ OH
’
(@]
\\ _OH
S (6] OH
1 O (0]
O H
N . J_
H N
o (0] OH ,
O, OH
[e]
N 8 I/\A
/\OYN N/\/ \/\O/\rrN\/\ /\/OVU\N NJJ\/
H H H
(o] (0]
O OH
’
\v/} i o ° on ° o i
\
H H
\/A\/lN/\/O\/\ /\WNJ:NV)kNj:J/ﬁrN\/\~/\Jﬂ\/i\Nj:v/\v/\NJLV/
H H H
o OH 0
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(@] OH
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N i H H
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(@] OH
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O OH
* 0] 0
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(0] (6] O
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(e}
I oH
[l o
° o N H
N
. H/\/ V\O/ﬁ]/ I\/\/N\ﬂ/\*
© 6" >on ° > on ¢
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(e}
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I
O H

O o
N P AN H | H
. N OW N/ﬁ( ~N,
H
© 07 o © 6 on °

[000201] Em uma modalidade adicional o conjugado de GH ¢é

selecionado de

HO o
o o o e
H
o " u]i/YN N/\/\O/\/O\/\O/\/\N)J\/\N 99 hGH [Q84C, N99C, Y143C]
o (¢}
o OH

HO o
o o o e
H
0 " NT\/YN NS0 g s sy 101 hGH [QBAC, L101C, Y143C]
o P o
[e] OH

HO.__O 1)
o o o
H
WHVO)kNK/YN H/\/\O/\/O\/\O/\/\mk/\b/sm hGH [H18C, Q84C, Y143C]
HO N ©
8 S o
o OH
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oHo~z0 o
o [o}
iy o PN
%VOA li/\/\/\/ oy W N85 hGH [084C, S95C, Y143C]
HO N o
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o (o}
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H
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H i R R
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N
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i I/\/\ i
H 99
N,NYVWWWYN\/\O/\/O\)LH H)K/s hGH [Q84C, N99C, Y143C]
\
“N—NH 0
)

\W/\/\*L\rr)*wwﬁ(rwy\s hGH [QB4C, NBOC, Y143C]
[000202] Tipicamente, o conjugado da presente invencdo tem um
residuo de ligacdo a albumina (A) ligado através de um espacador
hidrofilico (B), tal como um espacador hidrofilico (B), ao composto de
horménio do crescimento (GH).

[000203] No entanto, o composto de hormoénio do crescimento (GH)

pode ser ligado a dois residuos de ligacdo a albumina através de um
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espacador hidrofilico.
[000204] Desta maneira, em um aspecto adicional a presente
invencéo se refere a um conjugado de horménio do crescimento da
formula (11):

A-W-B-GH-B-W'-A' ()
em que

GH representa um composto de hormoénio do crescimento
tendo uma mutacéo de Cys Unica,

B e B' sdo independentemente espacadores hidrofilicos
ligados ao residuo de enxofre da mutacao de Cys,

W é um grupo quimico ligando A e B,

W' € um grupo quimico ligando A' e B',

A e A' representam independentemente um residuo de
ligacdo a albumina, e

seus sais farmaceuticamente aceitaveis.
[000205] Ainda, outro aspecto da presente invencao se refere a um
conjugado de hormonio do crescimento de férmula (11):

A-W-B-GH-B'-W'"-A' (1))
em que

GH representa um composto de horménio do crescimento
tendo uma ponte dissulfeto adicional,

B e B' sdo independentemente espacadores hidrofilicos,

W é um grupo quimico ligando A e B,

W' é um grupo quimico ligando A' e B,

A e A' representam independentemente um residuo de
ligacdo a albumina, e

seus sais farmaceuticamente aceitaveis.
[000206] Um aspecto adicional da presente invencdo se refere a um
conjugado de horménio do crescimento da férmula (11):

A-W-B-GH-B-W'-A' (1
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em que

GH representa um composto de horménio do crescimento
tendo uma mutacdo de Cys Unica e uma ponte dissulfeto adicional,

B e B' sdo independentemente espacadores hidrofilicos
ligados ao residuo de enxofre da mutacéo de Cys,

W é um grupo quimico ligando A e B,

W' é um grupo quimico ligando A' e B',

A e A' representam independentemente um residuo de
ligacdo a albumina, e

seus sais farmaceuticamente aceitaveis.
[000207] No conjugado de férmula (II) conforme descrito acima W' é
selecionado dos mesmos grupos que W, A' é selecionado dos mesmos
grupos que A e B' é selecionado dos mesmos grupos que B, e deve
ser compreendido que W e W', A e A' e B e B' sdo independentemente
selecionados de qualquer um dos respectivos grupos conforme aqui
definido. Desta maneira, quaisquer modalidades de W, A e B aqui séo
também modalidades de W', A' e B'. Ainda, qualquer uma das
modalidades descritas aqui se refere independentemente a ambos 0s
conjugados de formulas (l) e (II), bem como o aspecto amplo e suas
modalidades quando adequado.
[000208] As modalidades acima, bem como as modalidades a serem
descritas abaixo, devem ser vistas como se referindo a qualquer um
dos aspectos descritos aqui bem como qualguer uma das modalidades
descritas aqui a menos que seja especificado que uma modalidade
refira-se a um certo aspecto ou aspectos da presente invencao.
[000209] Em uma modalidade GH € uma variante de hGH, em que
uma variante é compreendida ser o composto obtido substituindo um
ou mais residuos de aminoacido na sequéncia de hGH com outro
aminoacido natural ou ndo natural; e/ou adicionando um ou mais

aminoacidos naturais ou nao naturais a sequéncia de hGH; e/ou
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deletando um ou mais residuos de aminoéacido da sequéncia de hGH,
em que qualquer uma dessas etapas pode ser opcionalmente seguida
por derivatizacdo adicional de um ou mais residuos de aminoacido.
[000210] Em uma modalidade adicional GH representa um composto
de horménio do crescimento compreendendo uma sequéncia de
aminoacido tendo pelo menos 90% de identidade com a sequéncia de
aminoacido de horménio do crescimento humano (hGH) (SEQ ID
NO:1). Em modalidades adicionais, GH tem pelo menos 80%, tal como
pelo menos 85%, tal como pelo menos 95%, tal como pelo menos
96%, tal como pelo menos 97%, tal como pelo menos 98% ou tal como
pelo menos 99%, de identidade com a SEQ ID NO:1. Em modalidades
adicionais, as ditas identidades com hGH séao acopladas a pelo menos
10%, tal como pelo menos 20%, tal como pelo menos 40%, tal como
pelo menos 60%, tal como pelo menos 80%, da atividade de hormonio
do crescimento de hGH conforme determinado no ensaio | aqui.
Qualguer uma das modalidades de identidade de sequéncia pode ser
combinada com qualquer uma das modalidades da atividade, tal como
um GH tendo pelo menos 80% de identidade com hGH e acoplado a
pelo menos 60% da atividade de horménio do crescimento de hGH;
um GH tendo pelo menos 90% de identidade com hGH e acoplado a
pelo menos 40% da atividade de horménio do crescimento de hGH;
um GH tendo pelo menos 95% de identidade com GH e acoplado a
pelo menos 80% da atividade de hormonio do crescimento de hGH; e
assim por diante.
[000211] Em uma modalidade adicional GH € hGH (SEQ ID NO:1).
[000212] Em modalidades adicionais, B compreende ou consiste em
um ou mais motivo(s) OEG e/ou gama-Glu conforme acima descrito.
[000213] Em uma modalidade adicional do conjugado de férmula (1)
ou (1), o espacador hidrofilico B tem a formula

-X1-X2-X3-X4-
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em que
X1 € -W1-[(CHRY)11-W2]m1-{[(CH2)n1E 1]m2-[(CHR?)12-W 3] m3}n2-,
X2 € -[(CHR?)13-W 4]ma-{[(CH2)n3E 2] ms-[(CHR*)14-W 5] me }na-,
X3 é -[(CHR®);5-We]m7-,
X4 é F-D1-(CH2)s-D2-,
11, 12, 13, 14, 15 e 16 sdo independentemente selecionados
de 0-16,

ml, m3, m4, m6 e m7 sdo independentemente
selecionados de 0-10,

m2 e m5 sao independentemente selecionados de 0-25,

nl, n2, n3 e n4 séo independentemente selecionados de O-
16,

F é arila, hetarila, pirrolidino-2,5-diona ou uma ligacdo de
valéncia, em que o0s grupos arila e hetarila s@o opcionalmente
substituidos com halogénio, -CN, -OH, -C(O)OH, -C(O)NH2, -S(0).0OH
ou Cye-alquila,

R!, R?, R3 R* e R°® sdo independentemente selecionados
de hidrogénio, -C(O)OH, -C(O)NH, -S(O)OH, -S(0)0H, -NH-C(=NH)-
NH2, Cie-alquila, arila ou hetarila; em que os grupos alquila, arila e
hetarila s&o opcionalmente substituidos com halogénio, -C(O)OH,

-C(O)NH>, -S(O)OH, -S(0)20H, -CN ou -OH,

D1, D2, E1 e E2 sdo independentemente selecionados de -
O-, -N(R®)-, -N(C(O)R’)- ou uma ligacédo de valéncia; em que R® e R’
representam independentemente hidrogénio ou Ci.s-alquila,

W: a Ws séo independentemente selecionados de -
C(O)NH-, -NHC(0O)-, -C(O)NHCH:2-, -CH2NHC(O)-, -C(O)NHS(O)2-, -
S(0)2NHC(0O)-, -OC(O)NH-, -NHC(0O)O-, -C(O)CH2-, -CH2C(O)-,
-C(O)CH=CH-, -CH=CHC(O)-, -(CH2)s2-, -C(O)-, -C(O)O-, -OC(0O)- ou
uma ligacéo de valéncia; em que s2 € 0 ou 1,

Ws é selecionado de -C(O)NH-, -NHC(O)-, -C(O)NHCH.-, -
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CH2NHC(O)-, -C(O)NHS(0O)2-, -S(0)2NHC(O)-, -OC(O)NH-, -NHC(O)O-
, -C(O)CH2-, -CH2C(0)-, -C(O)CH=CH-, -CH=CHC(O)-, -(CH2)s1-, -
C(0)-, -C(0O)0O-, -OC(0O)-, -NHC(O)C1-6-alquila, -C(O)NHC6-alquila ou
uma ligacdo de valéncia; em que s1 é 0 ou 1 e o grupo alquila é
opcionalmente  substituido com oxo, pirrolidino-2,5-diona, -
NHC(O)CH*CH2COOH ou

-NHC(O)CH2CH*COOH; em que ( * ) indica o ponto de
ligacdo do atomo de carbono de CH a Xa.
[000214] Em uma modalidade adicional W: é selecionado de -
C(O)NH-, -NHC(0O)-, -C(O)NHCH2-, -CH2NHC(O)-, -C(O)NHS(O)2-, -
S(0)2NHC(O)- ou uma ligacdo de valéncia. Tipicamente, Wi €
selecionado de -C(O)NH-, -NHC(O)- ou -C(O)NHS(O)2-.
[000215] Em uma modalidade adicional W2 é selecionado de -
C(O)NH-, -NHC(O)-, -C(O)NHCH>-, -CH2NHC(O)-, -C(O)NHS(O)2-, -
S(0)2NHC(O)- ou uma ligacdo de valéncia. Tipicamente, W, &
selecionado de -C(O)NH-, -NHC(O)- ou -C(O)NHS(O).-.
[000216] Em uma modalidade adicional W3 é selecionado de -
C(O)NH-, -NHC(O)-, -C(O)NHCH>-, -CH2NHC(O)-, -C(O)NHS(O)2-, -
S(0)2NHC(O)- ou uma ligacdo de valéncia. Tipicamente, W3 €
selecionado de -C(O)NH-, -NHC(O)- ou -C(O)NHS(O).-.
[000217] Em uma modalidade adicional W4 é selecionado de -
C(O)NH-, -NHC(O)-, -C(O)NHCH>-, -CH2NHC(O)-, -C(O)NHS(O)2-, -
S(0)2NHC(O)- ou uma ligacdo de valéncia. Tipicamente, Ws €
selecionado de -C(O)NH-, -NHC(O)- ou -C(O)NHS(O)2-.
[000218] Em uma modalidade adicional Ws é selecionado de -
C(O)NH-, -NHC(O)-, -C(O)NHCH2-, -CH2NHC(O)-, -C(O)NHS(O)2-, -
S(0)2NHC(O)- ou uma ligacdo de valéncia. Tipicamente, Ws &
selecionado de -C(O)NH-, -NHC(O)- ou -C(O)NHS(O)2-.
[000219] Em uma modalidade adicional We é selecionado de -
C(O)NH-, -NHC(O)-, -CH2NHC(O)-, -C(O)NHS(O)2-, -S(0)2NHC(O)-, -
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NHC(O)Cus-alquila, -C(O)NHCe-alquila ou uma ligagcado de valéncia;
em que o grupo alquila é opcionalmente substituido com pirrolidino-
2,5-diona, -NHC(O)CH*CH2COOH ou -NHC(O)CH.CH*COOH; em que
( * ) indica o ponto de ligacdo do atomo de carbono de CH a Xa.
Tipicamente, Ws € selecionado de -C(O)NH-, -NHC(O)-, -
C(O)NHS(0)2- ou -NHC(O)C1-s-alquila.

[000220] Em uma modalidade adicional, D1, D2, F todos sao
ligacbes de valéncia, 16 € 0 e W6 é selecionado de qualquer um de
pirrolidino-2,5-diona, -NHC(O)CH*CH2.COOH ou -
NHC(O)CH2CH*COOH em que ( *) indica o ponto de ligacéo do atomo
de carbono de CH a GH.

[000221] Em uma modalidade adicional R! é selecionado de
hidrogénio, -C(O)OH, -C(O)NH2, -S(0).0H ou Cie-alquila; em que o
grupo alquila é opcionalmente substituido com -C(O)OH, -C(O)NH, -
S(0).0H. Tipicamente, R é selecionado de -C(O)OH, -C(O)NH ou C1-
e-alquila; em que o grupo alquila € opcionalmente substituido com -
C(O)OH, -C(O)NHz2, ou -S(0O)20H.

[000222] Em uma modalidade adicional R? é selecionado de
hidrogénio, -C(O)OH, -C(O)NH2, -S(0O).0H ou Cis-alquila; em que o
grupo alquila é opcionalmente substituido com -C(O)OH, -C(O)NH, -
S(0).0H. Tipicamente, R? é selecionado de -C(O)OH, -C(O)NH, ou
Cie-alquila; em que o grupo alquila é opcionalmente substituido com -
C(O)OH, -C(O)NHz2, ou -S(0)20H.

[000223] Em uma modalidade adicional R® é selecionado de
hidrogénio, -C(O)OH, -C(O)NH>, -S(0).0H ou Cis-alquila; em que o
grupo alquila € opcionalmente substituido com -C(O)OH, -C(O)NH., -
S(0).0H. Tipicamente, R® é selecionado de -C(O)OH, -C(O)NH, ou
Cie-alquila; em que o grupo alquila é opcionalmente substituido com -
C(O)OH, -C(O)NHz2, ou -S(0)20H.

[000224] Em uma modalidade adicional R* é selecionado de
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hidrogénio, -C(O)OH, -C(O)NH2, -S(0O).OH ou Cis-alquila; em que o
grupo alquila é opcionalmente substituido com -C(O)OH, -C(O)NH., -
S(0).0H. Tipicamente, R* é selecionado de -C(O)OH, -C(O)NHz, ou
Cie-alquila; em que o grupo alquila é opcionalmente substituido com -
C(O)OH, -C(O)NHz>, ou -S(0)20H.

[000225] Em uma modalidade adicional R® é selecionado de
hidrogénio, -C(O)OH, -C(O)NH2, -S(0)20H ou Cie-alquila; em que o
grupo alquila é opcionalmente substituido com -C(O)OH, -C(O)NH, -
S(0).0H. Tipicamente, R® é selecionado de -C(O)OH, -C(O)NH2, ou
Cie-alquila; em que o grupo alquila € opcionalmente substituido com -
C(O)OH, -C(O)NH>, ou -S(0)20H.

[000226] Em uma modalidade adicional E1 € selecionado de -O- ou -
N(R®)-ou uma ligacéo de valéncia. Tipicamente, E1 é selecionado de -
O-.

[000227] Em uma modalidade adicional E2 é selecionado de -O- ou -
N(R®)-, ou uma ligacdo de valéncia. Tipicamente, E2 é selecionado de
-O-.

[000228] Em uma modalidade adicional E1 e E2 sdo ambos -O-.
[000229] Em uma modalidade adicional E1 e E2 sdo ambos -N(R°®)-.
[000230] Em uma modalidade adicional F é fenila, pirrolidino-2,5-
diona ou uma ligacéo de valéncia.

[000231] Em uma modalidade adicional D1 é selecionado de -O- ou
-N(R®)-ou uma ligacdo de valéncia. Tipicamente, D1 é selecionado de -
N(R®)-.

[000232] Em uma modalidade adicional D2 é selecionado de -O- ou
-N(R®)-ou uma ligacéo de valéncia. Tipicamente, D1 é selecionado de -
(R%)-.

[000233] Em uma modalidade adicional I1 é 0-6, tal como O, 1, 2, 3,
4, 50u 6.

[000234] Em uma modalidade adicional 12 é 0-6, tal como O, 1, 2, 3,
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4,5 0u 6.
[000235] Em uma modalidade adicional 13 é 0-6, tal como 0, 1, 2, 3,
4,50u 6.
[000236] Em uma modalidade adicional 14 é 0-6, tal como 0, 1, 2, 3,
4,50u 6.
[000237] Em uma modalidade adicional 15 é 0-6, tal como 0, 1, 2, 3,
4,5 0u6.
[000238] Em uma modalidade adicional 16 € 0-6, tal como 0, 1, 2, 3,
4,5 0u 6.
[000239] Em uma modalidade adicional m1 é 0-6, tal como O, 1, 2, 3,
4,5 0u 6.

[000240] Em uma modalidade adicional m2 € 0-10, tal como 0, 1, 2,
3,4,5,6,7,8,9, ou 10.

[000241] Em uma modalidade adicional m3 é 0-5, tal como 0, 1, 2, 3,
4,5 ou 6.

[000242] Em uma modalidade adicional m4 é 0-5, tal como 0, 1, 2, 3,
4,5 ou 6.

[000243] Em uma modalidade adicional m5 € 0-10, tal como 0, 1, 2,
3,4,5,6,7,8,9, ou 10.

[000244] Em uma modalidade adicional m6 é 0-5, tal como 0, 1, 2, 3,
4,5 ou 6.

[000245] Em uma modalidade adicional m7 é 0-5, tal como O, 1, 2, 3,
4,5 0u 6.

[000246] Em uma modalidade adicional nl1 é 0-10, tal como O, 1, 2, 3,
4,5 0u 6.

[000247] Em uma modalidade adicional n2 é 0-10, tal como 0, 1, 2, 3,
4, 50u 6.

[000248] Em uma modalidade adicional n3 é 0-10, tal como 0, 1, 2, 3,
4, 50u 6.

[000249] Em uma modalidade adicional n4 é 0-10, tal como 0, 1, 2, 3,
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4,5 0u 6.

[000250] Em uma modalidade adicional X1 é —W1-[(CHR);1-W2]ma-
{[(CH2)n10]m2-[(CHR?)12-W3]ms}nz- € Xz € -[(CHR®)i3-W 4]ma-{[(CH2)n30]ms-
[(CHR*)14-Ws]me}na-, em que -{[(CH2)n1OJmz-[(CHR?)i2-W3]ms}n2- € -

{[(CH2)n30]ms-[(CHR*)14-Ws]me}ns- sé0 selecionados de,
.0

Ho

(CHRY, (cHRY,

o
*/\/O\/\OWH\/\O/\/OVU\H/\*
(0]

(0] 0]
*\/\O/\/Ovlk,\,/\/ox/\o&[(“\/\o/\/ovk,\,/\
H Y H
) O/T N H/\/ \/\Oﬁo( N N N .
H
RN A UL e \
o I@ |
em que * pretende indicar o ponto de ligacdo, isto €, uma ligagéo
aberta.
[000251] Em uma modalidade adicional o peso molar do dito
espacador hidrofilico esta na faixa de 80 Daltons (D) a 1500 (D) ou na
faixa de 300 D a 1100 D.
[000252] Em uma modalidade adicional W tem a formula
-W7-Y-,
em que
Y €é -(CH2)7-Cs.10-Cicloalquila-Ws- ou uma ligacdo de

valéncia,
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|7 é 0-6,

W> é selecionado de -C(O)NH-, -NHC(O)-, -C(O)NHCH.-, -
CH2NHC(O)-, -C(O)NHS(0O)2-, -S(0O)2NHC(O)-, -OC(O)NH-, -NHC(O)O-
, -C(O)CH2-, -CH2C(0)-, -C(O)CH=CH-, -CH=CHC(O)-, -(CH2)s3-, -
C(0)-, -C(0)0O-, -OC(0)- ou uma ligacdo de valéncia; em que s3 € 0 ou
1,

Ws é selecionado de -C(O)NH-, -NHC(O)-, -C(O)NHCH.-, -
CH2NHC(O)-, -C(O)NHS(0)2-, -S(0)2NHC(O)-, -OC(O)NH-, -NHC(O)O-
, -C(O)CH2-, -CH2C(0)-, -C(O)CH=CH-, -CH=CHC(O)-, -(CH2)s4-, -
C(0)-, -C(0)0O-, -OC(0O)- ou uma ligacéo de valéncia; em que s4 € 0 ou
1.

[000253] Em uma modalidade de W Y é -(CHy)i7-ciclo-hexila-We-.
[000254] Em uma modalidade adicional Y € uma ligag&o de valéncia.
[000255] Em uma modalidade W7 é selecionado de -C(O)NH-, -
NHC(O)-, -C(O)NHCH2-, @ -CH2NHC(O)-, -C(O)NHS(O)2-, -
S(0O)2NHC(O)- ou uma ligacdo de valéncia. Tipicamente, W7 €
selecionado de -C(O)NH-, -NHC(O)- ou -C(O)NHS(O)a.

[000256] Em uma modalidade adicional Wg é selecionado de -
C(O)NH-, -NHC(O)-, -C(O)NHCH>-, -CH2NHC(O)-, -C(O)NHS(O)2-, -
S(0)2NHC(O)- ou uma ligacdo de valéncia. Tipicamente, Wg €
selecionado de -C(O)NH-, -NHC(O)- ou -C(O)NHS(O)a.

[000257] Em uma modalidade adicional 17 € 0 ou 1.

[000258] Em uma modalidade adicional o espacador hidrofilico B da

presente invencado é selecionado de

(@) OH
N o o)
" N N o N
N \/\O/\/ > NAfr \/\*
H H
(e] (o] (0]
HO (0]
)
[e] OH
N
* ~
\N (] [e) *
. N N o N N
H \/\0/\/ > H/Y
o] o o] o
HO o o NH,
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em que * pretende indicar um ponto de ligacéo, isto €, uma ligacéo
aberta.

[000259] O residuo de ligacdo a albumina (substituinte A na férmula
() ou (Il) acima) ligado ao composto de hormdnio do crescimento da
presente invencdo € um residuo lipofilico, que se liga néo
covalentemente a albumina. Tipicamente, residuo de ligacdo a
albumina é negativamente carregado em pH fisiologico e tem uma
afinidade de ligacdo com relagcédo a albumina de soro humano que esta
abaixo de cerca de 10 uM ou até mesmo abaixo de cerca de 1 uM.
[000260] Em uma modalidade adicional do composto de horménio do
crescimento da presente invencao o residuo de ligacdo a albumina é
selecionado de um grupo alquila de cadeia retal, um grupo arila

ramificado, um grupo que tem um grupo de acido w-carboxilico.
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Tipicamente, o residuo de ligacdo a albumina tem de a partir de 6 a 40
atomos de carbono. Em uma modalidade adicional o residuo de
ligacdo a albumina tem de a partir de 8 a 26 atomos de carbono. Em
uma modalidade adicional, o residuo de ligacdo a albumina tem de a
partir de 8 a 20 atomos de carbono.

[000261] Em uma modalidade adicional A tem 14 a 26 atomos de
carbono e compreende um grupo de &cido w-carboxilico. Em uma
modalidade adicional A tem 14 a 26 atomos de carbono e compreende
um isoéster do acido w-carboxilico, tal como um tetrazol.

[000262] Em uma modalidade adicional A é selecionado de

//N—N //N— N
. \ . N \ .
N 13 N 15
b )
HO HO
/ /
N N \ * N N \ *
0 13 0 15
b )
0—N 0—N
O\\ / \ O\\ / \
/,S\ N * /,S\ N *
o N 13 o N 15
H )
o) o) o)
HO 12 HO 14 HO 16
H ) )
o} o}
How/kN/\H/* HO%N/\H/*
14 16
0 H 0 H
1 )
* S\ﬁ\/*
/ /
HO 13 HO 15
1 )
F \/S\hv* F , \/{/‘]\/*
F > N 13 F H 15
S F
1 )
0 0
HO HO
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em que * indica a ligacdo a B através de W.

[000263] O espacador hidrofilico (B) é preferivelmente introduzido
em uma posi¢cdo do composto de hormoénio do crescimento (GH) de
uma maneira seletiva a fim de ser capaz de controlar se um ou dois
residuos de ligacdo a albumina (A) devem ser incorporados no
composto de horménio do crescimento. O espacgador hidrofilico (B)
pode ser ligado a uma cadeia lateral de aminoacido do composto GH.
Tal cadeia lateral de aminoacido pode ser uma cadeia lateral de
aminoacido quimicamente modificada do composto GH. Outra cadeia
lateral de aminoacido do tipo pode ser uma cadeia lateral de
aminoacido enzimaticamente modificada do composto GH.
Preferivelmente, uma transglutaminase é usada para introduzir um
espacador hidrofilico no residuo glutamina na posi¢ao correspondendo
a posicao 40 ou posicdo 141 na SEQ ID NO:1. Outra maneira de
seletivamente introduzir um espacador hidrofilico € no residuo N-
terminal do composto de horménio do crescimento, tal como hGH
(SEQ ID NO:1).

[000264] No conjugado de horménio do crescimento da formula (l) o
fragmento A-W-B pode ser linear ou ramificado. Em uma modalidade,
A-W-B nado € um peptideo linear.

[000265] Em uma modalidade adicional o residuo de ligacdo a
albumina através de um espacador hidrofilico € preso ao residuo
glutamina na posicao correspondendo a posicao 40 em SEQ ID NO:1.
[000266] Em uma modalidade adicional o residuo de ligacdo a
albumina através de um espacador hidrofilico € preso ao residuo
glutamina na posicdo correspondendo a posicdo 141 em SEQ ID
NO:1.

[000267] Em uma modalidade adicional o residuo de ligacdo a
albumina através de um espacador hidrofilico € preso ao residuo N-

terminal do composto de hormdnio do crescimento, tal como hGH
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(SEQ ID NO:1).

[000268] Em uma modalidade adicional o residuo de ligacdo a
albumina através de um espacador hidrofilico € preso ao residuo
glutamina na posicéo correspondendo a posicao 40, posicdo 141 e ao
residuo N-terminal do composto de horménio do crescimento, tal como
hGH (SEQ ID NO:1).

[000269] Os conjugados de hormdnio do crescimento da presente

invencao sdo selecionados de
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[000270] Em um aspecto adicional a presente invencédo se refere a
variantes de hormdnio do crescimento tais como 0sS compostos de
horménio do crescimento (GH) descritos aqui. As variantes de
horménio do crescimento podem ser Uteis como agentes terapéuticos
ou como intermediarios na preparacao de conjugados de horménio do
crescimento. Os compostos de hormdnio do crescimento podem ser
produzidos através de métodos recombinantes conhecidos na técnica
ou conforme aqui descrito. Em uma modalidade a variante de
horm&nio do crescimento € soluvel.

[000271] Em um aspecto adicional a invencdo se refere a uma
composicdo compreendendo uma variante de horménio do
crescimento conforme aqui descrito.

[000272] Em uma modalidade a composicdo compreende uma

variante de hormoénio do crescimento compreendendo uma mutagcao
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de cys Unica selecionada do grupo de: P5C, S7C, D11C, H18C, Q29C,
E30C, E33C, A34C, Y35C, E88C, Q91C, S95C, A98C, N99C, S100C,
L101C, V102C, Y103C, D107C, S108C, D112C, Q122C e G126C.
[000273] Em uma modalidade da invencédo a variante de hormdonio
do crescimento da composi¢cdo tem uma mutacdo de Cys Unica no
terminal N (AA 1-8), na Hélice 1, na Alga 1, na Hélice 2, na Alca 2 ou
na Hélice 3 do composto de horménio do crescimento.

[000274] Em uma modalidade a mutacao de Cys Unica € posicionada
no terminal N, a mutagcdo sendo qualquer uma de P5C, S7C. Em uma
modalidade a mutacdo de Cys Unica € posicionada em H1
(correspondendo a AA 9-35), tal como qualquer uma de D11C, H18C,
Q29C, E30C, E33C, A34C, Y35C. Em uma modalidade a mutac&o de
Cys unica é posicionada em L1 (correspondendo a AA36-71), a
mutacdo sendo qualquer uma de K38C, E39C, Y42C, S43C, D47C,
P48C, S55, S57C, P59C, S62C, E65C, Q69C ou preferivelmente
gualquer uma de Y42C, S55C, S57C, S62C, Q69C. Em uma
modalidade a mutacéo de Cys Unica € posicionada em H2 (AA 72-98),
tal como qualquer uma de E88C, Q91C, S95C e A98C. Em uma
modalidade a mutacdo de Cys Unica é posicionada dentro de AA 99-
127. Em uma modalidade a mutacdo de Cys Unica € posicionada em
L2 (AA 99-106), tal como qualquer uma de N99C, S100C, L101C,
V102C e Y103C. Em uma modalidade a mutacdo de Cys Unica esta
posicionada em H3 (AA 107-127), a mutacdo sendo qualquer uma de
D107C, S108C, D112C, Q122C e G126C de hGH (SEQ ID NO: 1) ou
em L3 ou H4 (correspondendo a AA128-154 e AA155-184) a mutacao
sendo qualquer uma de E129C, D130C, G131C, P133C, T135C,
G136C, T142C, D147C, N149C, D154C, A155C, L156C, R178C,
V180C ou no terminal C a mutacdo sendo qualquer uma de E186C
G187C e G190C. Se a mutacao de Cys Unica estiver presente em uma

variante de hGH a mutacdo esta localizada em residuos de
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aminoacido correspondentes. Em modalidades adicionais a mutacéo
de Cys Unica estd localizada dentro de AA 93-106 em hGH ou
residuos correspondentes em variantes de hGH. Em modalidades
especificas adicionais a mutacdo de Cys Unica esta localizada dentro
de L2, tal como dentro de AA 99-106 ou AA 99-104 ou residuos
correspondentes.

[000275] Em uma modalidade a composicdo de acordo com a
invengdo compreende uma variante de horménio do crescimento
compreendendo uma mutagcdo de cys Unica e uma ligacdo dissulfeto
adicional. Em uma modalidade a mutacdo de cys unica € qualquer
uma das mutacdes de cys Uunicas descritas acima. Em uma
modalidade a mutacao de cys unica em GH é selecionada de qualquer
uma de: T3C, P5C, S7C, D11C, H18C, Q29C, E30C, E33C, A34C,
Y35C, K38C, E39C, Y42C, S43C, D47C, P48C, S55C, S57C, P59C,
S62, E65C, Q69C, E88C, Q91C, S95C, A98C, N99C, S100C, L101C,
V102C, Y103C, D107C, S108C, D112C, Q122C, G126C, E129C,
D130C, G131C, P133C, T135C, G136C, T142C, D147C, N149C,
D154C, A155C, L156C, R178C, E186C, G187C e G190C, tal como
qualquer uma de; P5C, S7C, D11C, H18C, Q29C, E30C, E33C, A34C,
Y35C, E88C, Q91C, S95C, A98C, N99C, S100C, L101C, Vi02C,
Y103C, D107C, S108C, D112C, Q122C e G126C de hGH (SEQ ID
NO: 1) ou residuos correspondentes. Em uma modalidade a ligacéo
dissulfeto adicional € selecionada do grupo de pares de mutagcdes de
cisteina que seguem: R16C/L117C, A17C/E174C, H21C/M170C,
D26C/V102C, D26C/Y103C, N47C/T50C, Q49C/G161C, F54C/Y143C,
F54C/S144C, F54C/F146C, S55C/Y143C, S57C/Y143C, 158C/Q141C,
I58C/Y143C, 158C/S144C, P59C/Q137C, P61C/E66C, P61C/T67C,
S71C/S132C, L73C/S132C, L73C/F139C, R77C/1138C, R77C/F139C,
L81C/Q141C, L81C/Y143C, Q84C/Y143C, S85C/Y143C,
S85C/S144C, P89C/F146C, F92C/F146C, F92C/T148C, R94C/D107C,
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V102C/A105C, L156C/F146C, L156C/T148C e/ou V185C/S188C. Em
uma modalidade a variante de horménio do crescimento compreende
uma mutacdo de cys UuUnica e uma ligacdo dissulfeto adicional
selecionada dos pares de mutacbes de cisteina que seguem:
S57C/Y143C, Q84C/Y143C, S85C/Y143C e/ou S85C/S144C.

[000276] Em uma modalidade a variante de hormoénio do
crescimento compreende uma mutacdo de cisteina Unica em L2 e uma
ligacdo dissulfeto adicional que conecta um segmento de alcga, tal
como dos residuos de aminoacido 128-154 (H3), com um segmento de
hélice, tal como hélice B ou hélice 2 (correspondendo a AA 72-98). Em
uma modalidade a variante de horménio do crescimento compreende
uma combinacdo de mutacOes selecionadas do grupo que segue:
A98C/Q84C/Y143C, A98C/S85C/Y143C, A98C/S85C/S144C,
N99C/Q84C/Y143C, N99C/S85C/Y143C, N99C/S85C/S144C,
S101C/Q84C/Y143C, S101C/S85C/Y143C, S101C/S85C/S144cC,
L101C/Q84C/Y143C, L101C/S85C/Y143C, L101C/S85C/S144C,
C102C/Q84C/Y143C, C102C/S85C/Y143C e C102C/S85C/S144C. Em
uma modalidade a variante de horménio do crescimento compreende
uma combinacdo de mutacOes selecionadas do grupo que segue:
A98C/Q84C/Y143C, N99C/Q84C/Y143C, S101C/Q84C/Y143C,
L101C/Q84C/Y143C e C102C/Q84C/Y143C. Em uma modalidade a
variante de hormoénio do crescimento compreende as mutacdes
L101C, Q84C e Y143C.

[000277] Em um aspecto adicional a presente invencdo se refere a
um conjugado de horménio do crescimento que compreende um
composto de horménio do crescimento (GH) ligado a um residuo de
ligacdo a albumina através de um espacador hidrofilico ou um sal
farmaceuticamente aceitavel do mesmo para uso em terapia. Ainda,
no conjugado de hormdnio do crescimento da presente invencdo GH,

o residuo de ligacdo a albumina e o espacador hidrofilico séo
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selecionados de qualquer uma das modalidades acima. Em particular
o conjugado de horménio do crescimento tem a formula (1) ou (I1).
[000278] Em um aspecto adicional a presente invencéo se refere a
uma composicdo farmacéutica compreendendo um conjugado de
hormonio do crescimento que compreende um composto de hormoénio
do crescimento (GH) ligado a um residuo de ligacdo a albumina
através de um espacador hidrofilico, ou um sal farmaceuticamente
aceitavel, em combinacdo com um excipiente farmaceuticamente
aceitavel.

[000279] O termo "identidade" como conhecido na técnica se refere a
uma relacdo entre as sequéncias de duas ou mais proteinas, conforme
determinado através de comparacdo das sequéncias. Na técnica,
“identidade” também significa o grau de relacdo de sequéncia entre
proteinas, conforme determinado pelo numero de compatibilidades
entre os corddes de dois ou mais residuos de aminoacido. "ldentidade"
mede a porcentagem de compatibilidades idénticas entre a menor de
duas ou mais sequéncias com alinhamentos de lacuna (se algum)
enderecados por um modelo matematico particular ou programa de
computador (isto &, "algoritmos"). Identidade de proteinas relacionadas
pode ser prontamente calculada por meétodos conhecidos. Tais
meétodos incluem, mas nao estdo limitados a, aqueles descritos em
Computational Molecular Biology, Lesk, A. M., ed., Oxford University
Press, New York, 1988; Biocomputing: Informatics and Genome
Projects, Smith, D. W., ed., Academic Press, New York, 1993;
Computer Analysis of Sequence Data, Part 1, Griffin, A. M. e Griffin, H.
G., eds., Humana Press, New Jersey, 1994; Sequence Analysis in
Molecular Biology, von Heinje, G., Academic Press, 1987; Sequence
Analysis Primer, Gribskov, M. e Devereux, J., eds., M. Stockton Press,
New York, 1991; e Carillo e outros, SIAM J. Applied Math., 48, 1073,
(1988).
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[000280] Meétodos preferidos para determinacdo da identidade séo
planejados para fornecer a maior compatibilidade entre as sequéncias
testadas. Métodos para determinar identidade sdo descritos em
programas de computador publicamente disponiveis. Métodos de
programa de computador preferidos para determinar identidade entre
duas sequéncias incluem o pacote de programa GCG, incluindo GAP
(Devereux e outros, Nucl. Acid. Res., 12, 387, (1984)); Genetics
Computer Group, University of Wisconsin, Madison, Wis.), BLASTP,
BLASTN e FASTA (Altschul e outros, J. Mol. Biol., 215, 403-410,
(1990)). O programa BLASTX estd publicamente disponivel do
National Center for Biotechnology Information (NCBI) e outras fontes
(BLAST Manual, Altschul e outros, NCB/NLM/NIH Bethesda, Md.
20894; Altschul e outros, supra). O algoritmo Smith Waterman bem
conhecido pode ser também usado para determinar identidade.

[000281] Por exemplo, usando o algoritmo de computador GAP
(Genetics Computer Group, University of Wisconsin, Madison, Wis.),
duas proteinas para as quais a identidade de sequéncia percentual
deve ser determinada sédo alinhadas para compatibilidade 6tima de
seus respectivos aminoacidos ("o alongamento compativel”, conforme
determinado pelo algoritmo). Uma penalidade de abertura de lacuna
(que é calculada como 3 vezes a diagonal média; a "diagonal média” €
a média da diagonal da matriz de comparacdo sendo usada; a
"diagonal” é o score ou numero designado a cada compatibilidade de
aminoacido perfeita pela matriz de comparagdo particular) e uma
penalidade de extensédo de lacuna (que é geralmente {fracdo (1/10)}
vezes a penalidade de abertura de lacuna), bem como uma matriz de
comparacdo tal como PAM 250 ou BLOSUM 62 sé&o usadas em
conjunto com o algoritmo. Uma matriz de comparacao padrao (vide
Dayhoff e outros, Atlas of Protein Sequence and Structure, vol. 5, supl.

3, (1978) para a matriz de comparacao PAM 250; Henikoff e outros,
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Proc. Natl. Acad. Sci USA, 89, 10915-10919, (1992) para a matriz de
comparacdo BLOSUM 62) é também usada pelo algoritmo.

[000282] Parametros preferidos para uma comparacdo de sequéncia
de proteina incluem o que segue:

[000283] Algoritmo: Needleman e outros, J. Mol. Biol, 48, 443-453,
(1970); Matriz de Comparacdo: BLOSUM 62 da Henikoff e outros,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89, 10915-10919, (1992); Penalidade de
Lacuna: 12, Penalidade de Comprimento de Lacuna: 4, Limiar de
Similaridade: 0.

[000284] O programa GAP é util com os parametros acima. Os
parametros mencionados acima sdo 0s parametros default para
comparagbes de proteina (junto com nenhuma penalidade para
lacunas finais) usando o algoritmo GAP.

[000285] Os compostos da presente invencdo tém propriedades
farmacoldgicas aperfeicoadas comparados com horménio do
crescimento ndo conjugado correspondente, que é também referido
como o0 composto de origem. Exemplos de tais propriedades
farmacolégicas incluem meia-vida in vivo funcional, imunogenicidade,
filtragem renal, protecdo de protease e ligacdo a albumina.

[000286] O termo "meia-vida in vivo funcional” é usado em seu
significado normal, isto €, o0 momento quando 50% da atividade
biologica do GH ou conjugado de GH estdo ainda presentes no
corpo/érgdo alvo ou o momento quando a atividade do GH ou
conjugado de GH € 50% de seu valor inicial. Como uma alternativa
para determinar a meia-vida in vivo funcional, "meia-vida no plasma in
vivo" pode ser determinada, isto €, o momento quando 50% do GH ou
conjugado de GH circulam no plasma ou corrente sanguinea antes de
ser eliminado. Determinacdo de meia-vida no plasma €
frequentemente mais simples do que determinacdo da meia-vida

funcional e a magnitude de meia-vida no plasma € geralmente uma
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boa indicagdo da magnitude de meia-vida in vivo funcional. Termos
alternativos para meia-vida no plasma incluem meia-vida no soro,
meia-vida em circulagdo, meia-vida circulatoria, eliminacdo do soro,
eliminacéo do plasma e meia-vida de eliminacao.

[000287] O termo "aumentado" conforme usado com relacdo a meia-
vida in vivo funcional ou meia-vida no plasma é usado para indicar que
a meia-vida relevante do conjugado de GH é estatisticamente
significantemente aumentada com relacdo aquela do GH parental,
conforme determinado sob condicbes comparaveis. Por exemplo, a
meia-vida relevante pode ser aumentada em pelo menos cerca de
25%, tal como pelo menos cerca de 50%, em pelo menos cerca de
100%, 200%, 250% ou 500%. Em uma modalidade, os compostos da
presente invengdo exibem um aumento na meia-vida de pelo menos
cerca de 5 horas, preferivelmente pelo menos cerca de 24 horas, mais
preferivelmente pelo menos cerca de 72 horas e mais preferivelmente
pelo menos cerca de 7 dias, com relacdo a meia-vida do GH parental.
[000288] Medicdo de meia-vida no plasma in vivo pode ser realizada
de varias maneiras conforme descrito na literatura. Um aumento em
meia-vida do plasma in vivo pode ser quantificado como uma
diminuicdo na eliminacédo (CL) (clearance) ou como um aumento em
tempo de residéncia meédio (MRT) (Mean Residence Time). GH
conjugado da presente invencdo para o qual a CL é diminuida para
menos do que 70%, tal como menos do que 50%, tal como menos do
que 20%, tal como menos do que 10%, da CL do GH parental
conforme determinado em um ensaio adequado é dito ter uma meia-
vida no plasma in vivo aumentada. GH conjugado da presente
invencdo para o qual MRT € aumentada para mais de 130%, tal como
mais de 150%, tal como mais de 200%, tal como mais de 500%, do
MRT do GH parental em um ensaio adequado € dito ter uma meia-vida

no plasma in vivo aumentada. Eliminacao e tempo de residéncia médio

Peticaio 870210112684, de 03/12/2021, pég. 97/233



94/218

pode ser avaliados em estudos farmacocinéticos padrdo usando
animais de teste adequados. Esta dentro das capacidades de um
versado na técnica escolher um animal de teste adequado para uma
dada proteina. Testes em humano, com certeza, representam o teste
final. Animais de teste adequados incluem ratos machos Sprague-
Dawley, normais, camundongos e macacos cinomologos. Tipicamente
0s camundongos e ratos séo injetados em um bolo subcutédneo Unico,
enquanto macacos podem ser injetados em um bolo subcutaneo Unico
ou em uma dose iv Unica. A quantidade injetada depende do animal de
teste. Subsequentemente, amostras de sangue sdo mantidas durante
um periodo de um a cinco dias conforme apropriado para a avaliagao
de CL e MRT. As amostras de sangue sao convenientemente
analisadas atraves de técnicas ELISA.

[000289] O termo "imunogenicidade" de um composto se refere a
habilidade do composto, quando administrado a um humano, em
elicitar uma resposta imune prejudicial, seja humoral, celular ou
ambas. Em qualquer subpopulacdo humana, pode haver individuos
gue exibem sensibilidade a proteinas administradas particulares.
Imunogenicidade pode ser medida através da quantificacdo da
presenca de anticorpos de hormoénio do crescimento e/ou células T
responsivas a hormoénio do crescimento em um individuo sensivel,
usando métodos convencionais conhecidos na técnica. Em uma
modalidade, o GH conjugado da presente invencdo exibe uma
diminuicdo em imunogenicidade em um individuo sensivel de pelo
menos cerca de 10%, preferivelmente pelo menos cerca de 25%, mais
preferivelmente pelo menos cerca de 40% e mais preferivelmente pelo
menos cerca de 50%, com relacdo a imunogenicidade para este
individuo do GH parental. O termo "protecdo de protease" ou
"protegido por protease" conforme aqui usado pretende indicar que o

GH conjugado da presente invencdo € mais resistente a peptidase ou
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proteases no plasma do que é o GH parental. Enzimas protease e
peptidase presentes em plasma sédo conhecidas estar envolvidas na
degradacdo de proteinas em circulacdo, tal como, por exemplo,
circulacdo de hormbnios de peptideo, tal como horménio do
crescimento. Tal protecdo de protease pode ser medida através do
método do Exemplo A descrito aqui.

[000290] Hormbnio do crescimento pode ser suscetivel a degradacao
por, por exemplo, serina proteinase tipo trombina, plasmina, subtilisina
e quimiotripsina. Ensaios para determinacdo de degradacdo dessas
proteases s&o descritos em J. Biotech., 65, 183, (1998). Em uma
modalidade, a taxa de hidrélise do conjugado de GH € menos do que
70%, tal como menos do que 40%, tal como menos do que 10%,
daquela do GH parental.

[000291] O componente de proteina mais abundante em circulagéo
de sangue de espécies de mamifero é albumina do soro, que esta
normalmente presente em uma concentracao de aproximadamente 3 a
4,5 gramas por 100 mililitros de sangue integral. Albumina do soro é
uma proteina sanguinea de aproximadamente 65.000 daltons que tem
varias funcdes importantes no sistema circulatério. Ela funciona como
um transportador de uma variedade de moléculas organicas
encontradas no sangue, como o transportador principal de varios
metabdlitos tais como acido graxo e bilirrubina no sangue e, devido a
sua abundancia, como um regulador osmoético do sangue em
circulacdo. Albumina do soro tem uma meia-vida de mais de uma
semana, e uma abordagem para aumentar a meia-vida no plasma de
proteinas tem sido conjugar a proteina um grupo que se liga a
albumina do soro. A propriedade de ligacdo a albumina pode ser
determinada conforme descrito em J. Med. Chem, 43, 1986, (2000),
gue é aqui incorporado a titulo de referéncia.

[000292] Os conjugados de horménio do crescimento de férmula (1)
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ou (I) exercem atividade de horménio do crescimento e podem entao
ser usados no tratamento de doencas ou estados que se beneficiardo
de um aumento na quantidade de horménio do crescimento em
circulacdo. Em particular, a invencdo prové um método para o
tratamento de deficiéncia de hormoénio do crescimento (GHD) (Growth
Hormone Deficiency); Sindrome de Turner; sindrome de Prader-Willi
(PWS) (Prader-Willi syndrome); sindrome de Noonan; sindrome de
Down; doencga renal cronica, artrite reumatoide juvenil; fibrose cistica;
infeccdo por HIV em criancas recebendo tratamento HAART (criangas
HIV/HALS); criancas baixas nascidas baixas para a idade gestacional
(SGA) (Short for Gestational Age); estatura baixa em criancas
nascidas com peso para 0 nascimento muito baixo (VLBW) (Very Low
Birth Weight) exceto SGA; displasia esqueletal; hipocondroplasia;
acondroplasia; estatura baixa idiopatica (ISS) (Idiopathic Short
Stature); GHD em adultos; fraturas em ou de ossos longos, tais como
tibia, fibula, fémur, —, radio, ulna, clavicula, metacarpo, metatarso e
dedo; fraturas em ou de 0sSs0S esponjosos, tais como o cranio, base
da méo e base do pé€; pacientes apos cirurgia do tend&do ou ligamento
em, por exemplo, mao, joelho ou ombro; pacientes tendo ou sofrendo
de osteogénese por distracdo; pacientes apos substituicdo do quadril
ou disco, reparo do menisco, fusdes espinhais ou fixacdo de protese,
tal como no joelho, quadril, ombro, cotovelo, pulso ou maxilar;
pacientes em que material de osteossintese, tais como unhas,
parafusos e placas, foi fixado; pacientes com ndo unido ou ma uniao
de fraturas; pacientes ap0s osteatomia, por exemplo, da tibia ou 1°
dedo; pacientes apos implante de enxerto; degeneracéo da cartilagem
articular em joelho causada por trauma ou artrite; osteoporose em
pacientes com sindrome de Turner; osteoporose em homens;
pacientes adultos em dialise crénica (APCD); doenca cardiovascular

associada a ma nutricdo em APCD; reversdo de caquexia em APCD;
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cancer em APCD; doenca pulmonar obstrutiva cronica em APCD; HIV
em APCD; idoso com APCD; doenca hepatica crébnica em APCD,
sindrome da fadiga em APDC; doenca de Chron; funcdo hepatica
prejudicada; males com infec¢cBes por HIV; sindrome do intestino
curto; obesidade central; sindrome da lipodistrofia associada com HIV
(HALYS); infertilidade masculina; pacientes apos cirurgia eletiva grande,
desintoxicagdo de  &lcool/droga ou trauma  neuroldgico;
envelhecimento; idoso fraco; osteoartrite; cartilagem traumaticamente
lesionada; disfuncdo erétil; fibromialgia; distirbios de memoria;
depressédo; lesdo cerebral traumatica; hemorragia subaraquinoide;
peso muito baixo no nascimento; sindrome metabdlica; miopatia
glucocorticoide; ou estatura baixa devido a tratamento com
glucocorticoide em criangcas, o0 método compreendendo administrar a
um paciente com necessidade do mesmo uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um conjugado de hormdénio do crescimento
de acordo com a formula (1) ou (lI).

[000293] Em um aspecto adicional, a invencdo prové um meétodo
para aceleracdo da cicatrizacdo de tecido muscular, tecido nervoso ou
feridas; a aceleracdo ou melhora de fluxo sanguineo para tecido
lesionado; ou a diminuicdo de taxa de infeccdo em tecido lesionado, o
método compreendendo administrar a um paciente com necessidade
do mesmo uma quantidade eficaz de uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um conjugado de horménio do crescimento
de férmula (1) ou (11).

[000294] Em uma modalidade adicional, a invencdo se refere ao uso
de um conjugado de horménio do crescimento de formula (I) ou (Il) na
fabricacdo de doencas que se beneficiam de um aumento no nivel de
plasma de horménio do crescimento, tal como a doenca mencionada
acima.

[000295] Uma dose parenteral tipica estd na faixa de 10° mg/kg a
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cerca de 100 mg/kg de peso do corpo por administracdo. Doses de
administracéo tipicas sédo de a partir de cerca de 0,0000001 a cerca de
10 mg/kg de peso do corpo por administracdo. A dose exata vai
depender de, por exemplo, indicacdo, medicamento, frequéncia e
modo de administracdo, do sexo, idade e condicéo geral do individuo a
ser tratado, a natureza e a severidade da doenca ou condicdo a ser
tratada, o efeito desejado do tratamento e outros fatores evidentes a
pessoa versada na técnica.

[000296] Frequéncias de dosagem tipicas sdo duas vezes por dia,
uma vez por dia, duas vezes por semana, uma vez por semana ou
intervalos de dosagem ainda mais longos. Devido as meias-vidas
prolongadas das proteinas de fuséo da presente invencdo, um regime
de dosagem com intervalos de dosagem longos, tal como duas vezes
por semana, uma vez por semana ou com intervalos de dosagem mais
longos, € uma modalidade particular da invencéo.

[000297] Muitas doencas sao tratadas usando mais de um
medicamento no tratamento, ou concomitantemente administrado ou
sequencialmente administrado. Esta entdo dentro do escopo da
presente invengao usar um conjugado de horménio do crescimento de
formula (1) ou (II) em métodos terapéuticos para o tratamento de uma
das doencas mencionadas acima em combinagdo com um ou mais
outro(s) composto(s) terapeuticamente ativo(s) normalmente usados
no tratamento das ditas doencas. Por analogia, esta também dentro do
escopo da presente invencdo usar um conjugado de horménio do
crescimento de formula (I) ou (Il) em combinagcdo com outros
compostos terapeuticamente ativos normalmente usados no
tratamento de uma das doencas mencionadas acima na fabricacdo de
um medicamento para a dita doenca.

Métodos gerais

Conjugacao de enzima:
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[000298] Na preparacdo de um conjugado de hormdnio do
crescimento da presente invencao, tipicamente pelo menos uma das
ligacOes covalentes estabelecidas na preparacédo de um conjugado de
A-W-B-GH de férmula (I) é preparada através do uso de uma enzima
conforme ilustrado nos exemplos abaixo. Tal enzima pode, por
exemplo, ser selecionada do grupo consistindo em transglutaminases,
serina proteases e cisteina proteases. Tipicamente, a dita enzima é
transglutaminase. Tal transglutaminase pode, por exemplo, ser
selecionada do grupo consistindo em transglutaminases microbianas,
transglutaminases de tecido e fator Xlll e suas variantes. Em outra
modalidade, a dita enzima € uma cisteina protease. O conjugado de
horménio do crescimento da presente invencdo pode ser preparado
através de muitos meétodos diferentes, exemplos néo limitantes séo
mostrados abaixo.

[000299] A presente invencdo também prové métodos para
preparacao de conjugados de A-W-B-GH de férmula ().

Transglutaminase

[000300] Conforme acima declarado, pelo menos uma das ligacdes
covalentes estabelecidas na preparacdo de um conjugado de A-W-B-
GH da presente invengdo pode ser preparada através do uso de uma
transglutaminase. Transglutaminases podem incluir transglutaminases
microbianas tais como aquelas isoladas da espécie Streptomyces; S.
mobaraense, S. cinnamoneum, S. griseocarneum (US5156956
incorporada aqui a titulo de referéncia), S. lavendulae (US5252469
incorporada aqui a titulo de referéncia) e S. ladakanum
(JP2003/199569 incorporada aqui a titulo de referéncia). Outras
transglutaminases microbianas uteis foram isoladas de Bacillus
subtillis (reveladas na US5731183, que € aqui incorporada a titulo de
referéncia) e de varios Myxomycetes. Outros exemplos de

transglutaminases microbianas Uteis sdo aqueles revelados no
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W01996/06931 (por exemplo, transglutaminase de Bacillus lydicus) e
WQ01996/22366, ambos aqui incorporados a titulo de referéncia.
Transglutaminases ndo microbianas Uteis incluem transglutaminase de
figado de porquinho-da-india e transglutaminases de varias fontes
marinhas tal como o peixe chato Pagrus major (revelado na EP
0555649, que € aqui incorporada a titulo de referéncia) e a ostra
Japonesa Crassostrea gigas (revelada na US5736356, que € aqui
incorporada a titulo de referéncia). Analogos e derivados funcionais
dos mesmos podem ser também Uteis.

[000301] Tipicamente, a TGase usada nos metodos da invencéo é
uma transglutaminase microbiana. Em uma modalidade, a TGase é de
S. mobaraense ou uma variante da mesma, por exemplo, conforme
descrito no WO02007/020290 e no WQO2008/020075. Em outra
modalidade, a TGase é de S. ladakanum ou uma variante da mesma,
por exemplo, conforme descrito no W02008/020075.

[000302] A conjugacdo de GH a A-W-B de acordo com a presente
invencéo pode ser obtida através da modificacdo mediada por TGase
levando a alteracéo seletiva em posicdes de lisina (Lys) ou glutamina
(GIn) na sequéncia do composto de GH dependendo do substrato
usado. Uso de aminas como substratos vai levar a modificacdo de
Glutaminas, enquanto o uso de amidas primarias vai levar a
modificacdo de Lisinas. hGH (SEQ ID NO:1) tem 9 residuos de lisina
nas posicdes 38, 41, 70, 115, 140, 145, 158, 168 e 172 e 13 residuos
glutamina nas posicoes 22, 29, 40, 46, 49, 68, 69, 84, 91, 122, 137,
141 e 181, embora nem todos esses estejam prontamente disponiveis
para modificacdo nem adequadamente para modificacbes uma vez
gue isso vai levar a poténcia de ligacdo menor a proteina de ligacdo ao
horménio do crescimento entdo levando a atividade biolégica reduzida.
A estrutura de cristal de proteina de raio x entre hGH e sua proteina de

ligacdo (pdb: 3HHR) revela que pelo menos 4 lisinas (38, 41, 168 e
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172) participam da ligacdo a proteina de ligacdo e potencialmente
apenas uma das glutaminas (GIn 46). Isto torna as glutaminas mais
atraentes como alvo para introducédo seletiva de um ligante de ligacéo
a albumina. Essas consideracdes estruturais sdo ainda apoiadas por
constatacdes sumarizadas por N. Chéne e outros em Reprod. Nutr.
Develop. 29, 1-25 (1989) em que é concluido que modificacbes
quimicas afetando lisinas foram verificadas ter um efeito negativo
sobre a atividade bioldgica in vivo e sobre a capacidade de ligacdo aos
receptores de GH no figado.

Quimica |

[000303] Em um aspecto a presente invencao se refere a preparagao
de um conjugado de horménio do crescimento de formula (I) em que
um composto de GH é tratado com um grupo de modificacdo de
propriedade usando quimica catalisada por TGase. Inicialmente, uma
funcionalidade aldeido ou cetona € instalada através de uma reacao
de duas etapas usando amino alcoois que sao subsequentemente
tratados com periodato para gerar uma funcionalidade aldeido ou ceto
através de clivagem oxidativa. Exemplos nédo limitantes de amino
alcoois para ilustracdo incluem apenas 1,3-diamino-2-propanol e 1-
amino-2,3-di-hidroxipropano.

[000304] Em um aspecto adicional a presente invencédo se refere a
preparacdo de um conjugado de horménio do crescimento de formula
() compreendendo tratamento de um aldeido ou cetona derivado do
composto de GH com uma anilina ou heteroaril amina derivada de
grupo de modificacao de propriedade para dar uma amina (lll— V).
[000305] Em uma modalidade, aldeido derivado do composto de GH
€ tratado com anilina ou heteroarilamina derivada de grupo de
modificacao de propriedade.

[000306] O termo "aldeido (ou cetona) derivado de composto de GH"

ou "um aldeido ou cetona derivado do composto de GH" pretende
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indicar um composto de GH ao qual um grupo funcional aldeido ou
cetona foi covalentemente ligado ou um composto no qual um grupo
funcional aldeido ou cetona foi gerado. A preparacdo de aldeidos
derivados de composto de GH, tai como composto (lll) ilustrado
abaixo, € bem conhecida daqueles de habilidade na técnica, e
gualquer um desses procedimentos conhecidos pode ser usado para
preparar o aldeido derivado de composto de GH (lll) requerido para a
realizacdo da invencao revelada aqui.

[000307] Em uma modalidade, o conjugado A-W-B-GH (IV) é

preparado conforme ilustrado abaixo:

Periodate

N
o o

Glnt4t

A-W-B1-NH,

NaCNBH,

i ) )
[000308] A reacdo enzimatica mediada por TGase com GH (I) resulta
na modificacao de Gln na posicao 141 e/ou 40 fornecendo (Il). O GH
modificado (Il) é tratado com periodato para clivar o amino alcool para
prover um aldeido derivado de GH (lll). Conjugacédo de aldeido de GH
(1l com A-W-B1-NH2 ocorre com através de alquilacdo redutiva
(IlI—1V). Alquilacdo redutiva conforme exemplificado aqui é bem

reconhecida na técnica e resulta em compostos de GH (IV)
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modificados em posi¢céao GIn(141) e/ou 40.

Quimica ll
[000309] Em uma modalidade, o conjugado A-W-B-GH é preparado

usando aminacéo redutiva em terminal N de GH conforme ilustrado

A-W-Bl-CHZH/QEON
[¢]

H

abaixo:

l : A-W-B1—CHO
H,N N—
2 O‘ H

NaCNBH,

Phet

Phet

V) )
[000310] Conjugacdo de GH a A-W-B1-CHO ocorre atraves de
alquilagéo redutiva (GH — V). Alquilacdo redutiva conforme acima
exemplificado € bem reconhecida na técnica para modificacdo do
terminal N de GH.
Quimica lll
[000311] Em uma modalidade, o conjugado A-W-B-GH é preparado

conforme ilustrado abaixo:

A-W-B1-LG

(viiny

W o ™ )
[000312] Onde o residuo cisteina é opcionalmente protegido como
um dissulfeto misto (VI) (GH-S-S-R) com R sendo uma porcéo
organica pequena. Exemplos ndo limitantes de dissulfetos mistos
podem incluir dissulfetos entre cistamina (R = -CH2CH2NH>); cisteina
(R = -CH2CH(C(O)OH)NHy>); homocisteina (R = -
CH2CH2CH(C(O)OH)NH2); e glutationa (R = -CHCH(C(O)NH-
CH2C(O)OH)NH-C(O)CH2CH2CH(C(O)OH)NHy>).

[000313] O processo de derivatizacdo utiliza um ligante de ligacdo a
albumina A-W-B1-LG em que LG representa um grupo de saida
inorganico tal como —Cl, -Br ou —I ou um grupo de saida orgéanico tal

como mesilato ou tosilato. Conjugacéao de GH com A-W-B1-LG ocorre
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atraveés de substituicdo nucleofilica (VII — IX).

Quimica IV

Q

A-W-B1-NHC(O)CH,-CH,- N;:‘

(X) o

(vin (xn
[000314] Composto de GH Cys desprotegida (VII) conforme obtido a
partir de (VI) acima pode ser reagido com um ligante de ligacédo a
albumina substituido com maleimida (X) fornecendo conjugado de GH
A-W-B1-NHC(O)CH,CH:-pirrolidin-2,5-diona-3-GH (XI).

em que o espacador hidrofilico B1 tem a férmula

-X1-X2-X3-Xs-
em que

X1 € -W1-[(CHRY)1-W2]m1-{[(CH2)m1E1]m2-[(CHR?)i2-W 3]ms}n2-,

X2 € -[(CHR®)13-W 4]ma-{[(CH2)n3E2]ms-[(CHR*)1a-Ws]me}na-,

X3 € -[(CHR®)i5]m7-,

X4 € uma ligacao de valéncia,

11, 12, 13, 14 e 15 sdo independentemente selecionados de 0-
16,

ml, m3, m4, m6 e m7 sdo independentemente
selecionados de 0-10,

m2 e m5 sao independentemente selecionados de 0-25,

nl, n2, n3 e n4 sdo independentemente selecionados de 0-
16,

R!, R?, R3 R* e R°® sdo independentemente selecionados
de hidrogénio, -C(O)OH, -C(O)NH2, -S(O)OH, -S(0)20H, -NH-C(=NH)-
NH., Cie-alquila, arila ou hetarila; em que os grupos alquila, arila e
hetarila sdo opcionalmente substituidos com halogénio, -C(O)OH, -
C(O)NHz, -S(O)OH, -S(0)20H, -CN ou -OH,

[000315] E1 e E2 sao independentemente selecionados de -O-, -
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NR®-, -N(COR")- ou uma ligacdo de valéncia; em que R® e R’
representam independentemente hidrogénio ou Ci-s-alquila,

Wi: a Ws séo independentemente selecionados de -
C(O)NH-, -NHC(0O)-, -C(O)NHCH2-, -CH2NHC(O)-, -C(O)NHS(O)2-, -
S(0)2NHC(0)-, -OC(O)NH-, -NHC(O)O-, -C(O)CH2-, -CH2C(O)-,
-C(O)CH=CH-, -CH=CHC(O)-, -(CH2)s2-, -C(O)-, -C(O)O-, -OC(O)- ou
uma ligacao de valéncia; em que s2 € 0 ou 1.

Quimica V
[000316] Em uma modalidade, o conjugado A-W-B-GH é preparado

conforme ilustrado abaixo:

A-W-B1-C(O)NHCH,-CH=CH,

DEA Nonate Xy

[EE—

(Vi (X1

(XIv) (XV) (XV)
[000317] Ligantes de albumina podem ser ligados a derivados de GH
de cys unica usando quimica S-nitrosila conforme descrito no
W02009/024791.
[000318] Composto de GH de Cys desprotegida (VII) € submetido a
S-nitrosilacéo através da adicdo de um doador de NO tal como DEA
NOnate (Sigma Aldrich). GH de cys unica nitrosilado (XIl) é entédo
reagido com um ligante de albumina substituido com alil amina (XIII)
fornecendo oxima (XIV) que apdés hidrolise fornece conjugado de GH
A-W-B1-C(O)NHCH2C(O)CH2-Cys GH (XV).

em que o espacador hidrofilico B1 tem a férmula

-X1-X2-X3-X4-

em que
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X1 € -W1-[(CHRY);1-W2]m1-{[(CH2)nm1E1]lm2-[(CHR?)i2-W 3]ma}n2-,

X2 € -[(CHR?)13-W 4]ma-{[(CH2)n3E 2] ms-[(CHR*)14-W 5] me }na-,

X3 € -[(CHR®)i5])m7-,

X4 € uma ligacéo de valéncia,

11, 12, 13, 14 e 15 sé&o independentemente selecionados de O-
16,

ml, m3, m4, m6 e m7 sdo independentemente
selecionados de 0-10,

m2 e m5 sédo independentemente selecionados de 0-25,

nl, n2, n3 e n4 séo independentemente selecionados de O-
16,

R!, R?, R3 R* e R°® sdo independentemente selecionados
de hidrogénio, -C(O)OH, -C(O)NH2, -S(O)OH, -S(0)2.0H, -NH-C(=NH)-
NH2, Cie-alquila, arila ou hetarila; em que os grupos alquila, arila e
hetarila sdo opcionalmente substituidos com halogénio, -C(O)OH, -
C(O)NH2, -S(O)OH, -S(0O)20H, -CN ou -OH, E1 e E2 séo
independentemente selecionados de -O-, -N(R®)-, -N(C(O)R")- ou uma
ligacdo de valéncia; em que R® e R’ representam independentemente
hidrogénio ou C16-alquila,

W: a Ws sdo independentemente selecionados de -

C(O)NH-, -NHC(O)-, -C(O)NHCH>-, -CH2NHC(O)-, -C(O)NHS(O)2-, -
S(0)2NHC(0)-, -OC(O)NH-, -NHC(0O)O-, -C(O)CH2-, -CH2C(O)-,
-C(O)CH=CH-, -CH=CHC(O)-, -(CH2)s2-, -C(O)-, -C(O)O-, -OC(0O)- ou
uma ligacao de valéncia; em que s2 € 0 ou 1.
[000319] Uma relacdo proxima com o peptideo natural é geralmente
considerada como uma vantagem com intervencdes terapéuticas
compreendendo administracdo de variantes ou analogos deste
peptideo natural uma vez que ela minimiza o risco de, por exemplo,
qualquer geracao de anticorpo indesejada.

[000320] GH pode ser modificado em seu terminal C através do uso
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de carboxipeptidase Y (EC. 3.4.16.5) e substratos modificados
adequados conforme descrito no W0O2007/093594. Um procedimento
de duas etapas conforme descrito por B. Peschke e outros "C-
Terminally PEGylated GH derivatives" Bioorg. Med. Chem. 15, 4382-
4395, (2007), em que a alanina do terminal C é enzimaticamente
modificada com Né&-(4-acetilbenzoil)lisina, seguido por reagdo com
derivados de ligac&o a albumina de acordo com a invencao.
[000321] Como aparente a partir do acima a invencéo se refere ainda
ao ligante intermediario aplicado na preparacdo do conjugado A-W-B-
GH. O dito composto ligante pode ser descrito na formula (lIl)

A-W-B1-U (1)
em que A representa um residuo de ligacdo a albumina,

B1 representa um espacador hidrofilico,

W é um grupo quimico ligando A e B1 e U representa uma
porcao de conjugacao.
[000322] Com base no acima a porcdo de conjugacdo vai variar
dependendo do método de conjugacao aplicado que pode no final ser
também visivel no composto de hGH final (A,W,B,GH).
[000323] Em modalidades adicionais do composto, A-W-B1-U, Ae W
séao conforme definido em qualquer uma das modalidades acima.
[000324] Quando o meétodo descrito acima como Quimica IV é
aplicado, o composto A-W-B1-U pode ser definido adicionalmente,
como uma modalidade, em que U compreende ou consiste em uma
arila, uma hetarila, uma malimida substituida ou uma pirrolidino-2,5-
diona tal como -NHC(O)CH2CH:-pirrolidin-2.5-diona.
[000325] Em modalidades alternativas do composto A-W-B1-U, U
compreende D1-(CH2)s-D2, em que D1 e D2 sao independentemente
selecionados de -O-, -N(R6)-, -NC(O)R7- ou uma ligacédo de valéncia;
em gue R6 e R7 representam independentemente hidrogénio ou Ci-

salquila.
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[000326] Da mesma maneira aplicacdo de Quimica Il conforme
descrito acima vai aplicar compostos ligantes em que U compreende
ou consiste em um grupo de saida, tal como CI, Br, I, -OH, -
0S(0)2Me, -OS(0)2CFz ou —OTs, ou preferivelmente compostos de
acordo com a férmula (1), em que o grupo de saida € um composto
halogénio selecionado de Cl, Br e |, preferivelmente Br.

[000327] Modalidades adicionais dos compostos ligantes (que sé&o
aplicados em Quimica V) sdo de acordo com a invencao definidas pela
formula (111), em que U compreende ou consiste em uma alil amina
(H.C=CH-CH2-NH3), tal como —C(O)NHCH2>-CH=CH..

[000328] Quando o meétodo descrito acima como Quimica | é
aplicado, o composto A-W-B1-U pode ser definido mais, como uma
modalidade, em que U compreende ou consiste em uma amina (-NHy).
[000329] Em modalidades alternativas, U pode compreender ou
consistir em um aldeido, tal como —CHO.

[000330] Os compostos podem ser conjugados a qualquer tipo de
composto terapéutico que inclua um grupo aceitador ao qual "U" pode
permitir conjugacdo. Em uma modalidade preferida o composto
terapéutico € um polipeptideo. Peptideos podem incluir naturalmente
residuos AA que podem funcionar como um grupo aceitador, tais como
residuos GIn, residuos Phe e residuos Cys. Alternativamente tais
residuos de aminoacido podem ser introduzidos em uma posi¢ao
apropriada no polipeptideo.

COMPOSICOES FARMACEUTICAS

[000331] Outro propoésito € prover uma composicdo farmacéutica

compreendendo um conjugado de horménio do crescimento da
presente invencdo, tal como um conjugado de hormdénio do
crescimento de formula (I) ou (Il), que estd presente em uma
concentracao de a partir de 10-15 mg/mL a 200 mg/mL, tal como, por

exemplo, 10-10 mg/mL a 5 mg/mL e em que a dita composicao tem
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um pH de a partir de 2,0 a 10,0. A composicao pode compreender
ainda excipientes farmacéuticos, tais como um sistema de tampao,
preservativo(s), agente(s) de tonicidade, agente(s) de quelacéo,
estabilizadores e tensoativos. Em uma modalidade da invencdo a
composicdo farmacéutica é uma composicdo aquosa, isto €,
composicado compreendendo agua. Tal composicao € tipicamente uma
solugdo ou uma suspensdao. Em uma modalidade adicional da
invencdo a composicdo farmacéutica € uma solucdo aquosa. O termo
"composicdo aquosa" ¢é definido como uma composicado
compreendendo pelo menos 50% p/p de agua. Da mesma maneira, 0
termo "solucéo aquosa" é definido como uma solugdo compreendendo
pelo menos 50% p/p de agua e o termo "suspenséo aquosa" € definido
como uma suspensédo compreendendo pelo menos 50% p/p de agua.
[000332] Em outra modalidade a composicdo farmacéutica € uma
composicdo seca por congelamento, a qual o médico ou paciente
adiciona solventes e/ou diluentes antes do uso.

[000333] Em outra modalidade a composicdo farmacéutica € uma
composicao seca (por exemplo, seca por congelamento ou seca por
pulverizacdo) pronta para uso sem qualquer dissolucao prévia.
[000334] Em um aspecto adicional a invencdo se refere a uma
composicao farmacéutica compreendendo uma solucdo aquosa de um
conjugado de horménio do crescimento, tal como um conjugado de
horménio do crescimento de férmula (1) ou (II), e um tampéo, em que o
dito conjugado de GH esta presente em uma concentracdo de a partir
de 0,1-100 mg/mL ou acima, e em que a dita composi¢ao tem um pH
de a partir de cerca de 2,0 a cerca de 10,0.

[000335] Em outra modalidade da invencdo o pH da composicédo é
selecionado da lista consistindo em 2,0, 2,1, 2,2, 2,3, 2,4, 2,5, 2,6, 2,7,
2,8,2)9, 30,31, 3.2, 3,3, 34,35, 3,6, 3,7, 3,8, 3,9,4,0, 4,1, 4,2, 4,3,
44,45,46,4,7,4,8, 49,50, 51, 5,2, 5,3, 54, 5,5, 56, 57, 5,8, 5,9,
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6,0, 6,1, 6,2, 6,3, 6,4, 6,5, 6,6, 6,7, 6,8,6,9,7,0,7,1,7,2,73,7,4,7,5,
76,77,78,7)9,8,0,8,1,8,2,8,3,84,8,5, 8,6, 8,7, 88, 89, 9,0, 9,1,
9,2,9,3,94,95,9,6,9,7,9,8,9,9 e 10.

[000336] Em uma modalidade adicional da invencdo o tampédo é
selecionado do grupo consistindo em acetato de sddio, carbonato de
sodio, citrato, glicilglicina, histidina, glicina, lisina, arginina, di-
hidrogeno fosfato de sodio, hidrogeno fosfato de soédio, fosfato de
sédio e tris(hidroximetillaminometano, bicina, tricina, acido malico,
succinato, é&cido maleico, &cido fumarico, é&cido tartérico, acido
aspartico ou misturas dos mesmos. Cada um desses tampdes
especificos constitui uma modalidade alternativa da invencéo.

[000337] Em uma modalidade adicional da invengcdo a composi¢cao
compreende ainda um preservativo farmaceuticamente aceitavel. Em
uma modalidade adicional da invencdo o preservativo € selecionado
do grupo consistindo em fenol, o-cresol, m-cresol, p-cresol, metil p-
hidroxibenzoato, propil p-hidroxibenzoato, 2-fenoxietanol, butil p-
hidroxibenzoato, 2-feniletanol, alcool benzilico, clorobutanol e
timerosal, bronopol, acido benzoico, imidoureia, clorexidina,
desidroacetato de sodio, clorocresol, etil p-hidroxibenzoato, cloreto de
benzeténio, clorfenesina  (3-(p-clorofendxi)propano-1,2-diol)  ou
misturas dos mesmos. Em uma modalidade adicional da invencéo o
preservativo esta presente em uma concentracdo de a partir de 0,1
mg/mL a 20 mg/mL. Em uma modalidade adicional da invengao o
preservativo esta presente em uma concentracdo de a partir de cerca
de 0,1 mg/mL a 5 mg/mL. Em uma modalidade adicional da invencéo o
preservativo esta presente em uma concentracdo de a partir de 5
mg/mL a 10 mg/mL. Em uma modalidade adicional da invengao o
preservativo esta presente em uma concentracdo de a partir de 10
mg/mL a 20 mg/mL. Cada um desses preservativos especificos

constitui uma modalidade alternativa da invencdo. O uso de um
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preservativo em composicfes farmacéuticas é bem conhecido do
versado na técnica. Por questdo de conveniéncia referéncia é feita a
Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 202 edi¢ao, 2000.

[000338] Em uma modalidade adicional da invengcdo a composi¢cao
compreende ainda um agente isotdbnico. Em uma modalidade adicional
da invencdo o agente isotbnico € selecionado do grupo consistindo em
um sal (por exemplo, cloreto de sédio), um acucar ou alcool de acucar,
um aminoacido (por exemplo, L-glicina, L-histidina, arginina, lisina,
isoleucina, acido aspértico, triptofano, treonina), um alditol (por
exemplo, glicerol(glicerina), 1,2-propanodiol (propilenoglicol), 1,3-
propanodiol, 1,3-butanodiol (polietilenoglicol) (por exemplo, PEG 400)
ou misturas dos mesmos. Qualquer acucar tais como mono-, di- ou
polissacarideos, ou glicanos solUveis em agua, incluindo, por exemplo,
frutose, glicose, manose, sorbose, xilose, maltose, lactose, sacarose,
trealose, dextrano, pululano, dextrina, ciclodextrina, amido soluvel,
amido de hidroxietila e carboximetilcelulose-Na pode ser usado. Em
uma modalidade o aditivo de aclcar é sacarose. Alcool de aglcar é
definido como um hidrocarbono C4-Cg tendo pelo menos um grupo —
OH e inclui, por exemplo, manitol, sorbitol, inositol, galactitol, dulcitol,
xilitol e arabinol. Em uma modalidade o aditivo de alcool de acucar é
manitol. Os acglcares ou alcoois de acucar mencionados acima podem
ser usados individualmente ou em combinacdo. Ndo ha nenhum limite
fixado para a quantidade usada, contanto que o agucar ou o alcool de
acucar seja solavel na preparacdo liquida e ndo afete de modo
adverso os efeitos de estabilizacdo obtidos usando os métodos da
invencdo. Em uma modalidade, a concentracdo de acucar ou alcool de
aclcar esta entre cerca de 1 mg/mL e cerca de 150 mg/mL. Em uma
modalidade adicional da invencdo o agente isotdnico esta presente em
uma concentracdo de a partir de 1 mg/mL a 50 mg/mL. Em uma

modalidade adicional da invencdo ao gente isotbnico esta presente em
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uma concentracdo de a partir de 1 mg/mL a 7 mg/mL. Em uma
modalidade adicional da invencdo o agente isotdnico esta presente em
uma concentracdo de a partir de 8 mg/mL a 24 mg/mL. Em uma
modalidade adicional da invencdo o agente isoténico esta presente em
uma concentracdo de a partir de 25 mg/mL a 50 mg/mL. Cada um
desses agentes isotbnicos especificos constitui uma modalidade
alternativa da invencdo. O uso de um agente isotdnico em
composicdes farmacéuticas € bem conhecido do versado na técnica.
Por questdo de conveniéncia referéncia é feita a Remington: The
Science and Practice of Pharmacy, 202 edig&o, 2000.

[000339] Em uma modalidade adicional da invengcdo a composi¢cao
compreende ainda um agente de quelacdo. Em uma modalidade
adicional da invencdo o agente de quelacéo é selecionado de sais de
acido etilenodiaminotetraacético (EDTA), acido citrico e acido
aspartico e misturas dos mesmos. Em uma modalidade adicional da
invencdo o agente de quelacdo esta presente em uma concentracao
de a partir de 0,1 mg/mL a 5 mg/mL. Em uma modalidade adicional da
invencdo o agente de quelacdo esta presente em uma concentracao
de a partir de 0,1 mg/mL a 2 mg/mL. Em uma modalidade adicional da
invencdo o agente de quelacdo esta presente em uma concentracao
de a partir de 2 mg/mL a 5 mg/mL. Cada um desses agentes de
guelacdo especificos constitui uma modalidade alternativa da
invencdo. O uso de um agente de quelagdo em composi¢coes
farmacéuticas € bem conhecido do versado na técnica. Por questédo de
conveniéncia referéncia é feita a Remington: The Science and Practice
of Pharmacy, 202 edicéo, 2000.

[000340] Em uma modalidade adicional da inven¢cdo a composicao
compreende ainda um estabilizador. O uso de um estabilizador em
composicBes farmacéuticas € bem conhecido do versado na técnica.

Por guestdo de conveniéncia referéncia é feita a Remington: The
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Science and Practice of Pharmacy, 202 edig&o, 2000.

[000341] Mais particularmente, as composi¢cdes da invengao sao
estabilizadas em composi¢cdes farmacéuticas liquidas estabilizadas
cujos componentes terapeuticamente ativos incluem uma proteina que
possivelmente exibe formacdo de agregado durante armazenamento
em composic¢des farmacéuticas liquidas. Por "formacédo de agregado”
guer dizer uma interacao fisica entre as moléculas de proteina que
resulta em formacao de oligbmeros, que podem permanecer sollaveis,
ou agregados Vvisiveis grandes que precipitam da solucdo. Por
"durante armazenamento” quer dizer uma composi¢cdo farmacéutica
liquida ou composicdo uma vez preparado que ndo € imediatamente
administrada a um individuo. Pelo contrario, seguindo a preparacao,
ela € embalada para armazenamento, ou em uma forma liquida, um
estado congelado ou em uma forma seca para reconstituicdo posterior
em uma forma liquida ou outra forma adequada para administracéo a
um individuo. Por "forma seca" quer dizer a composi¢cao farmacéutica
liqguida ou composicdo que é seca ou através de secagem por
congelamento (isto €, liofilizacdo; vide, por exemplo, Williams e Poalli, J.
Parenteral Sci. Technol., 38, 48-59, (1984)), secagem por pulverizacéo
(vide Masters (1991) em Spray-Drying Handbook (52 edi¢cdo; Longman
Scientific and Technical, Essez, U.K.), pp. 491-676; Broadhead e
outros. Drug Devel. Ind. Pharm. 18, 1169-1206, (1992); e Mumenthaler
e outros, Pharm. Res., 11, 12-20, (1994)) ou secagem ao ar
(Carpenter e Crowe, Cryobiology 25, 459-470, (1988); e Roser,
Biopharm. 4, 47-53, (1991)). Formacé&o de agregado por uma proteina
durante armazenamento de uma composicdo farmacéutica liquida
pode afetar de modo adverso a atividade biologica desta proteina,
resultando em perda de eficacia terapéutica da composicéo
farmacéutica. Ainda, formacdo de agregado pode causar outros

problemas tais como bloqueio de tubulacdo, membranas ou bombas
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guando a composicao farmacéutica contendo proteina € administrada
usando um sistema de infuséo.

[000342] As composicOes farmacéuticas da invengcdo podem
compreender ainda uma quantidade de uma base de aminoacido
suficiente para diminuir formacdo de agregado pela proteina durante
armazenamento da composicao. Por "base de aminoacido" quer dizer
um aminoacido ou uma combinacdo de aminoacidos, em que qualquer
dado aminoacido esta presente ou em sua forma de base livre ou em
sua forma de sal. Onde uma combinacdo de aminoacidos fora usada,
todos os aminoacidos podem estar presentes em suas formas de base
livre, todos podem estar presentes em suas formas de sal ou alguns
podem estar presentes em suas formas de base livre enquanto outros
estdo presentes em suas formas de sal. Em uma modalidade,
aminoacidos para usar na preparacdo das composi¢cdes da invencéo
sdo aqueles que carregam uma cadeia lateral carregada, tais como
arginina, lisina, &cido aspartico e acido glutamico. Qualquer
estereoisdomero (isto €, isdbmero L ou D ou misturas dos mesmos) de
um aminoacido particular (metionina, histidina, arginina, lisina,
isoleucina, acido aspartico, triptofano, treonina e misturas dos
mesmos) ou combinacfes desses estereoisdmeros ou glicina ou uma
base organica tal como, mas nao limitada a, imidazol, pode estar
presente nas composi¢cdes farmacéuticas da invengdo contanto que o
aminoacido ou base organica particular esteja presente ou em sua
forma de base livre ou sua forma de sal. Em uma modalidade, o
estereoisOmero L de um aminoacido é usado. Em uma modalidade, o
estereoisdbmero L € usado. As composicbes da invencdo podem
também ser formuladas com analogos desses aminoacidos. Por
"analogo de aminoacido" quer dizer um derivado do aminoacido de
ocorréncia natural que causa o efeito desejado de diminuicdo de

formacdo de agregado pela proteina durante armazenamento das
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composi¢cdes farmacéuticas liquidas da invencdo. Analogos de
arginina adequados incluem, por exemplo, aminoguanidina, ornitina e
N-monoetil L-arginina, analogos de metionina adequados incluem
etionina e butionina e analogos de cisteina adequados incluem S-
metil-L cisteina. Como com 0s outros aminoacidos, os analogos de
aminoacido sao incorporados as composi¢cdes ou na forma de base
livre ou em sua forma de sal. Em uma modalidade adicional da
invencdo os aminoacidos ou anélogos de aminoacido sdo usados em
uma concentracdo que € suficiente para prevenir ou retardar
agregacao da proteina.

[000343] Em uma modalidade adicional da invencao metionina (ou
outros aminoacidos sulfuricos ou analogos de aminoacido) pode ser
adicionada para inibir oxidacdo de residuos de metionina para
sulfoxido de metionina quando a proteina agindo como o0 agente
terapéutico € uma proteina compreendendo pelo menos um residuo de
metionina suscetivel a tal oxidacdo. Por "inibir* quer dizer acumulo
minimo de espécie oxidada por metionina com o tempo. Inibicdo de
oxidacdo metionina resulta em maior retencdo da proteina em sua
forma molecular apropriada. Qualquer estereoisdbmero de metionina
(isbmero L ou D) ou quaisquer combinacdes dos mesmos podem ser
usados. A quantidade a ser adicionada deve ser uma quantidade
suficiente para inibir oxidacdo dos residuos metionina de maneira que
a quantidade de sulfoxido de metionina seja aceitavel pelas agéncias
reguladoras. Tipicamente, isto significa que a composi¢cdo ndo contém
mais do que cerca de 10% a cerca de 30% de sulfoxido de metionina.
Em geral isso pode ser obtido através da adicdo de metionina de
maneira que a razdo de metionina adicionada para residuos de
metionina varie de a partir de cerca de 1:1 a cerca de 1000:1, tal como
10:1 a cerca de 100:1.

[000344] Em uma modalidade adicional da invencédo a composicao
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compreende ainda um estabilizador selecionado do grupo de
polimeros de peso molecular alto ou compostos moleculares baixos.
Em uma modalidade adicional da invencdo o estabilizador é
selecionado de polietileno glicol (por exemplo, PEG 3350), alcool de
polivinila  (PVA), polivinilpirrolidona, carboxi/hidroxicelulose ou
derivados dos mesmos (por exemplo, HPC, HPC-SL, HPC-L e HPMC),
ciclodextrinas, substancias contendo enxofre como monotioglicerol,
acido tioglicdlico e 2-metiltioetanol e sais diferentes (por exemplo,
cloreto de so6dio). Cada um desses estabilizadores especificos
constitui uma modalidade alternativa da invencgéao.

[000345] As composicdes  farmacéuticas podem  também
compreender agentes de estabilizacdo adicionais, que aumentam mais
a estabilidade de uma proteina terapeuticamente ativa nas mesmas.
Agentes de estabilizacdo de interesse particular para a presente
invencéo incluem, mas néo estéo limitados a, metionina e EDTA, que
protegem a proteina contra oxidacdo de metionina, e um tensoativo
nao idnico, que protege a proteina contra agregacdo associada com
congelamento-descongelamento ou cisalhamento mecanico.

[000346] Em uma modalidade adicional da invengcdo a composi¢cao
compreende ainda um tensoativo. Em uma modalidade adicional da
invencéo o tensoativo é selecionado de um detergente, 6leo de ricino
etoxilado, glicerideos poliglicolizados, monoglicerideos acetilados,
ésteres do acido graxo sorbitano, copolimeros em bloco de
polioxipropileno-polioxietileno (por exemplo, poloxameros tal como
Pluronic® F68, poloxamero 188 e 407, Triton X-100), ésteres do acido
graxo polioxietileno sorbitano, derivados de polioxietileno e polietileno
tais como derivados alquilados e alcoxilados (tweens, por exemplo,
Tween-20, Tween-40, Tween-80 e Brij-35), monoglicerideos ou
derivados etoxilados dos mesmos, diglicerideos ou derivados de

polioxietileno dos mesmos, alcoois, glicerol, lectinas e fosfolipideos
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(por exemplo, fosfatidil serina, fosfatidil colina, fosfatidil etanolamina,
fosfatidil inositol, difosfatidil glicerol e esfingomielina), derivados de
fosfolipideos (por exemplo, &cido dipalmitoil fosfatidico) e
lisofosfolipideos (por exemplo, palmitoil lisofosfatidil-L-serina e ésteres
de 1l-acil-sn-glicero-3-fosfato de etanolamina, colina, serina ou
treonina) e derivados de alquila, alcoxila (alquil éster), alcoxi (alquil
éter) de lisofosfatidil e fosfatidilcolinas, por exemplo, derivados de
lauroila e miristoila de lisofosfatidilcolina, dipalmitoilfosfatidilcolina e
modificacBes do grupo lider polar, isto €, colinas, etanolaminas, acido
fosfatidico, serinas, treoninas, glicerol, inositol e os DODAC, DOTMA,
DCP, BISHOP positivamente carregados, lisofosfatidilserina e
lisofosfatidiltreonina e glicerofosfolipideos (por exemplo, cefalinas),
gliceroglicolipideos (por exemplo, galactopiranosideo),
esfingoglicolipideos (por exemplo, ceramidas, gangliosideos),
dodecilfosfocolina, lisolecitina de ovo de galinha, derivados do acido
fusidico (por exemplo, tauro-di-hidrofusidato de sodio, etc), acidos
graxos de cadeia longa e sais dos mesmos Ces-C12 (por exemplo, acido
oleico e acido caprilico), acilcarnitinas e derivados, derivados Na
acilados de lisina, arginina ou histidina, ou derivados acilados de
cadeia lateral de lisina ou arginina, derivados N¢ acilados de
dipeptideos compreendendo qualquer combinacédo de lisina, arginina
ou histidina e um aminoacido neutro ou acido, derivados N° acilados
de um tripeptideo compreendendo qualquer combinacdo de um
aminoacido neutro e dois aminoacidos carregados, DSS (docusato
sodico, registro CAS No. [577-11-7]), docusato calcico, registro CAS
no. [128-49-4]), docusato de potéassio, registro CAS no. [7491-09-0]),
SDS (dodecil sulfato de sodio ou lauril sulfato de sédio), caprilato de
sodio, acido colico ou derivados dos mesmos, acidos de bile e sais dos
mesmos e conjugados de glicina ou taurina, acido ursodesoxicolico,

colato de sodio, desoxicolato de sédio, taurocolato de sodio, glicolato
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de sdbdio, N-hexadecil-N,N-dimetil-3-amonio-1-propanossulfonato,
tensoativos monovalentes anidnicos (alquil-aril-sulfonatos), tensoativos
zwitteridbnicos (por exemplo, N-alquil-N,N-dimetilamonio-1-
propanossulfonatos, 3-colamido-1-propildimetilamonio-1-
propanossulfonato, tensoativos cationicos (bases de amonio
guaternario) (por exemplo, brometo de cetil-trimetilamdnio, cloreto de
cetilpiridinio), tensoativos nao idnicos (por exemplo, dodecil B-D-
glucopiranosideo), poloxamidas (por exemplo, da Tetronic), que séo
copolimeros em bloco tetrafuncionais derivados da adicdo sequencial
de Oxido de propileno e Oxido de etileno a etilenodiamina, ou o
tensoativo pode ser selecionado do grupo de derivados de imidazolina,
ou misturas dos mesmos. Cada um desses tensoativos especificos
constitui uma modalidade alternativa da invencgéao.

[000347] O uso de um tensoativo em composicOes farmacéuticas é
bem conhecido do versado na técnica. Por questdo de conveniéncia
referéncia é feita a Remington: The Science and Practice of Pharmacy,
202 edicéo, 2000.

[000348] E possivel que outros ingredientes possam estar presentes
na composicao farmacéutica da presente invencdo. Tais ingredientes
adicionais podem incluir agentes umectantes, emulsificantes,
antioxidantes, agentes de volume, modificadores de tonicidade,
agentes de quelacéo, ions de metal, veiculos oleaginosos, proteinas
(por exemplo, albumina do soro humano, gelatina ou proteinas) e um
zwitterion (por exemplo, um aminoacido tais como betaina, taurina,
arginina, glicina, lisina e histidina). Tais ingredientes adicionais, com
certeza, nao devem afetar de modo adverso a estabilidade geral da
composicao farmacéutica da presente invencgao.

[000349] As composicdes farmacéuticas contendo um conjugado de
horménio do crescimento de acordo com a presente invencdo podem

ser administradas a um paciente com necessidade de tal tratamento
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em varios sitios, por exemplo, em sitios tépicos, por exemplo, sitios da
pele e mucosais, em sitios que ultrapassam absorcdo, por exemplo,
administragdo em uma artéria, em uma veia, no coracdo e em sitios
gue envolvem absorcéo, por exemplo, administracdo na pele, sob a
pele, em um musculo ou no abdémen.

[000350] Administracdo de composicOes farmacéuticas de acordo
com a invengdo pode ser atraves de varias vias de administracdo, por
exemplo, lingual, sublingual, bucal, na boca, oral, no estdmago e
intestino, nasal, pulmonar, por exemplo, através dos bronquiolos e
alvéolos ou uma combinacdo dos mesmos, epidermal, dermal,
transdermal, vaginal, retal, ocular, por exemplo, através da conjuntiva,
uretal e parenteral a pacientes com necessidade de tal tratamento.
[000351] As composicOes da presente invencdao podem ser
administradas em véarias formas de dosagem, por exemplo, como
solucbes, suspensbes, emulsdes, microemulsfes, emulsdo multipla,
espumas, pomadas, pastas, emplastros, unguentos, comprimidos,
comprimidos revestidos, enxaguadores, capsulas, por exemplo,
capsulas de gelatina dura e capsulas de gelatina mole, supositorios,
capsulas retais, gotas, géis, sprays, pos, aerossois, inalantes, colirios,
unguentos oftalmicos, enxaguadores oftalmicos, pessarios vaginais,
aneéis vaginais, unguentos vaginais, solucdo de injecdo, solucdes de
transformacéo in situ, por exemplo, geleificacao in situ, sedimentacao
In situ, precipitacéo in situ, cristalizacao in situ, solucao de infuséo e
implantes.

[000352] As composi¢cOes da invencao podem ser ainda compostas
em, ou ligadas a, por exemplo, através de interacdes covalentes,
hidrofébicas e eletrostaticas, um carreador de farmaco, sistema de
aplicacéo de farmaco e um sistema de aplicacéo de farmaco avancado
a fim de aumentar mais a estabilidade do conjugado de horménio do

crescimento, aumentar a bioestabilidade, aumentar a solubilidade,
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diminuir efeitos adversos, obter cronoterapia bem conhecida daqueles
versados na técnica, e aumentar a obediéncia do paciente ou qualquer
combinagbes dos mesmos. Exemplos de carreadores, sistemas de
aplicacdo de farmaco e sistemas de aplicacdo de farmaco avancados
incluem, mas néo estéo limitados a, polimeros, por exemplo, celulose
e derivados, polissacarideos, por exemplo, dextrano e derivados,
amido e derivados, alcool de (poli)vinila, polimeros de acrilato e
metacrilato, &cidos polilactico e poliglicélico e copolimeros em bloco
dos mesmos, polietileno glicois, proteinas carreadoras, por exemplo,
albumina, géis, por exemplo, sistemas de termogeleificacdo, por
exemplo, sistemas copoliméricos em bloco bem conhecidos dos
versados na técnica, micelas, lipossomas, microesferas,
nanoparticulas, cristais liquidos e suas dispersdes, fase L2 e suas
dispersbes, bem conhecidos daqueles versados na técnica de
comportamento de fase em sistemas de lipideo-agua, micelas
poliméricas, emulsodes multiplas, autoemulsificantes,
automicroemulsificantes, ciclodextrinas e derivados dos mesmos e
dendrimeros.

[000353] As composicbfes da presente invencdo sao Uteis nas
composices de solidos, semissolidos, p6 e solucbes para
administracdo pulmonar de conjugado de horménio do crescimento
usando, por exemplo, um inalador de dose medida, inalador de poé
seco e um nebulizador, todos sendo dispositivos bem conhecidos
daqueles versados na técnica.

[000354] As composicOes da presente invencéo sao especificamente
Uteis na composicdo de sistemas de aplicacdo de farmaco de
liberagdo controlada, sustentada, prolongada, retardada e/ou lenta.
Mais especificamente, mas nao limitado, as composicées sao Uteis em
sistemas de liberacdo controlada parental e liberacdo sustentada

(ambos os sistemas levando a reducdo de muitas vezes no niumero de
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administracfes), bem conhecidos daqueles versados na técnica. Com
mais preferéncia ainda, os sistemas de liberagcdo controlada e
liberagé@o sustentada séo administrados subcutaneamente. Sem limitar
0 escopo da invencédo, exemplos de sistema de liberacéo controlada e
composicdes Uteis sdo hidrogéis, géis oleaginosos, cristais liquidos,
micelas poliméricas, microesferas, nanoparticulas.

[000355] Meétodos para produzir sistemas de liberacdo controlada
Uteis para composic¢des da presente invencéo incluem, mas nao estao
limitados a, cristalizagcdo, condensacéo, cocristalizagdo, precipitacao,
coprecipitacdo, emulsificacdo, dispersdo, homogeneizacdo de alta
pressao, encapsulacéao, secagem com pulverizacao,
microencapsulacdo, coacervacdo, separacédo de fase, evaporacédo de
solvente para produzir microesferas, extrusdo e processos de fluido
supercritico. Referéncia geral é feita a Handbook of Pharmaceutical
Controlled Release (Wise, D.L., ed. Marcel Dekker, New York, 2000) e
Drug and the Pharmaceutical Sciences vol. 99: Protein Composition
and Delivery (MacNally, E.J., ed. Marcel Dekker, New York, 2000).
[000356] Administracdo parental pode ser realizada através de
injecdo subcutanea, intramuscular, intraperitoneal ou intravenosa por
meio de uma seringa, opcionalmente uma seringa tipo caneta.
Alternativamente, administracdo parenteral pode ser realizada por
meio de uma bomba de infusdo. Uma opcédo adicional € uma
composicdo que pode ser uma solugcdo ou suspensao para a
administracédo de conjugado de hormdnio do crescimento na forma de
um spray nasal ou pulmonar. Como uma opcao adicional, as
composicBes farmacéuticas contendo o conjugado de horménio do
crescimento da invencdo podem ser também adaptadas para
administracdo transdermal, por exemplo, através de injecdo sem
agulha ou a partir de um emplastro, opcionalmente um emplastro

iontoforético, ou administracéo transmucosal, por exemplo, bucal.
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[000357] O termo "composicdo estabilizada" se refere a uma
composicdo com estabilidade fisica aumentada, estabilidade quimica
aumentada ou estabilidades fisica e quimica aumentadas.

[000358] O termo "estabilidade fisica" da composicdo de proteina
conforme aqui usado se refere a tendéncia da proteina em formar
agregados biologicamente inativos e/ou insolUveis da proteina como
um resultado de exposicdo da proteina a estresses termomecanicos
e/lou interacdo com interfaces e superficies que sé&o
desestabilizadores, tais como superficies e interfaces hidrofébicas. A
estabilidade fisica das composi¢cdes de proteina aquosas € avaliada
por meio de inspecdo visual e/ou medi¢cdes de turbidez apos
exposicdo da composicdo cheia em recipientes adequados (por
exemplo, cartuchos ou frascos) a estresse mecanico/fisico (por
exemplo, agitacdo) em temperaturas diferentes por varios periodos de
tempo. Inspecdo visual das composicdes € realizada em uma luz
focada forte com uma base escura. A turbidez da composicdo é
caracterizada por um score visual classificando o grau de turbidez, por
exemplo, em uma escala de 0 a 3 (uma composi¢cdo ndo mostrando
nenhuma turbidez corresponde a um score visual 0 e uma composi¢cao
mostrando turbidez visual a luz do dia corresponde a um score visual
de 3). Uma composicéao € classificada fisica instavel com relacdo a
agregacdao de proteina quando ela mostra turbidez visual a luz do dia.
Alternativamente, a turbidez da composi¢cdo pode ser avaliada através
de medicdes de turbidez simples bem conhecidas do versado na
técnica. Estabilidade fisica das composicdes de proteina aquosas
pode também ser avaliada usando um agente ou sonda
espectroscopica do estado conformacional da proteina. A sonda é
preferivelmente uma molécula pequena que se liga preferivelmente a
um conformador ndo nativo da proteina. Um exemplo de uma sonda

espectroscopica molecular pequena de estrutura de proteina é
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Thioflavin T. Thioflavin T € um corante fluorescente que tem sido
amplamente usado para a deteccéo de fibrilas amiloides. Na presenca
de fibrilas, e talvez outras configuracbes de proteina também,
Thioflavin T d& origem a um novo maximo de excitacdo em cerca de
450 nm e emissdo aumentada em cerca de 482 nm guando ligado a
uma forma de proteina fibrila. Thiflavin T ndo ligado é essencialmente
nao fluorescente nos comprimentos de onda.

[000359] Outras moléculas pequenas podem ser usadas como
sondas das mudancas em estrutura de proteina de estados nativos
para ndo nativos. Por exemplo, as sondas de "emplastro hidrofobico"
gue se ligam preferivelmente a emplastros hidrofobicos expostos de
uma proteina. Os emplastros hidrofobicos sdo geralmente postos
dentro da estrutura terciaria de uma proteina em seu estado nativo,
mas ficam expostos conforme uma proteina comeca a desdobrar ou
desnaturar. Exemplos dessas sondas espectroscopicas, moleculares
pequenas, sdo corantes hidrofébicos, aromaticos, tal como antraceno,
acridina, fenantrolina ou similar. Outras sondas espectroscopicas sao
complexos de metal-aminoacido, tais como complexos de cobalto
metal de aminoacidos hidrofébicos, tais como fenilalanina, leucina,
isoleucina, metionina e valina ou similar.

[000360] O termo "estabilidade quimica" da composicdo de proteina
conforme aqui usado se refere a mudancas quimicas covalentes na
estrutura da proteina levando a formacdo de produtos de degradacgéo
guimica com menos poténcia biologica potencial e/ou propriedades
imunogénicas aumentadas potenciais comparado com a estrutura de
proteina nativa. Varios produtos de degradacdo quimica podem ser
formados dependendo do tipo e da natureza da proteina nativa e do
ambiente ao qual a proteina € exposta. Eliminacdo de degradacao
guimica pode mais provavelmente ndo ser completamente evitada e

guantidades grandes de produtos de degradacdo quimica sé&o
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frequentemente vistas durante armazenamento e uso da composicao
de proteina como bem conhecido do versado na técnica. A maior parte
das proteinas é propensa a desaminagcdo, um processo em que O
grupo amida de cadeia lateral em residuos glutaminila ou asparaginila
€ hidrolisado para formar um &cido carboxilico livre. Outros cursos de
degradacdo envolvem formacédo de produtos de transformacédo de
peso molecular alto em que duas ou mais moléculas de proteina séao
covalentemente ligadas umas as outras através de transamidacéo
e/lou interacbes dissulfeto levando a formacdo de produtos de
degradacao de dimero, oligbmero e polimero covalentemente ligados
(Stability of Protein Pharmaceuticals, Ahern. T.J..& Manning M.C.,
Plenum Press, New York 1992). Oxidacgao (de, por exemplo, residuos
metionina) pode ser mencionada como outra variante de degradacao
guimica. A estabilidade quimica da composicdo de proteina pode ser
avaliada medindo a quantidade dos produtos de degradacdo quimica
em varios pontos de tempo apos exposi¢cdo a condicbes ambientais
diferentes (a formacdo de produtos de degradacdo pode ser
frequentemente acelerada através de, por exemplo, aumento da
temperatura). A quantidade de cada produto de degradacéao individual
é frequentemente determinada através da separacédo dos produtos de
degradacdo dependendo do tamanho molecular e/ou carga usando
varias técnicas de cromatografia (por exemplo, SEC-HPLC e/ou
RP/HPLC).

[000361] Desta maneira, conforme acima mostrado, uma
"composicdo estabilizada" se refere a uma composicdo com
estabilidade fisica aumentada, estabilidade quimica aumentada ou
estabilidades fisica e quimica aumentadas. Em geral, uma composicao
deve ser estavel durante uso e armazenamento (em obediéncia as
condicbes de uso e armazenamento recomendadas) até a data de

validade.
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[000362] Em uma modalidade da invencdo a composicao
farmacéutica compreendendo o0 conjugado de horménio do
crescimento de formula (1) ou (ll) é estavel por mais de 6 semanas de
uso e por mais de 3 anos de armazenamento.

[000363] Em outra modalidade da invengdo a composicao
farmacéutica compreendendo o0 conjugado de horménio do
crescimento de férmula (1) ou (II) é estavel por mais de 4 semanas de
uso e por ndo mais do que 3 anos de armazenamento.

[000364] Em uma modalidade adicional da invengcdo a composi¢cao
farmacéutica compreendendo o conjugado de horménio do
crescimento de formula (1) ou (ll) é estavel por mais de 4 semanas de
uso e por mais do que dois anos de armazenamento.

[000365] Em uma modalidade adicional da invengcdo a composi¢cao
farmacéutica compreendendo o conjugado de horménio do
crescimento de formula (1) ou (ll) é estavel por mais de 2 semanas de
uso e por mais de dois anos de armazenamento.

[000366] Todas as referéncias, incluindo publicacbes, pedidos de
patente e patentes, mencionadas aqui sdo incorporadas a titulo de
referéncia até o mesmo ponto que se cada referéncia fosse
individualmente e especificamente indicada estar incorporada a titulo
de referéncia e fosse mostrada em sua totalidade aqui.

Todos os cabecalhos e subcabecalhos sdo usados aqui por
guestdo de conveniéncia apenas e ndo devem ser considerados como
limitantes da invencao de modo algum.

[000367] Qualquer combinacdo dos elementos descritos acima em
todas as suas variacdes possiveis € compreendida pela invencdo a
menos que de outro modo indicado aqui ou de outro modo claramente
contradito pelo contexto.

[000368] Os termos "um" e "uma" e "o, a" e referentes similares

conforme usado no contexto de descricdo da invencdo devem ser
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considerados compreender ambos o singular e o plural (isto é, um ou
mais), a menos que de outro modo indicado ou claramente contradito
pelo contexto.

[000369] Mencéo de faixas de valores aqui pretende apenas servir
como um meétodo de abreviacdo de referéncia individualmente a cada
valor separado dentro da faixa, a menos que de outro modo indicado
aqui, e cada valor separado é incorporado ao relatério como se ele
fosse individualmente mencionado aqui. A menos que de outro modo
declarado, todos os valores exatos providos aqui s&o representativos
de valores aproximados correspondentes (por exemplo, todos os
valores exemplares exatos providos com relagdo a um fator particular
ou medicdo podem ser considerados também prover uma medicao
aproximada correspondente, modificada por "cerca de", em que
apropriado).

[000370] Todos os métodos descritos aqui podem ser realizados em
gualquer ordem adequada a menos que de outro modo indicado aqui
ou entéao claramente contradito pelo contexto.

[000371] O uso de qualquer um e todos os exemplos, ou linguagem
exemplar (por exemplo, "tal como") provida aqui, pretende apenas
esclarecer melhor a invencdo e ndo impor uma limitacdo ao escopo da
invencdo a menos que de outro modo indicado. Nenhuma linguagem
no relatério deve ser considerada como indicando qualquer elemento
sendo necessario para a pratica da invencdo a menos que muito seja
explicitamente declarado.

[000372] A citacdo e a incorporacao de documentos de patente aqui
sdo feitas por questdo de conveniéncia apenas e nao refletem
nenhuma visao da validade, patenteabilidade e/ou exigibilidade de tais
documentos de patente.

[000373] Uma lista ndo exaustiva de modalidade descrevendo a

invencao é provida abaixo.
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Lista de modalidades

[000374] Modalidade 1: Um conjugado de hormdnio do crescimento

que compreende um composto de horménio do crescimento (GH)

tendo

a) uma mutacdo de Cys Unica,

b) uma ponte dissulfeto adicional, ou

c) uma mutacdo de Cys Unica e uma ponte dissulfeto
adicional,

em que um residuo de ligacdo a albumina através de um
espacador hidrofilico é ligado ao dito GH, ou

um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo.
[000375] 2. O conjugado da modalidade 1, em que GH representa
um composto de horménio do crescimento compreendendo uma
sequéncia de aminoéacido tendo pelo menos 80% de identidade com a
sequéncia de aminoacido de hormdnio do crescimento humano (hGH)
(SEQ ID NO:1), tal como pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo
menos 90% ou pelo menos 95%, de identidade com hGH ou GH é
hGH (SEQ ID NO:1).
[000376] 3. O conjugado da modalidade 1, em que GH ou o
conjugado de GH tem pelo menos 80% da atividade de horménio do
crescimento de hGH.
[000377] 4. O conjugado de acordo com qualquer uma das
modalidades 1-3, em que o residuo de ligacdo a albumina através de
um espacador hidrofilico é ligado a um GH tendo uma mutacéo de Cys
unica.
[000378] 5. O conjugado da modalidade 4, em que a mutacéo de Cys
Unica € posicionada em qualquer uma das regides selecionadas do
terminal N, H1, H2, L2 ou H3 de GH.
[000379] 6. O conjugado da modalidade 5, em que o GH tem uma

mutacdo de Cys Unica selecionada de qualquer uma de T3C, P5C,
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S7C, D11C, H18C, Q29C, E30C, E33C, A34C, Y35C, E88C, Q91C,
S95C, A98C, N99C, S100C, L101C, V102C, Y103C, D107C, S108C,
D112C, Q122C e G126C.

[000380] 7. O conjugado de qualquer uma das modalidades 1-3, em
gue o residuo de ligacdo a albumina através de um espacador
hidrofilico € ligado a um GH tendo uma ponte dissulfeto adicional.
[000381] 8. O conjugado da modalidade 7, em que a ligacao
dissulfeto adicional é entre um segmento de alca e um segmento de
hélice ou dentro do segmento de alca ou entre segmentos de alca ou
entre segmentos de hélice.

[000382] 9. Conjugado de qualquer uma das reivindicacbes 7-8, em
gue o GH compreende uma ligacao dissulfeto adicional em que pelo
menos uma das cisteinas esta presente em um segmento de alcga, tais
como residuos de aminoacido 128-154 (L3).

[000383] 10. O conjugado de qualquer uma das modalidades 7-9, em
gue o GH compreende uma ligacdo dissulfeto adicional em que a
ligacdo dissulfeto adicional conecta um segmento de alca com um
segmento de hélice, tal como hélice B ou H2.

[000384] 11. O conjugado de qualquer uma das modalidades 7-10,
em que a ligacao dissulfeto adicional conecta L3 com H2.

[000385] 12. Conjugado de qualquer uma das modalidades 7-11, em
gue a ponto dissulfeto adicional esta entre pelo menos um dos pares
de aminoacido nas posi¢cdes correspondendo a R16C/L117C,
A17C/E174C, H21C/M170C, D26C/V102C, D26C/Y103C, N47C/T50C,
Q49C/G161C, F54C/Y143C, F54C/S144C, F54C/F146C,
S55C/Y143C, S57C/Y143C, 158C/Q141C, 158C/Y143C, 158C/S144C,
P59C/Q137C, P61C/E66C, P61C/T67C, S71C/S132C, L73C/S132C,
L73C/F139C, R77C/1138C, R77C/F139C, L81C/Q141C, L81C/Y143C,
Q84C/Y143C, Q84C/S144C, S85C/Y143C, S85C/S144C,
P89C/F146C, F92C/F146C, F92C/T148C, R94C/D107C,
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V102C/A105C, L156C/F146C, L156C/T148C e/ou V185C/S188C em
hGH (SEQ ID NO: 1), tal como Q84C/Y143C.

[000386] 13. O conjugado de qualquer uma das modalidades 1-3, em
gue o residuo de ligacdo a albumina através de um espacador
hidrofilico € ligado a um GH tendo uma mutacdo de Cys Unica e uma
ponte dissulfeto adicional.

[000387] 14. O conjugado da modalidade 13, em que o GH tem uma
mutacdo de Cys Unica selecionada de qualquer uma de T3C, P5C,
S7C, D11C, H18C, Q29C, E30C, E33C, A34C, Y35C, Y42C, S55C,
S57C, S62C, Q69C, E88C, Q91C, S95C, A98C, N99C, S100C, L101C,
V102C, Y103C, D107C, S108C, D112C, Q122C e G126C.

[000388] 15. O conjugado de qualquer uma das modalidades 13-14,
em que a ligagao dissulfeto adicional é entre um segmento de alca e
um segmento de hélice ou dentro de segmento de alca ou entre
segmentos de alca ou entre segmentos de hélice.

[000389] 16. O conjugado de qualquer uma das modalidades 13-15,
em que o GH compreende uma ligacdo dissulfeto adicional em que
pelo menos uma das cisteinas esta presente em um segmento de
alca, tal como dos residuos de aminoacido 128-154 (L3).

[000390] 17. O conjugado de qualquer uma das modalidades 13-16,
em que o GH compreende uma ligacdo dissulfeto adicional em que a
ligacado dissulfeto adicional conecta um segmento de alca, com um
segmento de hélice, tal como hélice B ou H2.

[000391] 18. Conjugado de qualquer uma das modalidades 13-17,
em que a ligacéo dissulfeto adicional conecta um segmento de alca, tal
como a partir dos residuos de aminoacido 128-154 (L3), com hélice B
ou H2.

[000392] 19. O conjugado de qualquer uma das modalidades 13-18,
em que a ponte dissulfeto adicional esta entre pelo menos um dos

pares de aminoacido nas posi¢cdes correspondendo a R16C/L117C,
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A17C/E174C, H21C/M170C, D26C/V102C, D26C/Y103C, N47C/T50C,
Q49C/G161C, F54C/Y143C, F54C/S144C, F54C/F146C,
S55C/Y143C, S57C/Y143C, 158C/Q141C, 158C/Y143C, 158C/S144C,
P59C/Q137C, P61C/E66C, P61C/T67C, S71C/S132C, L73C/S132C,
L73C/F139C, R77C/1138C, R77C/F139C, L81C/Q141C, L81C/Y143C,
Q84C/Y143C, Q84C/S144cC, S85C/Y143C, S85C/S144C,
P89C/F146C, F92C/F146C, F92C/T148C, R94C/D107C,
V102C/A105C, L156C/F146C, L156C/T148C e/ou V185C/S188C em
hGH (SEQ ID NO: 1), tal como Q84C/Y143C.

[000393] 20. O conjugado de qualquer uma das modalidades 1-19,

em que o residuo de ligacao a albumina é selecionado de

//N—N //N—N
\ \ . N \ .
N 13 N 15
b )
HO HO
/ /
N\ \ * N\ \ *
o 13 0 15
b )
O—N O—N
O\\ / \ O\\ / \
/,S\N * /,S\N *
(0] N 13 (@] H 15
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(0] (0]

14 12

em que * indica a ligacdo ao espacador hidrofilico através de um grupo
guimico ligando o residuo de ligacdo a albumina e o espacador
hidrofilico.

[000394] 21. Conjugado de qualquer uma das modalidades 1-20, em
gue o grupo quimico ligando o residuo de ligacdo a albumina e o
espacador hidrofilico tem a formula

-W7-Y-,
em que

Y é -(CHg2)i7-Cs.1o-cicloalquila-Ws- ou uma ligacdo de
valéncia,

17 € 0-6,

W?> é selecionado de -C(O)NH-, -NHC(O)-, -C(O)NHCH.-, -
CH2NHC(O)-, -C(O)NHS(O)2-, -S(0)2NHC(O)-, -OC(O)NH-, -NHC(O)O-
, -C(O)CH2-, -CH2.C(0O)-, -C(O)CH=CH-, -CH=CHC(0O)-, -(CH2)s3-, -
C(0)-, -C(0)0O-, -OC(0O)- ou uma ligacéo de valéncia; em que s3 € 0 ou
1,

Ws é selecionado de -C(O)NH-, -NHC(O)-, -C(O)NHCH.-, -
CH2NHC(O)-, -C(O)NHS(O)2-, -S(0)2NHC(O)-, -OC(O)NH-, -NHC(O)O-
, -C(O)CH2-, -CH2C(0O)-, -C(O)CH=CH-, -CH=CHC(0O)-, -(CH2)ss-, -
C(0)-, -C(0)0O-, -OC(0O)- ou uma ligacéo de valéncia, em que s4 € 0 ou
1.

[000395] 22. O conjugado de qualquer uma das modalidades 1-21,
em que o espacador hidrofilico tem a férmula

-X1-X2-X3-X4-
em que

X1 € -W1-[(CHRY)11-W 2]m1-{[(CH2)n1E1]m2-[(CHR?)12-W 3]m3}n2-,

X2 € -[(CHR3)13-W 4]ma-{[(CH2)n3E2]ms-[(CHR*)1a-W ] me}na-,
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X3 é -[(CHR®);5-We]m7-,

X4 é F-D1-(CHa)is-D2-,

11, 12, 13, 14, 15 e 16 sdo independentemente selecionados
de 0-16,

ml, m3, m4, m6 e m7 sdo independentemente
selecionados de 0-10,

m2 e m5 sao independentemente selecionados de 0-25,

nl, n2, n3 e n4 séo independentemente selecionados de 0-
16,

F é arila, hetarila, pirrolidino-2,5-diona ou uma ligacdo de
valéncia, em que o0s grupos arila e hetarila s&o opcionalmente
substituidos com halogénio, -CN, -OH, -C(O)OH, -C(O)NH2, -S(0O).OH
ou Cie-alquila,

R!, R?, R3 R* e R°® sdo independentemente selecionados
de hidrogénio, -C(O)OH,-C(O)NH3, -S(O)OH, -S(O).0H, -NH-C(=NH)-
NH2, Cie-alquila, arila ou hetarila; em que os grupos alquila, arila e
hetarila sdo opcionalmente substituidos com halogénio, -C(O)OH, -
C(O)NHz, -S(O)OH, -S(0)20H, -CN ou -OH,

D1, D2, E1 e E2 séo independentemente selecionados de -
O-, -N(R®)-, -N(C(O)R’)- ou uma ligacédo de valéncia; em que R® e R’
representam independentemente hidrogénio ou Ci.s-alquila,

W: a Ws séo independentemente selecionados de -
C(O)NH-, -NHC(O)-, -C(O)NHCH2-, -CH2NHC(O)-, -C(O)NHS(O)2-, -
S(0)2NHC(0)-, -OC(O)NH-, -NHC(0O)O-, -C(O)CH2-, -CH2C(O)-,
-C(O)CH=CH-, -CH=CHC(O)-, -(CH2)s2-, -C(O)-, -C(O)O-, -OC(0O)- ou
uma ligacéo de valéncia; em que s2 € 0 ou 1,

Ws é selecionado de -C(O)NH-, -NHC(O)-, -C(O)NHCH.-, -
CH2NHC(O)-, -C(O)NHS(O)2-, -S(0)2NHC(O)-, -OC(O)NH-, -NHC(O)O-
, -C(O)CH2-, -CH.C(0O)-, -C(O)CH=CH-, -CH=CHC(0)-, -(CH2)s1-, -
C(O)-, -C(O)0O-, -OC(0)-, -NHC(0O)C1.6-alquila, -C(O)NHC16-alquila ou

Peticio 870210112684, de 03/12/2021, pag. 136/233



133/218

uma ligacao de valéncia; em que s1 € 0 ou 1 e o grupo Ci alquila é
opcionalmente  substituido com oxo, pirrolidino-2,5-diona,
NHC(O)CH*CH.COOH ou -NHC(O)CH.CH*COOH; em que ( *) indica
o ponto de ligacdo do &tomo de carbono de CH a Xa.

[000396] 23. O conjugado de qualquer uma das modalidades 1-22,
em que X4 € uma ligacdo de valéncia e Ws € selecionado ou de
pirrolidino-2,5-diona, -NHC(O)CH*CH2.COOH ou -
NHC(O)CH2CH*COOH em que (*) indica o ponto de ligacdo do atomo
de carbono de CH a GH.

[000397] 24. O conjugado da modalidade 22, em que o espacador

hidrofilico é selecionado de

HO (0] o)
o H (0] [¢]
NLYN N/\/\O/\/O\/\O/\/\N)k/\N )
% H o H H
o
(¢] OH
)
H
* Nﬁﬁ
*
I\/\/ I
O OH
)
O H H
* (@] N
N/\/ \/\OA”/ Y\*
H 0 o)
0~ ~OoH 0" OH
’
(0]

\ 0
S

H
O OH
I (0] (0]
O H
N \ J.
* N H
(6] OH

(0]

)
O, OH
* I6) o] o]
H N 0\/U\ JK/*
N/\/O\/\O/\rrN\/\O/\/ H H
H
(o] [¢]
O OH
)
o 0 o O _-OH 04 OH o
\\S//\/\/lL I i I/\A Jk/
P H H .
N H/\/O\/\O/YNI\/MN N\/\o/\/o\/U\N N
H H H
°© o) OH 0
)

(@] OH
(o} o (o}
*I\/‘k N/\/O\/\O/\n/ H\/\o/\/o\/u\ NI/\/\ N/U\/*
N I H H
(@] OH
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*\/\O/\/O\/loj\N/\/O\/\o“n/H H\ﬂ/\*

*\/\0/\/OVU\N N/U\/*
H H
)

[000398] 25. Um conjugado de horménio do crescimento em que 0
conjugado de hormdnio do crescimento tem a férmula (1):

A-W-B-GH ("
em que

GH representa um composto de horménio do crescimento
tendo uma mutacédo de Cys Unica,

B representa um espacador hidrofilico ligado ao residuo de
enxofre da mutacéao de Cys,

W é um grupo quimico ligando Ae B, e

A representa um residuo de ligacédo a albumina; e

sais farmaceuticamente aceitaveis dos mesmos.
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[000399] 26. Conjugado da modalidade 25, em que o GH representa
um composto de horménio do crescimento compreendendo uma
sequéncia de aminoacido tendo pelo menos 80% de identidade com a
sequéncia de aminoacido de hormdnio do crescimento humano (hGH)
(SEQ ID NO:1), tal como pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo
menos 90% ou pelo menos 95% de identidade com hGH, ou GH é
hGH (SEQ ID NO:1).

[000400] 27. O conjugado da modalidade 25, em que o GH ou o
conjugado de GH tem pelo menos 80% da atividade de horménio do
crescimento de hGH.

[000401] 28. O conjugado de qualquer uma das modalidades 25-27,
em que a mutacdo de Cys uUnica esta posicionada em qualquer uma
das regides selecionadas do terminal N, H1, H2, L2 ou H3 de GH.
[000402] 29. Conjugado de qualquer uma das modalidades 25-28,
em que o GH tem uma mutacdo de Cys unica selecionada de qualquer
uma de: T3C, P5C, S7C, D11C, H18C, Q29C, E30C, E33C, A34C,
Y35C, E88C, Q91C, S95C, A98C, N99C, S100C, L101C, Vio2C,
Y103C, D107C, S108C, D112C, Q122C e G126C.

[000403] 30. O conjugado de qualquer uma das modalidades 25-29,

em que A é selecionado de

//N—N //N—
N\ \ * N\ \ *
N 13 N 15
1 )
HO HO
/ /
N N \ * N N \ *
0 13 0 15
1 )
O—N O—N
O\\ / \ O\\ / \
/,S\ N * /,S\ N *
o N 13 o) N 15
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@) @)
S e e
14 16
O H , O H ,

em que * indica a ligacao de B atraves de W.
[000404] 31. O conjugado de qualquer uma das modalidades 25-30,
em que W tem a formula

-W7-Y-,
em que

Y é -(CH2)i7-Csao-cicloalquila-Ws- ou uma ligacdo de
valéncia

17 € 0-6,

W5 é selecionado de -C(O)NH-, -NHC(O)-, -C(O)NHCH.-, -
CH2NHC(O)-, -C(O)NHS(O)2-, -S(0)2NHC(O)-, -OC(O)NH-, -NHC(O)O-
, -C(O)CHz-, -CH2C(0O)-, -C(O)CH=CH-, -CH=CHC(0O)-, -(CH2)s3-, -
C(0)-, -C(0O)0O-, -OC(0)-, ou uma ligacédo de valéncia; em que s3 é 0
oul,

Ws é selecionado de -C(O)NH-, -NHC(O)-, -C(O)NHCH3-, -
CH2NHC(O)-, -C(O)NHS(0O)2-, -S(O)2NHC(0O)-, -OC(O)NH-, -NHC(O)O-
, -C(O)CH2-, -CH2C(0O)-, -C(O)CH=CH-, -CH=CHC(0O)-, -(CH2)ss-, -
C(0)-, -C(0O)0O-, -OC(0O)- ou uma ligacéo de valéncia; em que s4 € 0 ou
1.

[000405] 32. O conjugado de gqualquer uma das modalidades 25-31,

em que B tem a formula
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-X1-X2-X3-X4-
em que

X1 € -W1-[(CHRY)11-W2]m1-{[(CH2)n1E 1]m2-[(CHR?)12-W 3] m3}n2-,

X2 € -[(CHR?)13-W 4]ma-{[(CH2)n3E 2]ms-[(CHR*)14-W 5] me }na-,

X3 é -[(CHR®)i5-We]m7-,

X4 é F-D1-(CHa)s-D2-,

11, 12, 13, 14, 15 e 16 sdo independentemente selecionados
de 0-16,

ml, m3, m4, m6 e m7 sdo independentemente
selecionados de 0-10,

m2 e m5 sao independentemente selecionados de 0-25,

nl, n2, n3 e n4 séo independentemente selecionados de 0-
16,

F é arila, hetarila, pirrolidino-2,5-diona ou uma ligacdo de
valéncia em que o0s grupos arila e hetarila sdo opcionalmente
substituidos com halogénio, -CN, -OH, -C(O)OH, -C(O)NH2, -S(0).0OH
ou Cye-alquila,

R!, R?, R% R* e R°® sdo independentemente selecionados
de hidrogénio, -C(O)OH,-C(O)NH3, -S(O)OH, -S(O).0H, -NH-C(=NH)-
NH2, Cie-alquila, arila ou hetarila; em que os grupos alquila, arila e
hetarila séo opcionalmente substituidos com halogénio, -C(O)OH, -
C(O)NHz, -S(O)OH, -S(0)20H, -CN ou -OH,

D1, D2, E1 e E2 sdo independentemente selecionados de -
O-, -N(R®-, -N(C(O)R")- ou uma ligacdo de valéncia;, R® e R’
representam independentemente hidrogénio ou Ci.s-alquila,

W: a Ws séo independentemente selecionados de -
C(O)NH-, -NHC(O)-, -C(O)NHCH2-, -CH2NHC(O)-, -C(O)NHS(O)2-, -
S(0)2NHC(0)-, -OC(O)NH-, -NHC(0O)O-, -C(O)CH2-, -CH2C(O)-,
-C(O)CH=CH-, -CH=CHC(O)-, -(CH2)s2-, -C(O)-, -C(O)O-, -OC(0O)- ou

uma ligacao de valéncia; em que s2 € 0 ou 1,
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Ws é selecionado de -C(O)NH-, -NHC(O)-, -C(O)NHCH.-, -
CH2NHC(O)-, -C(O)NHS(0O)2-, -S(0O)2NHC(0O)-, -OC(O)NH-, -NHC(O)O-
, -C(O)CH2-, -CH2C(0)-, -C(O)CH=CH-, -CH=CHC(O)-, -(CH2)s1-, -
C(0)-, -C(0O)0O-, -OC(0O)-, -NHC(O)C1-6-alquila, -C(O)NHC6-alquila ou
uma ligacao de valéncia; em que s1 € 0 ou 1 e o grupo Ci.6 alquila é
opcionalmente  substituido com oxo, pirrolidino-2,5-diona, -
NHC(O)CH*CH2COOH ou -NHC(O)CH2CH*COOH; em que ( *) indica
o ponto de ligacdo do &tomo de carbono de CH a Xa.

[000406] 33. O conjugado de qualquer uma das modalidades 25-32,
em que

11,12, 13, 14, I5 e 16 sdo independentemente 0-6,

m1, m3, m4, m6 e m7 séo independentemente 0-6,

m2 e m5 sao independentemente 0-10, e

nl, n2, n3 e n4 séo independentemente 0-10.

[000407] 34. O conjugado de qualquer uma das modalidades 25-33,
em que D1 e D2 sdo independentemente selecionados de -O- ou -
N(R®)- ou uma ligacéo de valéncia.

[000408] 35. O conjugado de qualquer uma das modalidades 25-34,
em que E1 e E2 sédo independentemente selecionados de -O- ou -
N(R®)- ou uma ligacéo de valéncia.

[000409] 36. O conjugado de qualquer uma das modalidades 25-35,
em que Wi a Ws sao independentemente selecionados do grupo
consistindo em -C(O)NH-, -NHC(O)-, -CH2NHC(O)-, -C(O)NHS(O)2-,

-S(0)2NHC(O)-, -NHC(O)Ci-e-alquila, -C(O)NHCie-alquila
ou uma ligacdo de valéncia; em que o grupo alquila € opcionalmente
substituido com oxo, pirrolidino-2,5-diona, -NHC(O)CH*CH>COOH ou -
NHC(O)CH2CH*COOH; em que (*) indica o ponto de ligacdo do atomo
de carbono de CH a Xa.

[000410] 37. O conjugado de gqualquer uma das modalidades 25-36,

em que R!, R? R3 R*e R®sdo independentemente selecionados de
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hidrogénio, -C(O)OH, -C(O)NH2, -S(0O).OH ou Cis-alquila; em que o
grupo alquila é opcionalmente substituido com -C(O)OH, -C(O)NH2 ou
-S(0)20H.

[000411] 38. O conjugado de gualquer uma das modalidades 25-37,
em que -{[(CH2)nE1]m2-[(CHR?)i2-W3]ms}n2- € -{[(CH2)n3E2]ms-[(CHR*)1a-

Ws]me}na-, €m que E1 e E2 sdo -O-, séo selecionados de
.0

\/\o/\/o ' \/\O/\/o

N
H

©HRY, (cHRY,

0]
*/\/O\/\OWH\/\O/\/O\)LH/\*
)

(0] 0]
*\/\O/\/Ovlk,\,/\/ox/\oﬁ(“\/\o/\/ovk,\,/\
H Y H
o] o |
/VO\/\oﬁ(H\/\o/\/‘)&kuwo\/\oﬁgn\/\o/vodm/\
o , €
H
eSO SO N \
o joﬁ |
em que * pretende indicar um ponto de ligacéo, isto €, uma ligacéo
aberta.
[000412] 39. O conjugado de qualquer uma das modalidades 25-38,
em que X4 € uma ligacdo de valéncia e We € selecionado ou de
pirrolidino-2,5-diona, -NHC(O)CH*CH.COOH ou -
NHC(O)CH2CH*COOH em que (*) indica o ponto de ligacdo do atomo
de carbono de CH a GH.
[000413] 40. Conjugado de qualquer uma das modalidades 25-39,

em que B é selecionado de
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[000414] 41. O conjugado de qualquer uma das modalidades 25-40,

em que o dito composto é selecionado de
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[000415] 42. Um conjugado de hormdnio do crescimento em que o
conjugado de horménio do crescimento tem a formula (1):

A-W-B-GH (1)
em que

GH representa um composto de horménio do crescimento
tendo uma ponte dissulfeto adicional,

B representa um espacador hidrofilico,

W é um grupo de ligacdo quimico Ae B, e

A representa um residuo de ligacao a albumina; e

seus sais farmaceuticamente aceitaveis.
[000416] 43. O conjugado da modalidade 42, em que o GH
representa um composto de hormoénio do crescimento compreendendo
uma sequéncia de aminoacido tendo pelo menos 80% de identidade
com a sequéncia de aminoacido de hormonio do crescimento humano
(hGH) (SEQ ID NO:1), tal como pelo menos 80%, pelo menos 85%,
pelo menos 90% ou pelo menos 95% de identidade com hGH, ou GH
€ hGH (SEQ ID NO:1).
[000417] 44. O conjugado da modalidade 42, em que o GH ou os
conjugados de GH tém pelo menos 80% da atividade do hormdnio do
crescimento de GH.
[000418] 45. O conjugado da modalidade 44, em que a atividade é
medida em um ensaio BAF in vitro (ensaio I).
[000419] 46. O conjugado de qualquer uma das modalidades 42-45,
em que o GH compreende ligacGes dissulfeto adicionais entre um
segmento de alca e um segmento de hélice ou dentro de segmento de
alca ou entre segmentos de alca ou entre segmentos de hélice.
[000420] 47. O conjugado de qualquer uma das modalidades 42-46,
em que o GH compreende uma ligacdo dissulfeto adicional em que
pelo menos uma das cisteinas esta presente em um segmento de

alca, tal como a partir dos residuos de aminoacido 128-154 (L3).
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[000421] 48. O conjugado de gualquer uma das modalidades 42-47,
em que o GH compreende uma ligacao dissulfeto adicional em que a
ligacdo dissulfeto adicional conecta um segmento de alca, com um
segmento de hélice, tal como hélice B ou hélice 2.

[000422] 49. O conjugado de gualquer uma das modalidades 42-48,
em que o GH compreende uma ligacdo dissulfeto adicional em que a
ligacdo dissulfeto adicional conecta L3 (128-154) com a hélice B ou
hélice 2.

[000423] 50. O conjugado de qualquer uma das modalidades 42-49,
em que a ponte dissulfeto adicional esta entre pelo menos um dos
pares de aminoacido nas posi¢cdes correspondendo a R16C/L117C,
Al17C/E174C, H21C/M170C, D26C/V102C, D26C/Y103C, N47C/T50C,
Q49C/G161C, F54C/Y143C, F54C/S144C, F54C/F146C,
S55C/Y143C, S57C/Y143C, 158C/Q141C, 158C/Y143C, 158C/S144C,
P59C/Q137C, P61C/E66C, P61C/T67C, S71C/S132C, L73C/S132C,
L73C/F139C, R77C/1138C, R77C/F139C, L81C/Q141C, L81C/Y143C,
Q84C/Y143C, Q84C/S144C, S85C/Y143C, S85C/S144C,
P89C/F146C, F92C/F146C, F92C/T148C, R94C/D107C,
V102C/A105C, L156C/F146C, L156C/T148C e/ou V185C/S188C em
hGH (SEQ ID NO: 1), tal como Q84C/Y143C.

[000424] 51. O conjugado de qualquer uma das modalidades 42-50,

em que A é selecionado de

N N
H 13 H 15
1 )
HO HO
/ /
N N \ * N N \ *
0 13 0 15
1 )
O—N O—N
O\\ / \ O\\ / \
/,S\ N * /,S\ N *
(0] N 13 (@) N 15
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oS * D S\/{/\]\/ )
/
HO 13 HO 15

0o
R / /
F%—N 13 FH—N 15
Fof Fon
0

em que * indica a ligacdo a B através de W.
[000425] 52. O conjugado de qualquer uma das modalidades 42-51,
em que W tem a formula

-W7-Y-,
em que

Y é -(CH2)i7-Csao-cicloalquila-Ws- ou uma ligacdo de
valéncia

|7 € 0-6,

W- é selecionado de -C(O)NH-, -NHC(O)-, -C(O)NHCH>-, -
CH2NHC(O)-, -C(O)NHS(0O)2-, -S(O)2NHC(O)-, -OC(O)NH-, -NHC(O)O-
, -C(O)CH2-, -CH2.C(0O)-, -C(O)CH=CH-, -CH=CHC(0O)-, -(CH2)s3-, -
C(0)-, -C(0)0O-, -OC(0O)- ou uma ligacéo de valéncia; em que s3 € 0 ou
1,

Ws é selecionado de -C(O)NH-, -NHC(O)-, -C(O)NHCH.-, -
CH2NHC(O)-, -C(O)NHS(0O)2-, -S(O)2NHC(O)-, -OC(O)NH-, -NHC(O)O-
, -C(O)CH2-, -CH2.C(0O)-, -C(O)CH=CH-, -CH=CHC(0O)-, -(CH2)ss-, -
C(0)-, -C(0)0O-, -OC(0O)- ou uma ligacéo de valéncia; em que s4 € 0 ou
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1.
[000426] 53. O conjugado de gqualquer uma das modalidades 42-52,
em que B tem a formula

-X1-X2-X3-Xs-
em que

X1 € -W1-[(CHR)11-W2]m1-{[(CH2)n1E1]m2-[(CHR?)12-W 3]msz}n2-,

X2 € -[(CHR?®)13-W 4]ma-{[(CH2)n3E 2]ms-[(CHR*)14-Ws]me}na-,

X3 € -[(CHR®)i5-Wg]m7-,

X4 é F-D1-(CHz)ie-D2-,

11, 12, 13, 14, 15 e 16 sdo independentemente selecionados
de 0-16,

ml, m3, m4, m6 e m7 sado independentemente
selecionados de 0-10,

m2 e m5 sado independentemente selecionados de 0-25,

nl, n2, n3 e n4 sdo independentemente selecionados de 0-
16,

F é arila, hetarila, pirrolidino-2,5-diona ou uma ligacdo de
valéncia em que o0s grupos arila e hetarila s&o opcionalmente
substituidos com halogénio, -CN, -OH, -C(O)OH, -C(O)NH2, -S(0).0OH
ou Cie-alquila,

R!, R?, R3, R* e R5 sdo independentemente selecionados
de hidrogénio, -C(O)OH, -C(O)NH, -S(O)OH, -S(0O)20H, -NH-C(=NH)-
NH2, Cie-alquila, arila ou hetarila; em que os grupos alquila, arila e
hetarila sdo opcionalmente substituidos com halogénio, -C(O)OH, -
C(O)NHz, -S(O)OH, -S(0)20H, -CN ou -OH,

D1, D2, E1 e E2 sdo independentemente selecionados de -
O-, -N(R®)-, -N(C(O)R’)- ou uma ligacédo de valéncia, em que R® e R’
representam independentemente hidrogénio ou Ci.s-alquila,

W: a Ws séo independentemente selecionados de -
C(O)NH-, -NHC(0O)-, -C(O)NHCH2-, -CH2NHC(O)-, -C(O)NHS(O)2-, -
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S(0)2NHC(0O)-, -OC(O)NH-, -NHC(0O)O-, -C(O)CH2-, -CH2C(O)-,
-C(O)CH=CH-, -CH=CHC(O)-, -(CH2)s2-, -C(O)-, -C(O)O-, -OC(0O)- ou
uma ligacao de valéncia; em que s2 € 0 ou 1,

Ws é selecionado de -C(O)NH-, -NHC(O)-, -C(O)NHCH.-, -
CH2NHC(O)-, -C(O)NHS(0O)2-, -S(0)2NHC(O)-, -OC(O)NH-, -NHC(O)O-
, -C(O)CH2-, -CH2C(0)-, -C(O)CH=CH-, -CH=CHC(O)-, -(CH2)s1-, -
C(0)-, -C(0O)0O-, -OC(0O)-, -NHC(O)C1-6-alquila, -C(O)NHC16-alquila ou
uma ligacéo de valéncia; em que s1 € 0 ou 1 e o grupo C1-6 alquila é
opcionalmente  substituido com oxo, pirrolidino-2,5-diona, -
NHC(O)CH*CH2COOH ou -NHC(O)CH2CH*COOH; em que ( *) indica
0 ponto de ligacdo do atomo de carbono de CH a Xa.

[000427] 54. O conjugado de qualquer uma das modalidades 42-53,
em que

11,12, 13, 14, I5 e 16 sdo independentemente 0-6,

m1, m3, m4, m6 e m7 séo independentemente 0-6,

m2 e m5 sao independentemente 0-10, e

nl, n2, n3 e n4 séo independentemente 0-10.

[000428] 55. O conjugado de qualquer uma das modalidades 42-54,
em que D1 e D2 sdo independentemente selecionados de -O- ou -
N(R®)- ou uma ligacéo de valéncia.

[000429] 56. O conjugado de qualquer uma das modalidades 42-55,
em que E1 e E2 séo independentemente selecionados de -O- ou -
N(R®)- ou uma ligacéo de valéncia.

[000430] 57. O conjugado de qualquer uma das modalidades 42-56,
em que Wi a Wsg sao independentemente selecionados do grupo
consistindo em -C(O)NH-, -NHC(O)-, -CH2NHC(O)-, -C(O)NHS(O)>-, -
S(0)2NHC(0)-, -NHC(O)C1-¢-alquila ou -C(O)NHCie-alquila ou uma
ligacdo de valéncia; em que o grupo alquila € opcionalmente
substituido com oxo, pirrolidino-2,5-diona, -NHC(O)CH*CH>COOH ou -
NHC(O)CH2CH*COOH; em que (*) indica o ponto de ligacdo do atomo
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de carbono de CH a Xa.
[000431] 58. O conjugado de gualquer uma das modalidades 42-57,
em que -C(O)OH, -C(O)NHz2, -S(0)20H ou C1e-alquila; em que o grupo
alquila é opcionalmente substituido com -C(O)OH, -C(O)NH2 ou -
S(O)20H.
[000432] 59. O conjugado de qualquer uma das modalidades 42-58,
em que

-{[(CH2)niE1l]mo-[(CHR?)12-W3]ma}n- €  ~{[(CH2)n3sE2]ms-
[(CHR*)14-Ws]me}na-, em que E1 e E2 sdo -O-, séo selecionados de

E(CHRZ)I; , :(CHRZ),;

O
*/\/O\/\OAH/H\/\O/\/O\/[LH/\*
(0]

O (@)
H
*\/\O/\/OVU\N/\/O\/\OAH/N\/\O/\/OVU\N/\*
H 5 H
H on H Jl
N N g ™0 N0 N~ g ™© NN
/ﬁg N /T N B
H
BN NP L e \
T
em que * pretende indicar um ponto de ligacéo, isto €, uma ligacéo
aberta.
[000433] 60. O conjugado de qualquer uma das modalidades 42-59,

em que B é selecionado de

HO o fo)
(o} H (0] (e]
NLYN N/\/\O/\/O\/\O/\/\N/lk/\N .
% H o H H
o
(e} OH
)
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H
* N\H/«\
*
T
O OH
y
(o] H H
* (@] N
N/\\/ \J/\O/\W/ jr/\*
H o) o)
0~ ~OoH 0~ OH
)

(@]
\\ _OH
S (®) OH
I (0] (0]
O H

* N H
(6]

OH

o OH fe)
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o)
\%/OH
o 0
° X o) ¥ | H
. H/\/ V\OW N/ﬁ(Nv\*
H
o o] o
o~ OH 0~ SoH

[000434] 61. O conjugado de qualquer uma das modalidades 42-60,
em que A através de B é ligado ao residuo de glutamina na posicao
correspondendo a posicdo 40, posicdo 141 em hGH SEQ ID NO:1 ou
o residuo N-terminal do composto de horménio do crescimento.

[000435] 62. O conjugado de qualquer uma das modalidades 42-61,

em que o dito composto é selecionado de

] OH
(o] 0]
HOWN °
N F N
I\AH ~"o TN 7 WL hGH [Q84C, Y143C]
(o) o) (o)
HO (o] ,
(o) OH
o
HO 0] (o] (o]
H H H
)K©\o N N N\/\O/\/O\)LN/\/O\/\O N\)kN/\/Nul hGH [Q84C, Y143C]
11 H H H
(o] o] o
(o] OH

o
W _OH

i o
W ° H o § N
NN N N
Ho w N N o N ON“LhGH [Q84C, Y143C]
© 0% oH 0 o
(¢] OH ,

OH

n=°

-

o o [e] (o]
N.
Ho 7 N N \/\O/Y Hﬁr N1 hGH [Q84C, Y143C]
0% SoH 0 o
(o) OH

[¢]

[000436] 63. Um conjugado de horménio do crescimento em que 0
conjugado de hormbnio do crescimento tem a formula (1):

A-W-B-GH ("
em que

GH representa um composto de horménio do crescimento
tendo uma mutacédo de Cys Unica e uma ponte dissulfeto adicional,

B representa um espacador hidrofilico ligado ao residuo de
enxofre da mutacao de Cys,

W é um grupo quimico ligando A e B, e
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A representa um residuo de ligacdo a albumina; e

seus sais farmaceuticamente aceitaveis;
[000437] 64. O conjugado da modalidade 63, em que GH representa
um composto de horménio do crescimento compreendendo uma
sequéncia de aminoacido tendo pelo menos 80% de identidade com a
sequéncia de aminoacido de hormdnio do crescimento humano (hGH)
(SEQ ID NO:1), tal como pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo
menos 80% ou pelo menos 95% de identidade com hGH, ou GH é
hGH (SEQ ID NO:1).
[000438] 65. O conjugado da modalidade 64, em que GH ou o
conjugado de GH tem pelo menos 80% da atividade do hormdénio do
crescimento de hGH.
[000439] 66. O conjugado de qualquer uma das modalidades 63-65,
em que a mutacdo de Cys Unica esta posicionada em qualquer uma
das regibes selecionadas do terminal N, H1, H2, L2 ou H3 de GH.
[000440] 67. O conjugado de qualquer uma das modalidades 63-66,
em que o GH tem uma mutacdo de Cys unica selecionada de qualquer
uma de: T3C, P5C, S7C, D11C, H18C, Q29C, E30C, E33C, A34C,
Y35C, K38C, E39C, Y42C, S43C, D47C, P48C, S55C, S57C, P59C,
S62, E65C, Q69C, E88C, Q91C, S95C, A98C, N99C, S100C, L101C,
V102C, Y103C, D107C, S108C, D112C, Q122C, G126C, E129C,
D130C, G131C, P133C, T135C, G136C, T142C, D147C, N149C,
D154C, A155C, L156C, R178C, E186C, G187C e G190C, tal como
qualquer uma de; T3C, P5C, S7C, D11C, H18C, Q29C, E30C, E33C,
A34C, Y35C, E88C, Q91C, S95C, A98C, N99C, S100C, L101C,
V102C, Y103C, D107C, S108C, D112C, Q122C e G126C.
[000441] 68. O conjugado de qualquer uma das modalidades 63-67,
em que a ligacdo dissulfeto adicional é entre um segmento de al¢a e
um segmento de hélice ou dentro do segmento de alca ou entre

segmentos de alca ou entre segmentos de hélice.
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[000442] 69. O conjugado de gqualquer uma das modalidades 63-68,
em que o GH compreende uma ligacédo dissulfeto adicional em que
pelo menos uma das cisteina esta presente em um segmento de alca,
tal como dos residuos de aminoacido 128-154 (L3).

[000443] 70. O conjugado de gualquer uma das modalidades 63-69,
em que a ligacéo dissulfeto adicional conecta um segmento de alca,
com um segmento de hélice, tal como H2.

[000444] 71. O conjugado de qualquer uma das modalidades 63-70,
em que a ligacao dissulfeto adicional conecta L3 com a hélice H2.
[000445] 72. O conjugado de qualquer uma das modalidades 63-71, em
gue a ponte dissulfeto adicional esta entre pelo menos um dos pares de
aminoacido nas posi¢des correspondendo a R16C/L117C, A17C/E174C,
H21C/M170C, D26C/V102C, D26C/Y103C, N47C/T50C, Q49C/G161C,
F54C/Y143C, F54C/S144C, F54C/F146C, S55C/Y143C, S57C/Y143C,
I58C/Q141C, 158C/Y143C, 158C/S144C, P59C/Q137C, P61C/E66C,
P61C/T67C, S71C/S132C, L73C/S132C, L73C/F139C, R77C/1138C,
R77C/F139C, L81C/Q141C, L81C/Y143C, Q84C/Y143C, Q84C/S144C,
S85C/Y143C, S85C/S144C, P89C/F146C, F92C/F146C, F92C/T148C,
R94C/D107C, V102C/A105C, L156C/F146C, L156C/T148C elou
V185C/S188C em hGH (SEQ ID NO: 1), tal como Q84C/Y143C.

[000446] 73. O conjugado de qualquer uma das modalidades 63-72,

em que A é selecionado de

N N
H 13 H 15
1 )
HO HO
/ /
N N \ * N N \ *
0 13 0 15
1 )
O—N O—N
O\\ / \ O\\ / \
/,S\ N * /,S\ N *
(0] N 13 (@) N 15
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\S * \S\/{/\]\/*
/
‘ 13 HO 15

0o
R / /
F%—N 13 FH—N 15
Fof Fon
0

em que * indica a ligacdo a B através de W.
[000447] 74. O conjugado de qualquer uma das modalidades 63-73,
em que W tem a formula

-W7-Y-,
em que

Y é -(CH2)i7-Csao-cicloalquila-Ws- ou uma ligacdo de
valéncia

|7 € 0-6,

W- é selecionado de -C(O)NH-, -NHC(O)-, -C(O)NHCH>-, -
CH2NHC(O)-, -C(O)NHS(0O)2-, -S(O)2NHC(O)-, -OC(O)NH-, -NHC(O)O-
, -C(O)CH2-, -CH2.C(0O)-, -C(O)CH=CH-, -CH=CHC(0O)-, -(CH2)s3-, -
C(0)-, -C(0)0O-, -OC(0O)- ou uma ligacdo de valéncia; em que s3 € 0 ou
1,

Ws é selecionado de -C(O)NH-, -NHC(O)-, -C(O)NHCH.-, -
CH2NHC(O)-, -C(O)NHS(0O)2-, -S(O)2NHC(O)-, -OC(O)NH-, -NHC(O)O-
, -C(O)CH2-, -CH2.C(0O)-, -C(O)CH=CH-, -CH=CHC(0O)-, -(CH2)ss-, -
C(0)-, -C(0)0O-, -OC(0O)- ou uma ligacéo de valéncia; em que s4 € 0 ou
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1.
[000448] 75. O conjugado de gualquer uma das modalidades 63-74,
em que B tem a formula

-X1-X2-X3-Xs-
em que

X1 € -W1-[(CHR)11-W2]m1-{[(CH2)n1E1]m2-[(CHR?)12-W 3]msz}n2-,

X2 € -[(CHR?®)13-W 4]ma-{[(CH2)n3E 2]ms-[(CHR*)14-Ws]me}na-,

X3 € -[(CHR®)i5-Wg]m7-,

X4 é F-D1-(CHz)ie-D2-,

11, 12, 13, 14, 15 e 16 sdo independentemente selecionados
de 0-16,

ml, m3, m4, m6 e m7 sdo independentemente
selecionados de 0-10,

m2 e m5 sado independentemente selecionados de 0-25,

nl, n2, n3 e n4 sdo independentemente selecionados de 0-
16,

F é arila, hetarila, pirrolidino-2,5-diona ou uma ligacdo de
valéncia em que os grupos arila e hetarila sdo opcionalmente
substituidos com halogénio, -CN, -OH, -C(O)OH, -C(O)NH2, -S(0).0OH
ou Cie-alquila,

R!, R?, R3, R* e R5 sdo independentemente selecionados
de hidrogénio, -C(O)OH, -C(O)NH, -S(O)OH, -S(0O)20H, -NH-C(=NH)-
NH2, Cie-alquila, arila ou hetarila; em que os grupos alquila, arila e
hetarila sdo opcionalmente substituidos com halogénio, -C(O)OH, -
C(O)NHz, -S(O)OH, -S(0)20H, -CN ou -OH,

D1, D2, E1 e E2 s&o independentemente selecionados de -
O-, -N(R®)-, -N(C(O)R’)- ou uma ligacédo de valéncia; em que R® e R’
representam independentemente hidrogénio ou Ci.s-alquila,

W: a Ws séo independentemente selecionados de -
C(O)NH-, -NHC(O)-, -C(O)NHCH2-, -CH2NHC(O)-, -C(O)NHS(O)2-, -
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S(0)2NHC(0O)-, -OC(O)NH-, -NHC(0O)O-, -C(O)CH2-, -CH2C(O)-,
-C(O)CH=CH-, -CH=CHC(O)-, -(CH2)s2-, -C(O)-, -C(O)O-, -OC(0O)- ou
uma ligacao de valéncia; em que s2 € 0 ou 1,

Ws é selecionado de -C(O)NH-, -NHC(O)-, -C(O)NHCH.-, -
CH2NHC(O)-, -C(O)NHS(0O)2-, -S(0)2NHC(O)-, -OC(O)NH-, -NHC(O)O-
, -C(O)CH2-, -CH2C(0)-, -C(O)CH=CH-, -CH=CHC(O)-, -(CH2)s1-, -
C(0)-, -C(0O)0O-, -OC(0O)-, -NHC(O)C1-6-alquila, -C(O)NHC16-alquila ou
uma ligacao de valéncia; em que s1 € 0 ou 1 e o grupo Ci. alquila é
opcionalmente  substituido com oxo, pirrolidino-2,5-diona, -
NHC(O)CH*CH2COOH ou -NHC(O)CH2CH*COOH; em que ( *) indica
0 ponto de ligacdo do atomo de carbono de CH a Xa.

[000449] 76. O conjugado de qualquer uma das modalidades 63-75,
em que

11,12, 13, 14, I5 e 16 sdo independentemente 0-6,

m1, m3, m4, m6 e m7 séo independentemente 0-6,

m2 e m5 sao independentemente 0-10, e

nl, n2, n3 e n4 séo independentemente 0-10.

[000450] 77. O conjugado de qualquer uma das modalidades 63-75,
em que D1 e D2 sdo independentemente selecionados de -O- ou -
N(R®)- ou uma ligacéo de valéncia.

[000451] 78. O conjugado de qualquer uma das modalidades 63-77,
em que E1 e E2 sdo independentemente selecionados de -O- ou -
N(R®)- ou uma ligacéo de valéncia.

[000452] 79. O conjugado de qualquer uma das modalidades 63-78,
em que Wi a Ws sao independentemente selecionados do grupo
consistindo em -C(O)NH-, -NHC(O)-, -CH2NHC(O)-, -C(O)NHS(O)>-, -
S(0)2NHC(0)-, -NHC(O)C1-e-alquila ou -C(O)NHCie-alquila ou uma
ligacdo de valéncia; em que o grupo alquila € opcionalmente
substituido com oxo, pirrolidino-2,5-diona, -NHC(O)CH*CH>COOH ou -
NHC(O)CH2CH*COOH; em que (*) indica o ponto de ligacdo do a&tomo
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de carbono de CH a Xa.

[000453] 80. O conjugado de qualquer uma das modalidades 63-79,
em que R!, R? R3, R* e R®sdo independentemente selecionados de
hidrogénio, -C(O)OH, -C(O)NH2, -S(0O).OH ou Cis-alquila; em que o
grupo alquila é opcionalmente substituido com -C(O)OH, -C(O)NH2 ou
-S(0)20H.

[000454] 81. O conjugado de qualquer uma das modalidades 63-80,
em que -{[(CH2)nE1Jm2-[(CHR?)12-W3]mz}n2- € -{[(CH2)n3E2]ms-[(CHR?*)ia-

Ws]me}na-, €m que E1 e E2 sdo -O-, séo selecionados de
.0

©HRY, (cHRY,

o
H
H
O )
(0] H 0]
*\/\O/\/OvlkN/\/O\/\owN\/\o/\/OvlkN/\*
H X H
H ? H i
*/\/O\/\OWN\/\O/\/O%H/\/O\/\OWN\/\O/\/O%H/\*
(e} ¢} , e
H
BN NP L e \
T
em que * pretende indicar um ponto de ligacao, isto €, uma ligacéo
aberta.
[000455] 82. O conjugado de qualquer uma das modalidades 63-81,
em que X4 € uma ligacdo de valéncia e We € selecionado ou de
pirrolidino-2,5-diona, -NHC(O)CH*CH>-COOH ou -
NHC(O)CH2CH*COOH em que (*) indica o ponto de ligacdo do atomo
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de carbono de CH a GH.
[000456] 83. O conjugado de qualquer uma das modalidades 63-82,

em que B é selecionado de

HO (0] fo)
o} H o [¢]
NLYN N/\/\O/\/O\/\O/\/\NJK/\N .
* H o H H
o
(¢] OH
’
H
* Nﬁﬁ
*
r/v I
O OH
’

H
N
* N/\/ \/\OWN j\A*
H o o
o) OH (0] OH
)
(@]
\\ _OH
S 0] OH
Il (@] O
O H
* N H
© 67> oH ,
O, OH
[e]
N y I/\A
/\OYN N/\/ \/\O/\rrN\/\ /\/OVU\ NJJ\/
H H H
(o] (0]
O OH
)
/ o) O _-OH Oy OH o
N\ o o]
_S
\/\/lLH/\/o\/\ /YHI\/KNI/WN\/\ /\/O\/U\N NJ\/
H
g H I H
07 ToH
)
O OH
i N I/\/\ i
* N/\/O\/\O/\H/N\/\o/\/o\/u\ N/U\/*
H o H H
(@) OH
)
~ A T~ T~ Y~
0 H O/\n/ I\/\/ \g/\*
(@) OH
)
(0) OH
i I/\/\ I
H H
)
IO i O:l\;oi\/ i
/S’ H e N N N
* N N O/ﬁr *
A > Gh Ie S
(e} OH o (e]
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O OH
* (0] (o]
H H H
N H N~ .-~_0 > HAH/N\/\*
O (o] (e}
HO (e}
)
(@]
W on
[l (0]
(@] H H H
. H/\/ wOWNIWNY\*
© 0 >oH ° o> on o
)
(e}
\g/OH
[l o
° X o s |
. H/\/ V\O NWNV\*
H
© 0% o 0~ “oH ©

[000457] 84. O conjugado de qualquer uma das modalidades 1-83,
em que um residuo de ligacdo a albumina (A) através de um
espacador hidrofilico (B) é ligado ao dito GH.

[000458] 85. O conjugado de qualquer uma das modalidades 63-84,

em que o dito composto é selecionado de

HO. o
o o o o
H
WYHVO)kuI/YN\[:::H/\/\O/\/O\AO/V\H*/\b/Sml hGH [Q84C, L101C, Y143C]
Ho N o
8 o
© 0% > oH

oHO~z0 o
H o o
j\MHVO)kH]/\/YN H/\/\O/\/O\/\O/\/\”)‘\/\;ﬁ/sm hGH [H18C, Q84C, Y143C]
HO N o
8 5 o
o OH

OHO /O o]

o [e]

N o PN
wHﬁN \G:”MO/\/ ~ oy N 95 hGH [Q84C, S95C, Y143C]
HO N o
8
o ]
o] OH

oHO~z0 o o
[e]
N o Ao~
o " N N0 TN 0Ty N 52 hGH [Q84C, E88C, Y143C]
Ho)“\M\r{N o H H
o o
o OH

OHO /O " o o o
WHVO)‘\H N N/\/\o/\/"\/\o/\/\fk/\ﬁ/s% hGH [Q84C, A98C, Y143C]
HO N o
8 S o
] OH

HO.__O o
[e] ~ H [e] o}
0 . LY o0~y Ao X _smnci r0sac, neoc, viaagy
o o]
(o) OH
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HO o
o " N ”/\/\o/\/ ~ o0y N 102 hGH [Q84C, V102C, Y143C]
8
o P o
o OH

)
OHO /O " o o o
o Hv@)‘\u N H/\/\O/\/o\/\ox\/\u)‘\/\b/ssthH [E30C, Q84C, Y143C]
8 5 o
o OH
OHO /O o o o
n o )‘\/\
WYHVOA” N0 \/\o/\/\” N 100 hGH [Q84C, S100C, Y143C]
HO N o
8 o o
[e] OH

HO. (e}
o) y © o °
WH VO)ku]i/YN H/\/\o/\/”\/\o/\/\u)v\b/smﬁ hGH [Q84C, S108C, Y143C]
Ho N o
8 5 P o
[e] OH y
(]
y N
HO N \n/\sw hGH [H18C, Q84C, Y143C]
[e) (@]
(o] OH
)
o o} H H
H N.
HOM/\WN N/\/O\/\O/Y N j(\swl hGH [Q84C, L101C, Y143C]
o : o 0
07 "oH 0" "OH

0
Y _OH
'S Os__OH
o I 0 o
OH
o . N N " 101 hGH [Q84C, L101C, Y143C]
H H H
o O 0% >oH

0 OH
o o) o
N
/\Oﬁ(HI\AN/\/O\/\O/YH\/\O/\/O\)LNL\/\NMlM hGH [Q84C, L101C, Y143C]
H H H
o
OH

o
o

/}\I*T 0 00 o RENS o O OH o
SM H H
N g o o M k/sm hGH [Q84C, L101C, Y143C]
H
© 0% on o

O. OH
HOMNI\)KN/\/O\/\ o O, s haH [gsac, L1o1c, viascy
H H H

(o)
°© © o7 on

)
Q o)

o Oxy-OH o
H
o~ O~ N~ ~_-0-_AL IA/\N)K/SM hGH [Q84C, L101C, Y143C]
HO N o o N
1 H 5 H H

i O\Ioi\/\ i
H 101
s N\/\o/\/o\)LN N)K/s hGH [Q84C, L101C, Y143C]
“N—NH H H

- o

//Ni'\\‘ o 0\10\/\)10 OH o H
Vg’ H H
N W”/S NI/\'(N e N N N o1
Ny i N T T /T I\/V jO(\s hGH [Q84C, L101C, Y143C]
o
o OH

)
Ho ~— X
8 T N N N/\/\o/\/o\/\o/\/\u*/\b/s%hw [Q84C, N99C, Y143C]
o
o
o] OH
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o)
s s
HO N \n/\sgg hGH [H18C, N99C, Y143C]
o) (o]
07 ~oH
)
o . o H H
HOJK/\/\/\/\/\WNI\)‘\N/\/O\/\O/YNI\/VNWK\S% hGH [QBAC, N99C, Y143C]
H
(]
o O/ OH ° o) OH

_OH

Os__OH
H o N o
NI\A N Nk/sw hGH [Q84C, N99C, Y143C]
H
P H
0~ ~OoH

n=0C

e}

(0]

(0]
HO
N
H
(o]
o o

0, OH

HOWN o o I/\/\ o

H H H

/\OH(NI\AN/\/O\/\O/YN\/\O/\/O\)LN N)K/s% hGH [Q84C, N99C, Y143C]

H H H
o o

o] OH ,

//N*T o qp o o Oy_OH 0 © OH o
S\/\)L H H
N - 0. 0. IM )k/sgg hGH [Q84C, N99C, Y143C]
\NWH u/\/ V\O/\[}/Nr)‘\HIWN\/\O/\/ \)KH H
H
° o OH o

Ox_OH
HOM Nﬂ N/\/O\/\o/\r N\/\O/\/O\)j\ N N)K/SQQ hGH [Q84C, N99C, Y143C]
H H H
o)
o © % >on

O. N [e] %9 hGH [Q84C, N99C, Y143C
HOW N/\/ \/\OW \/\O/\/ \AH H)K/S [Q ]

H [e]
)

° O\ OH °
/NY\/V\/W\A/YH\/\ /\/O\)LN N)K/Sgs hGH [Q84C, N99C, Y143C]
N (o}
H H

L
N— NH o
)

N— o

7 N o O, (O\/\AO OH o
\ s” jv\/\'(H o K H
N - N N
HW” " I\)l\u/\/ \/\O/\[( NY\SgghGH[Q84C, N99C, Y143C]
° 0% ~oH o ° oH o

/

[000459] 86. O conjugado de qualquer uma das modalidades 1-85,
em que o espacador hidrofilico tem mLogP <O.

[000460] 87. O conjugado de qualquer uma das modalidades 1-86,
em gue o peso molar do dito espacador hidrofilico esta na faixa de 80
D a 1500 D ou na faixa de a partir de 300 D a 1100 D.

[000461] 88. O conjugado de qualquer uma das modalidades 1-87,
em que o dito residuo de ligacéo a albumina é um residuo lipofilico.
[000462] 89. O conjugado de qualquer uma das modalidades 1-88,
em que o dito residuo de ligacdo a albumina se liga nao
covalentemente a albumina.

[000463] 90. O conjugado de qualquer uma das modalidades 1-89,
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em que o dito residuo de ligacdo a albumina é negativamente
carregado em pH fisiolégico.

[000464] 91. O conjugado de gualquer uma das modalidades 1-90,
em que o dito residuo de ligacdo a albumina tem uma afinidade de
ligagdo com relacdo a albumina de soro humano que estd abaixo de
cerca de 10 uM ou abaixo de cerca de 1 pM.

[000465] 92. O conjugado de qualquer uma das modalidades 1-91,
em que o dito residuo de ligacdo a albumina é selecionado de um
grupo alquila de cadeia reta, um grupo alquila ramificado, um grupo
que tem um grupo de acido w-carboxilico ou um isoéster do acido w-
carboxilico.

[000466] 93. O conjugado de qualquer uma das modalidades 1-92,
em que o dito residuo de ligacdo a albumina tem de a partir de 6 a 40
atomos de carbono, de a partir de 8 a 26 atomos de carbono ou de a
partir de 8 a 20 atomos de carbono.

[000467] 94. O conjugado de qualquer uma das modalidades 1-93,
em que o dito residuo de ligacdo a albumina € um peptideo, tal como
um peptideo compreendendo menos do que 40 residuos de
aminoacido.

[000468] 95. O conjugado de qualquer uma das modalidades 1-94,
em que os residuos de ligacdo a albumina (A) através de um
espacador hidrofilico (B) séo ligados ao dito GH.

[000469] 96. O conjugado de qualquer uma das modalidades 1-95
para uso em terapia.

[000470] 97. Composicdo farmacéutica compreendendo um
conjugado de qualquer uma das modalidades 1-95, opcionalmente em
combinacdo com um excipiente farmaceuticamente aceitavel.

[000471] 98. Uma composicao farmacéutica da modalidade 97, em
gue a dita composicdo pode ser administrada através de lingual,

sublingual, bucal, na boca, oral, no estbmago e intestino, nasal,
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pulmonar, epidermal, dermal, transdermal e parenteral a pacientes.
[000472] 99. Um método de tratamento de deficiéncia de horménio
do crescimento (GHD), o método compreendendo administracdo a um
paciente com necessidade do mesmo de uma quantidade eficaz de
uma quantidade terapeuticamente eficaz de um conjugado de qualquer
uma das modalidades 1-95.

[000473] 100. Método de tratamento de Sindrome de Turner;
sindrome de Prader-Willi (PWS) (Prader-Willi syndrome); sindrome de
Noonan; sindrome de Down; doenca renal crbénica, artrite reumatoide
juvenil; fibrose cistica; infeccdo por HIV em criancas recebendo
tratamento HAART (criangcas HIV/HALS); criancas baixas nascidas
baixas para a idade gestacional (SGA) (Short for Gestational Age);
estatura baixa em criangcas nascidas com peso para 0 nascimento
muito baixo (VLBW) (Very Low Birth Weight) exceto SGA; displasia
esqueletal; hipocondroplasia; acondroplasia; estatura baixa idiopatica
(ISS) (ldiopathic Short Stature); GHD em adultos; fraturas em ou de
0ssos longos, tais como tibia, fibula, fémur, hdamero, radio, ulna,
clavicula, metacarpo, metatarso e dedo; fraturas em ou de 0SsOs
esponjosos, tais como o cranio, base da mao e base do pé; pacientes
apos cirurgia do tendéao ou ligamento em, por exemplo, méao, joelho ou
ombro; pacientes tendo ou sofrendo de osteogénese por distracao;
pacientes apo0s substituicdo do quadril ou disco, reparo do menisco,
fusBes espinhais ou fixacdo de proétese, tal como no joelho, quadril,
ombro, cotovelo, pulso ou maxilar; pacientes em que material de
osteossintese, tais como unhas, parafusos e placas, foi fixado;
pacientes com nao unido ou ma unido de fraturas; pacientes apos
osteatomia, por exemplo, da tibia ou 1° dedo; pacientes apos implante
de enxerto; degeneracao da cartilagem articular em joelho causada
por trauma ou artrite; osteoporose em pacientes com sindrome de

Turner; osteoporose em homens; pacientes adultos em didlise cronica
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(APCD); doenca cardiovascular associada a ma nutricio em APCD;
reversdo de caquexia em APCD; cancer em APCD; doenga pulmonar
obstrutiva cronica em APCD; HIV em APCD; idoso com APCD; doencga
hepatica crébnica em APCD, sindrome da fadiga em APDC; doenca de
Chron; funcdo hepatica prejudicada; males com infec¢bes por HIV;
sindrome do intestino curto; obesidade central; sindrome da
lipodistrofia associada com HIV (HALS); infertilidade masculing;
pacientes apés cirurgia eletiva grande, desintoxicacdo de &lcool/droga
ou trauma neurologico; envelhecimento; idoso fraco; osteoartrite;
cartilagem traumaticamente lesionada; disfuncdo erétil; fibromialgia;
disturbios de memoéria; depressao; lesdo cerebral traumatica;
hemorragia subaraquindide; peso muito baixo no nascimento;
sindrome metabdlica; miopatia glucocorticéide; ou estatura baixa
devido a tratamento com glucocorticéide em criancas, a aceleracéo de
cicatrizacdo de tecido muscular, tecido nervoso ou feridas; a
aceleracdo ou melhora do fluxo de sangue para tecido lesionado; ou a
diminuicdo de taxa de infeccdo em tecido lesionado, o método
compreendendo administrar a um paciente com necessidade do
mesmo uma quantidade eficaz de uma quantidade terapeuticamente
eficaz de um conjugado de qualquer uma das modalidades 1-95.
[000474] 101. O uso de um conjugado de qualquer uma das
modalidades 1-95 na fabricacdo de um medicamento para o
tratamento de deficiéncia do horménio do crescimento (GHD).

[000475] 102. O uso de um conjugado de qualquer uma das
modalidades 1-95 na fabricacdo de um medicamento para o
tratamento de Sindrome de Turner; sindrome de Prader-Willi (PWS)
(Prader-Willi syndrome); sindrome de Noonan; sindrome de Down;
doenca renal crbnica, artrite reumatoide juvenil; fibrose cistica;
infeccao por HIV em criancgas recebendo tratamento HAART (criangas

HIV/HALS); criancas baixas nascidas baixas para a idade gestacional
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(SGA) (Short for Gestational Age); estatura baixa em criangas
nascidas com peso para 0 hascimento muito baixo (VLBW) (Very Low
Birth Weight) exceto SGA; displasia esqueletal; hipocondroplasia;
acondroplasia; estatura baixa idiopatica (ISS) (ldiopathic Short
Stature); GHD em adultos; fraturas em ou de o0ssos longos, tais como
tibia, fibula, fémur, hdmero, radio, ulna, clavicula, metacarpo,
metatarso e dedo; fraturas em ou de 0SS0OS esponjosos, tais como o
cranio, base da méo e base do pé; pacientes apds cirurgia do tendao
ou ligamento em, por exemplo, méo, joelho ou ombro; pacientes tendo
ou sofrendo de osteogénese por distracdo; pacientes apos substituicao
do quadril ou disco, reparo do menisco, fusdes espinhais ou fixacdo de
protese, tal como no joelho, quadril, ombro, cotovelo, pulso ou maxilar;
pacientes em que material de osteossintese, tais como unhas,
parafusos e placas, foi fixado; pacientes com ndo unido ou ma uniéo
de fraturas; pacientes ap0s osteatomia, por exemplo, da tibia ou 1°
dedo; pacientes apos implante de enxerto; degeneracéao da cartilagem
articular em joelho causada por trauma ou artrite; osteoporose em
pacientes com sindrome de Turner; osteoporose em homens;
pacientes adultos em dialise crénica (APCD); doenca cardiovascular
associada a ma nutricdo em APCD; reversdo de caquexia em APCD;
cancer em APCD; doenca pulmonar obstrutiva cronica em APCD; HIV
em APCD; idoso com APCD; doenca hepatica crébnica em APCD,
sindrome da fadiga em APDC; doenca de Chron; funcdo hepatica
prejudicada; males com infec¢cdes por HIV; sindrome do intestino
curto; obesidade central; sindrome da lipodistrofia associada com HIV
(HALS); infertilidade masculina; pacientes apods cirurgia eletiva grande,
desintoxicagdo de  A&lcool/droga ou trauma  neuroldgico;
envelhecimento; idoso fraco; osteoartrite; cartilagem traumaticamente
lesionada; disfuncdo erétil; fibromialgia; distirbios de memodria;

depressdo; lesdo cerebral traumatica; hemorragia subaraquindide;
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peso muito baixo no nascimento; sindrome metabdlica; miopatia
glucocorticéide; ou estatura baixa devido a tratamento com
glucocorticéide em criancas, a aceleracdo da cicatrizacdo de tecido
muscular, tecido nervoso ou feridas; a aceleragcao ou melhora de fluxo
sanguineo para tecido danificado; ou a diminuicdo de taxa de infeccéo
em tecido lesionado.
[000476] 103. Um composto de férmula (II)

A-W-B1-U (Ill)
em gue A representa um residuo de ligacdo a albumina,

B1 representa um espacador hidrofilico,

W é um grupo quimico ligando A e B1 e U representa uma
porcao de conjugacao.
[000477] 104. O composto de acordo com a modalidade 103, em que
A e W sdo conforme definido em qualquer uma das modalidades
acima.
[000478] 105. O composto de acordo com a modalidade 103 ou
modalidade 104, em que U compreende ou consiste em uma arila,
uma hetarila, uma malimida substituida ou uma pirrolidino-2,5-diona tal
como -NHC(O)CH2CHa-pirrolidin-2,5-diona.
[000479] 106. O composto de acordo com a modalidade 103 ou
modalidade 104, em que U compreende D1-(CHz)is-D2, em que D1 e
D2 sao independentemente selecionados de -O-, -N(R6)-, -NC(O)R7-
ou uma ligacdo de valéncia; em que R6 e R7 representam
independentemente hidrogénio ou Ci.e-alquila.
[000480] 107. O composto de acordo com a modalidade 103 ou
modalidade 104, em que U compreende ou consiste em um grupo de
saida, tal como ClI, Br, I, -OH, -OS(0)2Me, -OS(0)2CFs3, -Ots.
[000481] 108. O composto de acordo com a modalidade 107, em que
0 grupo de saida € um composto de halogénio selecionado de Cl, Br e

I, preferivelmente Br.
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[000482] 109. O composto de acordo com a modalidade 103 ou
modalidade 104, em que U compreende ou consiste em uma alil amina
(H2C=CH-CH2-NH>), tal como —C(O)NHCH,-CH=CH_..

[000483] 110. O composto de acordo com a modalidade 103 ou
modalidade 104, em que U compreende ou consiste em uma amina,
tal como —NH..

[000484] 111. O composto de acordo com qualquer uma das
modalidades 103-110, em que 0 composto terapéutico € um
polipeptideo.

[000485] 112. O composto de acordo com qualquer uma das
modalidades 103-110, em que o0 composto terapéutico é um
polipeptideo com uma cisteina livre Gnica.

[000486] 113. O composto de acordo com a modalidade 103 ou
modalidade 104, em que U compreende ou consiste em um aldeido,
tal como —CHO.

[000487] 114. O composto de acordo com qualquer uma das

modalidades 103-113, em que o espacador hidrofiico B1 tem a

formula
-X1-X2-X3-X4-
em que
X1 € -W1-[(CHRY),1-W2]m1-{[(CH2)mE1]m2-[(CHR?)i2-W 3]ms}n2-,
X2 € -[(CHR®)13-W 4]ma-{[(CH2)n3E2]ms-[(CHR*)1a-Ws]me}na-,
X3 € -[(CHR®)i5]m7-,
X4 € uma ligagéo de valéncia,
11, 12, 13, 14 e 15 s&o independentemente selecionados de O-
16,

ml, m3, m4, m6 e m7 s&do independentemente
selecionados de 0-10,
m2 e m5 sao independentemente selecionados de 0-25,

nl, n2, n3 e n4 sado independentemente selecionados de 0-

Peticio 870210112684, de 03/12/2021, pag. 171/233



168/218

16,

R!, R?, R3 R* e R5 sdo independentemente selecionados
de hidrogénio, -C(O)OH, -C(O)NH2, -S(O)OH, -S(0)20H, -NH-C(=NH)-
NH., Cie-alquila, arila ou hetarila; em que os grupos alquila, arila e
hetarila sdo opcionalmente substituidos com halogénio, -C(O)OH, -
C(O)NHz2, -S(O)OH, -S(0)20H, -CN ou -OH,

El e E2 sédo independentemente selecionados de -O-, -
N(R®)-, -N(C(O)R’)- ou uma ligacdo de valéncia; em que R® e R’
representam independentemente hidrogénio ou Cis-alquila,

W: a Ws séo independentemente selecionados de -
C(O)NH-, -NHC(0O)-, -C(O)NHCHz-, -CH2NHC(O)-, -C(O)NHS(O)2-, -
S(0)2NHC(0O)-, -OC(O)NH-, -NHC(0O)O-, -C(O)CH2-, -CH2C(O)-,
-C(O)CH=CH-, -CH=CHC(O)-, -(CH2)s2-, -C(O)-, -C(O)O-, -OC(0O)- ou
uma ligacado de valéncia; em que s2 € 0 ou 1.

[000488] A descricdo aqui de qualquer aspecto ou modalidade da
invencdo usando termos tais como “compreendendo”, "tendo",
"incluindo” ou "contendo” com referéncia a um elemento ou elementos
pretende prover apoio para um aspecto ou modalidade similar da
invencdo que "consiste em", "consiste essencialmente em" ou
"compreende substancialmente"” esses elemento ou elementos
particulares, a menos que de outro modo declarado ou claramente
contradito pelo contexto (por exemplo, uma composicao descrita aqui
como compreendendo um elemento particular deve ser compreendida
também como descrevendo uma composicdo consistindo neste
elemento, a menos que de outro modo declarado ou claramente
contradito pelo contexto).

[000489] A presente invencdo inclui todas as modificacbes e
equivalentes da matéria objeto mencionada nos aspectos ou
reinvindicacdes apresentados aqui até o ponto maximo permitido pela

lei aplicavel.
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[000490] A presente invencdo é ainda ilustrada pelos exemplos que
seguem que, no entanto, ndo devem ser considerados como limitantes
do escopo de protecdo. As caracteristicas reveladas no relatorio acima
e nos exemplos que seguem podem, ambos separadamente e em
gualquer combinacdo das mesmas, ser material para realizacdo da
invengao em suas diversas formas.

EXEMPLOS

Abreviacoes:

amu = unidades de massa atbmica
CV = volumes de coluna
hr(s) = hora(s)

Hz = hertz
L = litro(s)
M = molar

mbar = millibar

mg = miligrama(s)

min. = minuto(s)

mL = mililitro(s)

mM = millimolar

mm = milimetros(s)
mmol = millimole(s)
nmol = nanomole(s)

mol = mole(s)

ML = microlitros

N = normal

nm = nanometro(s)

sec = segundo(s)

ppm = partes por milh&do
ESI = ionizacdo por eletropulverizacéo

I.V. = intravenoso
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m/z = razdo de massa para carga

MS = espectrometria de massa

HPLC = cromatografia liquida de alta presséo

RP = fase reversa

HPLC-MS = cromatografia liquida de alta pressdo -
espectrometria de massa

NMR = espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

p.o. = per oral

rt ou RT = temperatura ambiente

S.c. = subcutanea

tr = tempo de retencao

Boc = terc butiloxicarbonila

O-t-Bu = terc butil éster

t-Bu = terc butila

Boc-4-ABZ-OH = acido 4-terc-butoxicarbonilamino-benzoico

DCM = diclorometano, CH:Clz, cloreto de metileno

DIC = diisopropilcarbodiimida

DIPEA = N,N-diisopropiletilamina

DMF = N,N-dimetilformamida

DMSO = dimetilsulfoxido

DTT = ditiotreitol

EDAC = cloridrato de 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida

Et.O = dietil éter

EtOAc = acetato de etila

Fmoc = 9H-fluoren-9-ilmetoxicarbonila

Fmoc-Glu-O-t-Bu = 1-t-butil éster do &cido N-Fmoc-
glutamico

Fmoc-Lys(Mtt)-OH = acido (S)-6-[(difenil-p-tolil-metil)-

amino]-2-(9H-fluoren-9-ilmetoxicarbo-nilamino)-hexanoico

Peticio 870210112684, de 03/12/2021, pég. 174/233



171/218

Fmoc-OEG-OH = acido (2[2-(Fmoc-
amino)etoxiletoxi)acético

OEG = (2[2-(amino)etOxi]etoxi)acetila

Fmoc-Thx-OH = &cdo N-Fmoc-trans-4-aminometilciclo-
hexanocarboxilico

H-O = agua

HOBt = 1-hidroxibenzotriazol

MeCN = acetonitrila

MeOH = metanol

MTP = 3-metil-tio-1-propanol

NaCl = cloreto de sodio

NaOH = hidroxido de sodio

NMP = N-metilpirrolidin-2-ona

OEG = acido (2[2-(amino)etdxi]etoxi)acetico

TFA = acido trifluoracético

THF = tetraidrofurano

TIS = triisopropilsilano

CDCls = deutério cloforérmio

CD3s0D = tetradeutério metanol

DMSO-ds = hexadeutério dimetilsulfoxido

TNBS = acido trinitrobenzenossulfénico

TSTU = tetrafluorborato de O-(N-succinimidil)-1,1,3,3-
tetrametil uranio
[000491] Os exemplos também fazem uso dos métodos gerais que
seguem:

Método geral para preparacao de compostos de hGH

[000492] O gene codificando o composto de horménio do
crescimento foi inserido recombinantemente em um vetor de
plasmideo. Uma linhagem de E. coli adequada foi subsequentemente

transformada usando o vetor de plasmideo. Variantes de hGH ou GH
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podem ser expressos com uma metionina N-terminal ou como uma
fusdo de MEAE da qual a sequéncia de MEAE é subseguentemente
clivada.

[000493] Estoque de célula foi preparado em glicerol 25% e
armazenado a -80° C. Linhagem de estoque de glicerol foi inoculada
em placas de LB e subsequentemente incubada a 37° C da noite para
o dia. O teor de cada placa foi lavado com meio LB e diluido em 500
mL de meio LB para expresséo. As culturas foram incubadas a 37° C
com agitagéo a 220 rpm até ODeoo 0,6 ser atingido. Indugéo continuada
foi realizada usando IPTG 0,2 mM a 25° C por 6 horas. As células
foram finalmente coletadas através de centrifugacéao.

[000494] As células foram subsequentemente suspensas em Tris-
HCI 10 mM, pH = 9,0 contendo Tween 20 0,05%, EDTA 2,5 mM,
cisteamina 10 mM e ureia 4M e rompidas usando um aparelho de
rompimento de célula a 30kPSI. O sobrenadante foi coletado através
de centrifugacdo e subsequentemente submetido a purificacao
cromatografica.

[000495] A purificacéo foi realizada usando cromatografia de troca de
ion e interacdo hidrofobica, seguido por remocao do tag de peptideo
usando dipeptidil peptidase humana | (hDPPI) expressa a partir de
célula CHO. Purificacéo final foi obtida através de isoprecipitacdo e
cromatografia de troca de ion. A purificacdo poderia ser também obtida
usando, mas ndo limitado a, cromatografia de troca de ion,
cromatografia de interacdo hidrofobica, cromatografia por afinidade,
cromatografia de exclusdo de tamanho e técnicas de separacao
baseadas em membrana conhecidas de um versado na técnica.

Caracterizacdo quimica de proteina de compostos de hormo6nio do

crescimento purificados

[000496] A proteina purificada intacta foi analisada usando MALDI-

MS. A massa observada correspondia a massa tedrica deduzida da
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sequéncia de aminoécido. As liga¢fes dissulfeto de ligacdo esperadas
podem ser demonstradas através de mapeamento de peptideo usando
digestdo com tripsina e AspN seguido por analise MALDI-MS da
digestao antes e apods reducao das ligacdes dissulfeto com DTT.

Ensaio para medicdo da taxa de deqgradacdo por protease de

conjugados de compostos GH e hGH

[000497] O composto de interesse € digerido por uma protease
relevante (Tripsina, Quimiotripsina, Pepsina, Elastase, Fator Vlla,
Fator Xa, Proteinase K, Carboxi peptidase, DPPIV, Endopeptidase
neutra, Granzyme B, Prolina-endopeptidase, Peptidase Staphylococcal
I, Termolisina, Trombina, Arg-C proteinase, Asp-N endopeptidase,
Caspase 1-10, Clostripaina, Enterocinase, Glutamil endopeptidase,
Granzyme B, LysC, LysN, Prolina endopeptidase e peptidase
Staphylococcal | ou extratos de tecido) em um tampéo apropriado (por
exemplo, PBS ou bicarbonato de amdnio) a 37° C por até 24 horas.
Degradacao proteolitica é avaliada através de um ensaio de HPLC.

Digestao proteolitica:

[000498] 100 pL de solucdo de composto de teste a 1mg/mL em
tampdao de bicarbonato de aménio sdo degradados por enzima por até
24 horas a 37° C. Subamostras sdo obtidas em varios pontos de
tempo e a reacdo proteolitica € parada através da acidificacdo da
amostra através de diluicdo de 10 vezes em TFA 1%. Essas amostras
diluidas sdo analisadas através de HPLC de fase reversa para estimar
o grau de digestao proteolitica.

Método de HPLC:

[000499] 10 pL da solucdo acima sao injetados em uma coluna

Vydac C4 de 2x250 mm de fase reversa eluida com um gradiente
linear de TFA 0,1% em &gua para acetonitrila 100% contendo TFA
0,1% durante um periodo de 30 minutos em uma taxa de fluxo de 0,2

ml/min. Deteccdo de picos € realizada em absorcdo de UV a 214 nm.
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A porcentagem (%) de composto intacto no ponto de tempo t=T é
calculada a partir da area de pico no ponto de tempo t=T (A7) e a area
de pico em t=0 (Ao) como (A1/A0)x100%. A porcentagem de composto
intacto (%) € posta em grafico contra o tempo usando software
GraphPad Prims ver. 5.01. A meia-vida (T12) € calculada como uma
gueda em fase também pelo software GraphPad Prism. Exemplos de
enzimas que podem ser usadas séo elastase (Sigma da pancrease de
porco) e quimiotripsina (grau de sequenciamento Roche). Exemplo de
tampdéo é bicarbonato de aménio 50 mM, pH — 8,5.

Eletroforese capilar:

[000500] Eletroforese capilar foi realizada usando um sistema Agilent
Technologies 3DCE (Agilent Technologies). Aquisicdo de dados e
processamento de sinal foram realizados usando Agilent Technologies
3DCE ChemsStation. O capilar era de 64,5 cm (comprimento eficiente
de 56,0 cm) d.i. 50 um. "Extended Light Path Capillary" da Agilent.
Deteccéo por UV foi realizada a 200 nm (Bw 16 nm, Referéncia 380
nm e Bw 50 nm). O eletrélito de atividade era tampao de fosfato 50
mM pH 7 (método A). O capilar foi condicionado com NaOH 0,1M por
3 minutos, entdo com agua Milli-Q por 2 minutos e com o eletrélito por
3 minutos. Apés cada rodada, o capilar recebeu fluxo de agua Milli-Q 2
por 2 minutos, entdo com acido fosférico por 2 minutos e com agua
milli-Q por 2 minutos. A injecdo hidrodinamica foi feita a 50 mbar por
4,0 segundos. A tensado era +25 kV. A temperatura do capilar era 30°
C e o tempo de atividade era 10,5 minutos.

Espectrometria de massa Maldi-Tof:

[000501] Pesos moleculares foram determinados usando o
instrumento  Autoflex Maldi-Tof (Bruker). As amostras foram
preparadas usando acido alfa-ciano-4-hidroxi-cindmico como matriz.
RP-HPLC:

[000502] Analise de RP-HPLC foi realizada em um sistema Agilent
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1100 usando uma coluna de silica de silica C-18 de 5 um Vydac
218TP54 4,6 mm x 250 mm (The Separation Group, Hesperia).
Deteccao foi através de UV a 214 nm, 254 nm, 280 nm e 301 nm. A
coluna foi equilibrada com &cido trifluoracético 0,1% / H>O e a amostra
foi eluida por um gradiente adequado de 0 a 90% de acetonitrila contra
acido trifluoracético 0,1% / H20.

[000503] Andlise de LC-MS foi realizada em um espectrobmetro de
massa PE-Sciex APl 100 ou 150 equipado com duas Microbombas
Perkin Elmer Series 200, um autoamostrador Perkin Elmer Series 200,
um detector de UV Applied Biosystems 785A e um Sedex 75
Evaporative Light scattering detector. Uma coluna de silica C-18 de 5 p
Waters Xterra 3,0 mm x 50 mm foi eluida a 1,5 ml/min em temperatura
ambiente. Ela foi equilibrada com MeCN 5% / TFA 0,1% / H2O e eluida
por 1,0 minuto com MeCN 5% / TFA 0,1% / H>.O e entdo com um
gradiente linear para MeCN 90% / TFA 0,1% / H20 durante 7 minutos.
Deteccéo foi através de deteccdo por UV a 214 nm e Evaporative light
Scattering. Uma fracdo do eluato de coluna foi introduzida na interface
de pulverizacdo de ion de um espectrometro de massa PE-Sciex API
100. A faixa de massa de 300-2000 amu foi varrida a cada 2 segundos
durante a rodada.

Quantificacdo de proteina:

[000504] As concentracOes de proteina foram estimadas através da
medicdo da absorbancia a 280 nm usando um espectrofotdmetro de
UV NanoDrop ND-1000.

[000505] Mapeamento de peptideo enzimatico para determinacédo de
sitio(s) de derivatizacao:

[000506] Mapeamento de peptideo foi realizado usando digestdo
com Asp-N da proteina reduzida e alquilada. Primeiro a proteina foi

tratada com DTT e iodoacetamida de acordo com procedimentos
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padrdo. O produto alquilado foi purificado wusando HPLC.
Subsequentemente o produto purificado alquilado foi digerido da noite
para o dia com endoprotease Asp-N (Boehringer) em uma razao de
enzima:substrato de 1:100. A digestéo foi separada por HPLC usando
uma coluna C-18 e sistema de tampéao de TFA/MeCN padrdo. O mapa
de peptideo resultante foi comparado com aquele de hGH derivatizado
e fragbes com tempos de retencédo diferentes foram coletadas e
analisadas mais usando espectrometria de massa Maldi-tof.

Pagina de SDS:

[000507] Eletroforese em SDS gel de poliacrilamida foi realizada
usando géis NUPAGE 4% - Bis-Tris 12% (Invitrogen NP0321BOX). Os

géis Foram tingidos com prata (Invitrogen LC6100) ou tingidos com

Coomassie (Invitrogen LC6065) e em que relevante também tingidos
com relacdo a PEG com iodeto de bario conforme descrito por M.M.
Kurfurst em Anal. Biochem. 200(2), 244-248 (1992).

Cromatografia de proteina:

[000508] Cromatografia de proteina foi realizada em um sistema
cromatografico Akta Explorer e colunas da GE Health Care. Troca de
anion foi feita usando uma coluna Q-Sepharose HP 26/10. Tampé&o de
partida era tampdo de trietanolamina 20 mM pH 8,5 e tampé&o de
eluicdo era tampdo de partida + NaCl 0,2M. Os compostos foram
tipicamente eluidos com um gradiente de tampéao de eluicdo de 0-75%
em volumes de 15 colunas. Retirada de sal e troca de tampao foram
realizadas usando uma coluna HiPrep 26/10.

Teste de TNBS

[000509] Uma solucdo de DIPEA 10% em DMF (solugdo 1) e uma

solucdo de TNBS aquoso 1M (solucéo 2) foram preparadas. Algumas

contas de resina foram postas em um tubo de teste pequeno e 1-3
gotas de cada solucdo foram adicionadas. Ap0s uma mistura curta a

mistura foi deixada em temperatura ambiente por 10 minutos e as
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contas inspecionadas. Contas intensamente laranjas ou vermelhas
indicam resultados positivos (isto €, presenca de aminas livres); contas
amarelas ou ligeiramente laranjas indicam levemente positivo e contas
incolores séo negativas.

Célculo de LogP

[000510] Valores de LogP podem ser calculados como mLogP e/ou
cLogP para a parte de ligante de albumina e/ou a parte de espacador
hidrofilico usando algoritmos publicados (J. Am. Chem. Soc., 86, 5175-
5180, (1964) "A New Substituent Constant, 0, Derived from Partition
Coefficients", C. A. Lipinski e outros. Advanced Drug Delivery Reviews,
23, 3-25 (1997), "Experimental and Computational Approaches to
Estimate Solubility and Permeability in Drug Discovery and
Development Settings" e |. Moriguchi, S. Hirono, I. Nakagome, H.
Hirano, Chem. and Pharm. Bull., 42, 976-978, (1994) "Comparison of
Reliability of logP Values for Drugs Calculated by Several Methods".
Aqui clogP - Pomona College logP (coeficiente de divisdo de
octanol/agua) € calculado com Sybyl 7.0 da Tripos

(http://www.tripos.com) verséo 4.2 do algoritmo clogP e versao 22 de

seu banco de dados de fragmento associado conforme provido pela

BioByte Corp (http://www.biobyte.com/).

Preparacdo de ligantes de albumina

Exemplo 1
4-(1H-Tetrazol-16-il-hexadecanoilsulfamoil)butanoil-OEG-yGlu-yGlu-

OEG-N¥(C(O)CH2Br)Lys-OH (1):

N—N o Q0 o O -OH Oy OH o
'\/‘/ W /\\S/ N\° N i N O\/?k j/ /”\/Br
\N s u u \/\O/YNI\/‘LH N\/\O/\/ u ',,/\/\u
H
© o OH °

[000511] O composto (I) foi sintetizado em apoio sélido de acordo
com o esquema 1, em escala de 1 mM usando quimica de peptideo F-
moc padrdo em um sintetizador ABI433. O peptideo foi montado em

uma resina Fmoc-Lys(MTT)-Wang usando aminoacidos protegidos
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com Fmoc-OEG-OH e Fmoc-Glu-OtBu. Acido 4-(16-1H-tetrazol-5-il-
hexadecanoilsulfamoil)butirico foi acoplado manualmente usando
DIC/NHS em DCM/NMP, 2 equivalentes da noite para o dia, teste
TNBS mostrou que a reacdo estava completa. A resina foi entdo
tratada com 50 mL de DCM/TFA/TIS/agua (94:2:2:2) em uma
disposicéo de fluxo até que a cor amarela desapareceu, ~20 minutos,
seguido por lavagem e neutralizacdo com DIPEA/DMF. Acido
bromoacético (4 mM) em DCM/NMP (1:1) foi ativado com uma mistura
de 1 mM de NHS e DIC, filtrado e adicionado a resina com adicdo de
mais 1 mM de DIPEA. Apo6s 1 hora a reacéo estava completa. A resina
foi tratada com 80 mL de TFA/TIS/agua (95:2,5:2,5) por 1 hora.
Evaporada com uma corrente de N2, precipitada através da adicdo de
Et:O e lavada com Et:O e seca. O produto bruto foi purificado em
HPLC preparativa (2 rodadas), com um gradiente de 30-80%, TFA 0,1
/| MeCN contra TFA 0,1% em agua. Fracbes foram coletadas e
liofilizadas com MeCN ~50% dando o composto (I).
TOF-MS: massa 1272,52 (M+1)

®NH ) pericine ) Piperid e ) Piper 0 Oy ° o O\I/\/\
H
oy —————— Han Nonorn o b M
NH o ) o o% ) o o{» \ °
F o~ ON i oH Fmoc o e
) o o N N
H o] H o
BLDIC, NMP 08, DI
Piperc
) Pipeic ) Piperiir */ ®
N—N 00 o 00 00
N i N-N 000 o N i NP P! N i L\A
R , °
2 om0~ O Aoy 2 WNS\/\) \NWd WO o N N N~ Oy e
M 134 OoH H H ° H ° H H
HOB, DIC, NMP o )T\

MMMMMMM

EXEMPLO 2

[000512] De uma maneira similar aquela descrita no Exemplo 1

acima o composto que segue foi preparado usando Fmoc-Lys(Mtt)-OH
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e Resina Wang.

(e}

Ho/ﬂ\v/”\v/A\V/A\V/A\V/A\v/“\v/“\ﬂ/H;I:A\V/A\v/H\H/A\&

TOF-MS: massa 536,52 (M+1)
Exemplo 3
[000513] De uma maneira similar aquela descria no Exemplo 1 acima
0 composto que segue foi preparado usando Fmoc-Lys(Mtt)-OH e

Resina Wang.

o

H i q R
HO N\[\)kN/\/O\/\o/ﬁ( I\/\/ T(\Br
H
o o
o >o 0~ ~OH
)

° H
TOF-MS: massa 810,80 (M+1)
Exemplo 4
[000514] De uma maneira similar aquela descria no Exemplo 1 acima
0 composto que segue foi preparado usando Fmoc-Lys(Mtt)-OH e
Resina Wang.

o)
W _OH

(0] ﬁ H O ° o (0]
HOYVM k‘/“‘ NIM J\/Bf
N H N
o O 67> oH ’
TOF-MS: massa 844,84 (M+1)
Exemplo 5
[000515] De uma maneira similar aquela descria no Exemplo 1 acima

0 composto que segue foi preparado usando Fmoc-Lys(Mtt)-OH e

Resina Wang.

o o

H H H
/Q(N N/\/O\/\O/\H/N\/\o/\/o\/u\N NJ’\/Br
H H H
OH °

o
o]
H

TOF-MS: massa 1151,27 (M+1)

Exemplo 6
[000516] De uma maneira similar aquela descria no Exemplo 1 acima
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0 composto que segue foi preparado usando Fmoc-Lys(Mtt)-OH e
Resina Wang.

N—N o o o Oy, OH Oy OH o
LA g L 1t 4 DO
N - 0. o Br
N 3 H H/\/ \/\O/YNI\)LN N~ ™~ \)‘KH H
H
© 0% oH °

TOF-MS: mass 1272,30 (M+1)
Exemplo 7
[000517] De uma maneira similar aquela descria no Exemplo 1 acima
0 composto que segue foi preparado usando Fmoc-Lys(Mtt)-OH e

Resina Wang.

O OH
N i N i I/\/\ i
HOMN N/\/O\/\O/YN\/\O/\/O\)'LN N)K/Br
14
o) P H o H H
0 (e] OH

TOF-MS: mass 984,01 (M+1)
Exemplo 8
[000518] De uma maneira similar aquela descria no Exemplo 1 acima
0 composto que segue foi preparado usando Fmoc-Lys(Mtt)-OH e
Resina Wang.

O OH
HOWHNO\/\O/TH\/\O/\/O\/[?\NIMH/[?\/&

TOF-MS: massa 882,95 (M+1)
Exemplo 9
[000519] De uma maneira similar aquela descria no Exemplo 1 acima
0 composto que segue foi preparado usando Fmoc-Lys(Mtt)-OH e

Resina Wang.

(0] OH
o o
N/NY\/\/\/\/\/\/\/\H/H\/\O/\/O\/H\NI/\/\N/U\/Br
“N— NH o H H
TOF-MS: massa 782,74 (M+1)

Exemplo 10
[000520] De uma maneira similar aquela descria no Exemplo 1 acima

0 composto que segue foi preparado usando Fmoc-Lys(Mtt)-OH e
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Resina Wang.

o

— o OH

NN o o,0 o

. s~ N o N H
NS N N N NN N N

N 13 H N T [ Br
07 ToH o o
07" “oH
1

TOF-MS: mass 1127,14 (M+1)
Exemplo 11
[000521] De uma maneira similar aquela descria no Exemplo 1 acima
0 composto que segue foi preparado usando Fmoc-Lys(Mtt)-OH, &cido

iodoaceético e Resina Wang.

N— [0}

N o o, Io 0. OH o
N N~ N N NN N N
© on °o OH °
)

TOF-MS: massa 1174,14 (M+1)
Exemplo 12
[000522] De uma maneira similar aquela descria no Exemplo 1 acima
0 composto que segue foi preparado usando Fmoc-Lys(Mtt)-OH, acido

cloroacético e Resina Wang.

\W/V\AI/\(I\A/\/\/\WIWYO
TOF-MS: massa 1061,89 (M+1)

Exemplo 13
(19-carboxinonadecanoil)-Thx-yGlu-Glu-N-{3-[2-(2-{3-[3-malimido-

propionilamino]propoxiletoxi)etdxilpropilt amida (1)

y

0% oH ° (1)
[000523] Resina de 2-clorotritila (2,0 g, 2,6 mmoles) foi inchada em
DMC por 0,5 hora. Uma solucédo de 4,7,10-trioxa-1,13-diamina em
DCM (30 mL) foi adicionada. A resina foi agitada em temperatura
ambiente por 1 hora. A resina foi lavada uma vez com DCM, entéo foi
adicionada uma solucdo de DIPEA:MeOH:DCM (15 mL:15 mL:20 mL).

A resina foi agitada por 0,5 hora, entdo lavada trés vezes com DCM.
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Fmoc-Glu(OtBu)OH, Fmoc-Glu-OtBu e FmocThexOH foram entéo
acoplados sequencialmente através de quimica de peptideo padréo
como segue: Uma solucao de 0,5 M de cada Fmoc-AA-OH/DIC/HOBt
em NMP (11,7 mL) — foi misturada e apds 2 minutos adicionada a
resina. A resina foi agitada por 45 minutos em temperatura ambiente e
entdo lavada com 5xNMP e b5xDCM. Uma solucdo de
Ac20/DIPEA/NMP (1:1:5) foi adicionada e a resina foi agitada em
temperatura ambiente por 10 minutos. A resina foi lavada (5xNMP e
5xDCM). A resina foi entdo tratada com piperidina 30% em NMP por
2x10 minutos e finalmente lavada com 5xXNMP e 5xDCM. O peptideo
foi entdo adicionado a uma solucdo 0,25 M de eicosanodiacido (6
equivalentes) contendo HOAt 0,125M (3 equivalentes), DIC 0,125M (3
equivalentes) e lutidina 0,125M (3 equivalentes). A resina foi agitada
em temperatura ambiente por 2 horas seguindo por lavagem com
5XNMP e 8xDCM. O produto foi clivado da resina usando TFA 10%-
DCM por 20 minutos. A resina foi filtrada e tratada mais uma vez com
TFA 10%-DCM por mais 20 minutos. Os filtrados combinados foram
coletados e evaporados até secagem.

[000524] O produto seco acima foi dissolvido em DMF (6 mL) e
adicionado acido 3-maleimidopropionico ativado com TSTU (pré-
preparado através de reacdo de TSTU com acido 3-
maleimidopropiénico em DMF (2 mL) por 45 minutos) e DIPEA (200
uL). A mistura foi agitada em temperatura ambiente por 1 hora. A
mistura de reacéo foi evaporada até secagem e o residuo dissolvido
em TFA 95%-agua Milli-Q e agitado em temperatura ambiente por 20
minutos. A mistura foi evaporada até secar. Ao residuo foi adicionado
um minimo de agua para precipitar o solido. O precipitado foi filtrado e
recristalizado a partir de MeCN. Os os cristais foram coletados e
lavados extensivamente com Et>O dando o composto (II) como um

sélido branco.
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TOF-MS: massa 1094,39 (M+1).

Exemplo 14

[000525] De uma maneira similar aquela descrita no Exemplo 1
acima e mostrado no esquema 2 abaixo 0 composto que segue foi
preparado usando resina de Boc-Gly-PAM como material de partida e
acido  mono-terc-butil-eicosanoico, acido 4-Boc-aminobenzoico,
aminoacidos protegidos com Fmoc-Thx-OH, Fmoc-OEG-OH, Fmoc-
Glu(O-t-Bu)-OH, Fmoc-Glu(OH)-t-Bu. Apés desprotecdo leve, o
produto de peptideo foi clivado a partir da resina usando 2,2-
dimetoxietilamina seguido por desacetilagdo usando TFA que forneceu

ligante de albumina (1V).

(¢) OH
(0] (@)
HOWN o o
oo q s 0 K_cHo

N \/\O/\/ 2N/\n/ ~—
H H

] o o

HO (@]

(V)
TOF-MS: massa 1128,38 (M+1)
Esquema 2:
1) TFA 1) Fmoc-OEG-OH 1) Fmoc-OEG-OH 1) Fmoc-Glu(Ot-Bu)-OH
Boc-Gly-PAM ————  H,N-Gly-PAM H,N-OEG-OEG-Gly-PAM ——————————  NH,-GIu-OEG-OEG-Gly-PAM
2) DMF HOBL, DIC, NMP HOB, DIC, NMP HOBL, DIC, NMP

2) Piperidine 2) Piperidine 2) Piperidine

1

HN 1) t-BuOC(0)-C18-COOH
1) Fmoc-GIUOH)-OBU ) 4Glu-Glu-OEG-OEG-Gly-PAM ° ? /mNH—gGIu—GIu—OEG—OEG—GIy—PAM S EEE———
HOBL, DIC, NMP

HOB, DIC, NMP HOBY, DIC, NMP o
2) Piperidine 2) Piperidine 2) TFA, TIS, H,0
1) HQN/\rO\
O\
HOOC’Cl&C(O)'NH/\O\( NH-gGIU-Glu-OEG-OEG-Gly-PAM =~ ———————> HOOC-C18-C(O)-N H/\O\( NH-gGlu-Glu-OEG-OEG-Gly-NHCH,CHO
1S CHCl, X
450°C, 20 hrs
2) TFA

[000526] De uma maneira similar aquela descrita no Exemplo 14
acima o composto que segue foi preparado usando resina de Boc-Gly-
PAM como material de partida e acido mono-terc-butil-eicosanoico,
acido 4-Boc-aminobenzoico, aminoacidos protegidos com Fmoc-Thx-
OH, Fmoc-OEG-OH, Fmoc-Glu(O-t-Bu)-OH, Fmoc-Glu(OH)-t-Bu. Apds

desprotecéo leve, o produto de peptideo foi clivado a partir da resina
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usando 2,2-dimetoxietilamina seguido por desacetilacdo usando TFA
gue forneceu ligante de albumina (V).

n=0

OH

-

o] | o o)
i °f o N H
N
HOWN NN ~ o N N.__CHO
H o H H
o o
0~ OH 07 SoH

V)

TOF-MS: Rt = 15,2 minutos, massa = 967,11 (M+1)
Exemplo 16
[000527] De uma maneira simliar aquela descrita no Exemplo 14
acima o composto (VI) foi preparado usando Fmoc-Lys(Mtt)-resina
Wang como material de partida e acido mono-terc-butil-
octadecanodioico, aminoéacidos protegidos com Boc-Ser(t-Bu)-OH,
Fmoc-OEG-OH, Fmoc-Glu(O-t-Bu)-OH e Fmoc-Cys-OH oxidado. O
produto de peptideo foi clivado a partir da resina usando TIS 2,5%,
HO 2,5% em THF por 3 horas e purificado atraves de HPLC
preparativa:

Coluna: C18 2 cm

Eluente A: TFA 0,1% Agua Milli-Q

Eluente B: TFA 0,1% i MeCN

% de B inicial: 40%

% de B final: 75%

Gradiente: 5 minutos com MeCN 10%, 5-10 minutos até %
de B inicial durante 51 minutos, 5 minutos com % de B final + MeCN
10% aproximadamente 1 hora
[000528] As fracdes foram analisadas através de LC-MS-TOF.
[000529] As fracOes desejadas foram coletadas, agrupadas e

liofilisadas dando o composto (VI)
EN
|

OH
/
S
(0] (0] | (0] NH,
°X o N N
HO ” N N/\/ \/\OA“/
H H

o (0] (@] OH

o OH (0] OH

(VD)
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TOF-MS: Rt = 6,3 min, massa = 955,1 (M+1)
Oxidacao de (VI):
Solucéo de MTP:

3-Metil-tio-1-propanol (290 mg) dissolvido em 4 mL de
HEPES 25 mM , pH 7,00

Solucdo de periodato:

96 mg de NalOs dissolvidos em 2 mL de agua Milli-Q
[000530] A uma solucdo composto (VI) em agua Milli-Q (1 mL) foram
adicionadas solugcao de MTP (3,6 mL) + solucéo de periodato (560 pL)
e o pH foi ajustado para 9,5 com uma gota de NaOH 1N. O frasco de
reacdo foi coberto com folha de estanho e agitado por 1 hora em
temperatura ambiente. Uma porcéo adicional de solucdo de periodato
(560 pL) foi adicionada e a mistura de reacéo foi deixada por 4,5 horas
em temperatura ambiente. A mistura resultante foi passada por duas
colunas de NAP, para ficar livre de NalOs. As colunas foram pre-
lavadas com HEPES 25 mM (5 x 2,5 mL) pH = 7,0. A amostra (2,5 mL)
foi aplicada em cada coluna e eluida com 3,5 mL de HEPES 25 mM,
pH =7,0. 2 x 3,5 mL foram agrupados em total de — 10,5 mL contento
ceto-aldeido (VII) que foram usados diretamente para conjugacao com

um analogo de GH.

o

%/OH

o} I o
Q O H H H
How N " NN O N N\ CHO
2 N N \”/
¢} e} o
o) OH o OH

(VI

TOF-MS: massa = 924,08 (M+1)

Exemplo 17
4-(1H-Tetrazol-16-il-hexadecanoilsulfamoil)butanoil-OEG-yGlu-yGlu-

OEG-Né(4-aminobenzoil)Lys-NH» (VIII):

OsNH,

N—N 0o 00 o Oy_OH
L) SN § R P A
S H H

N i (e]

\NWH NN~ ~"o N N N\/\O/\/O\)\N N

H
H IS H i H H
07 oH NH,

(v
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[000531] O composto (VIII) foi sintetizado em apoio sélido de acordo
com o esquema 3. Resina-Rink-Amida protegida com Fmoc (2,2 g, 0,6
mMol/g) foi pesada em um frasco. A resina foi inchada com NMP (3 x
30 mL) por 2 horas. A resina foi agitada com piperidina 25% em NMP
(30 mL) por 10 minutos. A resina foi drenada e tratada com piperidina
25% em NMP (30 mL) por 1 hora seguido por drenagem e lavagem
com NMP (6 x 30 mL). Fmoc-Lys(Mtt)-OH e HOBt foram pesados em
um frasco, dissolvidos em azul de bromofenol em NMP (30 mL, 0,5
mM). Esta solucéo foi adicionada a resina drenada acima seguido pela
adicdo de DIC. A reacdo foi agitada em temperatura ambiente por 21
horas. A resina foi seca e lavada com NMP (6 x 30 mL) seguido por
lavagem com DCM (3 x 30 mL). A resina foi tratada com
hexafluorisopropanol (20 mL) por 10 minutos. Agitagdo por 10 minutos.
A resina foi drenada e lavada com DCM (3 x 30 mL). A resina foi
tratada com hexafluorisopropanol (20 mL) por 10 minutos novamente e
agitada por 10 minutos. A resina foi drenada e lavada com DCM (3 x
30 mL) seguido por drenagem e lavagem com NMP (3 x 30 mL). Acido
4-(Boc-amino)benzoico e HOBt foram pesados em um frasco,
dissolvidos em azul de bromo fenol em NMP (30 mL, 0,5 mM). Esta
solucéo foi adicionada a resina drenada acima seguido pela adicéo de
DIC. A reacao foi agitada em temperatura ambiente. A resina foi seca
e lavada com NMP (6 x 30 mL). A resina foi agitada com piperidina
25% em NMP (10 mL) por 10 minutos. A resina foi drenada e tratada
com piperidina 25% em NMP (10 mL) por 1 hora seguido por
drenagem e lavagem com NMP (6 x 15 mL). Fmoc-OEG-OH e HOBt
foram pesados em um frasco, dissolvidos em azul de bromo fenol em
NMP (15 mL, 0,5 mM). Esta solucdo foi adicionada a resina drenada
seguido pela adicdo de DIC. A reacdo foi agitada em temperatura
ambiente por 23 horas. A resina foi drenada e lavada com NMP (6 x 15

mL). A resina foi agitada com piperidina 25% em NMP (10 mL) por 10
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minutos. A resina foi drenada e tratada com piperidina 25% em NMP
(10 mL) por 1 hora seguido por drenagem e lavagem com NMP (6 x 15
mL). Fmoc-Glu-O-t-Bu e HOBt foram pesados em um frasco,
dissolvidos em azul de bromo fenol em NMP (15 mL, 0,5 mM). Esta
solucéo foi adicionada a resina drenada seguido pela adicdo de DIC. A
reacao foi agitada em temperatura ambiente por 18 horas. A resina foi
drenada e lavada com NMP (6 x 15 mL). A resina foi agitada com
piperidina 25% em NMP (10 mL) por 10 minutos. A resina foi drenada
e tratada com piperidina 25% em NMP (10 mL) por 1 hora seguido por
drenagem e lavagem com NMP (6 x 15 mL). Fmoc-Glu-O-t-Bu e HOBt
foram pesados em um frasco, dissolvidos em 15 ml de azul de bromo
fenol 0,5 mM em NMP. Esta solucéo foi adicionada a resina drenada
seguido pela adicdo de DIC. A reacdo foi agitada em temperatura
ambiente por 18 horas. A resina foi drenada e lavada com NMP (6 x 15
mL). A resina foi agitada com piperidina 25% em NMP (10 mL) por 10
minutos. A resina foi drenada e tratada com piperidina 25% em NMP
(10 mL) por 1 hora seguido por drenagem e lavagem com NMP (6 x 15
mL). Fmoc-OEG-OH e HOBt foram pesados em um frasco, dissolvidos
em azul de bromo fenol em NMP (15 mL, 0,5 mM). Esta solucéo foi
adicionada a resina drenada seguido pela adicdo de DIC. A reacéao foi
agitada em temperatura ambiente. A resina foi drenada e lavada com
NMP (6 x 15 mL). A resina foi agitada com piperidina 25% em NMP
(10 mL) por 10 minutos. A resina foi drenada e tratada com piperidina
25% em NMP (10 mL) por 1 hora seguido por drenagem e lavagem
com NMP (6 x 15 mL).

[000532] Acido 4-(16-1H-tetrazol-5-il-hexadecanoilsulfamoil)butirico e
HOBt foram pesados em um frasco, dissolvidos em azul de bromo
fenol em NMP (15 mL, 0,5 mM). Esta solucéo foi adicionada a resina
drenada seguido pela adicdo de DIC. A reacdo foi agitada em

temperatura ambiente por 21 horas. A resina foi drenada e lavada com
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NMP (6 x 15 mL) seguido por drenagem e lavagem com DCM (6 x 15
mL). A resina foi clivada com uma msitura de TFA 95% em agua (10
mL) + DCM (0,25 mL) e TIS (0,25 mL). A resina foi agitada por 2 horas
em temperatura ambiente e filtrada em Et.O gelado (75 mL). O
precipitado resultante foi isolado através de centrifugacdo seguido por
lavagem com Et.O (3x) e seco a vacuo por 48 horas dando o 300 mg
de composto bruto (VIII).

[000533] O composto (VIII) bruto foi purificado em HPL preparativa
(GILSON), MeCN 30->80%. As fracdes agrupadas foram evaporadas
até secar e o residuo dissolvido em H>O/MeCN 1:1 e seco por

congelamento da noite para o dia fornecendo 170 mg do composto

(VIII).
TOF-MS: Rt = 4,7 minutos, massa 1268,71 (M+1)
Esquema 3
y L )
FC” CR, 1 \*/
®\NH 2) HOJ\Q @ rrrrr I/Won

Z H\ i I/\/\
o Mitt B — HN -~ /\/ \)k
HOBt, DIC, NMP

N HOB, DIC, NMP
3) Piperidine Boc 5 Piperidine
H
4) me/”\/\o’\/o\)L

5) Plperldlne

o
o, Lw Ll
N\/\ /\/
HOBt, DIC, NMP HOB, DIC, NMP

2) Piperidine 2) Piperidine

HOBt, DIC, NMP

HN/\/\/\WI\)LLWN\/\/\/\)LIMJKQ\

2) TFA

(Vi

Exemplo 18
[000534] De uma maneira similar aquela descrita no Exemplo 17

acima o composto que segue foi preparado usando Fmoc-Lys(Mtt)-OH
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e Resina Wang.

Ox_-OH Ox_-OH
N H H i H o I/\/\ o
N N N N N\/\O/\/O\)\ N N
NG/ 13 S H H H
N—N 07 ~oH o NH,
)

0 0o o

TOF-MS: massa 1124,33 (M+1)

Exemplo 19
[000535] De uma maneira similar aquela descrita no Exemplo 17

acima o composto que segue foi preparado usando Fmoc-Lys(Mtt)-OH

e Resina Wang.

Oy OH
o o
w NH,
HO N o o
N \/\O/\/ > N/Y
o " é "o o
/
HO™ ~O 07 NH,

)

TOF-MS: massa 1333,64 (M+1)

Exemplo 20
[000536] De uma maneira similar aquela descrita no Exemplo 17

acima o composto que segue foi preparado usando Fmoc-Lys(Mtt)-OH

e Resina Wang.
SURB Y Y X G
B f R 0
[¢] OH 2
)

TOF-MS: massa 1320,67 (M+1)

Exemplo 21
[000537] De uma maneira similar aquela descrita no Exemplo 17

acima o composto que segue foi preparado usando Fmoc-Lys(Mtt)-OH

e resina Rink amida.

HO (0]
o o]
NH,
HO 16 N o
: N N o N N
H \/\o/%\/ M
(o] o o [e]
o OH [¢] NH,
’

TOF-MS: massa 2114,64 (M+1)

Exemplo 22
[000538] De uma maneira similar aquela descrita no Exemplo 17

acima o composto que segue foi preparado usando Fmoc-Lys(Mtt)-OH
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e resina Rink amida.
HO (o] (o) OH
(@] (o]
[e] NH
le] N e) e} e} 2 o)
H WH/\OYHI\/‘LN/&H N&HWONO\H\NIMN)KQ\
H H 2H H
%00 © © NH,
HO (o] ,

TOF-MS: massa 1534,82 (M+1)

Exemplo 23
[000539] De uma maneira similar aquela descrita no Exemplo 17

acima o composto que segue foi preparado usando Fmoc-Lys(Mtt)-OH

e resina Rink amida.

o NH,
o [e]
o N O\/lL]\
H

Y‘[\/}M \/\o/\/ >N N

H H
(@]
NH,
)

(o]

TOF-MS: massa 823,05 (M+1)

Exemplo 24
[000540] De uma maneira similar aquela descrita no Exemplo 17

acima o composto que segue foi preparado usando Fmoc-Lys(Mtt)-OH

e Resina Wang.
Os~_ _OH O NH,
I I N I I/\A i
HOWHMN\/\O/\/OV&};H N
[¢]
NH,

TOF-MS: massa 980,22 (M+1)

Exemplo 25
[000541] De uma maneira similar aquela descrita no Exemplo 17

acima o composto que segue foi preparado usando Fmoc-Lys(Mtt)-OH

e resina Rink amida.

[e) NH,
(o] (o]
H O\/‘H\
HO

M \/\O/\/ >N N

H H
O (6]
NH,
’

TOF-MS: massa 851,10 (M+1)
Exemplo 26
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[000542] De uma maneira similar aquela descrita no Exemplo 17
acima o composto que segue foi preparado usando Fmoc-Lys(Mtt)-OH
e resina Rink amida.

N—N o 0,0 o Oy OH OxNH,
s H H
N - o
\qu NN~ ~o N N N\/\O/\/O\)KN N
H H H H H
o o NH,
2
1

TOF-MS: massa 1258,51 (M+1)
Exemplo 27
[000543] De uma maneira similar aquela descrita no Exemplo 17
acima o composto que segue foi preparado usando Fmoc-Lys(Mtt)-OH
e Resina Wang.

N—N 0 00 o Oy__OH O OH
J ) \\II\/\)L ' i I/\/\ i
S H H
N - [e]
\NWH N ~o N N N\/\o/\/o\)KN N
H H H H H
o o NH,
2
)

TOF-MS: massa 1269,49 (M+1)
Exemplo 28
[000544] De uma maneira similar aquela descrita no Exemplo 17
acima o composto que segue foi preparado usando Fmoc-Lys(Mtt)-OH

e resina Rink amida.

n=0

OH

-

o NH,
Lk\}/i y H I I/\A I
o OH NH,
)

o

TOF-MS: massa 841,04 (M+1)
Exemplo 29
[000545] De uma maneira similar aquela descrita no Exemplo 17
acima o composto que segue foi preparado usando Fmoc-Lys(Mtt)-OH

e resina Rink amida.

o

\ _OH

-

(o}

s OsNH,
o o o}
0 O H
w N |
HO N N
¥ H H H
o s%°
i1~ oH NH,
)

TOF-MS: massa 863,07 (M+1)
Exemplo 30
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[000546] De uma maneira similar aquela descrita no Exemplo 17
acima o composto que segue foi preparado usando Fmoc-Lys(Mtt)-OH
e resina Rink amida.

H
oxl.

[PXe}
O _NH,
W N i L\A I
HO ~ H I\/LH H)b\
0 (o] OH NH2
)

TOF-MS: massa 855,07 (M+1)
Exemplo 31
[000547] De uma maneira similar aquela descrita no Exemplo 17
acima o composto que segue foi preparado usando Fmoc-Lys(Mtt)-OH
e resina Rink amida.

[e]
S

Ox

.0
Os__NH,
w N i L\A I
"o A N N
0 o] OH NHZ
1

TOF-MS: massa 883,12 (M+1)

Exemplo 32
[000548] De uma maneira similar aquela descrita no Exemplo 17

H
z

acima o composto que segue foi preparado usando Fmoc-Lys(Mtt)-OH

e resina Rink amida.

TOF-MS: massa 1123,35 (M+1)
Exemplo 33

[000549] De uma maneira similar aquela descrita no Exemplo 17
acima o composto que segue foi preparado usando Fmoc-Lys(Mtt)-OH

e resina Rink amida.

HO.__O O NH,
o
Ho)ﬁ( M I\)KN/\/ ~ oy ﬂ“‘ — o~ N N)K©\
12 H H H H
) o ) o
0% >oH NH,
’

o} OH

TOF-MS: Rt = 4,7 min, massa 1267,45 (M+1)
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Exemplo 34
[000550] De uma maneira similar aquela descrita no Exemplo 17

acima o composto que segue foi preparado usando Fmoc-Lys(Mtt)-OH

e resina Rink amida.
Q o o0 o o Ox-OH o ojﬂw °
oI H/SMHAMWH;MHT\AW“wONOJ\N ”J\Q
0 o= >on o N,

TOF-MS: massa 1310,67 (M+1)
Exemplo 35
[000551] De uma maneira similar aquela descrita no Exemplo 17
acima o composto que segue foi preparado usando Fmoc-Lys(Mtt)-OH

e resina Rink amida.

o o Ox-OH o © NH, o
RIOU g : X
; N \/\O/YN N N\/\o/\/o N N
H i H s H H
° 15 o7 ToH NH,
o=s

I
OH

Iz /

TOF-MS: massa 1308,58 (M+1)
Exemplo 36
[000552] De uma maneira similar aquela descrita no Exemplo 17
acima o composto que segue foi preparado usando Fmoc-
Glu(ODmab)-OH e resina de cloreto de 2-cloraotritila.

Ox OH NH,
/7 - H H N
N\NWN,S\/\/”\N%N N N\/\O/\/O\)\H/\/
H ; H 0 g7~on °© °

TOF-MS: massa 1235,56 (M+1)
Exemplo 37
[000553] De uma maneira similar aquela descrita no Exemplo 17
acima o0 composto que segue foi preparado usando Fmoc-

Glu(ODmab)-OH e resina de cloreto de 2-clorotritila.

o o
— e} N
7 H N> \/\O/\(N N N\/\O/\/O\)\N/\/
HO H N H
0 o >on 0

NH,

o

TOF-MS: massa 1173,40 (M+1)

Exemplo 38
[000554] De uma maneira similar aquela descrita no Exemplo 17
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acima o composto que segue foi preparado usando Fmoc-Lys(Mtt)-OH

e resina de Rink amida.
o o © OH o OII\E\/\ o
HOWNMH H)n

TOF-MS: massa 703,93 (M+1)
Exemplo 39
[000555] De uma maneira similar aquela descrita no Exemplo 17
acima o composto que segue foi preparado usando Fmoc-Lys(Mtt)-OH

e resina de Rink amida.

Ol _NH,
o o
N
0
M N N
H H
o
0% >oH N,
1

TOF-MS: massa 689,90 (M+1)
Exemplo 40
[000556] De uma maneira similar aquela descrita no Exemplo 17
acima o composto que segue foi preparado usando Fmoc-

Glu(ODmab)-OH e resina de cloreto de 2-cloraotritila.

o O OH

At AT Aot 29V

TOF-MS: massa 1182,34 (M+1)

Exemplo 41
Acido 17-[(S)-3-(2-{2-[(2-{2-[(5-

aminopentilcarbamoil)metoxiletoxiletilcarba-moil)-

metoxiletoxiletilcarbamoil)-1-carboxi-propilcarbamoil]-heptadecanoico:

H
N\/\o/\/O\)L N/\/O\/\O/Y S~ NH,

e A

[000557] N-terc-butoxicarbonil cadaverina (24,3 g, 0,12 mmol) foi
adicionada a uma solucédo de acido 17-((S)-1-Carboxi-3-{2-[2-({2-[2-(2,5-

dioxo-pirrolidin-1-iloxicarbonilmetoéxi)-
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etoxi]etilcarbamoillmetdxi)etoxiletilcarbamoil}propilcarbamoil)-
heptadecanoico (100 mg; 0,12 mmol) e DIPEA (46,68 mg; 0,36 mmoal) em
THF (2,0 ml). A mistura de reacao foi agitada da noite para o dia em
temperatura ambiente e entdo concentrada in vacuo. O residuo foi
dissolvido em uma mistura de agua (5 ml) e THF (2 ml) e purificado
através de HPLC preparativa (coluna RP18). Fracbes contendo o produto
de acoplamento Boc protegido foram agrupadas e levadas para secagem.
O residuo foi dissolvido em TFA 50%-DCM (4 ml) e agitado por 1 hora em
temperatura ambiente, entdo concentrado in vacuo para prover 54 mg
(55%) do material titulo como seu sal do acido trifluoracético.
TOF-MS: massa 815,5 (M+1)
Preparacdo de compostos de ligac&o a albumina de GH:

Exemplo 42
[000558] O uso de uma transglutaminase para ligar uma alca a GH

foi anteriormente descrito no W02005/070468 e pode ser usado de
acordo com a presente invencdo para a ligacdo de um ligante de
albumina. A TGase usada € transglutaminase microbiana de
Streptoverticillium mobaraense de acordo com US5156956. Um
método geral é descrito na secdo Quimica | acima.

1. Acoplamento de composto de GH transaminado e
oxidado (I) com um ligante de albumina (ll)
[000559] A solucéo que segue foi preparada:

Tampao A: Trietanolamina (119 mg, 0,8 mmol) foi

dissolvida em agua (40 mL) e o pH ajustado para 8,5.
(A) Transaminacdao de hGH (lll) com 1,3-diamino-2-

propanol
NH,

OH

H,N.__O N0
OoH H
N LNk,

—N N— —_— —N N—
oH o5 H TG oH & H
ase
G|n40/141 G|n40/141
Il v
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[000560] Na etapa seguinte, GH transaminado (lll) é adicionado
periodato. A oxidacdo é tipicamente feita em temperatura baixa, tal
como 4-10° C durante 30 minutos opcionalmente no escuro. Periodato
pode oxidar residuos de metionina em GH nos seus residuos de
sulfoxido de metionina correspondentes. Para minimizar seu risco de
oxidacdo, tioéteres organicos de molécula pequena podem ser
adicionados durante oxidacdo do periodato. Um tioéter orgéanico
adequado é 3-metiltiopropan-1-ol, mas o versado na técnica sera
capaz de sugerir outros.
Oxidag&o do composto GH transaminado (1V):

NH,

H

}OH o

/i; Periodate /i;
TN TR oR TR
GIn40/141 Gln40/141
(Y |

[000561] Troca de tampado pode ser realizada a fim de obter uma
solucéo &cida requerida para reducéo eficiente de ciano boroidreto de
sodio. Tipicamente, um excesso de A-W-B1-NH2 amina € usado, e
cianoboroidreto de sédio pode ser adicionado em por¢cdes menores
com o tempo.

[000562] As solucdes que seguem foram preparadas:

Tampao A: Trietanolamina (119 mg, 0,8 mmol) foi

dissolvida em agua (40 mL) e o pH ajustado para 8,5.

Tampao B: 3-metiltiopropanol (725 mg, 7,1 mmoles) foi
dissolvido em Tampao A (10 mL).

Tampéo C: HEPES (5,96 g) foi dissolvido em agua (1,0 L) e
o pH ajustado para 7,0

Periodato: NalO4 (48,1 mg, 0,225 mmol) foi dissolvido em
agua (1,0 mL)
[000563] A uma solucdo de (IV) (10 mg, 0,5 pL) foi adicionado
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Tampéao B (0,2 mL) seguido pela solugéo de periodato (0,03 mL). Apos
20 minutos de incubacdo a frio a mistura € dialisada 4 vezes com
Tampao C. O residuo € concentrado para 1 mL.

(C) Aminacao redutiva de () com ligante de albumina (I1)
" v A

N._O
H
HN I
—N N— —N N—
H H

H H
o o NaCNBH, o o
G|n40/141 G|n40/141

| Vi

[000564] Ligante de albumina (Il) conforme descrito no Exemplo 17
até o Exemplo 40 pode ser usado.
[000565] A solucéao final de (B) (1 mL, 10 mg, 0,45 pmol (I)) foi
misturada com uma solucédo de ligante de albumina (I1) (2 mL, 10 mg,
0,3 pmol) em tampao HEPES 25 mM pH 7,0 e a mistura resultante foi
lentamente girada em temperatura ambiente por 1 hora. Apos 1 hora
NaCNBH3 (100 pL de uma solucdo de NaCNBH;s (20 mg) em agua (0,5
mL) foi adicionado em porcdes. A mistura € mantida em temperatura
ambiente no escuro por 18-24 horas.

A Ultima reacéo pode ser realizada como segue:
[000566] Uma solucéo de GH transaminado oxidado é adicionada a
uma solucdo de ligante de ligacdo a albumina em uma mistura de
AcOH (1,5 mL) e MES 50 mM (0,5 mL) em pH 6,00. A mistura de
reacao resultante é suavemente agitada em temperatura ambiente por
30 minutos, momento quando uma solucdo de NaCNBH3 (15 pL (22
mg de solucdo de NaCNBHs3 dissolvidos em 500 pL de agua Milli-Q +
AcOH (15 pL)) é adicionada. A amostra € coberta com folha de
estanho e agitada da noite para o dia em temperatura ambiente.
[000567] O conjugado pode ser isolado através de uma
cromatografia de troca de anion como segue: Acido acético € removido
através de troca de tampdo com agua pura (3X) usando dispositivos

Amicon Ultral5 (tubos Ultracel 10K) através de centrifugacdo a 4000
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rpm/min por 3 x 8 minutos. A mistura tem entdo tampao trocado para
TEA 20 mM, pH: 8,50 usando dispositivos Amicon Filter e diluida para
um volume final de 50 mL com TEA 20 mM, antes do seu
carregamento em uma coluna 26/10, HiLoad Q Sepharose. A coluna é
inicialmente lavada com TEA 20 mM, pH 8,5 (tampé&o A) e entéo eluida
com TEA 20 mM, NaCl 500 mM, pH 8,50 (tampédo B) usando um
gradiente de 0-100% (B) em 20 CV, com uma taxa de fluxo de 2
mL/min. As fragcdes agrupadas tiveram tampéo trocado 5 vezes para
tampdo de bicarbonato de aménio 10 mM em &gua pura usando
dispositivos Amicon Ultral5 (tubos Ultracel 10K) através de
centrifugagcao a 4000 rpm/min por 3 X 8 minutos.

[000568] Uso do ligante de albumina do Exemplo 18 vai resultar no
composto que segue 42.1

H
N.
2N g oo 9 ' OﬂY“ B n T weneneskc viss
N, -S. N. [¢] S~
\NWH \/\)’LHWNI\/LH T 0"~ H r
o
[e) OH

TOF-MS: massa 23301,63
[000569] O composto que segue foi preparado usando o ligante de
albumina do Exemplo 41

42.2

% H 40 141
H
N N ,N" "hGH
[¢] N\/\O/\/O\)LN/\/O\/\O/Y
H o}
(o]
HOY\/\/\/\/\/\/\/\)LN /O
o H on
2

TOF-MS: massa 23727,6245
[000570] A uma solucdo de hGH (1 mg, 45 nmol) e acido 17-[(S)-3-
(2-{2-[(2-{2-[(5-
aminopentilcarbamoil)metoxi]etoxi}etilcarbamoil)metoxiletoxiletilcarba
moil)-1-carboxi-propilcarbamoil]lheptadecanoico (2,10 mg; 2250 nmol)
em trietanolamina 20 mM (1000 ul; pH 8,5) foi adicionada TGase (0,12
nmol; Streptoverticillium mobaraense). A mistura de reacao foi

incubada a 25° C por 146 horas, com o que analogo de hGH duplo
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derivatizado da férmula acima foi obtido.
Exemplo 43

1. Acoplamento de um composto GH (I) N-
terminalmente com um ligante de albumina (V)

(A) Alquilacdo redutiva de (I) com um aldeido de ligante
de albumina (V)

A-W-B—CHO
(V)
H,N N— EE——

o H NaCNBH,
Phet!

0] (V1)

[000571] O processo de derivatizacdo conforme mostrado acima
utiliza um ligante de ligacdo a albumina A-W-B em que B tem uma
funcionalidade aldeido terminal. Conjugacéo de hGH com A-W-B-CHO
ocorre através de alquilagao redutiva (hGH — VI). Alquilagao redutiva
e exemplificada aqui e é bem reconhecida na técnica e resulta em
compostos hGH modificados na posicao N-terminal.

Ligante de albumina (IV) foi obtido conforme descrito no
Exemplo 14.

Sintese de  2-(Cuodiacido-Trx-yGlu-Glu-OEG-OEG-Gly-
Glicino amida)-etil-N*'-hGH [Q84C, Y143C]

43.0

o ° O, OH
How
I\A” o TN 7 ONeL hGH [Q84C, Y143C]
o) (o) o
HO (]

[000572] hGH[Q84C, Y143C] (23 mg) foi dissolvido em tampé&o de
HEPES (2,3 mL 0,25 mM pH 7,0). Czodiacido-Trx-yGlu-Glu-OEG-OEG-
Gly-Gly-dimetilacetal (2 mg, vide Exemplo 14 acima) foi tratado com
TFA (50 pL) por 60 minutos e evaporado até secagem a vacuo. O
residuo foi retirado com EtOH (200 pL) e evaporado até secar a vacuo.

O residuo foi dissolvido em DMF (100 uL) e adicionado a solucédo de
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hGH. Um precipitado foi formado e redissolvido através da adi¢cdo de
DMF (1 mL). Apés 1 hora uma solucdo de NaCNBH3 (20 mg, em 0,5
mL de MeCN (230 pL)) foi adicionada em porgcdes e deixada por 20
horas. A reacao foi extinta através da adicdo de AcOH (2 mL) e diluida
com agua para um volume total de 20 mL e purificada em HLC
preparativa em uma coluna C18 com um gradiente de TFA 0,1% em
MeCN de 40-80% contra TFA 0,1% em &gua. O ultimo pico de eluicao
foi coletado, diluido de a partir de MeCN 70% a 10% com agua e
liofilizado dando 4,51 mg de 2-(Cxdiéacido-Trx-yGlu-Glu-OEG-OEG-
Gly-Glicino amida)-etil-N"“1-hGH [Q84C, Y143C].

TOF-MS: Rt = 15,25 min, massa = 23150
[000573] De uma maneira similar aquela descrita acima o composto
gue segue foi preparado usando ligante de albumina do Exemplo 16.

43.1

o
W _OH

S
i SO
H H
HOWH NI\/L H/\/O\/\O/Y NI\/\/ N\n/\/Nul hGH [Q84C, Yl43C]
(¢] [e]
0~ OH 0~ “oH ©

TOF-MS: Rt = 15,2 min, massa = 23033
[000574] De uma maneira similar aquela descrita acima 0 composto
gue segue foi preparado usando ligante de albumina do Exemplo 15.
43.2

(o]
\_OH
i o
NG N N
HO TR N Oﬁ( I\)Luﬁ( “"\Ne1 hGH [Q84C, Y143C]
[e] (]
0~ "OH 07 Nom ©

TOF-MS: Rt = 15 min, massa = 22989,1
Exemplo 44

1. Acoplamento de um composto de GH (VII) tendo
uma cys unica livre interna com um ligante de albumina (VIII)

1) Liberacdo do GH de Cys livre (VII) através da
reducao de dissulfeto (VI) com um agente de reducdo seletivo

adequado
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2) Alquilacdo de GH de Cys livre (VII) com um ligante
de albumina ativado por halogénio (VIIl) fornecendo composto de GH
conjugado a Cys (IX)

A-W-B-Halo

[H (Vi)

(V1) (viy

44.1

[e] [¢]

(o) OH
HOWN ° o \I/\/\ o
H H H
/\OﬁfNI\*N/\/O\/\O/YN\/\O/\/O\)LN NMlOl hGH [L101C]
H H H
= oH (o]

2-(Caodiacido-Trx-yGlu-OEG-OEG-0Lys)-carbonilmetileno-
SLhGH[L101C].
Preparacdo de hGH[L101C] (VID):
[000575] hGH[L101C] conforme acima obtido tinha parte de sua

cisteina livre bloqueada com glutationa e cistamina. Desbloqueio foi

realizado enzimaticamente usando glutarredoxina 1l (Grx2) em um
tampdo de equilibrio contendo GSH e GSSG. hGH[101C]
desbloqueado foi separado de GSH/GSSG de peso molecular baixo
através de troca de tampéo em uma coluna Sephadex G25.
Conjugacéo de ligante de albumina (V1) com hGH[L101C] (VII):
[000576] Ligante de albumina do Exemplo 5 (78 mg, 5 equivalentes)
foi dissolvido em 170 mL de tampao de HEPES/EDTA com
hidroxipropil-B-ciclodextrina 5% e MTP (2,1 mL, 1%) e NaCl 0,5M (6,34

g) adicionados. A esta mistura foi adicionado hGH[L101C] concentrado

(1 equivalente, 46 mL) e a mistura foi deixada da noite para o dia em
temperatura ambiente. A solucao se tornou nebulosa da noite para o
dia. Como HPLC indicou material de partida n&o-reagido mais 5
equivalentes de ligante de albumina do Exemplo 5 dissolvidos em um

minimo de NMP foram adicionados. A mistura resultante foi agitada
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em temperatura ambiente por mais 16 horas.
Purificacéo:
Tampdes usados:

Tampéao A:
Trietanolamina 20 mM (TEA) + Etileno glicol 10%

5,96 g de trietanolamina

200 mL de etileno glicol

Agua MQ adicionada a 2L

pH ajustado para 8,5 com HC| 1N
Tampao B:
Trietanolamina 20 mM (TEA) + NaCl 1,0M + Etileno glicol 10%

5,96 g de trietanolamina

116,88 g de NaCl

200 mL de etileno glicol

Agua MQ adicionada a 2L

pH ajustado para 8,5 com HCI 1N

[000577] O tampao de reacdo foi mudado para tampdo de TEA A
com etileno glicol em uma coluna Sephadex em 3 rodadas:

Coluna: Sephadex 50/30 G25 fine

Tampao A:

Fluxo: 10 mL/min

Temp: RT (fracOes coletadas a 12° C)

Fracdes: 30 mL por fracéo
[000578] As fracOes foram coletadas, agrupadas e entdo purificadas
em uma coluna Sepharose Q:

Coluna: Sepharose Q 26/10 HP

Tampao A:

Tampao B:

Gradiente 1: Tampéo B 0-10% em 1 CV

Gradiente 2: Tampéo B 10-40% em 20 CV
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Gradiente 3: Tampéo B 40-100% em 1 CV

Fluxo: 8 mL/min

Temp: RT (fracdes coletadas em RT)

Fracdes: 5 mL por fragéo
[000579] FracOes desejadas foram coletadas, agrupadas e tampao
trocado para bicarbonato de aménio 10 mM pH 8,0 em uma coluna
Sephadex G25:

Coluna: Sephadex 50/30 G25 fine

Tampao A: Bicarbonato de aménio 10 mM pH 8,0

Fluxo: 10 mL/min

Temp: RT (fracdes coletadas a 12° C)

Fracbes: 30 mL por fracdo
[000580] Cinco fracbes foram agrupadas e secas por congelamento.
[000581] O grupo foi analisado através de MS e quantidades grandes
de dimero (MS 44491.7) foram vistas.
[000582] Os frascos secos por congelamento foram dissolvidos em
tampéao A e purificados novamente em uma coluna Sepharose Q nova.

Coluna: Sepharose Q 26/10 HP

Tampao A:

Tampao B:

Gradiente 1: Tampéao B 0-10% em 1 CV

Gradiente 2: Tampéo B 10-40% em 20 CV

Gradiente 3: Tampéo B 40-100% em 1 CV

Fluxo: 8 mL/min

Temp: RT (fracéo coletada em RT)

Fracdes: 5 mL por fracéo
[000583] As fracdes foram agrupadas e dessalinizadas/tampéo
trocado para bicarbonato de aménio 10 mM através de ultrafiltragem.
O grupo foi concentrado para 25 mL e quantificado através de RP-
HPLC e MS-TOF:
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TOF-MS: Rt = 16,5 min, massa = 23315,96
[000584] Os compostos que seguem foram preparados usando o
mesmo método.

44.2

O
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N
HO I\/\/ \n/\swl hGH [L101C]
OH

fo) (0]
(@)

TOF-MS: Rt = 15,24 min, massa = 22676,8
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o
H i R N
HO N N/\/O\/\o/ﬁ( Y\sml hGH [L101C]
o H o ~ o
07 ToH 0o~ OH
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44 .4

=0

L OH
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o I o o
O H
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N N N
H H H
o OH

%0

TOF-MS: Rt = 15,5 min, massa = 23009
44.5
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o OH
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TOF-MS: Rt = 15,24 min, massa = 22676,8
Exemplo 45

1. Acoplamento de um composto de GH (VII) tendo uma
cys Unica livre interna com um ligante de albumina (X)

1) Alquilacdo de GH de Cys livre (VII) com um ligante de
albumina substituido com malimida (X) fornecendo composto de GH
conjugado a Cy (XI)

o

A-W-B1-NHC(O)CH,-CH,- Niﬁ

(X) o

(Vi) (X1)
[000585] Composto de GH de Cys desprotegida (VII) conforme
obtido acima no Exemplo 44 pode ser reagido com um ligante de
ligacdo a albumina substituido com malimida (X) fornecendo A-W-B1-
NHC(O)CH2CH2-pirrolidin-2,5-diona-3-hGH (XI) conjugado a GH em
gue B1 é definido conforme descrito em Quimica IV acima.
Conjugacéo de Ligante de Albumina Funcionalizado com Maleimida
(X)ahGH L101C
Etapa (a) desblogueio de residuo cisteina
[000586] hGH de Cys bloqueado com glutationa/cisteamina (VI) foi

enzimaticamente desbloqueado usando glutarredoxina Il (Grx2) em um
tampdo de equilibrio contendo GSH e GSSG. hGH de Cys
desbloqueado (VII) foi separado de GSH/GSSG molecular baixo
através de troca de tampéo em uma coluna Sephadex G25.

Etapa (b) acoplamento a ligante de albumina funcionalizado com

maleimida (X)

[000587] Ligante de albumina funcionalizado com maleimida (X) foi

dissolvido em tampao contendo hidroxipropil-B-ciclodextrina 5%. A
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solugao foi entdo adicionada a hGH de Cys desbloqueado (VII) e
deixada reagir da noite para o dia em temperatura ambiente.

[000588] ApoOs conjugacdo a proteina conjugada foi purificada em
coluna Q Sepharose HiLoad em tampao de trietanolamina 20 mM
contendo etileno glicol 10% em pH 8,5 usando um gradiente de cloreto
de sddio. As fracdes coletadas foram agrupadas e transferidas para
bicarbonato de aménio 10 mM usando uma coluna G25 e liofilizadas.

45.1
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o o o o
H
° | NLYN N/\/\O/\/O\/\O/\/\N)k/\N 135 hGH [T135C]
8 3 o
o OH
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45.6
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Exemplo 46
Ensaio (I) Ensaios de BAF-3GHR para determinar a atividade de

hormonio do crescimento

[000589] As células BAF-3 (uma linhagem de célula linfoide pro-B de
murino derivada da medula 6ssea) eram originalmente dependentes
de IL-3 para crescimento e sobrevivéncia. IL-3 ativa JAK-2 e STAT que
sdo os mesmos mediadores que GH esta ativando quando da
estimulacdo. ApoOs transfeccdo do receptor de horménio do
crescimento humano a linhagem de célula foi transformada em uma
linhagem de célula dependente de horménio do crescimento. Este
clone pode ser usado para avaliar o efeito de amostras de horménio
do crescimento diferentes sobre a sobrevivéncia de BAF-3GHR.
[000590] As células BAF-3GHR sdo cultivadas em meio de
estarvacdo (meio de cultura sem hormdnio do crescimento) por 24
horas a 37° C, CO2 5%.

[000591] As células sédo lavadas e ressuspensas em meio de

estarvacdo e semeadas em placas. 10 uL de composto de hormdnio
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do crescimento ou hormOnio do crescimento humano em
concentracdes diferentes ou controle sdo adicionados as células, e as
placas sao incubadas por 68 horas a 37° C, CO25%.

[000592]

entdo incubadas por mais 4 horas. O AlamarBlue® é um indicador

AlamarBlue® é adicionado a cada cavidade e as células sdo

redox e é reduzido atraves de reacdes inatas a metabolismo celular e,
entdo, prové uma medicédo indireta de numero de célula viavel.
[000593]

em uma leitora de placa fluorescente. A absorbancia nas amostras €

Finalmente, a atividade metabodlica das células € medida

expressa em % de células ndo estimuladas com composto de
horménio do crescimento ou controle e a partir das curvas de
concentragao-resposta a atividade (quantidade de um composto que
estimula as células com 50%) pode ser calculada.

[000594]
hGH BAF-3 é mostrada na Tabela 1 abaixo.
[000595]
conforme descrito no método geral através da incubacdo do composto

Poténcia in vitro do composto 45.4 no ensaio de receptor de

A estabilidade a protease do composto 45.5 foi determinada

por 4 horas com quimiotripsina ou elastase. A porcentagem de
composto de GH intacto foi medida e os resultados sdo incluidos na
Tabela 1.

Tabela 1. Dados relacionados ao composto 45.4

Com | EC50 (nM) | Razéo (ECso | n | Quimiotripsina | Elastase (% de
posto cmp/ECso (% de composto de
hGH) composto de GH intacto)
GH intacto)
hGH | 0,026+0,012 1 6 40 25
45.4 | 0,09+0,043 3.5 6 75 65
Exemplo 47
Farmacocinética
[000596] A farmacocinética dos compostos dos exemplos ¢é

investigada em ratos Sprague Dawley apds administracdes de dose
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Unica intravenosa (i.v.) e subcutanea (s.c.).

[000597] Os compostos de teste séo diluidos para uma concentracao
final de 1 mg/mL em um tampé&o de diluicdo consistindo em: Glicina 20
mg/mL, manitol 2 mg/mL, NaHCOs3 2,5 mg/mL, pH ajustado para 8,2.
[000598] Os compostos de teste sdo estudados em ratos Sprague
Dawley pesando 250 g. Os compostos de teste sdo administrados
como uma injecdo Unica ou i.v. na veia da cauda ou s.Cc. N0 pescogo
com uma agulha de 25 G em uma dose de 60 nmol/kg de peso do
corpo.

[000599] Para cada composto de teste amostragem de sangue é
conduzida de acordo com 0 programa que segue apresentado na
Tabela 2.

Tabela 2. Programa de amostragem de sangue para cada composto

de teste
Momento da amostragem (h)
No.do | RoA | Pré- | 0,08 | 025 |05 |1|2|4|6|8|18 |24 48|72
animal dose
1 S.C. X | XX X | X | X
2 X | XX X | X | X
3 X X | XX
4 X X | XX
5 X X
6 X X
7 (AY X | X X | X X | X | X
8 X | X X | X X | X | X
9 X X X
10 X X X

[000600] Em cada momento de amostragem 0,25 ml de sangue é
retirado da veia da cauda usando uma agulha de 25 G. O sangue é
amostrado em um tubo de teste revestido com EDTA e armazenado
em gelo até centrifugacdo a 1200 x G por 10 minutos a 4° C. Plasma é

transferido para um tubo Micronic e armazenado a -20° C até analise.
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[000601] As concentragbes do composto de teste sao determinadas
através de um ELISA sanduiche usando um anticorpo policlonal anti-
hGH de porquinho-da-india como uma armadilha, e proteina de
ligacdo a hGH biotinilada (parte soltvel de receptor de GH humano)
como detector. O limite de detecc¢do do ensaio era 0,2 nM.

[000602] Uma analise farmacocinética ndo compartimental é
realizada em perfis de concentracdo-tempo médios de cada composto
de teste usando WinNonlin Professional (Pharsight Inc., Mountain
View, CA, USA). As estimativas de parametro farmacocinético de
meia-vida terminal (t1/2) e tempo de residéncia medio (MRT) séo
calculadas.

Tabela 3. Meia-vida (t1/2) e tempo de residéncia médio (MRT) de

compostos de GH dos exemplos em ratos Sprague Dawley apos

administracoes de dose uUnicai.v. e s.c.

Composto (No. do Exemplo) ROA Ty (h) MRT (h)
43,0 LV, 7,2 9,8
43,2 LV, 4.4 7,4
441 LV, 5,6 7,2
44,3 LV, 1,3 0,9
44,4 iV, 2,5 2,7
44,5 LV, 4,1 6,8
44,6 LV, 3,2 4,0
447 LV, 3,8 6,0
449 LV, 4,2 6,5
44,10 iV 4,1 7,1
45,4 IV, 8,6 9,8
45,4 S,C, 19,8 31,2
45,12 IV, 5,8 6,8

[000603] A biodisponibilidade do exemplo 45.4 foi estimada para
48,3%. O tempo para concentracdo maxima no plasma (t max) apos

administracéo subcutanea foi 8,0 horas. Cmax foi 1670 e 151 nM ap0s
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administracdes i.v. e i.c., respectivamente. A concentracdo no plasma
extrapolada no momento zero apds concentracdo de administracdo i.v.
foi 1710 nM.
Exemplo 48
[000604]

compostos

A poténcia in vitro e as meias-vidas de uma série de
foram determinadas conforme descrito acima. Os
conjugados dos compostos sdo idénticos, mas presos através de uma

cisteina alternativa introduzida através de mutacdo conforme descrito

na Tabela 4.

Tabela 4. Poténcia in vitro e meias-vidas (t1/2)

Composto Poténcia In Ty (Rato MRT (hora) Sitio de
vitro I.v.) (hora) ligacao

(variante)

hGH 1,0 (def) 0,23 -
45,1 2,6 3,8 T135C
45,2 2,8 8,7 D154C
45,3 2,1 3,1 Q69C
45,4 2,9 6,3/8,6 7,8/9,8 L101C
45,5 4,1 4,5 L18C
45,6 4,1 5,5 Y42C
45,7 0,72 6,5 S95C
45,8 0,59 2,0 S62C
45,9 1,8 4,1 E88C
45,10 2,6 3.4 4,3 A98C
45,11 3,1 5,8 6,8 N99C
45,12 2,5 19 3,0 V102C
45,13 16,5 19 2,6 E30C
45,14 4.4 1,5 2,0 S100C
Exemplo 49

Estudo de resposta de dose in vivo em ratos Sprague Dawley

hipofisectomizados
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[000605] A relacdo de dose-resposta in vivo € estudada em ratos
Sprague Dawley machos hipofisectomizados. O rato hipofisectomizado
€ um modelo de animal bem conhecido e reconhecido de deficiéncia
de hormonio do crescimento, em que nenhuma producéo de hormaonio
do crescimento ocorre apés a remocao cirdrgica da glandula pituitéria.
Isto também leva a niveis em circulacdo baixos de fator de
crescimento-1 tipo insulina (IGF-1), outra caracteristica clinica
importante de deficiéncia de horménio do crescimento em humanos.
[000606] A hipofisectomia é realizada em ratos machos de 4
semanas de vida pesando 90-100 g. Os animais entram no estudo 3-4
semanas apos a cirurgia pesando 100-110 g. Os animais com um
ganho de peso corporal de mais de 10% durante as 3-4 semanas apos
a cirurgia ndo sao permitidos entrar no estudo.

[000607] Estudos de dose resposta sédo realizados usando cinco
niveis de dose de composto 45.4 de 1-150 nmol/rato.

[000608] Os niveis de linha de base de IGF-1 no plasma em ratos
Sprague Dawley hipofisectomizados foram aproximadamente 80-100
ng/mL em todos os grupos de dosagem. Apos uma dose de IGF-1
Gnica, os niveis aumentaram rapidamente para 800-1000 ng/mL no
Dia 1 quase independentemente de dose. Os niveis de IGF-1 no
plasma cairam novamente durante dos dias seguintes de uma maneira
dependente da dose como declinio mais rapido visto com a dose mais
baixa e o0 declinio mais lento com a dose mais alta. No dose mais alta
o nivel de IGF-1 no plasma foi mantido a 800-900 ng/mL por 3 dias
antes de comecar a cair mais rapidamente. Os niveis de concentragao
de IGF-1 no plasma eram elevados comparado com 0 grupo controle
veiculo para todos os grupos de dosagem até o Dia 3. Para dos
grupos de dosagem de 10 nmoles, 50 nmoles e 150 nmoles ele era

elevado durante todo o estudo (7 dias).

Exemplo 50
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Desaparecimento

[000609] E tomado como hipdtese que a taxa de absorcdo esta
relacionada com a habilidade de uma molécula em passar as juncdes
firmes dos capilares subcutaneos, uma propriedade relacionada com o
tamanho molecular. Um PEG-hGH com um PEG de 40 kDa tem um
peso molecular aparente (mw) de 150-250 kDa. Uma molécula de hGH
com albumina ligada covalente tem mw = 87 kDa, enquanto uma
molécula de hGH com uma albumina ligada ndo covalente sera
dissociada da parte albumina do tempo e entdo tem mw = 22 kDa. O
tempo gasto no estado dissociado vai depender da afinidade da
porcéo de ligagcdo a albumina. Desta maneira a taxa de absorgéo de
tais compostos deve ser mais rapida do que para PEG-hGH e a taxa
deve aumentar com o0 uso de porcdes de ligacdo a albumina tendo
afinidade menor para albumina.

[000610] As solucbes de teste foram diluidas em tampao padréo
consistindo em: Glicina 20 mg/mL, manitol 2 mg/mL, NaHCOz 2,4
mg/mL, pH ajustado para 8,2.

[000611] lodinagdo com '2°| foi realizada pela Chemistry & Isotope
Lab. Novo Nordisk A/S. A formulacdo radioativa final tinha uma
atividade radioativa especifica de 3 uCi/mL e foi fornecida em Penfills
de 3 mL.

[000612] As solucdes foram armazenadas a 2-8° C até serem
usadas.

[000613] A taxa de desaparecimento para compostos selecionados
foi medida em cinco porcos-fémeas de cruzamento LYD. Os porcos
sao pesados, deixados em jejum e receberam um "revestimento de
porco" especial a fim de carregar o contador e o transmissor gama e
postos em cercados simples antes do inicio do estudo.

[000614] Todos os porcos sao deixados em jejum por 18 horas antes

do estudo.
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[000615] Todos os animais foramoram dosados (60 nmoles)
subcutaneamente nos lados esquerdo e direito do pescoco,
respectivamente, com Novopen3® e NovoFine® 28G com rolha de
agulha preta fixa. A profundidade da injec&o era 5 mm.

[000616] O desaparecimento dos depoésitos radioativos foi medido
através de equipamento portatil por cerca de 24-48 horas.

[000617] Para cada animal individual, os resultados sé&o
apresentados como AUC (0-45 horas) conforme mostrado na Tabela
5.

[000618] A poténcia in vitro, meias-vidas e caracteristicas adicionais
de uma série de compostos foram determinadas conforme acima
descrito e mostrado na Tabela 5.

Tabela 5. Caracteristicas dos compostos

Compo | Poténcia | T (Rato AUC de Duracéao de
sto In vitro I.v.) (hora) | Desaparecimento | aumento de IGF-1
(0-45 hora) (hora)

hGH | 1.0 (def) 0,23 519 -

449 8,2 4,2 2259 >48
44,8 1,8 2,6 1490 >24
44,1 4,7 5,6 1750 >48
44,3 15 1,3 2152 <24
44,6 4,7 3,2 1558 <24
447 4,5 3,8 2039 <24
445 5,8 4,1 1599 >48

44 .4 3.9 2.5 1588 >48

Exemplo 51

Estudo in vivo em porcos

[000619] Para confirmar mais a funcionalidade de conjugados de
hGH albumina de acordo com a invencdo trés compostos foram
selecionados para estudos farmacocinéticos adicionais em porcos.

Compostos iguais aos compostos 44.1, 44.4 e 44.5 foram preparados
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conjugando o ligante de albumina a variante de hGH apds remocéo do
tag de purificacdo de MAEA.

[000620] Os compostos de teste foram diluidos para a concentracao
final de 100 nmol/mL em tampédo padrao (20 mg/mL de Glicina, 2
mg/mL de Manitol, 2,4 mg/mL de NaHCOs3, pH ajustado para 8,2).
Vinte e quatro miniporcos Gottingen machos de 5 meses de vida e
pesando 9-12 kg foram usados no estudo. Cada composto de teste foi
dosado para oito animais com quatro miniporcos recebendo
administracdo de bolo intravenosa e quatro animais recebendo
administracdo subcutanea. As injecdes intravenosas foram dadas
através de um Venflon de 24 G na orelha. A dose foi dada como um
bolo de no maximo 5 segundos seguido por 2 mL de NaCl 0,9%. As
injecbes subcutaneas foram dadas no lado direito do pescoco,
aproximadamente 5-7 cm a partir da orelha e 7-9 cm a partir do meio
do pescoco. Cada animal recebeu uma dose Unica de composto de
teste de 10 nmol/kg. Amostras de sangue foram coletadas de cada
animal nos pontos de tempo que seguem: Pré-dose 0.08, 0.25, 0.5, 1,
2, 4,6, 8,18, 24, 48, 72, 96, 120, 168, 240 e 336 horas pés-injecao.
Plasma foi isolado de cada amostra de sangue e armazenado a -20° C
antes de ser analisado quanto ao composto de teste. Dados de
concentragdo no plasma-tempo foram analisados através de um
meétodo farmacocinético ndo compartimental.

Tabela 6. Estimativas de parametro farmacocinético apos

administracao subcutanea de dose unica de 10 nmol/kg
Com | ABW-Halo | AUC/dose | Tw (h) | MRT (h) | MAT (h) | F (%)

posto | como em (h*kg/l)

51,1 44,1 139 (37,5) | 11(1,2) | 30,6 (4,1) | 10,0 | 38,6
51,2 44,5 101 (22,5) | 12(2,7) | 252(3,9) | 11,6 | 60,8
51,3 44.4 144 (34,7) 12,6 33,1 (1,7) 12,1 35,6

(3.5)

Média + SD em ()
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[000621] A Tabela 6 mostra parametros farmacocinéticos-chave para
os trés compostos de teste. A AUC/Dose é uma estimativa para a
exposicao corrigida de dose dos compostos de teste. T %2 € a meia-
vida terminal dos compostos de teste apés a fase de absorcéo ter sido
completada. MRT é o tempo de residéncia médio dos compostos de
teste correspondendo ao tempo que a molécula de composto de teste
média estd no corpo. MAT € o tempo de absor¢cdo médio
correspondente e € uma estimativa do tempo médio que a molécula
estda na fase de absorcdo. F € a biodisponibilidade absoluta dos

compostos de teste com relacdo a administracao intravenosa.
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REIVINDICACOES
1. Conjugado de hormoénio do crescimento, caracterizado

pelo fato de que é selecionado dentre:
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2. Conjugado de horménio do crescimento, de acordo com

a reivindicacéo 1, caracterizado pelo fato de que é selecionado dentre:
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3. Conjugado de hormonio do crescimento, de acordo com

a reivindicacao 1, caracterizado pelo fato de que é selecionado dentre:
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4. Conjugado de hormdnio do crescimento, de acordo com

a reivindicacéo 1, caracterizado pelo fato de que é:
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FIG. 2

LF i DNAMERAHRE, HOTAFDTYCE FEEAYIPKEQ KYSFLONPQT SLCFSESIPT
H1 L1
PSNREETQOK SNLELLRTSL LLICSWLEBYV OFLRSVEANS LvYGASDSNV.
N H2 - L2 _u3
GRLED GSPRTGQIFK QTYSKFDTNS HNDDALLENY GLLYCFRKDM DKVETFLRIV
L3 H4

OCREVEGSCE F



	Folha de Rosto
	Relatório Descritivo
	Reivindicações
	Desenhos

