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METODO PARA AUMENTAR INCREMENTALMENTE O TAMANHO
HIDRODINAMICO DE UM FATOR DE COAGULAGAO ATIVADO VIIa
(Dividido do BR112015011583-7, depositado em
20/11/2013)
CAMPO DA INVENCAO

[001] Esta invencdo é direcionada para o uso de um
peptideo carbdéxi terminal de gonadotrofina coridnica (CTP)
para aumentar o volume hidrodindmico de um polipeptideo ou
um fragmento do mesmo.

FUNDAMENTO DA INVENCAO

[002] Produtos de Dbiotecnologia cobrem uma maior
proporgdo de todas as drogas terapéuticas, incluindo
anticorpos monoclonais, vwvacinas, fatores de crescimento,
horménios, citocinas, fatores de coagulacdo, proteinas de
fusdo, enzimas e outras proteinas. Diferente dos anticorpos
monoclonais e vacinas, muitos nesta lista possuam uma massa
molecular abaixo de 50 kDa e uma meia-vida terminal curta
que estd no intervalo de minutos a horas.

[003]A eficécia de medicamentos de proteina é
fortemente determinada por suas propriedades
farmacocinéticas, incluindo suas meias-vidas de plasma, que
influenciam na distribuicdo e excrecdo. Apesar de um
tamanho pequeno facilitar a penetracdo no tecido, estas
moléculas s&o frequentemente rapidamente eliminadas da
circulacdo. Assim, para manter uma concentracédo
terapeuticamente eficaz durante um periodo prolongado de
tempo, infusdes ou administracdes frequentes sédo
realizadas, ou a droga é aplicada no local/regido ou por
via subcuténea utilizando uma adsorcdo lenta na corrente
sanguinea. Essas limitacdes de drogas de proteinas de

pequeno tamanho conduziram ao desenvolvimento e
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implementacdo de estratégias de extensdo de meia-vida para
prolongar a circulacdo destes anticorpos recombinantes no
sangue e, assim, melhorar a administracdo e propriedades
farmacocinéticas, bem como farmacodindmicas.

[004]A presente invencdo emprega essa estratégia a fim
de aumentar o tamanho ou volume hidrodindmico de proteinas
de interesse ou fragmentos das mesmas, incluindo peptideos,
por um determinado fator e, portanto, melhorar a
administracéo, farmacocinética, bem como propriedades
farmacodindmicas das mesmas. Este aumento no volume
hidrodindmico é conseguido fazendo uso de uma tecnologia
baseada em peptideo para estender a meia vida de soro de
proteinas e peptideos. Esta tecnologia é baseada no uso de
um peptideo natural, o peptideo C-terminal (CTP) da cadeia
beta da gonadotrofina coridnica humana (hCG), que fornece a
hCG a longevidade necessaria para manter a gravidez. A
cadeia beta do horménio luteinizante (LH), um hormdénio de
fertilidade que desencadeia a ovulacdo, é quase i1déntica a
hCG, mas ndo inclui o CTP. Como resultado, o LH tem um
meia-vida significativamente menor no sangue. A ligacdo de
um numero predeterminado de CTPs de wuma proteina ou
peptideo de interesse aumenta o volume hidrodindmico do
mesmo por um fator especifico e resulta em propriedades
melhoradas de que incluem uma meia-vida no SOro
potencializada e a poténcia da proteina ou peptideo de
interesse.

SUMARIO DA INVENCAO

[005]Em uma modalidade, a invencdo se refere a um
método para aumentar o tamanho hidrodindmico ou volume

hidrodindmico de um polipeptideo de 1interesse ou um
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fragmento do mesmo, o método compreendendo ligar um a dez
peptideos carbdéxi terminal de gonadotrofina coridnica (CTP)
para dito polipeptideo ou um fragmento do mesmo, em gue
ligar dito um a dez peptideos CTP para dito polipeptideo ou
fragmento do mesmo resulta em aumento do tamanho
hidrodindmico ou volume hidrodindmico do dito polipeptideo
ou fragmento do mesmo em cerca de 28-53 kDa por cada CTP
ligado, aumentando assim o tamanho hidrodindmico do volume
hidrodindmico do dito polipeptideo ou fragmento do mesmo.
[006] Em outra modalidade, a invencdo se refere a um
método para aumentar o tamanho hidrodindmico ou volume
hidrodindmico de um polipeptideo ou um fragmento do mesmo,
o método compreendendo ligacdo de entre um a dez peptideos
carbdéxi terminal de gonadotrofina coridnica (CTP) do dito
polipeptideo ou fragmento do mesmo, em que ligar dito um a
dez CTP ao dito polipeptideo ou fragmento do mesmo resulta
em aumento do tamanho hidrodinédmico ou volume hidrodinédmico
de dito polipeptideo ou fragmento do mesmo por uma
quantidade que ¢é dependente do polipeptideo particular ou
fragmento do mesmo ao qual estd o CTP 1ligado para,
aumentando assim o tamanho hidrodindmico do volume
hidrodindmico de dito polipeptideo ou fragmento do mesmo.
[007]0Outras caracteristicas e vantagens da presente
invencdo se tornardo aparentes a partir da descricéo
detalhada, exemplos e figuras a seguir. Deve ser entendido,
no entanto, que a descricgao detalhada e exemplos
especificos enquanto indicam modalidades preferenciais da
invencdo sdo dados a titulo de ilustracdo apenas, uma vez
que varias alteracdes e modificacdes dentro do espirito e o

escopo da 1invencdo se tornardo aparentes para o0s
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especialistas na técnica a partir desta descricéo
detalhada.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

[008]0Os desenhos seguintes fazem parte da presente
especificacdo e estdo incluidos para demonstrar ainda mais
determinados aspectos da presente divulgacdo, as invencgdes
que podem ser mais bem entendidas por referéncia a um ou
mails destes desenhos em combinacdo com a descricédo
detalhada das modalidades especificas aqui apresentadas.

[009]A Figura 1 mostra uma analise de SDS-PAGE de seis
diferentes proteinas modificadas com CTP purificadas e suas
proteinas nativas correspondentes. 1. CTP-hGH-CTP-CTP (MOD-
4023), 2. Biotropin (rhGH), 3. Marcador de tamanho, 4. CTP-
EPO-CTP-CTP, 5. CTP-CTP-EPO, 6. CTP-CTP-EPO-CTP-CTP, 7.
EPREX® (rEPO), 8. Marcador de tamanho, 9. APO-Al, 10.
Marcador de tamanho, 11. Apo-CTP, 12. Apo-CTP-CTP, 13.
Marcador de tamanho.

[010]A Figura 2 mostra uma analise de SDS-PAGE de
cinco diferentes proteinas modificadas com CTP purificadas
e suas proteinas nativas correspondentes. 1. FIX -CTP-CTP-
CTP 2. marcador de tamanho 3. FIX-CTP-CTP-CTP- CTP 4. FIX -
CTP-CTP-CTP-CTP-CTP 5. Mononine® (rFIX) 6. marcador de
tamanho 7. FVIIa -CTP-CTP-CTP 8. FVIIa -CTP-CTP-CTP-CTP-CTP
9. marcador de tamanho.

[011]A Figura 3 mostra incremento do peso molecular
(kDa) de uma coépia de CTP de proteinas modificadas com CTP
ndo glicosiladas (A) e glicosiladas (B) como medido por
MALDI-TOF'.

[012]A Figura 4 mostra o incremento de tamanho

hidrodindmico de proteinas modificadas com CTP glicosiladas
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em comparacdo com suas proteinas nativas correspondentes,
medidas por SEC-HPLC. (A) apresenta o incremento total de
tamanho hidrodindmico, enquanto (B) apresenta o incremento
calculado por uma cépia de CTP glicosilado.

[013]A Figura 5 mostra o incremento de tamanho
hidrodindmico de proteinas modificadas com CTP néo
glicosiladas em comparagcdo com suas proteinas nativas
correspondentes, medidas por coluna SEC-HPLC. (A) apresenta
o0 incremento total de tamanho hidrodindmico, enquanto (B)
apresenta o incremento calculado por uma cépia de CTP néo
glicosilado.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[014]Em uma modalidade, ¢é fornecido aqui um método
para aumentar o volume hidrodinémico ou tamanho
hidrodindmico de um polipeptideo de interesse ou fragmento
do mesmo, o método compreendendo a etapa de fundir o
polipeptideo ou fragmento do mesmo para pelo menos um
peptideo C-terminal de gonadotrofina coridénica (CTP) na
extremidade N-terminal ou C-terminal do polipeptideo ou
fragmento do mesmo.

[015]Em uma modalidade, oS termos “proteina” e
“polipeptideo” sdo usados de modo intercambiadvel aqui. Em
outra modalidade, os termos “polipeptideo de interesse ou
fragmento do mesmo” ou “proteina de interesse ou fragmento
da mesma” incluem polipeptideos nativos (produtos de
degradacdo, polipeptideos sinteticamente sintetizados ou
polipeptideos recombinantes) e peptidomiméticos
(normalmente, polipeptideos sinteticamente sintetizados),
bem como peptoides e semipeptoides que sdo analogos de

polipeptideos, que tém, em outra modalidade, modificacgdes
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tornando os polipeptideos modificados fornecidos aqui ainda
mais estaveis enquanto em um organismo ou mais capazes de
penetrar nas células. Além disso, oS termos incluem
peptideos de interesse também. Em outra modalidade, pelo
menos um peptideo CTP aqui apresentado ¢é 1ligado aos
polipeptideos de interesse ou fragmentos dos mesmos, ou
peptideos de interesse aqui fornecidos. Em outra
modalidade, o termo “fragmento do mesmo” gquando em
referéncia a uma proteina ou polipeptideo inclui versdes
truncadas da ©proteina ou polipeptideo de interesse,
incluindo peptideos de interesse.

[016]Em outra modalidade, o termo “fragmento do mesmo”
de uma proteina ou um polipeptideo refere-se a um fragmento
funcional (por exemplo, um fragmento gque tem atividade
bioldébgica como a do polipeptideo parente ou atividade
potencializada em comparacao com os polipeptideos
parentes). Exemplos de fragmentos dos mesmos podem incluir
variantes do polipeptideo ou peptideos derivados do
polipeptideo parente. Portanto, deve ser compreendido gue
os termos “fragmento do mesmo” de uma proteina ou
polipeptideo, e o termo “peptideo” podem ser usados de modo
intercambidvel aqui.

[017]Em uma modalidade, ¢é fornecido agqui um método
para aumentar o) volume hidrodinémico ou tamanho
hidrodindmico de um polipeptideo de interesse ou fragmento
do mesmo em cerca de 28 kDa, o método compreendendo a etapa
de fundir o polipeptideo ou fragmento do mesmo para pelo
menos um peptideo C-terminal de gonadotrofina coridnica
(CTP) na extremidade N-terminal ou C-terminal do

polipeptideo ou fragmento do mesmo.
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[018]Em uma modalidade, ¢é fornecido aqui um método
para aumentar o tamanho hidrodiné&mico ou volume
hidrodindmico de um polipeptideo de interesse ou um
fragmento do mesmo, o método compreendendo ligar um a dez
peptideos carbéxi terminal de gonadotrofina coridnica (CTP)
para dito polipeptideo ou um fragmento do mesmo, em gue
ligar dito um a dez peptideos CTP para dito polipeptideo ou
fragmento do  mesmo resulta em aumento do tamanho
hidrodindmico ou volume hidrodindmico do dito polipeptideo
ou fragmento do mesmo. Em outra modalidade, o tamanho
hidrodindmico ou volume hidrodindmico do dito polipeptideo
ou fragmento do mesmo é aumentado em cerca de 28-53 kDa por
cada CTP glicosilado 1ligado ao dito polipeptideo ou
fragmento do mesmo, desse modo aumentando o tamanho
hidrodindmico do volume hidrodindmico do dito polipeptideo
ou fragmento do mesmo. Em outra modalidade, o tamanho
hidrodindmico ou volume hidrodindmico do dito polipeptideo
ou fragmento do mesmo €& aumentado em cerca de 8,0-22 kDa
por cada CTP ndo glicosilado ligado ao dito polipeptideo ou
fragmento do mesmo, desse modo aumentando o tamanho
hidrodindmico do volume hidrodindmico do dito polipeptideo
ou fragmento do mesmo. Em outra modalidade, o tamanho
hidrodindmico ou volume hidrodindmico do dito polipeptideo
ou fragmento do mesmo é aumentado em cerca de 8,1-21,6 kDa
por cada CTP ndo glicosilado ligado ao dito polipeptideo ou
fragmento do mesmo, desse modo aumentando o tamanho
hidrodindmico do volume hidrodindmico do dito polipeptideo
ou fragmento do mesmo.

[019]Em outra modalidade, é fornecido agqui um método

para aumentar o) tamanho hidrodinémico ou volume
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hidrodindmico de um polipeptideo ou um fragmento do mesmo,
o método compreendendo ligacdo de entre um a dez peptideos
carbdéxi terminal de gonadotrofina coridnica (CTP) do dito
polipeptideo ou fragmento, em que ligar dito um a dez CTP
ao dito polipeptideo ou fragmento do mesmo resulta em
aumento do tamanho hidrodindmico ou volume hidrodiné&mico de
dito polipeptideo ou fragmento do mesmo por uma quantidade
que é dependente do polipeptideo particular ou fragmento do
mesmo ao qual estada o CTP ligado para, aumentando assim o
tamanho hidrodindmico do volume hidrodindmico de dito
polipeptideo ou fragmento do mesmo.

[020] Em uma modalidade, dito um a dez CTPS sdo ligados
ao N-terminal do dito polipeptideo. Em outra modalidade,
dito um a dez CTPS s&do ligados ao C-terminal do dito
polipeptideo. Em outra modalidade, dito um a dez CTPS séo
ligados ao N-terminal e ao C-terminal do dito polipeptideo.
Em outra modalidade, um CTP é ligado ao N-terminal do dito
polipeptideo e dois CTPs s&o ligados ao dito C-terminal do
dito polipeptideo. Em outra modalidade, dois CTPs estéo
ligados ao N-terminal do dito polipeptideo e dois CTPs
estdo ligados ao dito C-terminal do dito polipeptideo.

[021]Em uma modalidade, os termos “tamanho
hidrodinamico” ou “volume hidrodin&mico” sdo usados de modo
intercambiavel aqui e cada um se refere ao tamanho aparente
de uma molécula (por exemplo, uma molécula de proteina) com
base na difusdo da molécula através de uma solucdo aquosa.
A difus&o, ou movimento de uma proteina através da solucdo
pode ser processado para derivar um tamanho aparente da
proteina, onde o tamanho é dado pelo “raio de stokes” ou

“raio hidrodindmico” da particula de proteina. O “tamanho
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hidrodindmico” de uma proteina depende da massa e forma
(conformacédo), de forma que duas proteinas tendo a mesma
massa molecular podem ter diferentes tamanhos
hidrodindmicos baseados na conformacdo global da proteina.
[022]Em outra modalidade, o tipo de glicosilacdo é O-
glicosilacdo. Em outra modalidade, o tipo de O-glicosilacéo
é¢ a ligacdo de GalNAc para serina (Ser) ou treonina (Thr)
na cadeia de proteina por uma ligacdo a-glicosidica. Em
outra modalidade, o tipo de O-glicosilacdo é a ligacdo de
N-acetilglicosamina (GlcNac) para residuos de Ser ou Thr na
cadeia de proteina. Em outra modalidade, o tipo de O-
glicosilacéao é O-fucosilacéo, O-manosilacéao, 1 O-
glicosilacdo do nucleo, 2 O-glicosilacdo do nucleo ou O-
glucosilacdo. Em outra modalidade, a O-glicosilacdo é O-
glicosilacdo do tipo mucina. Em outra modalidade, a O-
glicosilacdo compreende glicanos O-ligados 1ligados ao
oxigénio hidroxi da serina, treonina, tirosina,
hidroxilisina, ou cadeias laterais de hidroxiprolina. Em
outra modalidade, a O-glicosilacdo é seguida pela adicédo de
galactose e/ou acido siédlico, onde em outras modalidades
pelo menos uma molécula de galactose é adicionada, e/ou
pelo menos uma molécula de &acido sidlico é adicionada a
proteina de interesse seguindo O-glicosilagcdo. Em outra
modalidade, cerca de 1 a 3 moléculas de galactose sé&o
adicionadas. Em outra modalidade, cerca de 1 a 3 moléculas
de 4&cido sidlico sdo adicionadas. Em outra modalidade,
cerca de 1 a 5 moléculas de galactose sdo adicionadas. Em
outra modalidade, cerca de 1 a 5 moléculas de &cido sidlico
sdo adicionadas. Em outra modalidade, cerca de 1 a 10

moléculas de galactose s&o adicionadas. Em outra
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modalidade, cerca de 1 a 20 moléculas de galactose séao
adicionadas. Em outra modalidade, cerca de 21 a 30
moléculas de galactose sédo adicionadas. Em outra
modalidade, cerca de 31 a 40 moléculas de galactose séao
adicionadas. Em outra modalidade, cerca de 41 a 50
moléculas de galactose sao adicionadas. Em outra
modalidade, cerca de 51 a 60 moléculas de galactose séao
adicionadas. Em outra modalidade, cerca de 61 a 70
moléculas de galactose sédo adicionadas. Em outra
modalidade, cerca de 1 a 10 moléculas de &cido sidlico séo
adicionadas. Em outra modalidade, 2 moléculas de &cido
sidlico s&do adicionadas por cada molécula de galactose
adicionada. Em outra modalidade, cerca de 1 a 5 moléculas
de galactose s&o adicionadas por <cada CTP. Em outra
modalidade, cerca de 1 a 10 moléculas de &4cido sidlico séo
adicionadas por cada CTP. Em outra modalidade, cerca de 1 a
60 moléculas de galactose sdo adicionadas e cerca de 1 a
120 moléculas de &cido sidlico s&o adicionadas no total por
cada polipeptideo modificado com CTP ou fragmento do mesmo.

[023]Em outra modalidade, o tipo de glicosilag¢do aqui
fornecida é N-glicosilacéo. Em outra modalidade, oS
glicanos N-ligados estdo 1ligados a um nitrogénio de
asparagina ou cadeias laterais de arginina. A sequéncia
consenso de aminoédcidos N-ligados é Asn-qualquer
aminoacido-Ser ou Thr, onde qualquer aminodcido ndo pode
ser prolina.

[024]Em outra modalidade, é fornecido aqui um método
para aumentar o) tamanho hidrodinémico ou volume
hidrodindmico de um polipeptideo ou um fragmento do mesmo,

o método compreendendo ligar pelo menos um peptideo carbdxi
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terminal de gonadotrofina coridnica (CTP) ndo glicosilado
para o N-terminal ou C-terminal do polipeptideo de
interesse ou fragmento do mesmo, em que a ligacdo de pelo
menos um CTP para o polipeptideo ou fragmento do mesmo
resulta em aumento do tamanho hidrodinémico ou volume
hidrodindmico do polipeptideo ou fragmento do mesmo em uma
quantidade que é dependente do polipeptideo particular ou
fragmento do mesmo ao qual o CTP estd ligado para,
aumentando assim o tamanho hidrodindmico ou volume
hidrodindmico do dito polipeptideo ou fragmento do mesmo.

[025]Em uma modalidade, CTP glicosilado aumenta o
volume hidrodindmico de wuma proteina para a qual estéa
ligada ou fundida. Em outra modalidade, CTP ndo glicosilado
aumenta o volume hidrodindmico de uma proteina para a qual
estd ligada ou fundida.

[026]Em uma modalidade, proteinas modificadas com CTP
que contém glicanos na parte nativa da proteina contribuem
com um incremento superior ao volume hidrodinémico de uma
coépia de CTP glicosilado, por exemplo, Exemplo 3/Tabela 5
aqui demonstra que as proteinas modificadas com CTP FIX e
FVIIa que contém os glicanos na parte nativa da proteina
contribuem para um incremento superior ao volume
hidrodindmico de uma cépia do CTP glicosilado.

[027] Serada apreciado pelo especialista na técnica,
quando guiado pela especificacdo da presente invencdo, dgque
combinacdes de CTPs glicosilados e ndo glicosilados podem
ser empregados para uso para aumentar o tamanho ou volume
hidrodindmico de polipeptideos ou fragmentos dos mesmos
aqui fornecidos. Essas manipulacdes podem ser realizadas a

fim de aumentar o volume hidrodindmico dos polipeptideos ou
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fragmentos dos mesmos para um nivel ideal ou desejado. Em
uma modalidade, esse nivel ideal ou desejado de aumento do
volume hidrodindmico é associado com um tempo de retencédo
potencializado em um sujeito, uma taxa de depuracdo baixa
do sujeito, e uma atividade bioldégica potencializada do
polipeptideo de interesse ou fragmento do mesmo. Em uma
modalidade, de 1 a 5 CTPs glicosilados e 1 a 5 CTPs ndao
glicosilados s&o simultaneamente ligados a um polipeptideo
ou fragmento do mesmo fornecido aqui. Em outra modalidade,
os peptideos CTP glicosilados ou nédo glicosilados sé&o
conectados em tandem em N - ou C-terminal ou sd&o
aleatoriamente ligados para N- e C-terminal. Também sera
apreciado pelo especialista que combinagdes adicionais de
peptideos CTP glicosilados e ndo glicosilados podem ser
usadas e, portanto, sdo incluidas pela presente invencéo.
[028]Em uma modalidade, o termo “ligado” e variantes
gramaticais dos mesmos se refere a ligacdo de uma proteina,
polipeptideo ou peptideo a outra proteina, polipeptideo ou
peptideo. Em outra modalidade, essa ligacdo se refere a
ligacdo de uma proteina, polipeptideo ou peptideo de
interesse para pelo menos um peptideo CTP aqui fornecido.
Em outra modalidade, essa ligacdo se refere a ligacdo de
uma proteina, polipeptideo ou peptideo de interesse para de
um a dez peptideos CTP aqui fornecidos. Essa ligacdo pode
ser realizada através de numerosos meios que incluem, entre
outros, ligacdo covalente, ligacdo de hidrogénio, ligacéo
ibénica, ligacdo metédlica, ligacdo covalente polar, ligacéao
ndo covalente (interacdes de wvan der waals, interacdes
hidrofébicas, ligacgdes de hidrogénio, etc.), ligacdo com o

uso de ligantes, e afins.
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[029]Em uma modalidade, ¢é fornecido aqui um método
para aumentar o tamanho hidrodiné&mico ou volume
hidrodindmico de um polipeptideo de interesse ou um
fragmento do mesmo, o método compreendendo ligar pelo menos
um peptideo carbdéxi terminal de gonadotrofina coridnica
(CTP) ndo glicosilado para o N-terminal ou C-terminal do
polipeptideo ou fragmento do mesmo, em que a ligagdo de
pelo menos um CTP para o dito polipeptideo ou fragmento do
mesmo resulta em aumento do tamanho hidrodindmico ou volume
hidrodindmico do polipeptideo ou fragmento do mesmo em uma
quantidade que ¢é dependente do polipeptideo particular ou
fragmento do mesmo ao qual o CTP estd 1ligado para,
aumentando assim o tamanho hidrodindmico ou volume
hidrodindmico do dito polipeptideo ou fragmento do mesmo.

[030]Em outra modalidade, o CTP aqui fornecido ¢&
desglicosilado usando métodos conhecidos na técnica dque
incluem, entre outros, desglicosilacdo baseada em enzima.

[031] Serd apreciado pelo especialista gue o0s termos
“nao glicosilagao” e “desglicosilacgao” e variantes
gramaticais dos mesmos s&o usadas de modo intercambiavel
aqui.

[032]Em outra modalidade, é fornecido aqui um método
para aumentar a atividade bioldgica in vivo, aumentando a
meia-vida no soro, aumentando a biodisponibilidade,
aumentando a poténcia ou estendendo a &rea sob a curva
(AUC), etc., como ainda fornecido aqui, de um polipeptideo
de interesse ou fragmento do mesmo, o método compreendendo
a etapa de fundir de pelo menos um peptideo CTP glicosilado
para o polipeptideo ou fragmento do mesmo, em que a fuséo

do peptideo CTP glicosilado para o ©polipeptideo ou
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fragmento do mesmo resulta em aumento do volume
hidrodindmico do polipeptideo ou fragmento do mesmo em pelo
menos cerca de 28 kDa em comparagdo com O volume
hidrodindmico de um polipeptideo ndo modificado ou
fragmento do mesmo.

[033]Em outra modalidade, o polipeptideo modificado
com CTP tem atividade bioldgica in vitro mais baixa, mas
esta baixa atividade ¢é compensada por uma meia-vida
estendida. Em outra modalidade, o polipeptideo modificado
com CTP tem uma atividade bioldégica in vitro aumentada.

[034]Em outra modalidade, o aumento do volume
hidrodindmico do polipeptideo ou fragmento do mesmo aqui
fornecido reduz a frequéncia de administracédo do
polipeptideo ou fragmento do mesmo. Em outra modalidade, o
aumento do volume hidrodindmico do polipeptideo ou
fragmento do mesmo também aumenta o pesoc molecular aparente
do polipeptideo ou fragmento do mesmo.

[035]Em uma modalidade, o peso molecular aparente é
determinado usando métodos conhecidos na técnica,
incluindo, entre outros, cromatografia de exclusdo de
tamanho (SEC), métodos de dispersdo dindmica da luz (DLS),
velocidade de sedimentacdo, centrifugacdo de equilibrio de
sedimentagcdo e deteccdo espectrofotométrica. Em outra
modalidade, o peso molecular tedrico é determinado usando
um software de protedbmica disponivel na técnica. Esses
softwares incluem, entre outros, Expasy portal, ProteoIQ,
Scaffold 3, e afins. Em outra modalidade, o peso molecular
real é determinado usando métodos conhecidos na técnica,
incluindo, entre outros, MALDI-TOF.

[036]Em outra modalidade, é fornecido agqui um método
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para aumentar o peso molecular aparente de um polipeptideo
de interesse ou fragmento do mesmo em pelo menos 28 kDa. Em
outra modalidade, é fornecido aqui um método para aumentar
o peso molecular aparente de um polipeptideo ou fragmento
do mesmo em pelo menos cerca de 1-14 kDa, o método
compreendendo ligar ao polipeptideo ou fragmento do mesmo
pelo menos um CTP. Em outra modalidade, é fornecido aqui um
método para aumentar o peso molecular aparente de um
polipeptideo ou fragmento do mesmo em cerca de 15 - 27 kDa,
o método compreendendo ligar ao polipeptideo ou fragmento
do mesmo pelo menos um CTP. Em outra modalidade, &
fornecido agqui um método para aumentar o peso molecular
aparente de um polipeptideo ou fragmento do mesmo em cerca
de 28 - 40,0 kDa, o método compreendendo ligar ao
polipeptideo ou fragmento do mesmo pelo menos um CTP. Em
outra modalidade, é fornecido aqui um método para aumentar
o0 peso molecular aparente de um polipeptideo ou fragmento
do mesmo em cerca de 28 - 55,0 kDa, o método compreendendo
ligar ao polipeptideo ou fragmento do mesmo pelo menos um
CTP. Em outra modalidade, é fornecido aqui um método para
aumentar o peso molecular aparente de um polipeptideo ou
fragmento do mesmo em cerca de 28 - 70,0 kDa, o método
compreendendo ligar ao polipeptideo ou fragmento do mesmo
pelo menos um CTP. Em outra modalidade, é fornecido aqui um
método para aumentar o peso molecular aparente de um
polipeptideo ou fragmento do mesmo em cerca de 28 - 80,0
kDa, o método compreendendo ligar ao polipeptideo ou
fragmento do mesmo pelo menos um CTP. Em outra modalidade,
é fornecido aqui um método para aumentar o peso molecular

aparente de um polipeptideo ou fragmento do mesmo em cerca
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de 28 - 90,0 kDa, o método compreendendo ligar ao
polipeptideo ou fragmento do mesmo pelo menos um CTP. Em
outra modalidade, é fornecido aqui um método para aumentar
o peso molecular aparente de um polipeptideo ou fragmento
do mesmo em cerca de 28 - 100,0 kDa, o método compreendendo
ligar ao polipeptideo ou fragmento do mesmo pelo menos um
CTP. Em outra modalidade, é fornecido aqui um método para
aumentar o peso molecular aparente de um polipeptideo ou
fragmento do mesmo em cerca de 41,0-50 kDa, o método
compreendendo ligar ao polipeptideo ou fragmento do mesmo
pelo menos um CTP. Em outra modalidade, é fornecido agqui um
método para aumentar o peso molecular aparente de um
polipeptideo ou fragmento do mesmo em cerca de 51,0-60 kDa,
o método compreendendo ligar ao polipeptideo ou fragmento
do mesmo pelo menos um CTP. Em outra modalidade, &
fornecido agqui um método para aumentar o peso molecular
aparente de um polipeptideo ou fragmento do mesmo em cerca
de 61,0-70 kDa, o) método compreendendo ligar ao
polipeptideo ou fragmento do mesmo pelo menos um CTP. Em
outra modalidade, o CTP é glicosilado. Em outra modalidade,
o CTP é um CTP né&o glicosilado.

[037]Em uma modalidade, os métodos fornecidos aqui
inesperadamente demonstram que adig¢des posteriores de
peptideos CTP glicosilados para um ©polipeptideo de
interesse ou um fragmento do mesmo contribuem linearmente
em cerca do mesmo peso molecular aparente de uma ligacéo
anterior a um peptideo CTP para o polipeptideo de interesse
ou um fragmento do mesmo (ver Tabela 4).

[038]Em outra modalidade, pelo menos um CTP

glicosilado contribui em cerca de 28 a 40 kDa por cada CTP
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glicosilado a proteina de interesse. Em outra modalidade,
pelo menos um CTP glicosilado contribui em cerca de 28 a 55
kDa por cada CTP glicosilado a proteina de interesse,
independente do numero de CTP ligados.

[039] Em uma modalidade, ¢é fornecido agqui um método
para aumentar o peso molecular aparente de um polipeptideo
de interesse ou fragmento do mesmo por um fator de cerca de
2 acima do peso molecular tedrico do polipeptideo ou
fragmento do mesmo, o método compreendendo a etapa de ligar
de um a dez peptideos CTP para dito polipeptideo ou
fragmento do mesmo. Em outra modalidade, é fornecido aqui
um método para aumentar o peso molecular aparente de um
polipeptideo ou fragmento do mesmo por um fator de cerca de
3-5 acima do peso molecular tedérico do polipeptideo ou
fragmento do mesmo, o método compreendendo a etapa de ligar
pelo menos um peptideo CTP para dito polipeptideo ou
fragmento do mesmo. Em outra modalidade, é fornecido aqui
um método para aumentar o peso molecular aparente de um
polipeptideo ou fragmento do mesmo por um fator de cerca de
6-10 acima do peso molecular tedrico do polipeptideo ou
fragmento do mesmo, o método compreendendo a etapa de ligar
de um a dez peptideos CTP para dito polipeptideo ou
fragmento do mesmo. Em outra modalidade, é fornecido aqui
um método para aumentar o peso molecular aparente de um
polipeptideo ou fragmento do mesmo por um fator de cerca de
11-20 acima do peso molecular tedrico do polipeptideo ou
fragmento do mesmo, o método compreendendo a etapa de ligar
de um a dez peptideos CTP para dito polipeptideo ou
fragmento do mesmo. Em outra modalidade, é fornecido aqui

um método para aumentar o peso molecular aparente de um
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polipeptideo ou fragmento do mesmo por um fator de cerca de
21-30 acima do peso molecular tedrico do polipeptideo ou
fragmento do mesmo, o método compreendendo a etapa de ligar
de um a dez peptideos CTP para dito polipeptideo ou
fragmento do mesmo, o método compreendendo a etapa de ligar
pelo menos um peptideo CTP para dito polipeptideo ou
fragmento do mesmo. Em outra modalidade, é fornecido aqui
um método para aumentar o peso molecular aparente de um
polipeptideo ou fragmento do mesmo por um fator de cerca de
31-40 acima do peso molecular tedrico do polipeptideo ou
fragmento do mesmo, o método compreendendo a etapa de ligar
de um a dez peptideos CTP para dito polipeptideo ou
fragmento do mesmo. Em outra modalidade, é fornecido aqui
um método para aumentar o peso molecular aparente de um
polipeptideo ou fragmento do mesmo por um fator de cerca de
41-50 acima do peso molecular tedrico do polipeptideo ou
fragmento do mesmo, o método compreendendo a etapa de ligar
pelo menos um peptideo CTP para dito polipeptideo ou
fragmento do mesmo. Em outra modalidade, é fornecido aqui
um método para aumentar o peso molecular aparente de um
polipeptideo ou fragmento do mesmo por um fator de cerca de
51-60 acima do peso molecular tedrico do polipeptideo ou
fragmento do mesmo, o método compreendendo a etapa de ligar
de um a dez peptideos CTP para dito polipeptideo ou
fragmento do mesmo. Em outra modalidade, ¢é fornecido aqui
um método para aumentar o peso molecular aparente de um
polipeptideo ou fragmento do mesmo por um fator de cerca de
61-70 acima do peso molecular tedrico do polipeptideo ou
fragmento do mesmo, o método compreendendo a etapa de ligar

de um a dez peptideos CTP para dito polipeptideo ou
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fragmento do mesmo. Em outra modalidade, é fornecido aqui
um método para aumentar o peso molecular aparente de um
polipeptideo ou fragmento do mesmo por um fator de cerca de
71-80 acima do peso molecular tedrico do polipeptideo ou
fragmento do mesmo, o método compreendendo a etapa de ligar
de um a dez peptideos CTP para dito polipeptideo ou
fragmento do mesmo. Em outra modalidade, é fornecido aqui
um método para aumentar o peso molecular aparente de um
polipeptideo ou fragmento do mesmo por um fator de cerca de
81-90 acima do peso molecular tedrico do polipeptideo ou
fragmento do mesmo, o método compreendendo a etapa de ligar
de um a dez peptideos CTP para dito polipeptideo ou
fragmento do mesmo. Em outra modalidade, é fornecido aqui
um método para aumentar o peso molecular aparente de um
polipeptideo ou fragmento do mesmo por um fator de cerca de
91-100 acima do peso molecular tedrico do polipeptideo ou
fragmento do mesmo, o método compreendendo a etapa de ligar
de um a dez peptideos CTP para dito polipeptideo ou
fragmento do mesmo. Em outra modalidade, pelo menos um
peptideo CTP é ligado ao dito polipeptideo ou fragmento do
mesmo. Em outra modalidade, de um a cinco peptideos CTP séao
ligados ao dito polipeptideo ou fragmento do mesmo. Em
outra modalidade, de um a quinze peptideos CTP sdo ligados
ao dito polipeptideo ou fragmento do mesmo. Em outra
modalidade, de um a vinte peptideos CTP s&o ligados ao dito
polipeptideo ou fragmento do mesmo. Em outra modalidade,
pelo menos um peptideo CTP ¢é glicosilado. Em outra
modalidade, pelo menos um peptideo CTP é um peptideo CTP
ndo glicosilado.

[040]Em outra modalidade, o método para aumentar a
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atividade bioldbgica, meia-vida no soro, biodisponibilidade,
poténcia, etc., de um polipeptideo de interesse ou
fragmento do mesmo ou um peptideo de interesse, compreende
aumentar o volume hidrodindmico total do polipeptideo de
interesse ou fragmento do mesmo em cerca de 28 kDa, em
comparacdo com um polipeptideo ndo modificado ou fragmento
do mesmo, ligando ao dito polipeptideo ou fragmento do
mesmo um CTP glicosilado. Em outra modalidade, o método
para aumentar a atividade bioldgica, a meia-vida no soro,
biodisponibilidade, etc., de um polipeptideo de interesse
ou fragmento do mesmo compreende aumentar o volume
hidrodindmico total do polipeptideo ou fragmento do mesmo
em cerca de 1-10 kDa, 11-20 kDa, 21-30 kDa, 31-40 kDa, 41-
50 kDa, 51-60 kDa, 61-70 kDa, 71-80 kDa, 81-90 kDa, 91-100
kDa, 100-150 kDa, 151-200 kDa, 201-400 kDa, 401-1000 kDa ou
1001-5000 kDa em comparacdo com um polipeptideo néo
modificado de interesse ou fragmento do mesmo, ligando ao
dito polipeptideo ou fragmento do mesmo um CTP fornecido
aqui.

[041]Em outra modalidade, nos métodos fornecidos aqui,
pelo menos um CTP é glicosilado. Em outra modalidade, nos
métodos fornecidos aqui pelo mencos um CTP contribui para o
volume hidrodiné&mico de cerca de 28,3 a 38,7 kDa por cada
CTP para o polipeptideo ou fragmento do mesmo também
fornecido aqui. Em outra modalidade, o CTP glicosilado
contribui em 28,3 a 38,7 kDa por cada CTP independentemente
de qual polipeptideo ou fragmento do mesmo estd ligado (ver
Exemplo 3 aqui). Em outra modalidade, o CTP glicosilado
contribui em 28,3 a 38,7 kDa por cada CTP independentemente

do numero de peptideos CTP ligados ao polipeptideo (ver
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Exemplo 3 aqui). Em outra modalidade, a contribuicdo de
pelo menos um CTP é pelo menos 20 kDa. Em outra modalidade,
a contribuicdo de pelo menos um CTP é pelo menos cerca de
20 kDa a 27,9 kbDa. Em outra modalidade, a contribuicdo de
um CTP é pelo menos 28 kDa. Em outra modalidade, a
contribuicdo de um CTP é cerca de 28 kDa a 40 kDa. Em outra
modalidade, a contribuicdo de um CTP é cerca de 41 kDa a 50
kDa. Em outra modalidade, a contribuicdo de um CTP & cerca
de 51 kDa a 60 kDa.

[042] Em outra modalidade, o método para aumentar a
meia-vida no soro de ou potencializar a poténcia do
polipeptideo de interesse ou fragmento do mesmo compreende
aumentar o volume hidrodindmico do polipeptideo ou
fragmento do mesmo em cerca de 84 kDa em comparag¢do com um
polipeptideo nédo modificado ou fragmento do mesmo. Em outra
modalidade, o aumento do volume hidrodindmico em cerca de
84 kDa corresponde ao polipeptideo ou fragmento do mesmo
sendo modificado 1ligando o mesmo para 3 peptideos CTP
glicosilados, de acordo com os métodos fornecidos aqui. Em
outra modalidade, fora os 3 peptideos CTP glicosilados
ligados ao polipeptideo ou fragmento do mesmo fornecido
agui, um peptideo CTP glicosilado é ligado ao N-terminal do
polipeptideo ou fragmento do mesmo, enquanto 2 peptideos
CTP glicosilados estdo ligados em tandem ao C-terminal do
polipeptideo ou fragmento do mesmo.

[043]Em uma modalidade, o método para aumentar a meia-
vida no soro do ou a atividade bioldgica do polipeptideo de
interesse ou fragmento do mesmo, compreende aumentar o
tamanho hidrodindmico ou volume do ©polipeptideo ou

fragmento do mesmo em cerca de 84 - 159 kDa em comparacgdo
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com um polipeptideo ndo modificado ou fragmento do mesmo.
Em outra modalidade, o aumento do tamanho ou volume
hidrodindmico em cerca de 56-110 kDa é alcancado ligando 2
peptideos CTP glicosilados para o polipeptideo de interesse
ou fragmento do mesmo. Em outra modalidade, o aumento do
tamanho ou volume hidrodindmico em cerca de 84-162 kDa é
alcancado ligando 3 peptideos CTP glicosilados para o
polipeptideo de interesse ou fragmento do mesmo. Em outra
modalidade, o aumento do tamanho ou volume hidrodindmico em
cerca de 112-230 kDa é alcancado ligando 4 peptideos CTP
glicosilados para o polipeptideo de interesse ou fragmento
do mesmo. Em outra modalidade, o aumento do tamanho ou
volume hidrodinédmico em cerca de 140-280 kDa ¢é alcancado
ligando 5 peptideos CTP glicosilados para o polipeptideo de
interesse ou fragmento do mesmo. Em outra modalidade, o
aumento do tamanho ou volume hidrodin&mico em cerca de 168-
330 kDa é alcancado ligando 6 peptideos CTP glicosilados
para o polipeptideo de interesse ou fragmento do mesmo. Em
outra modalidade, o aumento do tamanho ou volume
hidrodindmico em cerca de 196-390 kDa é alcancado ligando 7
peptideos CTP glicosilados para o polipeptideo de interesse
ou fragmento do mesmo. Em outra modalidade, o aumento do
tamanho ou volume hidrodindmico em cerca de 224-425 kDa é
alcancado ligando 8 ©peptideos CTP glicosilados para o
polipeptideo de interesse ou fragmento do mesmo. Em outra
modalidade, o aumento do tamanho ou volume hidrodindmico em
cerca de 252-480 kDa é alcancado ligando 9 peptideos CTP
glicosilados para o polipeptideo de interesse ou fragmento
do mesmo. Em outra modalidade, o aumento do tamanho ou

volume hidrodindmico em cerca de 280-330 kDa é alcancado
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ligando 10 peptideos CTP glicosilados para o polipeptideo
de interesse ou fragmento do mesmo.

[044]Em uma modalidade, os métodos fornecidos aqui
também compreendem ligar um CTP nd&o glicosilado para um
polipeptideo de interesse ou fragmento do mesmo. Deve ser
entendido que varias maneiras de modificar um polipeptideo
de interesse ou fragmento do mesmo, com um CTP glicosilado
e/ou ndo glicosilado ©podem ser realizadas. Em uma
modalidade, um polipeptideo de interesse ou um fragmento do
mesmo € modificado com pelo menos um CTP glicosilado
sozinho, ou pelo menos um CTP ndo glicosilado sozinho. Em
outra modalidade, um polipeptideo de interesse ou um
fragmento do mesmo é modificado com pelo menos um CTP
glicosilado e pelo menos um CTP ndo glicosilado. Em outra
modalidade, versdes truncadas de ambos, CTPs glicosilados
e/ou ndo glicosilados sdo empregados para uso em métodos
fornecidos aqui.

[045]Em outra modalidade, é fornecido aqui um método
para aumentar a atividade bioldgica, meia-vida no soro,
biodisponibilidade, poténcia, etc., de um polipeptideo de
interesse ou fragmento do mesmo aumentando o volume
hidrodindmico do polipeptideo de interesse ou fragmento do
mesmo com uma quantidade especifica, o método compreendendo
ligar pelo menos um peptideo carboéoxi terminal de
gonadotrofina coribnica (CTP) para o N-terminal ou C-
terminal do polipeptideo, em que a ligacdo de pelo menos um
peptideo CTP ndo glicosilado para o polipeptideo de
interesse ou fragmento do mesmo resulta em aumento do
tamanho hidrodiné&mico ou volume hidrodiné&mico do

polipeptideo ou fragmento do mesmo, em comparacdo com uma
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forma ndo modificada do polipeptideo ou do fragmento do
mesmo, e em que a quantidade especifica ¢é dependente do
polipeptideo de interesse ou fragmento do mesmo ao qual o©
CTP né&o glicosilado estd 1ligado. Em outra modalidade,
quando pelo menos um CTP ndo glicosilado estd ligado para o
polipeptideo de interesse ou fragmento do mesmo, o)
polipeptideo de interesse para o qual o CTP ndo glicosilado
estd ligado para determinar a quantidade de aumento do peso
molecular aparente ou volume hidrodinémico. Em outra
modalidade, quando um CTP nédo glicosilado estd ligado ao
hGH, o CTP ndo glicosilado contribui em cerca de 8 kDa ao
tamanho hidrodindmico ou volume hidrodindmico de hormdnio
do crescimento humano (hGH). Em outra modalidade, quando um
CTP ndo glicosilado estd ligado a eritropoietina (EPO), o
CTP nédo glicosilado contribui em cerca de 16 kDa ao tamanho
hidrodinédmico ou volume hidrodindmico de EPO. Em outra
modalidade, gquando um CTP ndo glicosilado estd ligado a
apolipoproteina-Al (APO-Al), o) CTP ndo glicosilado
contribui em cerca de 21 kDa ao tamanho hidrodindmico ou
volume hidrodindmico de APO-Al. Em outra modalidade, quando
um CTP ndo glicosilado estd ligado ao Fator IX (FIX), o CTP
ndo glicosilado contribui em cerca de 20 kDa ao tamanho
hidrodinédmico ou volume hidrodindmico de FIX. Em outra
modalidade, quando um CTP ndo glicosilado estd ligado ao
Fator VIIa (FVIIa), o CTP ndo glicosilado contribui em
cerca de 20 kDa ao tamanho hidrodindmico ou volume
hidrodindmico de FIX.

[046]Em uma modalidade, o método para aumentar o
volume hidrodindmico de um polipeptideo de interesse ou

fragmento do mesmo fornecido aqui potencializa a
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biodisponibilidade do polipeptideo ou fragmento do mesmo.

[047]Em outra modalidade, o método para aumentar o
volume hidrodindmico de um polipeptideo de interesse ou
fragmento do mesmo fornecido aqui reduz a frequéncia de
dosagem do polipeptideo de interesse ou fragmento do mesmo.

[048]Em uma modalidade, o polipeptideo que é
modificado pelos métodos aqui fornecidos é uma citocina, um
anticorpo monoclonal, um fator de crescimento, uma
horménio, uma citocina, um fator de coagulacdo, uma enzima
e afins.

[049]Em outra modalidade, o polipeptideo ao qual pelo
menos um peptideo CTP é ligado é eritropoietina (EPO),
horménio do crescimento humano (hGH), apolipoproteina Al
(APO-Al), Fator ITa (FVIIa), fator IX (FIX) ou
oxintomodulina (OXM) .

[050] Em uma modalidade, ©pelo mencs um CTP néo
glicosilado contribui em cerca de 16 kDa para EPO. Em outra
modalidade, pelo menos um CTP ndo glicosilado contribui em
cerca de 16 kDA ao peso molecular aparente de EPO, quando
ligado a EPO. Em outra modalidade, pelo menos um CTP néo
glicosilado contribui em cerca de 8 kDa para hGH. Em outra
modalidade, pelo menos um CTP ndo glicosilado contribui em
cerca de 8 kDA ao peso molecular aparente de hGH, gquando
ligado ao hGH. Em outra modalidade, pelo menos um CTP né&o
glicosilado contribui em cerca de 21 kDa para APO-Al. Em
outra modalidade, ©pelo menos um CTP ndo glicosilado
contribui em cerca de 21 kDA ao peso molecular aparente de
APO-A1l, quando ligado a APO-Al.

[051]Em uma modalidade, o CTP ndo glicosilado

contribui para um volume hidrodindmico diferente para cada
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polipeptideo ao qual o CTP ndo glicosilado esta ligado. Em
outra modalidade, essa diferenca depende do polipeptideo ou
fragmento do mesmo ao qual o CTP nédo glicosilado estéa
ligado (ver Exemplo 3 aqui). Em outra modalidade, o CTP néo
glicosilado contribui inesperadamente para o mesmo tamanho
hidrodindmico por cada CTP em cada polipeptideo particular
independentemente do namero de peptideos CTP néo
glicosilado ligados ao polipeptideo (ver Exemplo 3 aqui).
[052]Em uma modalidade, ¢é fornecido aqui um método
para aumentar a meia-vida no soro de, ou a atividade
biolégica de hGH, o método compreendendo a etapa de
aumentar o tamanho ou volume hidrodindmico do polipeptideo
ou fragmento do mesmo em cerca de 28-40 kDa em comparacdo
com um hGH ndo modificado. Em outra modalidade, o aumento
do tamanho ou volume hidrodindmico em cerca de 56-80 kDa é
alcancado ligando cerca de 2 peptideos CTP glicosilados
para hGH. Em outra modalidade, o aumento do tamanho ou
volume hidrodindmico em cerca de 84-120 kDa é alcancado
ligando cerca de 3 peptideos CTP glicosilados para hGH. Em
outra modalidade, o aumento do tamanho ou volume
hidrodindmico em cerca de 112-160 kDa é alcancado ligando
cerca de 4 peptideos CTP glicosilados para hGH. Em outra
modalidade, o aumento do tamanho ou volume hidrodindmico em
cerca de 140-200 kDa é alcancado 1ligando <cerca de 5
peptideos CTP glicosilados para hGH. Em outra modalidade, o
aumento do tamanho ou volume hidrodindmico em cerca de 168-
240 kDa ¢é alcancado ligando cerca de 6 peptideos CTP
glicosilados para hGH. Em outra modalidade, o aumento do
tamanho ou volume hidrodindmico em cerca de 196-280 kDa é

alcancado 1ligando cerca de 7 peptideos CTP glicosilados
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para hGH. Em outra modalidade, o aumento do tamanho ou
volume hidrodinédmico em cerca de 224-320 kDa é alcancado
ligando cerca de 8 peptideos CTP glicosilados para hGH. Em
outra modalidade, o aumento do tamanho ou volume
hidrodindmico em cerca de 252-360 kDa é alcancado ligando
cerca de 9 peptideos CTP glicosilados para hGH. Em outra
modalidade, o aumento do tamanho ou volume hidrodindmico em
cerca de 280-400 kDa ¢é alcancado ligando cerca de 10
peptideos CTP glicosilados para hGH. Em outra modalidade,
de um a dez peptideos CTP truncado ou parciais sdo ligados
para o polipeptideo de interesse ou fragmento dos mesmos.
[053]Em uma modalidade, ¢é fornecido aqui um método
para aumentar a meia-vida no soro de, ou a atividade
biolbébgica de EPO, o método compreendendo a etapa de
aumentar o tamanho ou volume hidrodindmico do polipeptideo
ou fragmento do mesmo em cerca de 28-40 kDa em comparacdo
com uma EPO ndo modificada. Em outra modalidade, o aumento
do tamanho ou volume hidrodindmico em cerca de 56-80 kDa é
alcancado ligando cerca de 2 peptideos CTP glicosilados
para EPO. Em outra modalidade, o aumento do tamanho ou
volume hidrodinédmico em cerca de 84-120 kDa ¢é alcancado
ligando cerca de 3 peptideos CTP glicosilados para EPO. Em
outra modalidade, o aumento do tamanho ou volume
hidrodinémico em cerca de 112-160 kDa é alcancado ligando
cerca de 4 peptideos CTP glicosilados para EPO. Em outra
modalidade, o aumento do tamanho ou volume hidrodindmico em
cerca de 140-200 kbDa ¢é alcancado ligando <cerca de 5
peptideos CTP glicosilados para EPO. Em outra modalidade, o
aumento do tamanho ou volume hidrodin&mico em cerca de 168-

240 kDa é alcancado ligando cerca de 6 peptideos CTP
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glicosilados para EPO. Em outra modalidade, o aumento do
tamanho ou volume hidrodindmico em cerca de 196-280 kDa ¢é
alcancado ligando cerca de 7 peptideos CTP glicosilados
para EPO. Em outra modalidade, o aumento do tamanho ou
volume hidrodindmico em cerca de 224-320 kDa é alcancado
ligando 8 peptideos CTP glicosilados para EPO. Em outra
modalidade, o aumento do tamanho ou volume hidrodindmico em
cerca de 252-360 kDa ¢é alcancado ligando <cerca de 9
peptideos CTP glicosilados para EPO. Em outra modalidade, o
aumento do tamanho ou volume hidrodindmico em cerca de 280-
400 kDa é alcancado 1ligando cerca de 10 peptideos CTP
glicosilados para EPO.

[054]Em uma modalidade, ¢é fornecido aqui um método
para aumentar a meia-vida no soro de, ou a atividade
bioldébgica de APO-Al, o método compreendendo a etapa de
aumentar o tamanho ou volume hidrodindmico do polipeptideo
ou fragmento do mesmo em cerca de 28-40 kDa em comparacdo
com uma APO-Al ndo modificada. Em outra modalidade, o
aumento do tamanho ou volume hidrodinamico em cerca de 56-
80 kDa ¢é alcancado 1ligando 2 peptideos CTP glicosilados
para APO-Al. Em outra modalidade, o aumento do tamanho ou
volume hidrodindmico em cerca de 84-120 kDa é alcancado
ligando 3 peptideos CTP glicosilados para APO-Al. Em outra
modalidade, o aumento do tamanho ou volume hidrodindmico em
cerca de 112-160 kDa é alcancado ligando 4 peptideos CTP
glicosilados para APO-Al. Em outra modalidade, o aumento do
tamanho ou volume hidrodindmico em cerca de 140-200 kDa é
alcancado ligando 5 peptideos CTP glicosilados para APO-Al.
Em outra modalidade, o aumento do tamanho ou volume

hidrodinédmico em cerca de 168-240 kDa é alcancado ligando 6
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peptideos CTP glicosilados para APO-Al. Em outra
modalidade, o aumento do tamanho ou volume hidrodindmico em
cerca de 196-280 kDa é alcancado ligando 7 peptideos CTP
glicosilados para APO-Al. Em outra modalidade, o aumento do
tamanho ou volume hidrodindmico em cerca de 224-320 kDa é
alcancado ligando 8 peptideos CTP glicosilados para APO-Al.
Em outra modalidade, o aumento do tamanho ou volume
hidrodindmico em cerca de 252-360 kDa é alcancado ligando 9
peptideos CTP glicosilados para APO-Al. Em outra
modalidade, o aumento do tamanho ou volume hidrodindmico em
cerca de 280-400 kDa ¢é alcancado ligando 10 peptideos CTP
glicosilados para APO-Al.

[055]Em uma modalidade, ¢é fornecido aqui um método
para aumentar a meia-vida no soro de, ou a atividade
bioldégica de FIX, o método compreendendo a etapa de
aumentar o tamanho ou volume hidrodindmico do polipeptideo
ou fragmento do mesmo em cerca de 48-53 kDa em comparacdo
com um FIX ndo modificado. Em outra modalidade, o aumento
do tamanho ou volume hidrodindmico em cerca de 96-106 kDa é
alcancado ligando 2 peptideos CTP glicosilados para FIX. Em
outra modalidade, o aumento do tamanho ou volume
hidrodindmico em cerca de 144-159 kDa é alcancado ligando 3
peptideos CTP glicosilados para FIX. Em outra modalidade, o
aumento do tamanho ou volume hidrodindmico em cerca de 192-
212 kDa é alcancado ligando 4 peptideos CTP glicosilados
para FIX. Em outra modalidade, o aumento do tamanho ou
volume hidrodindmico em cerca de 240-265 kDa é alcancado
ligando 5 peptideos CTP glicosilados para FIX. Em outra
modalidade, o aumento do tamanho ou volume hidrodindmico em

cerca de 288-318 kDa é alcancado ligando 6 peptideos CTP
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glicosilados para FIX. Em outra modalidade, o aumento do
tamanho ou volume hidrodin&mico em cerca de 336-371 kDa é
alcancado ligando 7 peptideos CTP glicosilados para FIX. Em
outra modalidade, o aumento do tamanho ou volume
hidrodindmico em cerca de 384-424 kDa é alcancado ligando 8
peptideos CTP glicosilados para FIX. Em outra modalidade, o
aumento do tamanho ou volume hidrodindmico em cerca de 432-
530 kDa é alcancado ligando 9 peptideos CTP glicosilados
para FIX. Em outra modalidade, o aumento do tamanho ou
volume hidrodindmico em cerca de 480-530 kDa é alcancado
ligando 10 peptideos CTP glicosilados para FIX.

[056]Em uma modalidade, ¢é fornecido aqui um método
para aumentar a meia-vida no soro de, ou a atividade
bioldébgica de FVIIa, o método compreendendo a etapa de
aumentar o tamanho ou volume hidrodindmico do polipeptideo
ou fragmento do mesmo em cerca de 43-50 kDa em comparacgdo
com um FVIIa ndo modificado. Em outra modalidade, o aumento
do tamanho ou volume hidrodindmico em cerca de 86-100 kDa é
alcancado ligando 2 peptideos CTP glicosilados para FVIIa.
Em outra modalidade, o aumento do tamanho ou volume
hidrodindmico em cerca de 129-150 kDa é alcancado ligando 3
peptideos CTP glicosilados para FVIIa. Em outra modalidade,
o aumento do tamanho ou volume hidrodindmico em cerca de
172-200 kDa é alcancado ligando 4 peptideos CTP
glicosilados para FVIIa. Em outra modalidade, o aumento do
tamanho ou volume hidrodindmico em cerca de 215-250 kDa é
alcancado ligando 5 peptideos CTP glicosilados para FVIIa.
Em outra modalidade, o aumento do tamanho ou volume
hidrodindmico em cerca de 258-300 kDa é alcancado ligando 6

peptideos CTP glicosilados para FVIIa. Em outra modalidade,
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o aumento do tamanho ou volume hidrodindmico em cerca de
301-350 kDa é alcancado ligando 7 peptideos CTP
glicosilados para FVIIa. Em outra modalidade, o aumento do
tamanho ou volume hidrodindmico em cerca de 344-400 kDa é
alcancado ligando 8 peptideos CTP glicosilados para FVIIa.
Em outra modalidade, o aumento do tamanho ou volume
hidrodinédmico em cerca de 387-450 kDa é alcancado ligando 9
peptideos CTP glicosilados para FVIIa. Em outra modalidade,
o aumento do tamanho ou volume hidrodindmico em cerca de
430-500 kbDa é alcancado ligando 10 peptideos CTP
glicosilados para FVIIa.

[057]Em uma modalidade, é fornecido aqui um método
para aumentar a meia-vida no soro de, ou a atividade
bioldébgica de hGH, o método compreendendo a etapa de
aumentar o tamanho ou volume hidrodindmico do polipeptideo
ou fragmento do mesmo em cerca de 8 kDa em comparagdo com
um hGH ndo modificado. Em outra modalidade, o aumento do
tamanho ou volume hidrodindmico em cerca de 16 kDa é
alcancado ligando 2 peptideos CTP ndo glicosilados para
hGH. Em outra modalidade, o aumento do tamanho ou volume
hidrodindmico em cerca de 24 kDa é alcancado 1ligando 3
peptideos CTP nédo glicosilados ©para hGH. Em outra
modalidade, o aumento do tamanho ou volume hidrodindmico em
cerca de 32 kDa é alcancado ligando 4 peptideos CTP né&o
glicosilados para hGH. Em outra modalidade, o aumento do
tamanho ou volume hidrodindmico em cerca de 40 kDba ¢é
alcancado ligando 5 peptideos CTP ndo glicosilados para
hGH. Em outra modalidade, o aumento do tamanho ou volume
hidrodindmico em cerca de 48 kDa ¢ alcancado ligando 6

peptideos CTP ndo glicosilados ©para hGH. Em outra
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modalidade, o aumento do tamanho ou volume hidrodindmico em
cerca de 56 kDa é alcancado ligando 7 peptideos CTP ndo
glicosilados para hGH. Em outra modalidade, o aumento do
tamanho ou volume hidrodindmico em cerca de 64 kDha ¢é
alcancado ligando 8 peptideos CTP ndo glicosilados para
hGH. Em outra modalidade, o aumento do tamanho ou volume
hidrodindmico em cerca de 72 kDa ¢é alcancado ligando 9
peptideos CTP né&o glicosilados para hGH. Em outra
modalidade, o aumento do tamanho ou volume hidrodindmico em
cerca de 80 kDa é alcancado ligando 10 peptideos CTP né&o
glicosilados para hGH.

[058]Em uma modalidade, ¢é fornecido aqui um método
para aumentar a meia-vida no soro de, ou a atividade
biolbébgica de EPO, o método compreendendo a etapa de
aumentar o tamanho ou volume hidrodindmico do polipeptideo
ou fragmento do mesmo em cerca de 16 kDa em comparagdo com
uma EPO ndo modificado. Em outra modalidade, o aumento do
tamanho ou volume hidrodindmico em cerca de 32 kDa é
alcancado ligando 2 peptideos CTP ndo glicosilados para
EPO. Em outra modalidade, o aumento do tamanho ou volume
hidrodindmico em cerca de 48 kDa ¢é alcancado 1ligando 3
peptideos CTP ndo glicosilados ©para EPO. Em outra
modalidade, o aumento do tamanho ou volume hidrodindmico em
cerca de 16 kDa é alcancado ligando 4 peptideos CTP né&o
glicosilados para EPO. Em outra modalidade, o aumento do
tamanho ou volume hidrodindmico em cerca de 80 kDba ¢é
alcancado ligando 5 peptideos CTP ndo glicosilados para
EPO. Em outra modalidade, o aumento do tamanho ou wvolume
hidrodindmico em cerca de 96 kDa ¢ alcancado ligando 6

peptideos CTP ndo glicosilados ©para EPO. Em outra
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modalidade, o aumento do tamanho ou volume hidrodindmico em
cerca de 112 kDa é alcancado ligando 7 peptideos CTP ndo
glicosilados para EPO. Em outra modalidade, o aumento do
tamanho ou volume hidrodindmico em cerca de 128 kDha ¢é
alcancado ligando 8 peptideos CTP ndo glicosilados para
EPO. Em outra modalidade, o aumento do tamanho ou volume
hidrodinédmico em cerca de 144 kDa ¢é alcancado ligando 9
peptideos CTP nédo glicosilados para EPO. Em outra
modalidade, o aumento do tamanho ou volume hidrodindmico em
cerca de 160 kDa é alcancado ligando 10 peptideos CTP né&o
glicosilados para EPO.

[059]Em uma modalidade, ¢é fornecido aqui um método
para aumentar a meia-vida no soro de, ou a atividade
bioldébgica de APO-Al, o método compreendendo a etapa de
aumentar o tamanho ou volume hidrodindmico do polipeptideo
ou fragmento do mesmo em cerca de 21 kDa em comparagdo com
uma APO-Al ndo modificada. Em outra modalidade, o aumento
do tamanho ou volume hidrodinémico em cerca de 42 kDa é
alcancado ligando 2 peptideos CTP ndo glicosilados para
APO-Al. Em outra modalidade, o aumento do tamanho ou volume
hidrodindmico em cerca de 63-120 kDa é alcancado ligando 3
peptideos CTP n&o glicosilados para APO-Al. Em outra
modalidade, o aumento do tamanho ou volume hidrodindmico em
cerca de 84 kDa é alcancado ligando 4 peptideos CTP né&o
glicosilados para APO-Al. Em outra modalidade, o aumento do
tamanho ou volume hidrodindmico em cerca de 105 kDa ¢é
alcancado ligando 5 peptideos CTP ndo glicosilados para
APO-Al. Em outra modalidade, o aumento do tamanho ou volume
hidrodindmico em cerca de 126 kDa é alcancado ligando 6

peptideos CTP n&o glicosilados para APO-Al. Em outra
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modalidade, o aumento do tamanho ou volume hidrodindmico em
cerca de 147 kDa é alcancado ligando 7 peptideos CTP ndo
glicosilados para APO-Al. Em outra modalidade, o aumento do
tamanho ou volume hidrodindmico em cerca de 168 kDa ¢é
alcancado ligando 8 peptideos CTP ndo glicosilados para
APO-Al. Em outra modalidade, o aumento do tamanho ou volume
hidrodinédmico em cerca de 189 kDa ¢é alcangcado ligando 9
peptideos CTP n&o glicosilados para APO-Al. Em outra
modalidade, o aumento do tamanho ou volume hidrodindmico em
cerca de 210 kDa é alcancado ligando 10 peptideos CTP né&o
glicosilados para APO-Al.

[060]Em uma modalidade, ¢é fornecido aqui um método
para aumentar a meia-vida no soro de ou a atividade
bioldébgica de FIX, o método compreendendo a etapa de
aumentar o tamanho ou volume hidrodindmico do polipeptideo
ou fragmento do mesmo em cerca de 20 kDa em comparagdo com
um FIX ndo modificado. Em outra modalidade, o aumento do
tamanho ou volume hidrodindmico em cerca de 40 kDa é
alcancado ligando 2 peptideos CTP ndo glicosilados para
FIX. Em outra modalidade, o aumento do tamanho ou wvolume
hidrodindmico em cerca de 60 kDa ¢é alcancado 1ligando 3
peptideos CTP ndo glicosilados ©para FIX. Em outra
modalidade, o aumento do tamanho ou volume hidrodindmico em
cerca de 80 kDa é alcancado ligando 4 peptideos CTP né&o
glicosilados para FIX. Em outra modalidade, o aumento do
tamanho ou volume hidrodindmico em cerca de 100 kDa ¢é
alcancado ligando 5 peptideos CTP ndo glicosilados para
FIX. Em outra modalidade, o aumento do tamanho ou volume
hidrodindmico em cerca de 120 kDa é alcancado ligando 6

peptideos CTP ndo glicosilados ©para FIX. Em outra
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modalidade, o aumento do tamanho ou volume hidrodindmico em
cerca de 140 kDa é alcancado ligando 7 peptideos CTP ndo
glicosilados para FIX. Em outra modalidade, o aumento do
tamanho ou volume hidrodindmico em cerca de 160 kDa ¢é
alcancado ligando 8 peptideos CTP ndo glicosilados para
FIX. Em outra modalidade, o aumento do tamanho ou volume
hidrodinédmico em cerca de 180 kDa ¢é alcancado ligando 9
peptideos CTP né&o glicosilados ©para FIX. Em outra
modalidade, o aumento do tamanho ou volume hidrodindmico em
cerca de 200 kDa é alcancado ligando 10 peptideos CTP né&o
glicosilados para FIX.

[061]Em uma modalidade, é fornecido aqui um método
para aumentar a meia-vida no soro de ou a atividade
bioldébgica de FVIIa, o método compreendendo a etapa de
aumentar o tamanho ou volume hidrodindmico do polipeptideo
ou fragmento do mesmo em cerca de 20 kDa em comparagdo com
um FVIIa ndo modificado. Em outra modalidade, o aumento do
tamanho ou volume hidrodindmico em cerca de 40 kDa é
alcancado ligando 2 peptideos CTP ndo glicosilados para
FVIIa. Em outra modalidade, o aumento do tamanho ou volume
hidrodindmico em cerca de 60 kDa ¢é alcancado 1ligando 3
peptideos CTP n&o glicosilados para FVIIa. Em outra
modalidade, o aumento do tamanho ou volume hidrodindmico em
cerca de 80 kDa é alcancado ligando 4 peptideos CTP né&o
glicosilados para FVIIa. Em outra modalidade, o aumento do
tamanho ou volume hidrodindmico em cerca de 100 kDa ¢é
alcancado ligando 5 peptideos CTP ndo glicosilados para
FVITa. Em outra modalidade, o aumento do tamanho ou volume
hidrodindmico em cerca de 120 kDa é alcancado ligando 6

peptideos CTP n&o glicosilados para FVIIa. Em outra
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modalidade, o aumento do tamanho ou volume hidrodindmico em
cerca de 140 kDa é alcancado ligando 7 peptideos CTP ndo
glicosilados para FVIIa. Em outra modalidade, o aumento do
tamanho ou volume hidrodindmico em cerca de 160 kDa ¢é
alcancado ligando 8 peptideos CTP ndo glicosilados para
FVIIa. Em outra modalidade, o aumento do tamanho ou volume
hidrodinédmico em cerca de 180 kDa ¢é alcancado ligando 9
peptideos CTP n&o glicosilados para FVIIa. Em outra
modalidade, o aumento do tamanho ou volume hidrodindmico em
cerca de 200 kDa é alcancado ligando 10 peptideos CTP né&o
glicosilados para FVIIa.

[062] Em uma modalidade, o volume hidrodind&mico aumenta
o tempo de retencdo da proteina de interesse em uma amostra
bioldébgica. Em outra modalidade, o volume hidrodindmico
aumenta a area sob a curva (AUC) da proteina de interesse
em uma amostra bioldgica. Em outra modalidade, a amostra
biolégica é sangue, tecidos alvo (por exemplo, articulacéo,
CNS), fluido cérebro-espinhal (CSF) linfa, ou soros.

[063]Em outra modalidade, o} aumento do volume
hidrodindmico aumenta a biodisponibilidade do polipeptideo
de interesse ou fragmento do mesmo fornecido aqui. Em outra
modalidade, o) aumento do volume hidrodindmico do
polipeptideo também estende a meia-vida no soro do
polipeptideo ou fragmento do mesmo.

[064] Em outra modalidade, o aumento do volume
hidrodindmico aumenta a bicatividade do polipeptideo.

[065]Em outra modalidade, os termos “peptideo CTP”,
“peptideo carbdxi terminal” e “sequéncia CTP” sdo usados de
modo intercambidvel aqui. Em outra modalidade, o peptideo

carbdéxi terminal é um CTP inteiro. Em outra modalidade, o
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peptideo carbdéxi terminal é um CTP truncado. Cada
possibilidade representa uma modalidade separada da
presente invencgéo.

[066]Em outra modalidade, um peptideo sinal é ligado
ao amino terminal do CTP, conforme descrito em U.S.
7.553.940, que ¢é incorporado como referéncia aqui na
integra.

[067]Em outra modalidade, pelo menos um CTP esté
ligado ao polipeptideo através de um ligante. Em outra
modalidade, o ligante é uma ligacdo peptidica. Em outra
modalidade, a proteina fundida forma um polipeptideo
modificado com CTP. Em uma modalidade, o método para
aumentar um volume hidrodinédmico de um polipeptideo ou
fragmento do mesmo compreende fundir os polipeptideos ou
fragmentos doe mesmos para pelo menos um peptideo CTP em
amino ou carboxil terminal dos polipeptideos ou fragmentos
dos mesmos. Em outra modalidade, o CTP é fundido de forma
recombinante aos polipeptideos ou fragmentos dos mesmos. Em
outra modalidade, o CTP ¢é conjugado quimicamente aos
polipeptideos ou fragmentos dos mesmos.

[068]Em uma modalidade, o polipeptideo modificado com
CTP compreende um peptideo gque compreende menos de 50
aminodcidos e pelo menos um peptideo carbdéxi terminal de
gonadotrofina coridnica, ligado a um N-(amino) ou um C-
(carbdéxi) terminal do peptideo.

[069]Em uma modalidade, polipeptideos projetados de
interesse da invencdo compreendendo pelo menos um unico CTP
ligado ao seu N-terminal e/ou C-terminal s&o pelo menos
equivalentes aos polipeptideos ndo CTP modificado de

interesse, em termos de atividade bioldgica. Em outra

Peticio 870220068754, de 03/08/2022, pag. 46/190



38/177

modalidade, polipeptideos projetados de interesse da
invengdo compreendendo pelo menos um uUnico CTP ligado ao
seu N-terminal e/ou C-terminal s&do pelo menos equivalentes
aos polipeptideos nédo CTP modificado de interesse, em
termos medidas farmacoldédgicas como farmacocinética e
farmacodindmica.

[070]Em uma modalidade, a sequéncia CTP aqui fornecida
compreende: DPRFQDSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPIL (SEQ ID NO:
1). Em outra modalidade, a sequéncia CTP compreende:
SSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQ (SEQ ID NO: 2). Em outra
modalidade, a sequéncia CTP compreende uma sequéncia de
aminodcidos selecionada das sequéncias estabelecidas em SEQ
ID NO: 1 e SEQ ID NO: 2. Ainda em outra modalidade, a
sequéncia CTP é selecionada do grupo que consiste em SEQ ID
NO: 1 e SEQ ID NO: 2.

[071]1Em uma modalidade, o peptideo carbdéxi terminal
(CTP) da presente 1invencdo compreende a sequéncia de
aminoadcidos do aminocdcido 112 para posicdo 145 da
gonadotrofina coridnica humana. Em outra modalidade, a
sequéncia do CTP da presente 1invencdo compreende a
sequéncia de aminodcidos do aminoacido 118 para posicgdo 145
da gonadotrofina coridnica humana, como estabelecido em SEQ
ID NO: 2. Em outra modalidade, a sequéncia do CTP também
comeca a partir de qualquer posicdo entre posicdes 112-118
e termina na posicdo 145 da gonadotrofina coridnica humana.
Em outra modalidade, o peptideo da sequéncia do CTP tem 28,
29, 30, 31, 32, 33 ou 34 aminoidcidos de comprimento e
comeca na posicdo 112, 113, 114, 115, 116, 117 ou 118 da
sequéncia de aminoacidos do CTP.

[072]Em uma modalidade, o CTP truncado compreende os
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primeiros 10 aminodcidos de SEQ ID ©NO: 3. Em outra
modalidade, SEQ ID NO: 3 compreende a seguinte sequéncia de
aminoacidos (AA): SSSSKAPPPSLP.

[073]Em uma modalidade, o CTP truncado compreende oOs
primeiros 11 aminodcidos de SEQ ID NO: 2. Em uma
modalidade, o CTP truncado compreende o0s primeiros 12
aminodcidos de SEQ ID NO: 2. Em uma modalidade, o CTP
truncado compreende os primeiros 8 aminoacidos de SEQ 1ID
NO: 2 ou SEQ ID NO: 3. Em uma modalidade, o CTP truncado
compreende os primeiros 13 aminodcidos de SEQ ID NO: 2. Em
uma modalidade, o CTP truncado compreende os primeiros 14
aminodcidos de SEQ ID NO: 2. Em uma modalidade, o CTP
truncado compreende os primeiros 6 aminoacidos de SEQ 1ID
NO: 2 ou SEQ ID NO: 3. Em uma modalidade, o CTP truncado
compreende o0s primeiros 5 aminoacidos de SEQ ID NO: 2 ou
SEQ ID NO: 3.

[074]Em outra modalidade, o peptideo CTP ¢é uma
variante da CTP de gonadotrofina coridnica que difere do
CTP nativo por 1-5 substituicdes de aminoacido
conservadoras conforme descrito em Patente US 5.712.122,
que estd incorporada aqui como referéncia. Em outra
modalidade, o peptideo CTP ¢é wuma variante da CTP de
gonadotrofina coridnica que difere do CTP nativo por 1
substituicéao de aminoacido conservadora. Em outra
modalidade, o peptideo CTP ¢é uma variante da CTP de
gonadotrofina coridnica que difere do CTP nativo por 2
substituicdes de aminoacido conservadoras. Em outra
modalidade, o peptideo CTP ¢é wuma variante da CTP de
gonadotrofina coridnica que difere do CTP nativo por 3

substituicdes de aminoacido conservadoras. Em outra
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modalidade, o peptideo CTP ¢é wuma variante da CTP de
gonadotrofina coridnica que difere do CTP nativo por 4
substituicdes de aminoacido conservadoras. Em outra
modalidade, o peptideo CTP ¢é wuma variante da CTP de
gonadotrofina coridnica que difere do CTP nativo por 5
substituicdes de aminodcido conservadoras.

[075]Em outra modalidade, a sequéncia de aminoacidos
do peptideo CTP da presente invencdo é pelo menos 40%
homéloga para a sequéncia de aminodcidos do CTP nativa ou
um peptideo do mesmo. Em outra modalidade, a sequéncia de
aminoadcidos do peptideo CTP da presente invencdo é pelo
menos 50% homdéloga para a sequéncia de aminodcidos do CTP
nativa ou um peptideo do mesmo. Em outra modalidade, a
sequéncia de aminodcidos do peptideo CTP da presente
invencdo é pelo menos 60% hombébloga para a sequéncia de
aminoadcidos do CTP nativa ou um peptideo do mesmo. Em outra
modalidade, a sequéncia de aminocadcidos do peptideo CTP da
presente invencdo ¢é pelo menos 70% hombéloga para a
sequéncia de aminodcidos do CTP nativa ou um peptideo do
mesmo. Em outra modalidade, a sequéncia de aminoacidos do
peptideo CTP da presente invencdo é pelo menos 80% homdéloga
para a sequéncia de aminocdcidos do CTP nativa ou um
peptideo do mesmo. Em outra modalidade, a sequéncia de
aminoadcidos do peptideo CTP da presente invencdo é pelo
menos 90% homdéloga para a sequéncia de aminoadcidos do CTP
nativa ou um peptideo do mesmo. Em outra modalidade, a
sequéncia de aminodcidos do peptideo CTP da presente
invencdo é pelo menos 95% hombdéloga para a sequéncia de
aminocacidos do CTP nativa ou um peptideo do mesmo. Em outra

modalidade, a sequéncia de aminoacidos do peptideo CTP da
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presente invencdo ¢é pelo menos 98% hombébloga para a
sequéncia de aminodcidos do CTP nativa ou um peptideo do
mesmo.

[076] Em outra modalidade, o} polinucleotideo que
codifica o peptideo CTP da presente invencdo é pelo menos
70% homélogo a sequéncia de DNA do CTP humano nativa ou um
peptideo do mesmo. Em outra modalidade, o polinucleotideo
que codifica o peptideo CTP da presente invencdo é pelo
menos 80% homdélogo a sequéncia de DNA do CTP humano nativa
ou um peptideo do mesmo. Em outra modalidade, o)
polinucleotideo que codifica o peptideo CTP da presente
invencdo é pelo menos 90% homdélogo a sequéncia de DNA do
CTP nativa ou um peptideo do mesmo. Em outra modalidade, o
polinucleotideo que codifica o peptideo CTP da presente
invencdo é pelo menos 95% homdélogo a sequéncia de DNA do
CTP nativa ou um peptideo do mesmo. Em outra modalidade, o
polinucleotideo que codifica o peptideo CTP da presente
invencdo é pelo menos 98% homdélogo a sequéncia de DNA do
CTP nativa ou um peptideo do mesmo.

[077]Em uma modalidade, pelo menos uma das sequéncias
de aminodcidos do CTP de gonadotrofina <coridnica ¢é
truncada. Em outra modalidade, ambas as sequéncias de
aminoacidos do CTP de gonadotrofina coridnica sédo
truncadas. Em outra modalidade, duas das sequéncias de
aminoacidos do CTP de gonadotrofina coridnica sdo
truncadas. Em outra modalidade, trés das sequéncias de
aminoacidos do CTP de gonadotrofina coridnica sdo
truncadas. Em outra modalidade, quatro das sequéncias de
aminoacidos do CTP de gonadotrofina coridnica sé&o

truncadas. Em outra modalidade, c¢inco das sequéncias de
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aminoacidos do CTP de gonadotrofina coridnica sdo
truncadas. Em outra modalidade, seis das sequéncias de
aminoacidos do CTP de gonadotrofina coridnica sdo
truncadas. Em outra modalidade, sete das sequéncias de
aminoacidos do CTP de gonadotrofina coridnica sédo
truncadas. Em outra modalidade, oito das sequéncias de
aminoacidos do CTP de gonadotrofina coridnica sdo
truncadas. Em outra modalidade, duas ou mais das sequéncias
de aminoacidos do CTP de gonadotrofina coridnica sé&o
truncadas. Em outra modalidade, todas as sequéncias de
aminoacidos do CTP de gonadotrofina coridnica sédo
truncadas.

[078]Em uma modalidade, 0os peptideos CTP aqui
fornecidos estdo ligados aos polipeptideos ou fragmentos
dos mesmos aqui fornecidos através de um ligante. Em uma
modalidade, de um a dez peptideos CTP aqui fornecidos estéao
ligados aos polipeptideos ou fragmentos dos mesmos aqui
fornecidos através de um ligante. Em uma modalidade, pelo
menos um CTP estd ligado aos polipeptideos ou fragmentos
dos mesmos aqui fornecidos através de um ligante. Em outra
modalidade, o ligante é uma ligacdo peptidica.

[079]Em uma modalidade, pelo menos uma das sequéncias
de aminodcidos do CTP de gonadotrofina <coridnica ¢é
glicosilada. Em outra modalidade, ambas as sequéncias de
aminoacidos do CTP de gonadotrofina coridnica sdo
glicosiladas. Em outra modalidade, duas das sequéncias de
aminoacidos do CTP de gonadotrofina coridnica sdo
glicosiladas. Em outra modalidade, trés das sequéncias de
aminoacidos do CTP de gonadotrofina coridnica sé&o

glicosiladas. Em outra modalidade, quatro das sequéncias de
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aminoacidos do CTP de gonadotrofina coridnica sdo
glicosiladas. Em outra modalidade, cinco das sequéncias de
aminoacidos do CTP de gonadotrofina coridnica sdo
glicosiladas. Em outra modalidade, duas ou mais das
sequéncias de aminodcidos do CTP de gonadotrofina coridnica
sdo glicosiladas. Em outra modalidade, todas as sequéncias
de aminocacidos do CTP de gonadotrofina coridnica sé&o
glicosiladas.

[080]Em uma modalidade, pelo menos uma das sequéncias
de aminodcidos do CTP de gonadotrofina coridnica é né&o
glicosilada. Em outra modalidade, ambas as sequéncias de
aminoadcidos do CTP de gonadotrofina coridnica s&o néo
glicosiladas. Em outra modalidade, duas das sequéncias de
aminoacidos do CTP de gonadotrofina coridnica s&o néo
glicosiladas. Em outra modalidade, trés das sequéncias de
aminodcidos do CTP de gonadotrofina coridnica s&o néo
glicosiladas. Em outra modalidade, quatro das sequéncias de
aminoadcidos do CTP de gonadotrofina coridnica s&o néo
glicosiladas. Em outra modalidade, cinco das sequéncias de
aminoacidos do CTP de gonadotrofina coridnica s&o néo
glicosiladas. Em outra modalidade, duas ou mais das
sequéncias de aminodcidos do CTP de gonadotrofina coridnica
sdo ndo glicosiladas. Em outra modalidade, todas as
sequéncias de aminodcidos do CTP de gonadotrofina coridnica
sdo ndo glicosiladas.

[081]Em uma modalidade, a sequéncia do CTP glicosilada
da presente invencdo compreende pelo menos um sitio de
glicosilacdo. Em outra modalidade, a sequéncia do CTP
glicosilada da presente invencdo compreende dois sitios de

glicosilacdo. Em outra modalidade, a sequéncia do CTP
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glicosilada da presente invencdo compreende trés sitios de
glicosilagdo. Em outra modalidade, a sequéncia do CTP
glicosilada da presente invencdo compreende quatro sitios
de glicosilacdo. Em outra modalidade, a sequéncia do CTP
glicosilada da presente invencdo compreende cinco sitios de
glicosilacdo. Em outra modalidade, a sequéncia do CTP
glicosilada da presente invencdo compreende seis sitios de
glicosilagcdo. Em outra modalidade, a sequéncia do CTP
glicosilada da presente invencdo compreende sete sitios de
glicosilacdo. Em outra modalidade, a sequéncia do CTP
glicosilada da presente invencdo compreende oito sitios de
glicosilacdo. Em outra modalidade, a sequéncia do CTP
glicosilada da presente invencdo compreende de um a quatro
sitios de glicosilacdo. Em outra modalidade, a sequéncia do
CTP glicosilada da presente invencédo compreende de quatro a
nove sitios de glicosilacdo. Em outra modalidade, a
sequéncia do CTP glicosilada da presente invencéao
compreende de seis a doze sitios de glicosilacéo.

[082]Em uma modalidade, pelo menos uma das sequéncias
de aminodcidos do CTP de gonadotrofina <coridnica ¢é
totalmente glicosilada. Em outra modalidade, pelo menos uma
das sequéncias de aminocadcidos do CTP de gonadotrofina
coridénica é parcialmente glicosilada. Em uma modalidade,
parcialmente glicosilada 1indica que pelo menos um dos
sitios de glicosilagcdo do CTP é glicosilado. Em outra
modalidade, os sitios de glicosilacdo s&do sitios de O-
glicosilacédo. Em outra modalidade, os sitios de
glicosilacdo sdo sitios de N-glicosilacéo.

[083]Em uma modalidade, a modificacdo da sequéncia do

CTP é vantajosa em permitir o uso de doses mais baixas
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quando ligado a um polipeptideo, droga ou agente de
interesse. Em outra modalidade, a modificacdo da sequéncia
do CTP ¢é vantajosa em permitir menos doses de um
polipeptideo, droga ou agente de interesse. Em outra
modalidade, a modificacdo das sequéncias do CTP é vantajosa
um efeito seguro, de longa duracdo quando administrando um
polipeptideo modificado com CTP, droga, ou agente de
interesse.

[084]Em outra modalidade, modificacdes de
polipeptideos de interesse e peptideos CTP aqui incluem,
entre outras, a modificacdo C terminal, modificacdo de
ligacdo de polipeptideo, incluindo, entre outras, CH2-NH,
CH2-S, CH2-5=0, 0=C-NH, CH2-0, CH2-CH2, S=C-NH, CH=CH ou
CF=CH, modificacdes de estrutura e modificacdo de residuo.
Métodos para preparar compostos peptidomiméticos s&o bem
conhecidos na técnica e sdo especificados, por exemplo, em
Quantitative Drug Design, C.A. Ramsden Gd., Chapter 17.2,
F. Choplin Pergamon Press (1992), que é incorporado como
referéncia como se totalmente estabelecido aqui. Mais
detalhes a este respeito sdo fornecidos abaixo.

[085]Em outra modalidade, ligacdes de polipeptideos (-
CO-NH-) dentro do polipeptideo sdo substituidas. Em outra
modalidade, as ligacdes de polipeptideo s&o substituidas
por ligacdes N-metiladas (-N(CH3) -CO-) . Em outra
modalidade, as ligacdes de polipeptideo sé&o substituidas
por ligacbes éster (-C(R)H-C-0-0-C(R) -N-) . Em outra
modalidade, as ligacdes de polipeptideo sé&o substituidas
por ligagdes cetometileno (-CO-CH2-). Em outra modalidade,
as ligacdes de polipeptideo sdo substituidas por ligacdes

o-aza (-NH-N(R)-CO-), em que R ¢é qualquer alquil, por
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exemplo, metil, ligagbes carba (-CH2-NH-) . Em outra
modalidade, as ligacgdes de polipeptideo sé&o substituidas
por ligagbes hidroxietileno (-CH(OH)-CH2-). Em outra
modalidade, as 1ligacdes de polipeptideo s&o substituidas
por ligacdes tioamida (-CS-NH-). Em outra modalidade, as
ligacdes de polipeptideo s&o substituidas por ligacdes
duplas olefinicas (-CH=CH-). Em outra modalidade, as
ligacdes de polipeptideo s&o substituidas por ligacgdes
amida retro (-NH-CO-). Em outra modalidade, as ligacgdes de
peptideo sdo substituidas por derivados de polipeptideo (-
N(R) -CH2-C0O-), em que R é a cadeia lateral “normal”,
naturalmente presente no &tomo de carbono. Em outra
modalidade, essas modificagdes ocorrem em qualquer uma das
ligacdes ao longo da cadeia de polipeptideo e em uma
modalidade em varias (2-3 ligacdes) ao mesmo tempo.

[086] Em uma modalidade, aminodcidos aromaticos
naturais do polipeptideo como Trp, Tyr e Phe, sédo
substituidos por aminodcidos n&o naturais sintéticos como
Fenilglicina, TIC, naftilelanina (Nol), derivados metilados
no anel de Phe, derivados halogenados de Phe ou o-metil-
Tyr. Em outra modalidade, os polipeptideos da presente
invencdo incluem um ou mais aminocdcidos modificados ou um
ou mais mondémeros ndo aminodcidos (por exemplo, Aacidos
graxos, carboidratos complexos, etc).

[087]Em uma modalidade, “aminoacido” ou “sequéncia de
aminoacidos” entende-se para incluir os 20 aminoadcidos de
ocorréncia natural; esses aminoacidos frequentemente
modificados de forma pds-traducional in vivo, incluindo,
por exemplo, hidroxiprolina, fosfosserina e fosfotreonina;

e outros aminoadcido incomuns, incluindo, entre outros,
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acido 2-aminoadipico, hidroxilisina, isodesmosina, nor-
valina, nor-leucina e ornitina. Em uma modalidade, o
“aminoacido” inclui D- e L-aminoacidos.

[088]Em outra modalidade, os polipeptideos ou
peptideos projetados da presente invencéao sdo
bioguimicamente sintetizados como usando técnicas padrido de
fase sélida. Em outra modalidade, estes métodos bioquimicos
incluem sintese exclusiva de fase sdélida, sintese parcial
de fase sbélida, condensacdo de fragmento, ou sintese de
solugdo cléassica.

[089] Em uma modalidade, técnicas de proteina
recombinante s&o usadas para gerar os polipeptideos
projetados de interesse ou fragmentos dos mesmos da
presente invencéo. Em outra modalidade, técnicas
recombinantes s&o descritas por Bitter et al., (1987)
Methods in Enzymol. 153:516-544, Studier et al. (1990)
Methods in Enzymol. 185:60-89, Brisson et al. (1984) Nature
310:511-514, Takamatsu et al. (1987) EMBO J. 6:307-311,
Coruzzi et al. (1984) EMBO J. 3:1671-1680 e Brogli et al.,
(1984) Science 224:838-843, Gurley et al. (1986) Mol. Cell.
Biol. 6:559-565 e Weissbach & Weissbach, 1988, Methods for
Plant Molecular Biology, Academic Press, NY, Section VIII,
pp 421-463, que sdo aqui incorporados como referéncia em
suas totalidades.

[090]Em outra modalidade, o polipeptideo modificado
com CTP de interesse ou fragmento do mesmo compreende um
peptideo que compreende menos de 50 aminoadcidos e pelo
menos um peptideo carbéxi terminal de gonadotrofina
coridnica glicosilado e/ou ndo glicosilado, ligado a um N-

ou um C-terminal do polipeptideoc. Em uma modalidade, o
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polipeptideo modificado com CTP de interesse ou fragmento
do mesmo compreende um peptideo que compreende menos de 40
aminoacidos e pelo menos um peptideo carbdéxi terminal de
gonadotrofina coridnica, ligado a um N- ou um C-terminal do
polipeptideo. Em outra modalidade, o) polipeptideo
modificado com CTP de interesse ou fragmento do mesmo aqui
fornecido compreende um peptideo que compreende menos de
30, 20 ou 10 aminoadcidos. Em uma modalidade, o polipeptideo
de interesse ou fragmento do mesmo compreendendo menos de
50 aminodcidos inclui peptideos aqui fornecidos. Em outra
modalidade, o) peptideo compreendendo menos de 50
aminoadcidos é hGH, OXM, EPO, apolipoproteina Al (APO-Al), um
interferon, uma citocina ou um fator de coagulacgéo.

[091]Em uma modalidade o polipeptideo de interesse ou
fragmento do mesmo aqui fornecido é uma EPO. Em uma
modalidade, o polipeptideo de interesse ou fragmento do
mesmo aqui fornecido é um APO. Em uma modalidade, o
polipeptideo de interesse ou fragmento do mesmo aqui
fornecido é um FVIIa. Em uma modalidade, o polipeptideo de
interesse ou fragmento do mesmo aqui fornecido é um FIX. Em
uma modalidade, o polipeptideo de interesse ou fragmento do
mesmo aqui fornecido é um interferon. Em outra modalidade,
o polipeptideo de interesse ou fragmento do mesmo aqui
fornecido é um hGH. Em outra modalidade, o polipeptideo de
interesse ou fragmento do mesmo aqui fornecido é um OXM. Em
outra modalidade, o polipeptideo de interesse ou fragmento
do mesmo aqui fornecido é um GLP-1. Em outra modalidade, o
polipeptideo de interesse ou fragmento do mesmo aqui
fornecido é uma insulina. Em outra modalidade, o)

polipeptideo de interesse ou fragmento do mesmo aqui
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fornecido é uma encefalina. Em outra modalidade, o
polipeptideo de interesse ou fragmento do mesmo aqui
fornecido é um ACTH. Em outra modalidade, o polipeptideo de
interesse ou fragmento do mesmo aqui fornecido é um
glucagon. Em outra modalidade, o polipeptideo de interesse
ou fragmento do mesmo aqui fornecido é um fator de
crescimento tipo insulina. Em outra modalidade, o
polipeptideo de interesse ou fragmento do mesmo aqui
fornecido é um fator de crescimento epidérmico. Em outra
modalidade, o polipeptideo de interesse ou fragmento do
mesmo aqui fornecido ¢é um fator de crescimento de
fibroblasto &4cido ou Dbéasico. Em outra modalidade, o
polipeptideo de interesse ou fragmento do mesmo aqui
fornecido é um fator de crescimento derivado de plaqueta.
Em outra modalidade, o ©polipeptideo de interesse ou
fragmento do mesmo aqui fornecido é um granuldécito-CSF. Em
outra modalidade, o polipeptideo de interesse ou fragmento
do mesmo aqui fornecido é um macréfago-CSF. Em outra
modalidade, o polipeptideo de interesse ou fragmento do
mesmo aqui fornecido é um IL-2. Em outra modalidade, o
polipeptideo de interesse ou fragmento do mesmo aqui
fornecido é um IL-3. Em outra modalidade, o polipeptideo de
interesse ou fragmento do mesmo aqui fornecido é um fator
de necrose tumoral. Em outra modalidade, o polipeptideo de
interesse ou fragmento do mesmo aqui fornecido é um LHRH.
Em outra modalidade, o ©polipeptideo de interesse ou
fragmento do mesmo aqui fornecido é um anadlogo de LHRH. Em
outra modalidade, o polipeptideo de interesse ou fragmento
do mesmo aqui fornecido é uma somatostatina. Em outra

modalidade, o polipeptideo de interesse ou fragmento do
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mesmo aqui fornecido é um fator de liberacgdo de hormdénio do
crescimento. Em outra modalidade, o polipeptideo de
interesse ou fragmento do mesmo aqui fornecido é uma
endorfina. Em outra modalidade, o polipeptideo de interesse
ou fragmento do mesmo aqui fornecido ¢é uma proteina
surfactante alveolar. Em outra modalidade, o polipeptideo
de interesse ou fragmento do mesmo aqui fornecido é um
fator natriurético. Em outra modalidade, o polipeptideo de
interesse ou fragmento do mesmo aqui fornecido é uma
adesina. Em outra modalidade, o polipeptideo de interesse
ou fragmento do mesmo aqui fornecido é uma angiostatina. Em
outra modalidade, o polipeptideo de interesse ou fragmento
do mesmo aqui fornecido ¢é uma endostatina. Em outra
modalidade, o polipeptideo de interesse ou fragmento do
mesmo aqui fornecido é um peptideo receptor. Em outra
modalidade, o polipeptideo de interesse ou fragmento do
mesmo aqui fornecido é um ligante de ligacdo de receptor.
Em outra modalidade, o ©polipeptideo de interesse ou
fragmento do mesmo aqui fornecido é um anticorpo. Em outra
modalidade, o polipeptideo de interesse ou fragmento do
mesmo aqui fornecido é um fragmento de anticorpo. Em outra
modalidade, o polipeptideo de interesse ou fragmento do
mesmo aqui fornecido é um peptideo ou uma proteina
incluindo qualquer forma modificada.

[092]Em outra modalidade, o polipeptideo de interesse
ou fragmento do mesmo compreende adicionalmente pelo menos
um peptideo de aminoacido do CTP ligado no N-terminal e/ou
um peptideo de aminodcido do CTP ligado no C-terminal. Em
outra modalidade, o polipeptideo de interesse ou fragmento

do mesmo ¢é selecionado na lista seguinte: insulina,
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Albuteina/albumina Activase altiplase/tPA, adenosina
deaminase, imunoglobulina, glucocerebrosidase, Leucina-
sargramostim/GM-CSF, G-CSF, Venoglobulina-S/IgG, Proleucina
aldesleucina, DNase, fator VIII, Helixate, L-asparaginase,
WinRho SDF Rh I, Retavase retaplase/tPA, Fator IX, FSH,
globulina, fibrina, interleucina-11, becaplermina/PDGF,
lepirudina/herudina, TNF, Timoglobulina, fator VII,
interferon alfa-2a, interferon alfa n-1, interferon alfa-
N3, interferon beta-1b, interferon gama-1lb, interleucina-2,
HGH ou anticorpos monoclonais.

[093]Em uma modalidade, o polipeptideo de interesse ou
fragmento do mesmo aqui fornecido ainda compreende um
peptideo sinal. Em outra modalidade, o polipeptideo de
interesse ou fragmento do mesmo ¢é um hormdnio do
crescimento. Em outra modalidade, o hormdénio do crescimento
ainda mais compreende um peptidec sinal. Em outra
modalidade, apds expressdo e secrecdo, o peptideo sinal é
clivado dos peptideos/polipeptideos precursores projetados
resultando nos peptideos/polipeptideos maduros projetados.
Em outra modalidade, sequéncias sinal incluem, entre
outras, as sequéncias de sinal enddbgeno.

[094]Em outra modalidade, os polipeptideos e métodos
da presente invencdo fornecem um hormbénio do crescimento
tendo adicionalmente um peptideo sinal compreendendo a
seguinte sequéncia de aminoacidos:
MATGSRTSLLLAFGLLCLPWLQEGSA (SEQ ID NO: 4).

[095] Em outra modalidade, hormbébnios de crescimento
modificados com CTP ou conjugados desta invencdo sdo usados
da mesma maneira como horménios de crescimento sem

modificacgdes.Em outra modalidade, hormbénios do crescimento

Peti¢c&o 870220068754, de 03/08/2022, pag. 60/190



52/177

conjugados desta invencdo tém um tempo de meia-vida e tempo
de residéncia no plasma aumentado, depuracdo diminuida, e
atividade clinica aumentada in vivo. Em outra modalidade,
devido as propriedades melhoradas dos hormdnios do
crescimento conjugados conforme descrito aqui, estes
conjugados sdo administrados menos frequentemente do que
horménios do crescimento sem modificacbes. Em outra
modalidade, hormbénios do crescimento conjugados conforme
descrito aqui s&o administrados uma vez por semana para uma
vez a cada duas semanas. Em outra modalidade, horménios do
crescimento conjugados conforme descrito aqui sédo
administrados uma vez a cada duas semanas para uma vez a
cada trés semanas. Em outra modalidade, hormbénios do
crescimento conjugados conforme descrito aqui sédo
administrados uma vez por dia a trés vezes por semana. Em
outra modalidade, a diminuicéo da frequéncia de
administracdo 1ird resultar em melhor adesdo do paciente
levando para os melhorados resultados do tratamento, bem
como a qualidade de wvida melhorada do paciente. Em outra
modalidade, em comparacgdo com oS conjugado convencionais de
horménios do crescimento ligados a poli(etileno glicol),
verificou-se que o horménio do crescimento conjugados com
CTP tendo o peso molecular e estrutura de ligante dos
conjugados desta invencdo tém uma poténcia melhorada,
estabilidade melhorada, niveis de &rea sob a curva elevados
(AUC) e meia-vida de circulacdo potencializada. Em outra
modalidade, em comparacgdo com oS conjugado convencionais de
horménios do crescimento ligados a poli(etileno glicol),
verificou-se que os hormbénios do crescimento tendo o peso

molecular e estrutura de ligante dos conjugados desta
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invencéao tém uma poténcia melhorada, estabilidade
melhorada, niveis de AUC elevados e meia-vida de circulacéo
potencializada. Em outra modalidade, em comparacdo com OS
conjugado convencionais de hormbénios do crescimento ligados
a poli(etileno glicol), verificou-se que os hormbénios do
crescimento tendo o volume hidrodiné&mico ideal dos
conjugados desta 1invencgdo tém uma poténcia melhorada,
estabilidade melhorada, niveis de AUC elevados e meia-vida
de circulacdo potencializada. Em outra modalidade, uma
quantidade terapeuticamente eficaz um conjugado de horménio
do crescimento é a quantidade de conjugado necessaria para
a atividade bioldégica esperada mensuravel in vivo. Em outra
modalidade, um horménio do crescimento utilizado de acordo
com o0s ensinamentos da presente invencdo apresenta poténcia
aumentada. Em outra modalidade, a ligacdo de sequéncias do
CTP para N- e C-terminal de um hormdénio do crescimento
resulta em atividade prolongada in vivo.

[096] Em outra modalidade, o horménio do crescimento é
qualquer horménio do crescimento conhecido por um
especialista na técnica. Em outra modalidade, o hormbénio do
crescimento é um horménio do crescimento humano. Em outra
modalidade, a sequéncia de nucleotideos e/ou a sequéncia de
aminodcidos de um horménio do crescimento estd disponivel
em um banco de dados do banco de gene. Em outra modalidade,
o horménio do crescimento é um homdélogo de um hormdnio do
crescimento fornecido aqui e/ou um hormbénio do crescimento
fornecido em um banco de dados do banco de gene. Em outra
modalidade, um hombélogo também se refere a uma variante de
delecéo, insercéao ou substituicéao, incluindo uma

substituicdo de aminocacido da mesma e fragmentos de
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polipeptideo biologicamente ativo das mesmas.

[097]Em outra modalidade, o hormbénio do crescimento é
a variante de 2, 3, 4 éxons faltantes de hGH ou qualquer
combinacdo dos mesmos. Em outra modalidade, o hormbénio do
crescimento compreende um peptideo sinal. Em outra
modalidade, o horménio do crescimento compreende um sitio
de clivagem sinal. Em outra modalidade, polipeptideos
compreendendo GH modificados por CTPs da presente invencdo
compreendem GH recombinante.

[098]1Em outra modalidade, um hormdénio de crescimento
conforme descrito aqui é um membro da superfamilia de
citocinas tipo horménio do crescimento (GH). Em outra
modalidade, um hormdénio do crescimento conforme descrito
aqui ¢é hormbénio do crescimento humano (hGH). Em outra
modalidade, um horménio do crescimento humano compreende a
seguinte sequéncia de aminodcidos (Acessdo Genbank No.
P01241) :
MATGSRTSLLLAFGLLCLPWLQEGSAFPTIPLSRLEFDNAMLRAHRLHQLAFDTYQEFEE
AYIPKEQKYSFLONPQTSLCFSESIPTPSNREETQOKSNLELLRISLLLIQSWLEPVQF
LRSVFANSLVYGASDSNVYDLLKDLEEGIQTLMGRLEDGSPRTGQIFKQTYSKEFDTNSH
NDDALLKNYGLLYCFRKDMDKVETFLRIVQCRSVEGSCGF (SEQ ID NO: 5).

[099] Em outra modalidade, um horménio do crescimento
humano compreende a seguinte sequéncia de aminocacidos:
MFPTIPLSRLEFDNAMLRAHRLHQLAFDTYQEFEEAYTIPKEQKYSFLONPQTSLCFSEST
PTPSNREETQOKSNLELLRISLLLIQSWLEPVQFLRSVFANSLVYGASDSNVYDLLKDL
EEGIQTLMGRLEDGSPRTGQIFKQTYSKFDTNSHNDDALLKNYGLLYCFRKDMDKVETF
LRIVQCRSVEGSCGE (SEQ ID NO: 6). Em outra modalidade, um
horménio do crescimento humano compreende a seguinte
sequéncia de aminoédcidos: MFPTIPLSRLEFDNAMLRAHRLHQLA (SEQ ID

NO: 7). Em outra modalidade, um hGH compreende a seguinte
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sequéncia de aminoacidos:
MATGSRTSLLLAFGLLCLPWLOQEGSAFPTIPLSRLEFDNAMLRAHRLHQLAFDTYQEFEE
AYTIPKVQOKYSFLONPOQTSLCFSESIPTPSNREETQOKSNLELLRISLLLIQSWLEPVQF
LRSVFANSLVYGASDSNVYDLLKDLEEGIQTLMGRLEDGSPRTGQIFKQTYSKEFDTNSH
NDDALLKNYGLLYCFRKDMDKVETFLRIVQCRSVEGSCGFE (SEQ ID NO: 8). Na
outra modalidade, um hGH é uma variante de substituicdo na
qual glutamina na posicdo 65 do hGH é substituida por uma
valina.

[0100] Em outra modalidade, um horménio do
crescimento da invencdo compreende a sequéncia depositada
de aminodcidos do banco do gene sob Adesdo no. AAAT72260. Em
outra modalidade, um hormébnio do crescimento da invencéo
compreende a sequéncia depositada de aminoacidos do banco
do gene sob Adesdo no. AAK69708. Em outra modalidade, um
horménio do crescimento da invencdo compreende a sequéncia
depositada de aminodcidos do banco do gene sob Adesdo no.
CAAQ01435. Em outra modalidade, um hormdénio do crescimento
da invencéao compreende a sequéncia depositada de
aminoacidos do banco do gene sob Ades&o no. CAA01329. Em
outra modalidade, um hormbénio do crescimento da invencéo
compreende a sequéncia depositada de aminoadcidos do banco
do gene sob Adesdo no. CAA00380. Em outra modalidade, um
horménio do crescimento da invencdo compreende a sequéncia
depositada de aminoadcidos do banco do gene sob Adesdo no.
AAAT72555. Em outra modalidade, um hormdénio do crescimento
da invencdo compreende a sequéncia depositada de
aminoacidos do banco do gene sob adesdo no. NP 000506.2. Em
outra modalidade, um hormbébnio do crescimento da invencéo
compreende a sequéncia depositada de aminodcidos do banco

do gene sob adesdo no. NP 072053.1. Em outra modalidade, um
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horménio do crescimento da invencdo compreende a sequéncia
depositada de aminoadcidos do banco do gene sob adesdo no.
NP 072054.1. Em outra modalidade, um hormdénio do
crescimento da invencdo compreende a sequéncia depositada
de aminoacidos do banco do gene sob adesdo no. NP 072055.1.
Em outra modalidade, um hormbénio do crescimento da invencgdo
compreende a sequéncia depositada de aminoacidos do banco
do gene sob adesdo no. NP 072056.1.

[0101] Em outra modalidade, a molécula de 4&cido
nucleico que codifica um hormbénio do crescimento conforme
descrito aqui codifica qualgquer sequéncia de aminodcidos de
um horménio do crescimento conhecido por um especialista na
técnica. Em outra modalidade, a molécula de &cido nucleico
que codifica um horménio do crescimento conforme descrito
aqui codifica um hGH. Em outra modalidade, a molécula de
dcido nucleico que codifica um hormbénio do crescimento
compreende a sequéncia depositada de 4&cido nucleico no
banco de gene sob adesdo no. NM 000515.3. Em outra
modalidade, a molécula de &cido nucleico que codifica um
horménio do crescimento compreende a sequéncia depositada
de 4&cido nucleico no banco de gene sob ades&o no.
NM 022559.2. Em outra modalidade, a molécula de acido
nucleico que codifica um horménio do crescimento compreende
a sequéncia depositada de &cido nucleico no banco de gene
sob adesdo no. NM 022560.2. Em outra modalidade, a molécula
de &4cido nucleico que codifica um horménio do crescimento
compreende a sequéncia depositada de &cido nucleico no
banco de gene sob adesdo no. NM 022561.2. Em outra
modalidade, a molécula de &cido nucleico que codifica um

horménio do crescimento compreende a sequéncia depositada
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de 4&cido nucleico no banco de gene sob adesdo no.
NM 022562.2.

[0102] Em outra modalidade, um polipeptideo
compreendendo um hormédnio do crescimento da invencéo
compreende um CTP ligado a um C-terminal de um hormdénio do
crescimento (hGH-CTP) e tendo a seguinte sequéncia de
aminoacidos:
MATGSRTSLLLAFGLLCLPWLOQEGSAFPTIPLSRLEFDNAMLRAHRLHQLAFDTYQEFEE
AYIPKEQKYSFLONPQTSLCFSESIPTPSNREETQOKSNLELLRISLLLIQSWLEPVQF
LRSVFANSLVYGASDSNVYDLLKDLEEGIQTLMGRLEDGSPRTGQIFKQTYSKEFDTNSH
NDDALLKNYGLLYCFRKDMDKVETFLRIVQCRSVEGSCGFSSSSKAPPPSLPSPSRLPG
PSDTPILPQ (SEQ ID NO: 9).

[0103] Em outra modalidade, um polipeptideo
compreendendo um hormdébnio do crescimento da invencédo
compreende dois CTPs ligados em tandem a um C-terminal de
um horménio do crescimento (hGH-CTP-CTP) e tendo a seguinte
sequéncia de aminoacidos:
MATGSRTSLLLAFGLLCLPWLQEGSAFPTIPLSRLEFDNAMLRAHRLHQLAFDTYQEFEE
AYIPKEQKYSFLONPQTSLCFSESIPTPSNREETQOKSNLELLRISLLLIQSWLEPVQF
LRSVFANSLVYGASDSNVYDLLKDLEEGIQTLMGRLEDGSPRTGQIFKQTYSKEFDTNSH
NDDALLKNYGLLYCFRKDMDKVETFLRIVQCRSVEGSCGFSSSSKAPPPSLPSPSRLPG
PSDTPILPQSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQ (SEQ ID NO: 10).

[0104] Em outra modalidade, um polipeptideo
compreendendo um hormbénio do crescimento da invencgdo
compreende dois CTPs ligados em tandem a um C-terminal de
um horménio do crescimento e um CTP ligado a um N-terminal
de um hormdénio do crescimento (CTP-hGH-CTP-CTP) e tendo a
seqguinte sequéncia de aminoacidos:
MATGSRTSLLLAFGLLCLPWLQEGSASSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQFPTIP

LSRLEDNAMLRAHRLHQLAFDTYQEFEEAYIPKEQKYSFLONPQTSLCEFSESIPTPSNR
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EETQOKSNLELLRISLLLIQSWLEPVQFLRSVFANSLVYGASDSNVYDLLKDLEEGIQT
LMGRLEDGSPRTGQIFKQTYSKEFDTNSHNDDALLKNYGLLYCFRKDMDKVETEFLRIVQC
RSVEGSCGFSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSD
TPILPQ (SEQ ID NO: 11).

[0105] Em outra modalidade, um polipeptideo
compreendendo um hormébnio do crescimento da invencéo
compreende dois CTPs ligados em tandem a um C-terminal de
um hormbénio do crescimento, em que um CTP dos dois CTPs é
truncado, e um CTP adicional ligado a um N-terminal de um
horménio do crescimento (tCTP-hGH-CTP-CTP) e tendo a
seguinte sequéncia de aminoacidos:
MATGSRTSLLLAFGLLCLPWLOEGSASSSSKAPPPSLPFPTIPLSRLEFDNAMLRAHRLH
QLAFDTYQEFEEAYTIPKEQKYSFLONPOQTSLCEFSESTIPTPSNREETQOKSNLELLRISL
LLIQSWLEPVQFLRSVFANSLVYGASDSNVYDLLKDLEEGIQTLMGRLEDGSPRTGQIF
KOTYSKFDTNSHNDDALLKNYGLLYCFRKDMDKVETFLRIVQCRSVEGSCGEFSSSSKAP
PPSLPSPSRLPGPSDTPILPQSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQ (SEQ ID
NO: 12).

[0106] Em outra modalidade, um polipeptideo
compreendendo um hormbénio do crescimento da invencao
compreende um CTPs ligado a um C-terminal de um hormbénio do
crescimento e um CTP ligado a um N-terminal de um hormdnio
do crescimento (CTP-hGH-CTP) e tendo a seguinte sequéncia
de aminoé&cidos:
MATGSRTSLLLAFGLLCLPWLQEGSASSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQFPTIP
LSRLFDNAMLRAHRLHQLAFDTYQEFEEAYIPKEQKYSFLONPQTSLCEFSESIPTPSNR
EETQOKSNLELLRISLLLIQSWLEPVQFLRSVFANSLVYGASDSNVYDLLKDLEEGIQT
LMGRLEDGSPRTGQIFKQTYSKFDTNSHNDDALLKNYGLLYCFRKDMDKVETEFLRIVQC
RSVEGSCGFSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQ (SEQ ID NO: 13).

[0107] Em outra modalidade, um polipeptideo

compreendendo um horménio do crescimento e um CTP
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compreende a seguinte sequéncia de aminoacidos:
MATGSRTSLLLAFGLLCLPWLOQEGSASSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQFPTIP
LSRLFDNAMLRAHRLHQLAFDTYQEFEEAYTPKEQKYSFLONPQTSLCEFSESTPTPSNR
EETQOKSNLELLRISLLLTIQSWLEPVQFLRSVFANSLVYGASDSNVYDLLKDLEEGIQT
LMGRLEDGSPRTGQIFKQTYSKEFDTNSHNDDALLKNYGLLYCFRKDMDKVETFLRIVQC
RSVEGSCGF (SEQ ID NO: 14).

[0108] Em outra modalidade, uma molécula de
polinucleotideo que codifica um polipeptideo tendo CTP-hGH-
CTP compreende a seguinte sequéncia de acidos nucleicos:

tctagaggacatggccaccggcagcaggaccagcctgectgctggectteggect
gctgtgcctgccatggctgcaggagggcagcgccagectcettecttcectaaggectccacccce
catctctgcccagccccagcagactgceccgggceccccagcgacacaccecattcectgeecccecag
ttccccaccatccceccecctgagcaggcectgttcgacaacgccatgctgagggectcacagget
gcaccagctggcctttgacacctaccaggagttcgaggaagcctacatccccaaggagce
agaagtacagcttcctgcagaacccccagacctceccecctgtgecttcagecgagagcateccecce
acccccagcaacagagaggagacccagcagaagagcaacctggagctgctgaggatctce
cctgctgctgatccagagctggctggagecccgtgcagttcecctgagaagegtgttegeeca
acagcctggtgtacggcgccagcgacagcaacgtgtacgacctgctgaaggacctggag
gagggcatccagaccctgatgggccggctggaggacggcagccccaggaccggecagat
cttcaagcagacctacagcaagttcgacaccaacagccacaacgacgacgccctgctga
agaactacgggctgctgtactgcttcagaaaggacatggacaaggtggagaccttcctg
aggatcgtgcagtgcagaagcgtggagggcagctgcggcttcagectccagcagcaaggce
ccctccececcgagectgceectcecccaagcaggctgectgggecctceccgacacaccaatee
tgcctcagtgatgaaggtctggatgcggcecge (SEQ ID NO: 15).

[0109] Em outra modalidade, uma molécula de
polinucleotideo que codifica um polipeptideo tendo CTP-hGH-
CTP-CTP compreende a seguinte sequéncia de acidos
nucleicos:
tctagaggacatggccaccggcagcaggaccagcctgctgctggecttecggectgetgt

gcctgccatggctgcaggagggcagcgccagctcecttettctaaggecteccaccceceecatet
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ctgcccagccccagcagactgccgggceccccagcgacacacccattectgecccagttecce
caccatccccctgagcaggctgttcgacaacgccatgctgagggctcacaggctgcecacc
agctggcctttgacacctaccaggagttcgaggaagcctacatccccaaggagcagaag
tacagcttcctgcagaacccccagacctceccecectgtgecttcagecgagagcatccccaccce
cagcaacagagaggagacccagcagaagagcaacctggagctgctgaggatctceccecctgce
tgctgatccagagctggctggagccecgtgcagttcecctgagaagegtgttcecgeccaacagce
ctggtgtacggcgccagcgacagcaacgtgtacgacctgctgaaggacctggaggaggg
catccagaccctgatgggccggctggaggacggcageccccaggaccggceccagatettea
agcagacctacagcaagttcgacaccaacagccacaacgacgacgccctgctgaagaac
tacgggctgctgtactgcttcagaaaggacatggacaaggtggagaccttcctgaggat
cgtgcagtgcagaagcgtggagggcagctgcggcttcagctccagcagcaaggcccctce
ccccgagcctgecctceccccaagcaggctgectgggecctceccgacacaccaatectgeca

cagagcagctcctctaaggcccctceccectceccatecctgecatceccececectececggetgectgg

cccctcectgacacccectatcectgectcagtgatgaaggtctggatgecggecgce (SEQ
ID NO: 16).
[0110] Em outra modalidade, uma molécula de

polinucleotideo que codifica um polipeptideo tendo CTP-hGH-
CTP-CTP compreende a seguinte sequéncia de dcidos
nucleicos:

tctagaggacatggccaccggcagcaggaccagcctgctgctggecttecggectgetgt
gcctgccatggctgcaggagggcagcgccagctcecttettctaaggctccacccececgagce
ctgcccttceccecccaccateccceccecctgagcaggetgttcgacaacgceccatgectgagggcecteca
caggctgcaccagctggcecctttgacacctaccaggagttcgaggaagcctacatccceca
aggagcagaagtacagcttcctgcagaacccccagacctceccecctgtgecttcagecgagagce
atccccacccccagcaacagagaggagacccagcagaagagcaacctggagetgetgag
gatctccctgctgctgatccagagctggctggageccecgtgcagttecctgagaagegtgt
tcgccaacagcctggtgtacggcgccagcgacagcaacgtgtacgacctgctgaaggac
ctggaggagggcatccagaccctgatgggccggctggaggacggcagccccaggaccgg
ccagatcttcaagcagacctacagcaagttcgacaccaacagccacaacgacgacgccc

tgctgaagaactacgggctgctgtactgcttcagaaaggacatggacaaggtggagacc
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ttcctgaggatcgtgcagtgcagaagcgtggagggcagctgcggcttcagectccagecag
caaggcccctcccecceccgagcectgecctecccaagcaggctgectgggecctceccgacacac
caatcctgccacagagcagctcctctaaggcccctecctceccateccecctgecatcececeectece
cggctgcctggcecccecctctgacacccecctatectgectcagtgatgaaggtctggatgcecgg
ccgc (SEQ ID NO: 17).

[0111] Em outra modalidade, um horménio do
crescimento da invencdo ¢é homdélogo para uma sequéncia
conhecida de um hormdénio do crescimento. Em outra
modalidade, um hormbénio do c¢rescimento da invencdo &
homélogo para uma sequéncia do horménio do crescimento como
divulgada aqui. Em outra modalidade, homologia de acordo
com a presente invencdo também inclui variantes de
delecbes, insercdes ou substituicao, incluindo uma
substituicdo de aminoadcido, do mesmo e fragmentos de
polipeptideo Dbiologicamente ativos do mesmo. Em uma
modalidade, a variante de substituicdo é uma, em gue a
glutamina na posicdo 65 do hGH é substituida por uma valina
[Gellerfors et al., J Pharm Biomed Anal 1989, 7:173-83].

[0112] Em uma modalidade, a frase “hormbénio do
crescimento humano” (hGH) refere-se a um polipeptideo, como
estabelecido no Acessdo Genbank No. P01241 apresentando
atividade de hGH (ou seja, estimulacdo do crescimento).

[0113] Em uma modalidade, “hormdénio do crescimento
humano” (hGH) refere-se a um polipeptideo, Ccomo
estabelecido no Acessdo Genbank No. P01241, apresentando
atividade de hGH (ou seja, estimulacdo do crescimento). Em
uma modalidade, hGH da presente invencdo também se refere
aos homélogos. Em uma modalidade, a sequéncia de
aminoacidos do hGH da presente invencdo é pelo menos 50%

homéloga a uma sequéncia do hGH estabelecida em Acesséo
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Genbank No. P01241 conforme determinado wutilizando o
software BlastP do National Center of Biotechnology
Information (NCBI) wusando pardmetros padrdo). Em uma
modalidade, a sequéncia de aminodcidos do hGH da presente
invencdo é pelo menos 60% hombéloga a uma sequéncia do hGH
estabelecida em Acessdo Genbank No. P01241 conforme
determinado utilizando o software BlastP do National Center
of Biotechnology Information (NCBI) wusando paradmetros
padrdo) . Em uma modalidade, a sequéncia de aminoacidos do
hGH da presente invencdo é pelo menos 70% homdéloga a uma
sequéncia do hGH estabelecida em Acessédo Genbank No. P01241
conforme determinado wutilizando o software BlastP do
National Center of Biotechnology Information (NCBI) usando
pardmetros padrdo). Em uma modalidade, a sequéncia de
aminoacidos do hGH da presente invencdo é pelo menos 80%
homéloga a uma sequéncia do hGH estabelecida em Acesséo
Genbank No. P01241 conforme determinado wutilizando o
software BlastP do National Center of Biotechnology
Information (NCBI) usando pardmetros padrdo). Em uma
modalidade, a sequéncia de aminoacidos do hGH da presente
invencdo é pelo menos 90% hombéloga a uma sequéncia do hGH
estabelecida em Acessdo Genbank No. P01241 conforme
determinado utilizando o software BlastP do National Center
of Biotechnology Information (NCBI) usando pardmetros
padrédo) . Em uma modalidade, a sequéncia de aminoadcidos do
hGH da presente invencdo é pelo menos 95% homdéloga a uma
sequéncia do hGH estabelecida em Acessdo Genbank No. P01241
conforme determinado wutilizando o software BlastP do
National Center of Biotechnology Information (NCBI) usando

parémetros padréao).
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[0114] Em uma modalidade, o peptideo de interesse
aqui fornecido é oxintomodulina. Em outra modalidade,

oxintomodulina (0OXM) compreende a seguinte sequéncia de

aminoacidos (A7) : HSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDEVQWLMNTKRNRNNIA
(SEQ ID NO: 18). Em outra modalidade, OXM consiste na
sequéncia de aminodcidos da SEQ ID NO: 18. Em outra

modalidade, OXM compreende ou consiste na sequéncia de
aminoacidos mostrada em CAS No. 62340-29-8.

[0115] Em uma modalidade, o termo oxintomodulina
ainda inclui um homélogo de uma oxintomodulina conhecida.
Em uma modalidade, o homdélogo é um homélogo funcional. Em
outra modalidade, o) termo “funcional” refere-se a
capacidade um homdélogo, polipeptideo ou fragmentos do mesmo
aqui fornecido tem de suprimir o apetite. O termo também se
refere a capacidade de um hombélogo, polipeptideos ou
fragmentos dos mesmos fornecidos aqui de estender a meia-
vida bioldégica de outra proteina ou peptideoc. Em outra
modalidade, a meia-vida (T%) biolbdégica de uma proteina,
peptideo ou hombélogo fornecida aqui se refere ao tempo que
leva para que metade da quantidade da proteina, peptideo ou
homélogo para seja degradada ou nédo esteja presente em um
meio bioldégico em um sujeito. Em outra modalidade, o meio
biolégico é soro, liquido cerebospinal, tecido, mucosa e
afins.

[0116] Em outra modalidade, OXM é OXM humana ou OXM
de qualquer mamifero. Em outra modalidade, OXM ¢é também
referida como glucagon-37 ou enteroglucagon biocativo. Em
outra modalidade, OXM é um polipeptideo duplo ou fragmentos
do mesmo. Em outra modalidade, OXM ¢é um fragmento

biologicamente ativo da OXM. Em outra modalidade, OXM
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biologicamente ativa se estende do aminoacido 30 ao
aminoacido 37 de SEQ ID NO: 18. Em outra modalidade, OXM
biologicamente ativa se estende do aminoacido 19 ao
aminodcido 37 de SEQ ID NO: 18. Em outra modalidade, OXM da
invencdo corresponde a um octapeptideo do qual os dois
aminodcidos C-terminais s&do deletados. Em outra modalidade,
OXM da invengdo corresponde a qualquer fragmento de SEQ ID
NO: 18 gue mantém a atividade OXM conforme descrita aqui.
Em outra modalidade, a invencdo também inclui homdbdlogos,
por exemplo, polipeptideos que s&do pelo menos 50%, pelo
menos, 55%, pelo menos 60%, pelo menos, 65%, pelo menos
70%, pelo menos, 75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo
menos 87%, pelo menos 89%, pelo menos de 91%, pelo menos
93%, pelo menos 95%, pelo menos 96%, pelo menos 97%, pelo
menos 98% ou pelo menos 99% hombélogos para uma
oxintomodulina como determinado usando o software de BlastP
de National Center of Biotechnology Information (NCBI)
usando pardmetros padrédo.

[0117] Em outras modalidades, e} termo
oxintomodulina projetada se refere a sequéncia de
aminodcidos de uma oxintomodulina madura. Em outras
modalidades, o termo oxintomodulina projetada se refere a
sequéncia de aminodcidos da oxintomodulina incluindo sua
sequéncia sinal ou peptideo sinal.

[0118] Em outra modalidade, os polipeptideos ou
fragmentos da mesma aqui fornecidos compreendem um peptideo
sinal ou sequéncia sinal.

[0119] Em outra modalidade, “sequéncia sinal” e
“peptideo sinal” s&do usados de modo intercambiavel agqui. Em

outra modalidade, “sequéncia” qgquando em referéncia a uma
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molécula de polinucleotideo pode se referir a uma parte
codificadora. Cada possibilidade representa uma modalidade
separada da presente invencdo.

[0120] Em uma modalidade, o) polipeptideo ou
peptideo de interesse fornecido aqui ¢é eritropoietina
(EPO) . Em outra modalidade, o termo ‘“eritropoietina”
refere-se a eritropoetina de mamifero. Em uma modalidade,
“eritropoietina” refere-se a eritropoetina humana, como
estabelecido em Acessédo Genbank No. AAA52400.

[0121] Em uma modalidade, uma sequéncia de
eritropoietina ou EPO da presente invencdo também se refere
aos homélogos. Em uma modalidade, a sequéncia de
aminoacidos da eritropoietina da presente invencdo é pelo
menos 50% homdéloga a uma sequéncia da eritropoietina
estabelecida em Acessdo Genbank No. AAA52400 conforme
determinado utilizando o software BlastP do National Center
of Biotechnology Information (NCBI) usando pardmetros
padrdo. Em uma modalidade, a sequéncia de aminoacidos da
eritropoietina da presente 1invencdo ¢é pelo menos 60%
homéloga a uma sequéncia da eritropoietina estabelecida em
Acessao Genbank No. AAA52400 conforme determinado
utilizando o software BlastP do ©National Center of
Biotechnology Information (NCBI) usando parédmetros padrédo.
Em uma modalidade, a sequéncia de aminoacidos da
eritropoietina da presente 1invencdo ¢é pelo menos 70%
homéloga a uma sequéncia da eritropoietina estabelecida em
Acessao Genbank No. AAA52400 conforme determinado
utilizando o software BlastP do National Center of
Biotechnology Information (NCBI) usando parédmetros padréo.

Em uma modalidade, a sequéncia de aminoacidos da
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o)

eritropoietina da presente 1invencdo ¢é pelo menos 80%
homéloga a uma sequéncia da eritropoietina estabelecida em
Acessao Genbank No. AAA52400 conforme determinado
utilizando o software BlastP do National Center of
Biotechnology Information (NCBI) usando pardmetros padréo.
Em uma modalidade, a sequéncia de aminoacidos da
eritropoietina da presente invencdo é pelo menos 90%
homéloga a uma sequéncia da eritropoietina estabelecida em
Acessao Genbank No. AAA52400 conforme determinado
utilizando o software BlastP do National Center of
Biotechnology Information (NCBI) usando parédmetros padrdo.
Em uma modalidade, a sequéncia de aminodcidos da
eritropoietina da presente 1invencdo ¢é pelo menos 95%
homéloga a uma sequéncia da eritropoietina estabelecida em
Acessao Genbank No. AAA52400 conforme determinado
utilizando o software BlastP do National Center of
Biotechnology Information (NCBI) usando pardmetros padréo.

[0122] Em outra modalidade, os métodos da presente
invencdo fornecem um peptideo EPO estabelecido em SEQ ID
NO: 19 tendo adicionalmente pelo menos um peptideo de
aminodcidos do CTP no N-terminal e pelo menos mais um
peptideo de aminodcidos do CTP no C-terminal. Em outra
modalidade, os métodos da presente invencdo fornecem um
peptideo EPO estabelecido em SEQ ID NO: 19:
MGVHECPAWLWLLLSLLSLPLGLPVLGAPPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEH
CSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQOAVEVWQGLALLSEAVLRGQALLVNSSQPWEPL
QLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPPDAASAAPLRTITADTFRKLFRVYSNFLR
GKLKLYTGEACRTGDRSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQ (SEQ ID NO:
19).

[0123] Em outra modalidade, o) peptideo EPO
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adicionalmente tem pelo menos um peptideo de aminoacidos do
CTP no N-terminal e pelo menos um peptideo de aminoacidos
do CTP adicional no C-terminal para o tratamento da anemia.
Em outra modalidade, os métodos da presente invencéo
fornecem um peptideo EPO estabelecido em SEQ ID NO: 20
tendo adicionalmente pelo menos um peptideo de aminoacidos
do CTP no N-terminal e pelo menos mais um peptideo de
aminoacidos do CTP no C-terminal:
MGVHECPAWLWLLLSLLSLPLGLPVLGAPPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEH
CSLNENITVPDTKVNEYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRGQALLVNSSQPWEPL
QLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEATISPPDAASAAPLRTITADTFRKLFRVYSNFLR
GKLKLYTGEACRTGDRSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQSSSSKAPPPSLPSPS
RLPGPSDTPILPQ (SEQ ID NO: 20).

[0124] Em outra modalidade, os métodos da presente
invencdo fornecem um peptideo EPO estabelecido em SEQ ID
NO: 21 tendo adicionalmente pelo menos um peptideo de
aminodcidos do CTP no N-terminal e pelo menos mais um
peptideo de aminoacidos do CTP no C-terminal:
MGVHECPAWLWLLLSLLSLPLGLPVLGSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQAPPR
LICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEV
WQGLALLSEAVLRGQALLVNSSQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPP
DAASAAPLRTITADTFRKLEFRVYSNFLRGKLKLYTGEACRTGDRSSSSKAPPPSLPSPS
RLPGPSDTPILPQSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQ (SEQ ID NO: 21).

[0125] Em outra modalidade, os métodos da presente
invencdo fornecem um peptideo EPO estabelecido em SEQ ID
NO: 22 tendo adicionalmente pelo menos um peptideo de
aminodcidos do CTP no N-terminal e pelo menos mais um
peptideo de aminoacidos do CTP no C-terminal:
MGVHECPAWLWLLLSLLSLPLGLPVLGAPPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEH

CSLNENITVPDTKVNEYAWKRMEVGQOAVEVWOGLALLSEAVLRGQALLVNSSQPWEPL
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QLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPPDAASAAPLRTITADTFRKLFRVYSNFLR
GKLKLYTGEACRTGDRSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQAPPRLICDSRVLERY
LLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGOQAVEVWQGLALLSEAV
LRGOALLVNSSQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEATSPPDAASAAPLRTI
TADTFRKLFRVYSNFLRGKLKLYTGEACRTGDR (SEQ ID NO: 22).

[0126] Em outra modalidade, os métodos da presente
invencdo fornecem um peptideo EPO estabelecido em SEQ ID
NO: 23 tendo adicionalmente pelo menos um peptideo de
aminodcidos do CTP no N-terminal e pelo menos mais um
peptideo de aminoacidos do CTP no C-terminal:
MGVHECPAWLWLLLSLLSLPLGLPVLGSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQAPPR
LICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEV
WQGLALLSEAVLRGQALLVNSSQPWEPLOLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEATISPP
DAASAAPLRTITADTFRKLFRVYSNFLRGKLKLYTGEACRTGDR (SEQ ID NO:
23) .

[0127] Em outra modalidade, os métodos da presente
invencdo fornecem um peptideo EPO estabelecido em SEQ ID
NO: 24 tendo adicionalmente pelo menos um peptideo de
aminodcidos do CTP no N-terminal e pelo menos mais um
peptideo de aminoacidos do CTP no C-terminal:
MGVHECPAWLWLLLSLLSLPLGLPVLGSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQAPPR
LICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNEFYAWKRMEVGQQAVEV
WQGLALLSEAVLRGQALLVNSSQPWEPLOLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEATISPP
DAASAAPLRTITADTFRKLEFRVYSNFLRGKLKLYTGEACRTGDRSSSSKAPPPSLPSPS
RLPGPSDTPILPQ (SEQ ID NO: 24).

[0128] Em outra modalidade, os métodos da presente
invencdo fornecem um peptideo EPO estabelecido em SEQ ID
NO: 25 tendo adicionalmente pelo menos um peptideo de
aminoacidos do CTP no N-terminal e pelo menos mais um

peptideo de aminodcidos do CTP no C-terminal:
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MGVHECPAWLWLLLSLLSLPLGLPVLGAPPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEH
CSLNENITVPDTKVNEYAWKRMEVGQOAVEVWQGLALLSEAVLRGQALLVNSSQPWEPL
QLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEATISPPDAASAAPLRTITADTFRKLFRVYSNEFLR

GKLKLYTGEACRTGDR (SEQ ID NO: 25).

[0129] Em outra modalidade, os métodos do presente

invencdo fornecem um Acido nucleico estabelecido em SEQ ID

NO: 26 que codifica um peptideo EPO e um peptideo de

aminoacidos do CTP no N-terminal e dois peptideos de

aminoacidos do CTP no C-terminal: tctagaggtc atcatggggg
tgcacgaatg tcctgcctgg ctgtggcecttc tcectgtcecceccttce tgtcgcetce
cctctgggcc  tcccagtcct gggctcctcect  tectcaaagg  cccctcecececc
gagccttcca agtccatccc gactcccggg gcecctcggac  accccaatat
taccacaagc cccaccacgc ctcatctgtg acagccgagt cctggagagg
tacctcttgg aggccaagga ggccgagaat atcacgacgg gctgtgctga
acactgcagc ttgaatgaga atatcactgt cccagacacc aaagttaatt
tctatgcctg gaagaggatg gaggtcgggc agcaggccgt agaagtctgg
cagggcctgg ccctgctgtc ggaagctgtc ctgcggggcc aggccctgtt
ggtcaactct tcccagccgt gggagcccct  gcagctgcat gtggataaag
ccgtcagtgg ccttcgcagc ctcaccactc tgcttcgggce  tctgggagcec
cagaaggaag ccatctcccc tccagatgcg gcecctcagctg ctccactcecg
aacaatcact gctgacactt tccgcaaact cttccgagtc tactccaatt
tcctccgggg aaagctgaag ctgtacacag gggaggcctg caggacaggg
gacagatcct cttcctcaaa ggcccctceccc ccgagcecttce caagtccatce
ccgactcccg gggceccctccg acacaccaat o cctgccacag  agcagctcect
ctaaggcccctcecctcecatcec ctgccatccc cctccecggcet gcctggceccec

tctgacaccc ctatcctgcecc tcagtgatga aggtcttctg gatccgcggce cgc

(SEQ ID NO: 26). Em outra modalidade, os métodos da

presente invencdo fornecem uma sequéncia de aminodcidos

compreendendo um peptideo EPO estabelecido em SEQ ID NO: 66

tendo dois peptideos de aminodcidos do CTP no N-terminal:
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MGVHECPAWLWLLLSLLSLPLGLPVLGSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQSSSS
KAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQAPPRLICDSRVLERYLLEAKEAENTITTGCAEHCSL
NENITVPDTKVNFYAWKRMEVGOOAVEVWQGLALLSEAVLRGOQALLVNSSQPWEPLQLH
VDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEATISPPDAASAAPLRTITADTFRKLFRVYSNFLRGKL
KLYTGEACRTGDR (SEQ ID NO: 66).

[0130] Em outra modalidade, os métodos do presente
invencéo fornecem uma sequéncia de acido nucleico
estabelecida em SEQ ID NO: 67 que codifica um peptideo EPO
e dois peptideos de aminocacidos do CTP no N-terminal:
ATGGGCGTGCACGAGTGTCCTGCTTGGCTGTGGCTGCTGCTGAGCCTGCTGTCCCTGCC
TCTGGGCCTGCCTGTGCTGGGCAGCAGCAGCTCTAAGGCCCCTCCACCCAGCCTGCCCA
GCCCTTCTAGACTGCCTGGCCCCAGCGACACCCCCATCCTGCCTCAGAGCAGCAGCAGC
AAGGCCCCACCACCATCCCTGCCTAGCCCCAGCAGACTGCCAGGCCCTTCCGATACCCC
AATCCTGCCCCAGGCCCCTCCCAGACTGATCTGCGACAGCCGGGTGCTGGAAAGATACC
TGCTGGAAGCCAAAGAGGCCGAGAACATCACCACCGGCTGCGCCGAGCACTGCAGCCTG
AACGAGAATATCACCGTGCCCGACACCAAAGTGAACTTCTACGCCTGGAAGCGGATGGA
AGTGGGCCAGCAGGCCGTGGAAGTGTGGCAGGGACTGGCCCTGCTGAGCGAGGCCGTGC
TGAGAGGACAGGCCCTGCTGGTGAACAGCAGCCAGCCCTGGGAGCCCCTGCAGCTGCAT
GTGGATAAGGCCGTGTCCGGCCTGCGGAGCCTGACCACACTGCTGAGAGCCCTGGGLGL
TCAGAAAGAGGCCATCTCTCCCCCTGATGCCGCCTCTGCCGCCCCTCTGAGAACCATCA
CCGCCGACACCTTCCGGAAGCTGTTCCGGGTGTACAGCAACTTCCTGCGGGGCAAGCTG
AAGCTGTACACCGGCGAGGCCTGCCGGACCGGCGATAGATAAGCTTGGCGCGCC (SEQ
ID NO: 67).

[0131] Em outra modalidade, os métodos da presente
invencdo fornecem um peptideo EPO estabelecido em SEQ ID
NO: 68 tendo dois peptideos de aminodcidos do CTP no N-
terminal e dois peptideos de aminoadcidos do CTP no C-
terminal:
MGVHECPAWLWLLLSLLSLPLGLPVLGSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQSSSS

KAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQAPPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSL
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NENITVPDTKVNFYAWKRMEVGOQOAVEVWQGLALLSEAVLRGOQALLVNSSQPWEPLQLH
VDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEATISPPDAASAAPLRTITADTFRKLEFRVYSNFLRGKL
KLYTGEACRTGDRSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQSSSSKAPPPSLPSPSRLP
GPSDTPILPQ (SEQ ID NO: 68).

[0132] Em outra modalidade, os métodos do presente
invencéao fornecem uma sequéncia de acido nucleico
estabelecida em SEQ ID NO: 69 que codifica um peptideo EPO
e dois peptideos de aminodcidos do CTP no N-terminal e dois
peptideos de aminoacidos do CTP no C-terminal:
ATGGGCGTGCACGAGTGTCCTGCTTGGCTGTGGCTGCTGCTGAGCCTGCTGTCCCTGCC
TCTGGGCCTGCCTGTGCTGGGCAGCAGCAGCTCTAAGGCCCCTCCACCCAGCCTGCCCA
GCCCTTCTAGACTGCCTGGCCCCAGCGACACCCCCATCCTGCCTCAGAGCAGCAGCAGC
AAGGCCCCACCACCATCCCTGCCTAGCCCCAGCAGACTGCCAGGCCCTTCCGATACCCC
AATCCTGCCCCAGGCCCCTCCCAGACTGATCTGCGACAGCCGGGTGCTGGAAAGATACC
TGCTGGAAGCCAAAGAGGCCGAGAACATCACCACCGGCTGCGCCGAGCACTGCAGCCTG
AACGAGAATATCACCGTGCCCGACACCAAAGTGAACTTCTACGCCTGGAAGCGGATGGA
AGTGGGCCAGCAGGCCGTGGAAGTGTGGCAGGGACTGGCCCTGCTGAGCGAGGCCGTGC
TGAGAGGACAGGCCCTGCTGGTGAACAGCAGCCAGCCCTGGGAGCCCCTGCAGCTGCAT
GTGGATAAGGCCGTGTCCGGCCTGCGGAGCCTGACCACACTGCTGAGAGCCCTGGGLGL
TCAGAAAGAGGCCATCTCTCCCCCTGATGCCGCCTCTGCCGCCCCTCTGAGAACCATCA
CCGCCGACACCTTCCGGAAGCTGTTCCGGGTGTACAGCAACTTCCTGCGGGGCAAGCTG
AAGCTGTACACCGGCGAGGCCTGCCGGACCGGCGATAGAAGCAGCTCCAGCAAGGCTCC
ACCCCCCAGCCTGCCATCCCCAAGTAGACTGCCCGGGCCCTCTGACACACCTATCCTGC
CACAGTCCAGCAGCTCCAAAGCTCCCCCACCATCCCTCCCATCCCCATCCAGACTGCCT
GGACCATCCGACACTCCAATTCTGCCTCAGTAAGCTTGGCGCGCC (SEQ ID NO:
69) .

[0133] Em uma modalidade, “interferon” refere-se ao
polipeptideo de interferon mamifero Tipo I. Em uma
modalidade, “interferon” refere-se ao polipeptideo de

interferon mamifero Tipo II. Em algumas modalidades,
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polipeptideos de 1interferon apropriados adicionais como
conhecidos pelos especialistas na técnica sé&o utilizados.
Em algumas modalidades, o interferon é alfa-interferon. Em
algumas modalidades, o interferon é beta-interferon. Em
algumas modalidades, o interferon é o gama-interferon. Em
algumas modalidades, o interferon é omega-interferon. Em
algumas modalidades, o interferon ¢é um interferon de
subespécies. Em uma modalidade, o interferon de subespécies
(IFN) ¢é 1IFN-o2a. Em wuma modalidade, o interferon de
subespécies (IFN) é¢ IFN-o2a. Em uma modalidade, o
interferon de subespécies (IFN) é IFN-PBla. Em uma
modalidade, o interferon subespécies (IFN) é IFN-fRlb.

[0134] Em uma modalidade, o interferon da presente
invencdo apresenta atividade de interferon, como atividade
antiviral ou antiproliferativa. Em algumas modalidades,
Acessdao Genbank nos. de exemplos ndo limitantes de
interferons estdo listados na Tabela 1 abaixo.

[0135] Em uma modalidade, um interferon da presente
invencdo também se refere aos homdélogos. Em uma modalidade,
uma sequéncia de aminodcidos do interferon da presente
invencdo ¢é pelo menos 50% homdéloga a uma sequéncia do
interferon listada na Tabela 1 conforme determinado
utilizando o software BlastP do National Center of
Biotechnology Information (NCBI) usando parédmetros padréo.
Em uma modalidade, uma sequéncia de aminoacidos do
interferon da presente invencdo é pelo menos 60% homdéloga a
uma sequéncia do interferon listada na Tabela 1 conforme
determinado utilizando o software BlastP do National Center
of Biotechnology Information (NCBI) usando pardmetros

padrdo. Em uma modalidade, uma sequéncia de aminodcidos do
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interferon da presente invencdo é pelo menos 70% homdéloga a
uma sequéncia do interferon listada na Tabela 1 conforme
determinado utilizando o software BlastP do National Center
of Biotechnology Information (NCBI) usando parametros
padrdo. Em uma modalidade, uma sequéncia de aminodcidos do
interferon da presente invencdo é pelo menos 80% homdéloga a
uma sequéncia do interferon listada na Tabela 1 conforme
determinado utilizando o software BlastP do National Center
of Biotechnology Information (NCBI) wusando paradmetros
padrdo. Em uma modalidade, uma sequéncia de aminodcidos do
interferon da presente invencdo é pelo menos 90% homdéloga a
uma sequéncia do interferon listada na Tabela 1 conforme
determinado utilizando o software BlastP do National Center
of Biotechnology Information (NCBI) wusando paradmetros
padrdo. Em uma modalidade, uma sequéncia de aminoacidos do
interferon da presente invencdo é pelo menos 95% homdéloga a
uma sequéncia do interferon listada na Tabela 1 conforme
determinado utilizando o software BlastP do National Center
of Biotechnology Information (NCBTI) usando pardmetros
padrdo. Em algumas modalidades, homologia de acordo com a
presente invencdo também inclui variantes de delecodes,
inserc¢cdes ou substituicdo, incluindo uma substituicdo de
aminoacido, do mesmo e fragmentos de polipeptideo
biologicamente ativos do mesmo. Em uma modalidade, a
cisteina na posicdo 17 do interferon B é substituida por
uma Serina.

[0136] A tabela 1 a seguir 1lista exemplos de
interferons com seus respectivos nUmeros de sequéncia NCBI

Tabela 1

Nome do Interferon Sequéncia de numero NCBI
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interferon, ol NP 076918.1
interferon, o 10 NP 002162.1
interferon, o 13 NP 008831.2
interferon, o 14 NP 002163.1
interferon, o 16 NP 002164.1
interferon, o 17 NP 067091.1
interferon, o 2 NP 000596.2
interferon, o 21 NP 002166.1
interferon, o 4 NP 066546.1
interferon, o 5 NP 002160.1
interferon, o 6 NP 066282.1
interferon, o 7 NP 066401.2
interferon, o 8 NP 002161.2
interferon, beta precursor NP 002167.1
interferon, €l NP 795372.1
interferon, v NP 000610.2
interferon, ¢ NP 064509.1
interferon, Q1 NP 002168.1
[0137] Em outra modalidade, o interferon (IFN)

fornecido aqui como o peptideo ou como um polipeptideo é um
interferon tipo I. Em outra modalidade, o interferon (IFN)
é IFN-o. Em outra modalidade, o interferon (IFN) é IFN-B.
Em outra modalidade, o interferon (IFN) é IFN-y. Em outra
modalidade, um peptideo de interferon (IFN) conforme
descrito aqui compreende uma sequéncia de aminoacidos
estabelecida em SEQ ID NO: 27. Em outra modalidade, SEQ ID
NO: 28 compreende a seguinte sequéncia de aminodcidos (AA):
MTNKCLLOIALLLCFSTTALSMSYNLLGFLORSSNFQCOKLLWQLNGRLEYCLKDRMNF
DIPEETKQLOQFOKEDAALTIYEMLONIFATFRODSSSTGWNETIVENLLANVYHQINH
LKTVLEEKLEKEDFTRGKLMSSLHLKRYYGRILHYLKAKEYSHCAWTIVRVEILRNFYF

INRLTGYLRN (SEQ ID NO: 27, Interferon-fla Humano). Em outra
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modalidade, um peptideo de interferon (IFN) conforme
descrito aqui compreende uma sequéncia de aminoacidos de
interferon fla (hIFN pfla) humano. Em outra modalidade, um
peptideo de interferon (IFN) conforme descrito aqui
compreende uma sequéncia de aminocadcidos estabelecida em
Acessdo Genbank No. NP 002167.1.

[0138] Em outra modalidade, um peptideo de
interferon (IFN) conforme descrito aqui compreende é
codificado por uma sequéncia de nucleotideos estabelecida
em SEQ ID NO: 28. Em outra modalidade, SEQ ID NO: 28
compreende a seguinte sequéncia de nucleotideos (AA):
tctagaggacatgaccaacaagtgcctgctgcagatcgceccecctgectgctgtgcecttcagea
ccaccgccctgagcatgagctacaacctgctgggecttecctgcagaggtccagcaacttce
cagtgccagaagctgctgtggcagctgaacggcaggctggaatactgcctgaaggacag
gatgaacttcgacatcccagaggaaatcaagcagctgcagcagttccagaaggaggacg
ccgccctgaccatctacgagatgctgcagaacatcecttcecgeccatcttcaggcaggacagce
agcagcaccggctggaacgagaccatcgtggagaacctgctggccaacgtgtaccacca
gatcaaccacctgaaaaccgtgctggaagagaagctggaaaaggaggacttcaccaggg
gcaagctgatgagcagcctgcacctgaagaggtactacggcagaatcctgcactacctg
aaggccaaggagtacagccactgcgcctggaccatcgtgagggtggagatcctgaggaa
cttctacttcatcaacaggctgaccggctacctgaggaactgatgagtccgcggecgce
(SEQ ID NO: 28, Interferon-pla Humano) . Em outra
modalidade, um peptideo de interferon (IFN) conforme
descrito aqui compreende é codificado por uma molécula de
dcido nucleico (NA) de interferon Bla (hIFN Bla) humano. Em
outra modalidade, um peptideo de interferon (IFN) conforme
descrito aqui é codificado por uma molécula de 4acido
nucleico (NA) compreendendo uma sequéncia de acido nucleico
estabelecida em Acessdo Genbank No. NM 002176.

[0139] Em outra modalidade, um peptideo de
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interferon (IFN) conforme descrito aqui compreende uma
sequéncia de aminocacidos estabelecida em SEQ ID NO: 29. Em
outra modalidade, SEQ ID NO: 29 compreende a seguinte
sequéncia de aminodcidos (ARD) :
TF*LOPFEAFALAQQVVGDTVRVVNMTNKCLLOQIALLLCFSTTALSMSYNLLGFLQRSS
NFQCOQKLLWQLNGRLEYCLKDRMNFDIPEEIKQLOOFOQKEDAALTIYEMLONIFATFRQ
DSSSTGWNETIVENLLANVYHQINHLKTVLEEKLEKEDFTRGKLMSSLHLKRYYGRILH
YLKAKEYSHCAWTIVRVEILRNFYFINRLTGYLRN (SEQ ID NO: 29).

[0140] Em outra modalidade, um peptideo de
interferon (IFN) conforme descrito aqui compreende é
codificado por uma sequéncia de nucleotideos estabelecida
em SEQ ID NO: 30. Em outra modalidade, SEQ ID NO: 30
compreende a seguinte sequéncia de nucleotideos (AA):
acattctaactgcaacctttcgaagcctttgctctggcacaacaggtagtaggcgacac
tgttcgtgttgtcaacatgaccaacaagtgtctcctccaaattgctctecctgttgtget
tctccactacagcectcectttccatgagctacaacttgcttggattcctacaaagaagcagce
aattttcagtgtcagaagctcctgtggcaattgaatgggaggcttgaatactgcecctcaa
ggacaggatgaactttgacatccctgaggagattaagcagctgcagcagttccagaagg
aggacgccgcattgaccatctatgagatgctccagaacatctttgctattttcagacaa
gattcatctagcactggctggaatgagactattgttgagaacctcctggctaatgtcta
tcatcagataaaccatctgaagacagtcctggaagaaaaactggagaaagaagatttca
ccaggggaaaactcatgagcagtctgcacctgaaaagatattatgggaggattctgecat
tacctgaaggccaaggagtacagtcactgtgcctggaccatagtcagagtggaaatcct
aaggaacttttacttcattaacagacttacaggttacctccgaaactga (SEQ 1ID
NO: 30).

[0141] Em outra modalidade, o polipeptideo conforme
descrito aqui compreende um peptideo de interferon (IFN) e
uma unidade CTP. Em outra modalidade, o polipeptideo
conforme descrito aqui compreende um peptideo de interferon

(IFN) e uma unidade CTP ligada ao C-terminal. Em outra
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modalidade, o polipeptideo conforme descrito aqui
compreende um peptideo de interferon (IFN) e pelo menos uma
unidade CTP ligada ao C-terminal. Em outra modalidade, o
polipeptideo conforme descrito aqui compreende um peptideo
de interferon (IFN) e uma unidade CTP ligada ao N-terminal.
Em outra modalidade, o polipeptideo conforme descrito aqui
compreende um peptideo de interferon (IFN) e pelo menos uma
unidade CTP ligada ao N-terminal. Em outra modalidade, o
polipeptideo conforme descrito aqui compreende um peptideo
de interferon (IFN), e pelo menos uma unidade CTP ligada ao
N-terminal e/ou pelo menos uma unidade CTP ligada ao C-
terminal. Em outra modalidade, o polipeptideo conforme
descrito aqui compreende um peptideo de interferon (IFN), e
pelo menos uma unidade CTP ligada ao N-terminal, e duas
unidades CTP em tandem ligadas ao C-terminal. Em outra
modalidade, o) polipeptideo conforme descrito aqui
compreende um peptideo de interferon (IFN), e pelo menos
uma unidade CTP ligada ao N-terminal, e duas unidades CTP
ligadas ao C-terminal. Em outra modalidade, o polipeptideo
conforme descrito aqui compreende um peptideo de interferon
(IFN), uma unidade CTP ligada ao N-terminal, e pelo menos
duas unidades CTP ligadas ao C-terminal. Em outra
modalidade, o) polipeptideo conforme descrito aqui
compreende um peptideo de interferon (IFN), uma unidade CTP
ligada ao N-terminal, e pelo menos duas unidades CTP em
tandem ligadas ao C-terminal.

[0142] Em outra modalidade, o polipeptideo conforme
descrito aqui compreende um peptideo de interferon (IFN) e
pelo menos trés unidades CTP. Em outra modalidade, o

polipeptideo conforme descrito aqui compreende um peptideo
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de 1interferon (IFN) e trés unidades CTP. Em outra
modalidade, o polipeptideo conforme descrito aqui
compreende um peptideo de interferon (IFN)- polipeptideo
CTP codificado por uma sequéncia de aminoacidos

compreendendo a sequéncia de aminodcidos estabelecida em
SEQ ID NO: 31. Em outra modalidade, SEQ ID NO: 31
compreende a seguinte sequéncia de aminocacidos (AA):
MTNKCLLOIALLLCFSTTALSMSYNLLGFLORSSNFQCOQKLLWQLNGRLEYCLKDRMNFE
DIPEETKQLOQFOKEDAALTIYEMLONIFATFRODSSSTGWNETIVENLLANVYHQINH
LKTVLEEKLEKEDFTRGKLMSSLHLKRYYGRILHYLKAKEYSHCAWTIVRVEILRNFYF
INRLTGYLRNSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQ (SEQ ID NO: 31).

[0143] Em outra modalidade, o polipeptideo conforme
descrito aqui compreendendo um peptideo de interferon (IFN)
- e CTP é codificado por uma molécula de &cido nucleico
estabelecida em SEQ ID NO: 32. Em outra modalidade, SEQ ID
NO: 32 compreende a seguinte sequéncia de nucleotideos
(AA) :
tctagaggacatgaccaacaagtgcctgctgcagatcgceccctgectgctgtgecttcagea
ccaccgccctgagcatgagctacaacctgctgggecttecctgcagaggtccagcaacttce
cagtgccagaagctgctgtggcagctgaacggcaggctggaatactgcctgaaggacag
gatgaacttcgacatcccagaggaaatcaagcagctgcagcagttccagaaggaggacg
ccgccctgaccatctacgagatgctgcagaacatcecttcecgeccatcttcaggcaggacagce
agcagcaccggctggaacgagaccatcgtggagaacctgctggccaacgtgtaccacca
gatcaaccacctgaaaaccgtgctggaagagaagctggaaaaggaggacttcaccaggg
gcaagctgatgagcagcctgcacctgaagaggtactacggcagaatcctgcactacctg
aaggccaaggagtacagccactgcgcctggaccatcgtgagggtggagatcctgaggaa
cttctacttcatcaacaggctgaccggctacctgaggaacagctccagcagcaaggccc
ctccaccttccectgceccagtccaageccgactecctgggeccteccgatacaccaattetg
ccacagtgatga (SEQ ID NO: 32).

[0144] Em outra modalidade, o polipeptideo conforme
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descrito aqui compreende um peptideo de interferon (IFN) e
duas unidades CTP ligadas no carbdéxi terminal. Em outra
modalidade, o polipeptideo conforme descrito aqui
compreende um peptideo de interferon (IFN) -CTP (x2)
codificado por uma sequéncia de aminodcidos compreendendo a
sequéncia de aminocacidos estabelecida em SEQ ID NO: 33. Em
outra modalidade, SEQ ID NO: 33 compreende a seguinte
sequéncia de aminodcidos (ARD) :
MTNKCLLOIALLLCFSTTALSMSYNLLGFLORSSNFQCOQKLLWQLNGRLEYCLKDRMNFE
DIPEEIKQLOQFOQKEDAALTIYEMLONIFATFRODSSSTGWNETIVENLLANVYHQINH
LKTVLEEKLEKEDFTRGKLMSSLHLKRYYGRILHYLKAKEYSHCAWTIVRVEILRNFYF
INRLTGYLRNSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPS
DTPILPQ (SEQ ID NO: 33).

[0145] Em outra modalidade, o polipeptideo conforme
descrito aqui compreendendo um peptideo de interferon (IFN)
- e duas unidades de CTP ligado ao seu carbdéxi terminal é
codificado por uma molécula de &cido nucleico estabelecida
em SEQ ID NO: 34. Em outra modalidade, SEQ ID NO: 34
compreende a seguinte sequéncia de nucleotideos (AA):
tctagaggacatgaccaacaagtgcctgctgcagatcgceccctgectgctgtgcttcageca
ccaccgccctgagcatgagctacaacctgctgggecttecctgcagaggtccagcaacttce
cagtgccagaagctgctgtggcagctgaacggcaggctggaatactgcctgaaggacag
gatgaacttcgacatcccagaggaaatcaagcagctgcagcagttccagaaggaggacg
ccgccctgaccatctacgagatgctgcagaacatcecttcecgeccatcttcaggcaggacagce
agcagcaccggctggaacgagaccatcgtggagaacctgctggccaacgtgtaccacca
gatcaaccacctgaaaaccgtgctggaagagaagctggaaaaggaggacttcaccaggg
gcaagctgatgagcagcctgcacctgaagaggtactacggcagaatcctgcactacctg
aaggccaaggagtacagccactgcgcctggaccatcgtgagggtggagatcctgaggaa
cttctacttcatcaacaggctgaccggctacctgaggaacagctccagcagcaaggccce

ctccaccttccectgeccagtccaageccgacteccctgggeccteccgacacaccaatectg
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ccacagagcagctcctctaaggccceccectectceccatceccectgeccatceccecececctecececggetgece
tggcccctctgacacccecctatectgectcagtgatgaaggtctggatccgeggecge
(SEQ ID NO: 34).

[0146] Em outra modalidade, o polipeptideo conforme
descrito aqui compreende um peptideo de interferon (IFN),
uma uUnica unidade CTP ligada ao amino terminal do INF, e
duas unidades CTP ligadas ao carbdéxi terminal do INF. Em
outra modalidade, o polipeptideo conforme descrito aqui
compreende um peptideo de interferon (IFN), uma dunica
unidade CTP ligada ao amino terminal do INF, e duas
unidades CTP ligadas em tandem ao carbdéxi terminal do INF.
Em outra modalidade, o polipeptideo conforme descrito aqui
compreende (de amino para carbdxi terminal): Peptideo de
interferon (IFN) CTP (x1) - CTP (x2) compreendendo uma
sequéncia de aminodcidos estabelecida em SEQ ID NO: 365. Em
outra modalidade, SEQ ID NO: 35 compreende a seguinte
sequéncia de aminodcidos (AA):
MTNKCLLOIALLLCFSTTALSSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPOMSYNLLGELQ
RSSNFQCOKLLWQLNGRLEYCLKDRMNFDIPEEIKQLOQFQKEDAALTIYEMLONTIFAT
FRODSSSTGWNETIVENLLANVYHQINHLKTVLEEKLEKEDFTRGKLMSSLHLKRYYGR
ILHYLKAKEYSHCAWTIVRVEILRNFYFINRLTGYLRNSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPS
DTPILPQSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQ (SEQ ID NO: 35).

[0147] Em outra modalidade, o polipeptideo conforme
descrito aqui compreende um peptideo de interferon (IFN),
uma uUnica unidade CTP ligada ao amino terminal do INF, e
duas unidades CTP 1ligadas ao carbdéxi terminal do INF &
codificado por uma molécula de &cido nucleico estabelecida
em SEQ ID NO: 36. Em outra modalidade, SEQ ID NO: 36
compreende a seguinte sequéncia de nucleotideos (AA):

tctagaggacatgaccaacaagtgcctgctgcagatcgcecctgectgcectgtgcecttcagea
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ccaccgccctgagcagcagcagctccaaggecccaccccccagectgeccagecccage
agactgccaggccccagcgacacccecccatcecctgecccagatgagctacaacctgetggg
cttcctgcagaggtccagcaacttccagtgccagaagctgctgtggcagectgaacggca
ggctggaatactgcctgaaggacaggatgaacttcgacatcccagaggaaatcaagcag
ctgcagcagttccagaaggaggacgccgccctgaccatctacgagatgctgcagaacat
cttcgccatcttcaggcaggacagcagcagcaccggctggaacgagaccatcgtggaga
acctgctggccaacgtgtaccaccagatcaaccacctgaaaaccgtgctggaagagaag
ctggaaaaggaggacttcaccaggggcaagctgatgagcagcctgcacctgaagaggta
ctacggcagaatcctgcactacctgaaggccaaggagtacagccactgcgcctggacca
tcgtgagggtggagatcctgaggaacttctacttcatcaacaggctgaccggctacctyg
aggaacagctccagcagcaaggcccctccaccttececectgeccagtccaageccgactecce
tgggccctccgacacaccaatcecctgccacagagcagcetectctaaggecceccectectecat
ccctgccatccceccecteccggectgectggecceccectctgacaccceccectatecctgectcagtga
tgaaggtctggatccgcggeccge (SEQ ID NO: 36).

[0148] Em outra modalidade, o polipeptideo conforme
descrito aqui compreende um peptideo de interferon (IFN),
uma Unica unidade CTP ligada ao amino terminal do INF, uma
tnica unidade CTP localizada dentro da sequéncia
codificadora do INF. Em outra modalidade, o polipeptideo
conforme descrito aqui compreende (de amino para carbdxi
terminal) : Peptideo de interferon (IFN) CTP (1x) (fragmento
1) - peptideo de interferon (INF) CTP (fragmento 2)
compreendendo uma sequéncia de aminoadcidos estabelecida em
SEQ ID NO: 37 Em outra modalidade, SEQ ID NO: 37 compreende
a seguinte sequéncia de aminocacidos (AA):
MTNKCLLOQIALLLCFSTTALSSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPOMSYNLLGFELQ
RSSNFQCOQKLLWQLNGRLEYCLKDRMNFDIPEEIKQLOOQFQKEDAALTIYEMLONIFAT
FRODSSSTGWNETIVENLLANVYHQINHLKTVLEEKLEKEDFTRGKLMSSLHLKRYYGR
ILHYLKAKEYSHCAWTIVRVEILRNFYFINRLTGYLRNSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPS

DTPILPOMSYNLLGFLORSSNEFQCOKLLWQLNGRLEYCLKDRMNEFDIPEETKQLOQFQOK
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EDAALTIYEMLONTIFATFRODSSSTGWNETIVENLLANVYHQINHLKTVLEEKLEKEDF
TRGKLMSSLHLKRYYGRILHYLKAKEYSHCAWTIVRVEILRNEFYFINRLTGYLRN
(SEQ ID NO: 37).

[0149] Em outra modalidade, o polipeptideo conforme
descrito aqui compreende um peptideo de interferon (IFN),
uma uUnica unidade CTP ligada ao amino terminal do INF, e
uma Unica unidade CTP localizada dentro da sequéncia
codificadora do INF é codificado por uma molécula de acido
nucleico estabelecida em SEQ ID NO: 38. Em outra
modalidade, SEQ ID NO: 38 compreende a seguinte sequéncia
de nucleotideos (AA):
tctagaggacatgaccaacaagtgcctgctgcagatcgceccecctgectgctgtgcecttcagea
ccaccgccctgagcagcagcagctccaaggccccaccccccagectgecccagecccage
aggctgccaggccccagcgacacccccatecctgecccagatgagectacaacctgetggg
cttcctgcagaggtccagcaacttccagtgccagaaactgctgtggcagctgaacggca
ggctggaatactgcctgaaggaccggatgaacttcgacatccccgaagagatcaagecag
ctgcagcagttccagaaagaggacgccgccctgaccatctacgagatgectgcagaacat
cttcgccatcttcaggcaggacagcagcagcaccggctggaacgagaccatcgtggaga
acctgctggccaacgtgtaccaccagatcaaccacctgaaaaccgtgctggaagagaag
ctggaaaaagaggacttcaccaggggcaagctgatgagcagcctgcacctgaagaggta
ctacggcagaatcctgcactacctgaaggccaaagagtacagccactgcgcctggacca
tcgtgagggtggagatcctgcggaacttctacttcatcaacaggctgaccggctacctyg
aggaacagctccagcagcaaggcccctceccacccectcececectgecctcecccaagcagactgec
cggaccctccgacacaccaattctgccacagatgtcctacaatctgectecggatttcectgce
agcgctcctccaactttcagtgtcagaagctcctctggcagctcaatggececgectggaa
tattgtctgaaagacagaatgaattttgacatcccagaggaaattaaacagctccagca
gtttcagaaagaagatgctgctctcacaatctatgaaatgctccagaatatctttgcaa
tctttcgccaggacagctcectceccaccgggtggaatgagacaattgtcgagaatectgetce
gccaatgtctatcatcagatcaatcacctcaagacagtcctcgaagaaaaactcgaaaa

agaagatttcacacgcggcaaactgatgtcctceccecctgcatctgaagcgectactatggge
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gcatcctgcattatctgaaagctaaagaatactcccactgtgcttggacaattgtgege
gtcgagatcctgagaaacttttatttcattaaccgcctgacaggatacctgcgcaactyg
atgaaggtctggatgcggccge (SEQ ID NO: 38).

[0150] Em outra modalidade, o polipeptideo conforme
descrito aqui compreende um peptideo de interferon (IFN) e
uma uUnica unidade CTP ligada no amino terminal. Em outra
modalidade, o polipeptideo conforme descrito aqui
compreende um  peptideo de interferon (IFN) - CTP
compreendendo a sequéncia de aminoacidos estabelecida em
SEQ ID NO: 39. Em outra modalidade, SEQ ID ©NO: 39
compreende a seguinte sequéncia de aminoéacidos (AA) :
MTNKCLLQTALLLCFSTTALSSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPOMSYNLLGFELQ
RSSNFQCOKLLWQLNGRLEYCLKDRMNFDIPEEIKQLOQFOQKEDAALTIYEMLONTIFAT
FRODSSSTGWNETIVENLLANVYHQINHLKTVLEEKLEKEDFTRGKLMSSLHLKRYYGR
ILHYLKAKEYSHCAWTIVRVEILRNFYFINRLTGYLRN* (SEQ ID NO: 39).

[0151] Em outra modalidade, o polipeptideo conforme
descrito aqui compreende um peptideo de interferon (IFN) -
e uma Unica unidade CTP ligada ao amino terminal ¢é
codificado por uma molécula de &cido nucleico estabelecida
em SEQ ID NO: 40. Em outra modalidade, SEQ ID NO: 40
compreende a seguinte sequéncia de nucleotideos (AA):
tctagaggacatgaccaacaagtgcctgctgcagatcgceccctgectgcectgtgcttcagea
ccaccgccctgagcagcagcagctccaaggccccaccccccagcectgeccageccecage
aggctgccaggccccagcgacacccecceccatcecctgecccagatgagectacaacctgetggg
cttcctgcagaggtccagcaacttccagtgccagaaactgctgtggcagctgaacggca
ggctggaatactgcctgaaggaccggatgaacttcgacatccccgaagagatcaagcag
ctgcagcagttccagaaagaggacgccgccctgaccatctacgagatgectgcagaacat
cttcgccatcttcaggcaggacagcagcagcaccggctggaacgagaccatecgtggaga
acctgctggccaacgtgtaccaccagatcaaccacctgaaaaccgtgctggaagagaag

ctggaaaaagaggacttcaccaggggcaagctgatgagcagcctgcacctgaagaggta
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ctacggcagaatcctgcactacctgaaggccaaagagtacagccactgcgcctggacca
tcgtgagggtggagatcctgcggaacttctacttcatcaacaggctgaccggctacctyg
aggaactgatgagtccgcggeccge (SEQ ID NO: 40).

[0152] Em outra modalidade, o polipeptideo conforme
descrito aqui compreende um peptideo de interferon (IFN),
uma Unica unidade CTP ligada ao seu amino terminal, e uma
Unica unidade CTP ligada ao seu carbdéxi terminal. Em outra
modalidade, o polipeptideo conforme descrito aqui
compreende um peptideo de interferon (IFN) - CTP
compreendendo a sequéncia de aminodcidos estabelecida em
SEQ ID NO: 41. Em outra modalidade, SEQ ID NO: 41
compreende a seguinte sequéncia de amincacidos (AR):
MTNKCLLOQIALLLCFSTTALSSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPOMSYNLLGFEFLQ
RSSNFQCOKLLWQLNGRLEYCLKDRMNFDIPEEIKQLOQFQKEDAALTIYEMLONTIFAT
FRODSSSTGWNETIVENLLANVYHQINHLKTVLEEKLEKEDFTRGKLMSSLHLKRYYGR
ILHYLKAKEYSHCAWTIVRVEILRNFYFINRLTGYLRNSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPS
DTPILPQ* (SEQ ID NO: 41).

[0153] Em outra modalidade, o polipeptideo conforme
descrito aqui compreendendo um peptideo de interferon
(IFN), uma uUnica unidade CTP ligada ao seu amino terminal,
e uma Unica unidade CTP ligada ao seu carbdéxi terminal é
codificado por uma molécula de &cido nucleico estabelecida
em SEQ ID NO: 42. Em outra modalidade, SEQ ID NO: 42
compreende a seguinte sequéncia de nucleotideos (AA):
tctagaggacatgaccaacaagtgcctgctgcagatcgceccctgectgctgtgcttcagcea
ccaccgccctgagcagcagcagctccaaggccccaccccccagectgecccagecccage
agactgccaggccccagcgacacccceccatcectgecccagatgagectacaacctgetggg
cttcctgcagaggtccagcaacttccagtgccagaagctgectgtggcagectgaacggeca
ggctggaatactgcctgaaggacaggatgaacttcgacatcccagaggaaatcaagcag

ctgcagcagttccagaaggaggacgccgccctgaccatctacgagatgectgcagaacat
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cttcgccatcttcaggcaggacagcagcagcaccggctggaacgagaccatcgtggaga
acctgctggccaacgtgtaccaccagatcaaccacctgaaaaccgtgctggaagagaag
ctggaaaaggaggacttcaccaggggcaagctgatgagcagcctgcacctgaagaggta
ctacggcagaatcctgcactacctgaaggccaaggagtacagccactgcgcecctggacca
tcgtgagggtggagatcctgaggaacttctacttcatcaacaggctgaccggctacctg
aggaacagctccagcagcaaggcccctceccaccttececectgeccagtccaagceccgactecce
tgggccctccgatacaccaattctgccacagtgatgaaggtctggatgcggecgce
(SEQ ID NO: 42).

[0154] Em outra modalidade, um peptideo de
interferon (3 compreende SEQ ID NO: 43 compreendendo a
seguinte sequéncia de aminodcidos (AA):
MSYNLLGFLORSSNFQSQKLLWQLNGRLEYCLKDRMNFDIPEETKQLOQFOKEDAALTT
YEMLONIFATFRODSSSTGWNETIVENLLANVYHQINHLKTVLEEKLEKEDFTRGKLMS
SLHLKRYYGRILHYLKAKEYSHCAWTIVRVEILRNEFYFINRLTGYLRN (SEQ ID
NO: 43).

[0155] Em uma modalidade, o) polipeptideo ou
fragmento do mesmo fornecido aqui é um peptideo tipo
glucagon-1. Em outra modalidade, peptideo tipo glucagon-1 é
utilizado de acordo com o0os ensinamentos da presente
invencdo. Em outra modalidade, a ligacdo das sequéncias do
CTP para o amino e carbdxi terminal de um “peptideo tipo
glucagon-1” resulta em poténcia aumentada. Em outra
modalidade, a ligacd&o para CTP para amino e carboéxi
terminal de um peptideo resulta em atividade prolongada in
vivo. Em outra modalidade, a ligacdo para CTP para amino e
carbdéxi terminal de um peptideo tipo glucagon resulta em
atividade prolongada in vivo.

[0156] Em uma modalidade, “peptideo tipo glucagon-
1”7 (GLP-1) se refere a um polipeptideo de mamifero. Em uma

modalidade, “peptideo tipo glucagon-1” (GLP-1) se refere a
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um polipeptideo humano. Em outra modalidade, GLP-1 &
clivado da preproproteina de glucagon (Genbank ID No.
NP002045) que tem a capacidade de se ligar ao receptor GLP-
1 e iniciar uma via de transducdo de sinal resultando em
atividade insulinotrépica. Em uma modalidade, “atividade
insulinotrépica” refere-se a capacidade de estimular a
secrecdo de insulina em resposta aos niveis elevados de
glicose, causando assim a absorcdo de glicose pelas células
e niveis de glicose no plasma diminuidos. Em algumas
modalidades, polipeptideos GLP-1 incluem, entre outros, os
descritos em Patente US 5.118.666; que é incorporada como
referéncia aqui.

[0157] Em uma modalidade, GLP-1 da presente
invencdo também se refere aos homdélogos de GLP-1. Em uma
modalidade, a sequéncia de aminodcidos do GLP-1 da presente
invencdo é pelo menos 50% homdéloga a uma sequéncia do GLP-1
estabelecida em GenBank ID No. NP002045 conforme
determinado utilizando o software BlastP do National Center
of Biotechnology Information (NCBTI) usando pardmetros
padrdo. Em uma modalidade, a sequéncia de aminoadcidos do
GLP-1 da presente invencédo é pelo menos 60% homdéloga a uma
sequéncia do GLP-1 estabelecida em GenBank ID No. NP002045
conforme determinado wutilizando o software BlastP do
National Center of Biotechnology Information (NCBI) usando
pardmetros padrdao. Em uma modalidade, a sequéncia de
aminoacidos do GLP-1 da presente invenc&o é pelo menos 70%
homéloga a uma sequéncia do GLP-1 estabelecida em GenBank
ID No. NP002045 conforme determinado utilizando o software
BlastP do National Center of Biotechnology Information

(NCBI) wusando paréametros padrdo. Em uma modalidade, a
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sequéncia de aminodcidos do GLP-1 da presente invencédo é
pelo menos 80% hombéloga a uma sequéncia do GLP-1
estabelecida em GenBank ID No. NP002045 conforme
determinado utilizando o software BlastP do National Center
of Biotechnology 1Information (NCBI) usando paradmetros
padrdo. Em uma modalidade, a sequéncia de aminoadcidos do
GLP-1 da presente invencédo é pelo menos 90% homdéloga a uma
sequéncia do GLP-1 estabelecida em GenBank ID No. NP002045
conforme determinado wutilizando o software BlastP do
National Center of Biotechnology Information (NCBI) usando
parémetros padrdo. Em uma modalidade, a sequéncia de
aminoadcidos do GLP-1 da presente invencdo é pelo menos 95%
homéloga a uma sequéncia do GLP-1 estabelecida em GenBank
ID No. NP002045 conforme determinado utilizando o software
BlastP do National Center of Biotechnology Information
(NCBI) usando parametros padréo.

[0158] Em uma modalidade, o) polipeptideo de
interesse ou fragmento do mesmo aqui fornecido é uma
apolipoproteina. Em outra modalidade, o polipeptideo ou
fragmento do mesmo aqui fornecido é uma apolipoproteina Al
(APO-Al) . Em outra modalidade, a apolipoproteina é ligada
pelo menos um peptideo CTP no N- e/ou C-terminal. Em outra
modalidade, a apolipoproteina ¢é de apolipoproteina AI,
apolipoproteina AII, apolipoproteina AIV, ou um analogo ou
variante da mesma.

[0159] Em uma modalidade, os construtos de
apolipoproteina de acordo com a presente invencdo
amplamente podem ser encarados como analogos de HDL devido
a sua capacidade de formar complexos com o colesterol e

outros lipidios em ajudar no transporte desses compostos
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para o figado.

[0160] Em outra modalidade, a equivaléncia
funcional para apolipoproteina A-I, A-II ou A-IV nativa
pode convenientemente ser medida usando um ensaio de
ligacdo de 1lipidio. A capacidade de a apolipoproteina
modificada com CTP substancialmente eliciar a mesma
resposta fisioldgica em um mamifero pode convenientemente
ser medida pela medigcdo da capacidade de realizar o
transporte reverso de colesterol em um organismo teste como
coelhos ou roedores como camundongos.

[0161] Em uma modalidade, o polipeptideo
compreendendo a apolipoproteina modificada CTP é capaz de
realizar o transporte reverso de colesterol, bem como ou
até melhor do que apolipoproteinas nativas in vivo, apesar
da modificacdo causada pela adicdo de pelo menos um CTP. Em
outra modalidade, 1in vitro, a apolipoproteina modificada
com CTP tem atividade bioldgica in vitro mais baixa, mas é
compensada por uma meia-vida estendida. Em outra
modalidade, a meia-vida no plasma da apolipoproteina
modificada com CTP ¢é ©preferencialmente aumentada em
comparacdo com a de apolipoproteina de tipo selvagem. Em
uma modalidade, a meia-vida aumentada é devido ao tamanho
hidrodindmico do construto de apolipoproteina, gue pode
reduzir a taxa de filtracdo através dos rins.

[0162] Em uma modalidade, a sequéncia de
aminoacidos da APO-Al é
DEPPQSPWDRVKDKATVYVDVLKDSGRDYVSQFEGSAGKGLNLKLLDNWDSVTSTFEFSKL
REQLGPVTQEFWDNLEKETEGLRGEMSKDLEEVKAKVQPYLDDFQKKWQEEMELYRQKV
EPLRAELQEGARQKLHELOQEKLSPLGEEMRDRARAHVDALRTHLAPYSDELRQRLAARL

EALKENGGARLAEYHAKATEHLSTLSEKAKPALEDLRQGLLPVLESFKVSFLSALEEYT
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KKLNTQ (SEQ ID NO: 44) ou um homdéblogo ou variante ou
fragmento da mesma. Em uma modalidade, os métodos da
presente invencdo fornecem uma sequéncia de aminoacidos
compreendendo um peptideo APO-Al tendo um peptideo de
aminoéacidos do CTP no C-terminal:
MKAAVLTLAVLEFLTGSQARHFWQODEPPQSPWDRVKDLATVYVDVLKDSGRDYVSQFEG
SALGKQLNLKLLDNWDSVTSTEFSKLREQLGPVTQEFWDNLEKETEGLRQEMSKDLEEVK
ARKVQPYLDDFOQKKWQEEMELYRQKVEPLRAELQEGARQKLHELQEKLSPLGEEMRDRAR
AHVDALRTHLAPYSDELRQRLAARLEALKENGGARLAEYHAKATEHLSTLSEKAKPALE
DLROGLLPVLESFKVSFLSALEEYTKKLNTQSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQ
(SEQ ID NO: 70).

[0163] Em outra modalidade, os métodos do presente
invencéo fornecem uma sequéncia de acido nucleico
estabelecida em SEQ ID NO: 71 que codifica um peptideo APO-
Al e um peptideo de aminodcidos do CTP no C-terminal:
ATGAAGGCCGCCGTGCTGACCCTGGCCGTGCTGTTTCTGACCGGCTCTCAGGCCCGGCA
CTTCTGGCAGCAGGACGAGCCTCCCCAGTCCCCCTGGGACAGAGTGAAGGACCTGGCCA
CCGTGTACGTGGACGTGCTGAAGGACTCCGGCAGAGACTACGTGTCCCAGTTCGAGGGC
TCTGCCCTGGGCAAGCAGCTGAACCTGAAGCTGCTGGACAACTGGGACTCCGTGACCTC
CACCTTCTCCAAGCTGCGCGAACAGCTGGGACCTGTGACCCAGGAATTCTGGGACAACC
TGGAAAAAGAGACAGAGGGCCTGAGACAGGAAATGTCCAAGGACCTGGAAGAGGTCAAA
GCCAAGGTGCAGCCCTACCTGGACGACTTCCAGAAGAAATGGCAGGAAGAGATGGAACT
GTACCGGCAGAAGGTGGAACCCCTGCGGGCCGAGCTGCAGGAAGGCGCTAGACAGAAGC
TGCACGAACTGCAGGAAAAGCTGTCCCCCCTGGGCGAGGAAATGCGGGACAGAGCCAGA
GCCCACGTGGACGCCCTGAGAACCCACCTGGCCCCCTACTCTGACGAGCTGCGGCAGAG
GCTGGCCGCCAGACTGGAAGCCCTGAAAGAGAACGGCGGAGCCCGGCTGGCCGAGTACC
ACGCTAAGGCTACCGAGCACCTGTCCACCCTGTCCGAGAAGGCCAAGCCCGCCCTGGAA
GATCTGCGGCAGGGCCTGCTGCCCGTGCTGGAATCCTTCAAGGTGTCCTTCCTGTCCGC
TCTGGAAGAGTACACCAAGAAGCTGAACACCCAGTCCTCCAGCTCCAAGGCCCCTCCAC

CCTCCCTGCCTAGCCCTAGTAGACTGCCTGGGCCCTCCGACACCCCCATCCTGCCCCAG
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TGATGAGGATCCGCGGCCGCGAGCTC (SEQ ID NO: 71).

[0164] Em uma modalidade, os métodos da presente
invencéo fornecem uma sequéncia de aminoacidos
compreendendo um peptideo APO-Al tendo dois peptideos de
aminoéacidos do CTP no C-ter006Dinal:
MKAAVLTLAVLEFLTGSQARHFWQODEPPQSPWDRVKDLATVYVDVLKDSGRDYVSQFEG
SALGKQLNLKLLDNWDSVTSTEFSKLREQLGPVTQEFWDNLEKETEGLRQEMSKDLEEVK
ARKVQPYLDDFOQKKWQEEMELYRQKVEPLRAELQEGARQKLHELQEKLSPLGEEMRDRAR
AHVDALRTHLAPYSDELRQRLAARLEALKENGGARLAEYHAKATEHLSTLSEKAKPALE
DLROGLLPVLESFKVSFLSALEEYTKKLNTQSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQ
SSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQ (SEQ ID NO: 72).

[0165] Em outra modalidade, os métodos do presente
invencéo fornecem uma sequéncia de acido nucleico
estabelecida em SEQ ID NO: 73 que codifica um peptideo APO-
Al e dois peptideos de aminoadcidos do CTP no C-terminal:
ATGAAGGCCGCCGTGCTGACCCTGGCCGTGCTGTTTCTGACCGGCTCTCAGGCCCGGCA
CTTCTGGCAGCAGGACGAGCCTCCCCAGTCCCCCTGGGACAGAGTGAAGGACCTGGCCA
CCGTGTACGTGGACGTGCTGAAGGACTCCGGCAGAGACTACGTGTCCCAGTTCGAGGGC
TCTGCCCTGGGCAAGCAGCTGAACCTGAAGCTGCTGGACAACTGGGACTCCGTGACCTC
CACCTTCTCCAAGCTGCGCGAACAGCTGGGACCTGTGACCCAGGAATTCTGGGACAACC
TGGAAAAAGAGACAGAGGGCCTGAGACAGGAAATGTCCAAGGACCTGGAAGAGGTCAAA
GCCAAGGTGCAGCCCTACCTGGACGACTTCCAGAAGAAATGGCAGGAAGAGATGGAACT
GTACCGGCAGAAGGTGGAACCCCTGCGGGCCGAGCTGCAGGAAGGCGCTAGACAGAAGC
TGCACGAACTGCAGGAAAAGCTGTCCCCCCTGGGCGAGGAAATGCGGGACAGAGCCAGA
GCCCACGTGGACGCCCTGAGAACCCACCTGGCCCCCTACTCTGACGAGCTGCGGCAGAG
GCTGGCCGCCAGACTGGAAGCCCTGAAAGAGAACGGCGGAGCCCGGCTGGCCGAGTACC
ACGCTAAGGCTACCGAGCACCTGTCCACCCTGTCCGAGAAGGCCAAGCCCGCCCTGGAA
GATCTGCGGCAGGGCCTGCTGCCCGTGCTGGAATCCTTCAAGGTGTCCTTCCTGTCCGC
TCTGGAAGAGTACACCAAGAAGCTGAACACCCAGTCCTCCAGCTCCAAGGCCCCTCCAC

CCTCCCTGCCTAGCCCTAGTAGACTGCCTGGGCCCTCCGACACACCAATCCTGCCACAG
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AGCAGCTCCTCTAAGGCCCCTCCTCCATCCCTGCCATCCCCCTCCCGGCTGCCTGGCCC
CTCTGACACCCCTATCCTGCCTCAGTGATGAAGGTCTGGATCCGCGGCCGC (SEQ ID
NO: 73).

[0166] Em uma modalidade, um equivalente funcional
de uma apolipoproteina ou fragmentos da mesma pode ser
obtido por adicdo, substituicdo ou delecdo de pelo menos um
aminoacido. Quando a sequéncia de aminodcidos compreende
uma substituicdo de um aminodcido por outro, essa
substituicdo pode ser uma substituicdo de aminoacido
conservadora. Fragmentos de SEQ ID NO: 44 podem compreender
mais de uma dessas substituicdes, como, por exemplo, duas
substituig¢des de aminodcidos conservadoras, por exemplo,
trés ou quatro substituic¢des de aminoacidos conservadoras,
como cinco ou seis substituicdes de aminoacidos
conservadoras, por exemplo, sete ou oito substituicdes de
aminodcidos conservadoras, como de 10 a 15 substituicdes de
aminoadcidos conservadoras, por exemplo, de 15 a 25
substitui¢des de aminodcidos conservadoras, por exemplo, de
25 a 75 substituigdes de aminoacidos conservadoras, por
exemplo, de 75 a 125 substituigbes de aminoacidos
conservadoras, com de 125 a 175 substituicdes de
aminodcidos conservadoras. Substituic¢cdes podem ser feitas
dentro de qualquer um ou mais grupos de aminoacidos
predeterminados.

[0167] Em outra modalidade, um fragmento de
apolipoproteina contém a regido de ligacgdo de lipidio.

[0168] “Equivaléncia funcional” como usado na
presente invencdo é de acordo com uma modalidade
preferencial estabelecida por meio de referéncia para a

funcionalidade correspondente de um fragmento
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predeterminado das sequéncias fornecidas aqui.

[0169] Equivalentes funcionais das variantes das
sequéncias fornecidas aqui serdo entendidos para apresentar
sequéncias de aminodcidos gradualmente se diferenciando da
sequéncia predeterminada preferencial, & medida que o
numero e o escopo de insercdes, delecdes e substituicdes,
incluindo substituicdes conservadoras aumenta. Esta
diferenca é medida como uma reducdo de homologia entre a
sequéncia predeterminada preferencial e o fragmento ou
equivalente funcional.

[0170] Em uma modalidade, o polipeptideo de
interesse ou fragmento do mesmo aqui fornecido é uma
citocina. Em outra modalidade, a citocina ¢ uma citocina
hematopoietina. Em outra modalidade, a citocina é uma
citocina Interferon. Em outra modalidade, a citocina é um
quimiocina. Em outra modalidade, o citocina é uma citocina
de Fator de Necrose Tumoral. Em outra modalidade, uma
citocina como usada aqui compreende atividade bioldégica e
eficdcia clinica. Em outra modalidade, uma citocina como
usada aqui é uma proteina terapéutica.

[0171] Todos os fragmentos ou equivalentes
funcionais de apolipoproteina estdo incluidos no escopo da
presente invencdo, independentemente do grau de homologia
que mostram para uma sequéncia predeterminada preferencial
de apolipoproteina. A razdo para isto é que algumas regides
da sequéncia de SEQ ID NO: 44 sdo mais provaveis de mutacdo
rapidamente, ou capazes de ser completamente deletadas, sem
qualquer efeito significativo sobre a atividade de ligacéo
do fragmento resultante. Métodos para gerar variantes

funcionalmente equivalentes de SEQ ID NO:44 s&do descritos
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em Patente US 6.897.039, incorporados aqui como referéncia.

[0172] Em uma modalidade, o polipeptideo de
interesse ou fragmento do mesmo aqui fornecido é uma fator
de coagulacdo. Em outra modalidade, um fator de coagulacéo
da invencdo é uma proteina. Em outra modalidade, um fator
de coagulacdo da invencdo € um peptideo. Em outra
modalidade, wum fator de coagulacdo da invencdo é um
polipeptideo. Em outra modalidade, o fator de coagulacgédo é
uma enzima. Em outra modalidade, o fator de coagulacédo é
uma serina protease Em outra modalidade, o fator de
coagulacdo é uma glicoproteina Em outra modalidade, o fator
de coagulacdo é uma transglutaminase Em outra modalidade, o
fator de <coagulagcdo ¢é um zimogénio inativo. Em outra
modalidade, o fator de <coagulacdo ¢é qualquer fator de
coagulacdo conhecido por um especialista na técnica. Em
outra modalidade, o fator de coagulacdo é FVIII. Em outra
modalidade, o} fator de coagulacéao é FV. Em outra
modalidade, o fator de coagulacdo é Fator XIII. Em outra
modalidade, o fator de coagulacdo é fator X. Em outra
modalidade, o fator de coagulacdo ¢ trombina. Em outra
modalidade, o fator de coagulacdo ¢é fibrina. Em outra

modalidade, o fator de coagulacdo ¢ FVIIIa. Em outra

modalidade, o fator de coagulagdo ¢é FVII. Em outra
modalidade, o fator de —coagulacdo é FIX. Em outra
modalidade, o fator de <coagulacdo ¢é @ FX. Em outra
modalidade, o fator de coagulagcdo ¢ FXIa. Em outra
modalidade, o fator de coagulagcdo ¢é FXII. Em outra
modalidade, o fator de —coagulacdo é FXa. Em outra
modalidade, o fator de —coagulacdo é FVa. Em outra

modalidade, o fator de coagulacdo é protrombina. Em outra
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modalidade, o fator de coagulacdo ¢ trombina. Em outra

modalidade, o fator de coagulacdo é FV. Em outra
modalidade, o fator de coagulagcdo ¢é FXI. Em outra
modalidade, o fator de —coagulacdo é VWF. Em outra

modalidade, o fator de coagulacdo ¢é FVIIIa. Em outra
modalidade, o fator de coagulacdo é FVIII de Dominio B
deletado (FVIIIBDD). Em outra modalidade, o fator de
coagulacdo ¢é FIXa. Em outra modalidade, o fator de
coagulacdo é precalicreina. Em outra modalidade, o fator de
coagulacdo é calicreina. Em outra modalidade, o fator de
coagulacdo ¢é FXIIa. Em outra modalidade, o fator de
coagulacdo é fibrinogénio. Em outra modalidade, o fator de
coagulacdo é trombomodulina. Em outra modalidade, o fator
de coagulacédo é FII.

[0173] Em outra modalidade, o fator de coagulacédo é
uma glicoproteina. Em outra modalidade, o fator de
coagulacdo é uma glicoproteina dependente de vitamina K Em
outra modalidade, o fator de coagulacdo é uma glicoproteina
independente de wvitamina K Em outra modalidade, o fator de
coagulacéo é uma proteina recombinante. Em outra
modalidade, o fator de coagulacdo ¢é uma glicoproteina
recombinante. Em outra modalidade, o fator de coagulacédo é
uma glicoproteina recombinante FV. Em outra modalidade, o
fator de coagulacdo €& um FVI recombinante. Em outra
modalidade, o fator de coagulacdo é um FVII recombinante.
Em outra modalidade, o fator de coagulagcdo é um FVIII
recombinante. Em outra modalidade, o fator de coagulacdo é
um FIX recombinante. Em outra modalidade, o fator de
coagulacdo é um FX recombinante. Em outra modalidade, o

fator de coagulacdo € um FXI recombinante. Em outra
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modalidade, o fator de coagulacdo é um FXII recombinante.
Em outra modalidade, o fator de coagulagcdo ¢é um FvW
recombinante. Em outra modalidade, o fator de coagulacdo é
um FII recombinante. Em outra modalidade, o fator de
coagulacdo é um FIXa recombinante. Em outra modalidade, o
fator de <coagulacdo é um FXIa recombinante. Em outra
modalidade, o fator de coagulacéao é uma fibrina
recombinante. Em outra modalidade, o fator de coagulacdo é
um FVIIa recombinante. Em outra modalidade, o fator de
coagulacdo é um FXa recombinante. Em outra modalidade, o
fator de coagulagcdo ¢é um FVa recombinante. Em outra
modalidade, o fator de coagulacdo ¢é uma protrombina
recombinante. Em outra modalidade, o fator de coagulacdo é
uma trombina recombinante. Em outra modalidade, o fator de
coagulacdo é um FVIITIa recombinante. Em outra modalidade, o
fator de coagulacdo é uma precalicreina recombinante. Em
outra modalidade, o fator de coagulacdo é uma calicreina
recombinante. Em outra modalidade, o fator de coagulacédo é
um FXIIa recombinante. Em outra modalidade, o fator de
coagulacdo ¢é qualquer fator de coagulacdo recombinante
conhecido. Em outra modalidade, o fator de coagulacéo
compreendendo o peptideo sinal é qualquer fator de
coagulacdo recombinante conhecido. Em outra modalidade, um
fator de coagulacdo compreende 1-10 repeticdes de CTP
ligadas ao C-terminal e nenhum CTP ligado ao N-terminal. Em
outra modalidade, o fator de coagulacdo compreendendo o
peptideo sinal é qualquer fator de coagulacdo recombinante
conhecido. Em outra modalidade, um fator de coagulacéo
compreende pelo menos um CTP ligado ao C-terminal e nenhum

CTP ligado ao N-terminal. Em outra modalidade, um fator de
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coagulacdo compreendendo 1-10 repeticdes de CTP ligadas ao
C-terminal e nenhum CTP ligado ao N-terminal é um fator de
coagulacdo projetado. Em outra modalidade, um fator de
coagulacdo compreendendo pelo menos um CTP ligado ao C-
terminal e nenhum CTP ligado ao N-terminal é um fator de
coagulacdo projetado. Em outra modalidade, um fator de
coagulacdo compreendendo 1-10 repeticdes de CTP ligadas ao
C-terminal e nenhum CTP ligado ao N-terminal é um fator de
coagulacdo projetado. Em outra modalidade, um fator de
coagulacdo compreendendo pelo menos um CTP ligado ao C-
terminal e nenhum CTP ligado ao N-terminal é um fator de
coagulacdo projetado.

[0174] Em outra modalidade, o fator de coagulacéo
compreendendo uma organizacdo de dominio semelhante ou
idéntica a organizacgcdo de dominio de FIX, FVII, fator X,
proteina C e protrombina. Em outra modalidade, o fator de
coagulacdo ¢é sintetizado como precursores com N-terminal
pré-peptideo. Em outra modalidade, o fator de coagulacéo
como usado aqui é de forma prdé-enzima inativa. Em outra
modalidade, o) fator de coagulacéao é produzido em
hepatdécitos. Em outra modalidade, o fator de coagulacéo
compreende um sitio de encaixe para gamacarboxilase que
converte A&cido glutdmico (Glu) em &cidos glutdmicos gama
carbdéxi (Gla). Em outra modalidade, o fator de coagulacdo é
um fator de coagulacdo comercialmente disponivel.

[0033] Em outra modalidade, a sequéncia de aminoadcidos do
fator VII compreende a seguinte sequéncia de aminoédcidos:

MVSQALRLLCLLLGLOQGCLAAVEVTQEEAHGVLHRRRRANAFLEELRPGSLERE
CKEEQCSFEEARETIFKDAERTKLEWISYSDGDQCASSPCONGGSCKDQLOSYICFCLPA

FEGRNCETHKDDQLICVNENGGCEQYCSDHTGTKRSCRCHEGYSLLADGVSCTPTVEYP
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CGKIPILEKRNASKPQGRIVGGKVCPKGECPWQVLLLVNGAQLCGGTLINTIWVVSAAH
CEFDKIKNWRNLTAVLGEHDLSEHDGDEQSRRVAQVITPSTYVPGTTNHDIALLRLHQPV
VLTDHVVPLCLPERTFSERTLAFVRFSLVSGWGQLLDRGATALELMVLNV
PRIMTQODCLOQSRKVGDSPNITEYMFCAGYSDGSKDSCKGDSGGPHATHYRGTWYLTGT
VSWGQGCATVGHFGVYTRVSQYIEWLOKLMRSEPR PGVLLRAPEFP (SEQ ID NO:
45) .

[0175] Em outra modalidade, a sequéncia de
aminoacidos do fator VII compreende a seguinte sequéncia de
aminoacidos:
MVSQALRLLCLLLGLOGCLAAVEVTQEEAHGVLHRRRRANAFLEELRPGSLERECKEEQ
CSFEEAREIFKDAERTKLEWISYSDGDQCASSPCONGGSCKDQLOSYICFCLPAFEGRN
CETHKDDQLICVNENGGCEQYCSDHTGTKRSCRCHEGYSLLADGVSCTPTVEYPCGKIP
ILEKRNASKPQGRIVGGKVCPKGECPWQVLLLVNGAQLCGGTLINTIWVVSAAHCFEFDKI
KNWRNLIAVLGEHDLSEHDGDEQSRRVAQVIIPSTYVPGTTNHDIALLRLHQPVVLTDH
VVPLCLPERTFSERTLAFVRFSLVSGWGQLLDRGATALELMVLNVPRILMTQDCLQQSRK
VGDSPNITEYMFCAGYSDGSKDSCKGDSGGPHATHYRGTWYLTGIVSWGQGCATVGHEG
VYTRVSQYIEWLQKLMRSEPRPGVLLRAPFP*GCGR. (SEQ ID NO: 46).

[0176] Em outra modalidade, a sequéncia de acido
nucleico que codifica o fator VII compreende a sequéncia de
acido nucleico:
CTCGAGGACATGGTCTCCCAGGCCCTCAGGCTCCTCTGCCTTCTGCTTGGGCTTCA
GGGCTGCCTGGCTGCAGTCTTCGTAACCCAGGAGGAAGCCCACGGCGTCCTGCA
CCGGCGCCGGCGCGCCAACGCGTTCCTGGAGGAGCTGCGGCCGGGCTCCCTGGA
GAGGGAGTGCAAGGAGGAGCAGTGCTCCTTCGAGGAGGCCCGGGAGATCTTCAA
GGACGCGGAGAGGACGAAGCTGTTCTGGATTTCTTACAGTGATGGGGACCAGTG
TGCCTCAAGTCCATGCCAGAATGGGGGCTCCTGCAAGGACCAGCTCCAGTCCTAT
ATCTGCTTCTGCCTCCCTGCCTTCGAGGGCCGGAACTGTGAGACGCACAAGGATG
ACCAGCTGATCTGTGTGAACGAGAACGGCGGCTGTGAGCAGTACTGCAGTGACC
ACACGGGCACCAAGCGCTCCTGTCGGTGCCACGAGGGGTACTCTCTGCTGGCAG

ACGGGGTGTCCTGCACACCCACAGTTGAATATCCATGTGGAAAAATACCTATTCT
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AGAAAAAAGAAATGCCAGCAAACCCCAAGGCCGAATTGTGGGGGGCAAGGTGT
GCCCCAAAGGGGAGTGTCCATGGCAGGTCCTGTTGTTGGTGAATGGAGCTCAGTT
GTGTGGGGGGACCCTGATCAACACCATCTGGGTGGTCTCCGCGGCCCACTGTTTC
GACAAAATCAAGAACTGGAGGAACCTGATCGCGGTGCTGGGCGAGCACGACCTC
AGCGAGCACGACGGGGATGAGCAGAGCCGGCGGGTGGCGCAGGTCATCATCCCC
AGCACGTACGTCCCGGGCACCACCAACCACGACATCGCGCTGCTCCGCCTGCACC
AGCCCGTGGTCCTCACTGACCATGTGGTGCCCCTCTGCCTGCCCGAACGGACGTT
CTCTGAGAGGACGCTGGCCTTCGTGCGCTTCTCATTGGTCAGCGGCTGGGGCCAG
CTGCTGGACCGTGGCGCCACGGCCCTGGAGCTCATGGTCCTCAACGTGCCCCGGL
TGATGACCCAGGACTGCCTGCAGCAGTCACGGAAGGTGGGAGACTCCCCAAATA
TCACGGAGTACATGTTCTGTGCCGGCTACTCGGATGGCAGCAAGGACTCCTGCAA
GGGGGACAGTGGAGGCCCACATGCCACCCACTACCGGGGCACGTGGTACCTGAC
GGGCATCGTCAGCTGGGGCCAGGGCTGCGCAACCGTGGGCCACTTTGGGGTGTA
CACCAGGGTCTCCCAGTACATCGAGTGGCTGCAAAAGCTCATGCGCTCAGAGCC
ACGCCCAGGAGTCCTCCTGCGAGCCCCATTTCCCTGAGGATGCGGCCGC (SEQ ID
NO: 47).

[0177] Em outra modalidade, a sequéncia de 4&cido
nucleico que codifica o fator VII-CTP (ligado ao carbdéxi
terminal) compreende a seguinte sequéncia de acido
nucleico:
CTCGAGGACATGGTCTCCCAGGCCCTCAGGCTCCTCTGCCTTCTGCTTGGGCTTCA
GGGCTGCCTGGCTGCAGTCTTCGTAACCCAGGAGGAAGCCCACGGCGTCCTGCA
CCGGCGCCGGCGCGCCAACGCGTTCCTGGAGGAGCTGCGGCCGGGCTCCCTGGA
GAGGGAGTGCAAGGAGGAGCAGTGCTCCTTCGAGGAGGCCCGGGAGATCTTCAA
GGACGCGGAGAGGACGAAGCTGTTCTGGATTTCTTACAGTGATGGGGACCAGTG
TGCCTCAAGTCCATGCCAGAATGGGGGCTCCTGCAAGGACCAGCTCCAGTCCTAT
ATCTGCTTCTGCCTCCCTGCCTTCGAGGGCCGGAACTGTGAGACGCACAAGGATG
ACCAGCTGATCTGTGTGAACGAGAACGGCGGCTGTGAGCAGTACTGCAGTGACC
ACACGGGCACCAAGCGCTCCTGTCGGTGCCACGAGGGGTACTCTCTGCTGGCAG

ACGGGGTGTCCTGCACACCCACAGTTGAATATCCATGTGGAAAAATACCTATTCT
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AGAAAAAAGAAATGCCAGCAAACCCCAAGGCCGAATTGTGGGGGGCAAGGTGT
GCCCCAAAGGGGAGTGTCCATGGCAGGTCCTGTTGTTGGTGAATGGAGCTCAGTT
GTGTGGGGGGACCCTGATCAACACCATCTGGGTGGTCTCCGCGGCCCACTGTTTC
GACAAAATCAAGAACTGGAGGAACCTGATCGCGGTGCTGGGCGAGCACGACCTC
AGCGAGCACGACGGGGATGAGCAGAGCCGGCGGGTGGCGCAGGTCATCATCCCC
AGCACGTACGTCCCGGGCACCACCAACCACGACATCGCGCTGCTCCGCCTGCACC
AGCCCGTGGTCCTCACTGACCATGTGGTGCCCCTCTGCCTGCCCGAACGGACGTT
CTCTGAGAGGACGCTGGCCTTCGTGCGCTTCTCATTGGTCAGCGGCTGGGGCCAG
CTGCTGGACCGTGGCGCCACGGCCCTGGAGCTCATGGTCCTCAACGTGCCCCGGC
TGATGACCCAGGACTGCCTGCAGCAGTCACGGAAGGTGGGAGACTCCCCAAATA
TCACGGAGTACATGTTCTGTGCCGGCTACTCGGATGGCAGCAAGGACTCCTGCAA
GGGGGACAGTGGAGGCCCACATGCCACCCACTACCGGGGCACGTGGTACCTGACCGGCA
TCGTGAGCTGGGGCCAGGGCTGCGCCACCGTGGGCCACTTCGGCGTGTACACCAGGGTG
TCCCAGTACATCGAGTGGCTGCAGAAACTGATGAGAAGCGAGCCCAGACCCGGCGTGCT
GCTGAGAGCCCCCTTCCCCAGCAGCAGCTCCAAGGCCCCTCCCCCTAGCCTGCCCAGCC
CTAGCAGACTGCCTGGGCCCAGCGACACCCCCATCCTGCCCCAGTGAGGATCCGCGGLC
GC (SEQ ID NO: 48).

[0178] Em outra modalidade, a sequéncia de
aminoacidos do fator VII-CTP (ligado ao carbdxi terminal)
compreende a seguinte sequéncia de aminocacidos:
MVSQALRLLCLLLGLQGCLAAVEVTQEEAHGVLHRRRRANAFLEELRPGSLERECKEEQ
CSFEEAREIFKDAERTKLEWISYSDGDQCASSPCONGGSCKDQLOSYICFCLPAFEGRN
CETHKDDQLICVNENGGCEQYCSDHTGTKRSCRCHEGYSLLADGVSCTPTVEYPCGKIP
ILEKRNASKPOQGRIVGGKVCPKGECPWQVLLLVNGAQLCGGTLINTIWVVSAAHCEFDKI
KNWRNLIAVLGEHDLSEHDGDEQSRRVAQVITIPSTYVPGTTNHDIALLRLHQPVVLTDH
VVPLCLPERTFSERTLAFVRFSLVSGWGQLLDRGATALELMVLNVPRLMTQDCLQQSRK
VGDSPNITEYMFCAGYSDGSKDSCKGDSGGPHATHYRGTWYLTGIVSWGQGCATVGHEG
VYTRVSQYIEWLOKLMRSEPRPGVLLRAPFPSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQ
* (SEQ ID NO: 49).

[0179] Em outra modalidade, a sequéncia de acido
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nucleico que <codifica o fator VII-CTP-CTP (ligado ao
carbdéxi terminal) compreende a seguinte sequéncia de acido
nucleico:
CTCGAGGACATGGTCTCCCAGGCCCTCAGGCTCCTCTGCCTTCTGCTTGGGCTTCA
GGGCTGCCTGGCTGCAGTCTTCGTAACCCAGGAGGAAGCCCACGGCGTCCTGCA
CCGGCGCCGGCGCGCCAACGCGTTCCTGGAGGAGCTGCGGCCGGGCTCCCTGGA
GAGGGAGTGCAAGGAGGAGCAGTGCTCCTTCGAGGAGGCCCGGGAGATCTTCAA
GGACGCGGAGAGGACGAAGCTGTTCTGGATTTCTTACAGTGATGGGGACCAGTG
TGCCTCAAGTCCATGCCAGAATGGGGGCTCCTGCAAGGACCAGCTCCAGTCCTAT
ATCTGCTTCTGCCTCCCTGCCTTCGAGGGCCGGAACTGTGAGACGCACAAGGATG
ACCAGCTGATCTGTGTGAACGAGAACGGCGGCTGTGAGCAGTACTGCAGTGACC
ACACGGGCACCAAGCGCTCCTGTCGGTGCCACGAGGGGTACTCTCTGCTGGCAG
ACGGGGTGTCCTGCACACCCACAGTTGAATATCCATGTGGAAAAATACCTATTCT
AGAAAAAAGAAATGCCAGCAAACCCCAAGGCCGAATTGTGGGGGGCAAGGTGT
GCCCCAAAGGGGAGTGTCCATGGCAGGTCCTGTTGTTGGTGAATGGAGCTCAGTT
GTGTGGGGGGACCCTGATCAACACCATCTGGGTGGTCTCCGCGGCCCACTGTTTC
GACAAAATCAAGAACTGGAGGAACCTGATCGCGGTGCTGGGCGAGCACGACCTC
AGCGAGCACGACGGGGATGAGCAGAGCCGGCGGGTGGCGCAGGTCATCATCCCC
AGCACGTACGTCCCGGGCACCACCAACCACGACATCGCGCTGCTCCGCCTGCACC
AGCCCGTGGTCCTCACTGACCATGTGGTGCCCCTCTGCCTGCCCGAACGGACGTT
CTCTGAGAGGACGCTGGCCTTCGTGCGCTTCTCATTGGTCAGCGGCTGGGGCCAG
CTGCTGGACCGTGGCGCCACGGCCCTGGAGCTCATGGTCCTCAACGTGCCCCGGC
TGATGACCCAGGACTGCCTGCAGCAGTCACGGAAGGTGGGAGACTCCCCAAATA
TCACGGAGTACATGTTCTGTGCCGGCTACTCGGATGGCAGCAAGGACTCCTGCAA
GGGGGACAGTGGAGGCCCACATGCCACCCACTACCGGGGCACGTGGTACCTGAC
CGGCATCGTGAGCTGGGGCCAGGGCTGCGCCACCGTGGGCCACTTCGGCGTGTA
CACCAGGGTGTCCCAGTACATCGAGTGGCTGCAGAAACTGATGAGAAGCGAGCC
CAGACCCGGCGTGCTGCTGAGAGCCCCCTTCCCCAGCAGCAGCTCCAAGGLCCCCT
CCCCCTAGCCTGCCCAGCCCTAGCAGACTGCCTGGGCCCTCCGACACACCAATCC

TGCCACAGAGCAGCTCCTCTAAGGCCCCTCCTCCATCCCTGCCATCCCCCTCCCG
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GCTGCCAGGCCCCTCTGACACCCCTATCCTGCCTCAGTGATGAAGGTCTGGATCC
GCGGCCGC (SEQ ID NO: 50).

[0180] Em outra modalidade, a sequéncia de
aminodcidos do fator VII-CTP-CTP (ligado ao carboxi
terminal) compreende a seguinte sequéncia de aminodcidos:
MVSQALRLLCLLLGLOGCLAAVEVTQEEAHGVLHRRRRANAFLEELRPGSLERECKEEQ
CSFEEARETIFKDAERTKLEFWISYSDGDQCASSPCONGGSCKDQLOSYICFCLPAFEGRN
CETHKDDQLICVNENGGCEQYCSDHTGTKRSCRCHEGYSLLADGVSCTPTVEYPCGKIP
ILEKRNASKPQGRIVGGKVCPKGECPWQVLLLVNGAQLCGGTLINTIWVVSAAHCFEFDKI
KNWRNLTAVLGEHDLSEHDGDEQSRRVAQVITIPSTYVPGTTNHDIALLRLHQPVVLTDH
VVPLCLPERTFSERTLAFVREFSLVSGWGQLLDRGATALELMVLNVPRLMTODCLQQSRK
VGDSPNITEYMFCAGYSDGSKDSCKGDSGGPHATHYRGTWYLTGIVSWGQGCATVGHFEG
VYTRVSQYIEWLOKLMRSEPRPGVLLRAPFPSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQ
SSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQ** (SEQ ID NO: 51).

[0181] Em outra modalidade, a sequéncia de
aminoadcidos do fator VII-CTP-CTP-CTP (trés ligados ao
carbéxi terminal) compreende a seguinte sequéncia de
aminoacidos:
MVSQALRLLCLLLGLQGCLAAVEVTQEEAHGVLHRRRRANAFLEELRPGSLERECKEEQ
CSFEEAREIFKDAERTKLFWISYSDGDQCASSPCONGGSCKDQLOSYICFCLPAFEGRN
CETHKDDQLICVNENGGCEQYCSDHTGTKRSCRCHEGYSLLADGVSCTPTVEYPCGKIP
ILEKRNASKPQGRIVGGKVCPKGECPWOQVLLLVNGAQLCGGTLINTIWVVSAAHCEDKI
KNWRNLTAVLGEHDLSEHDGDEQSRRVAQVITPSTYVPGTTNHDIALLRLHQPVVLTDH
VVPLCLPERTFSERTLAFVRFSLVSGWGQLLDRGATALELMVLNVPRIMTQDCLQOQSRK
VGDSPNITEYMFCAGYSDGSKDSCKGDSGGPHATHYRGTWYLTGIVSWGQGCATVGHEG
VYTRVSQYIEWLOQKLMRSEPRPGVLLRAPFPSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQ
SSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQ
(SEQ ID NO: 52).

[0182] Em outra modalidade, a sequéncia de

aminodcidos do fator VII-CTP(X4) (quatro ligados ao carbdxi
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terminal) compreende a seguinte sequéncia de aminodcidos:
MVSQALRLLCLLLGLOQGCLAAVEVTQEEAHGVLHRRRRANAFLEELRPGSLERECKEEQ
CSFEEAREIFKDAERTKLEFWISYSDGDQCASSPCONGGSCKDQLOSYICFCLPAFEGRN
CETHKDDQLICVNENGGCEQYCSDHTGTKRSCRCHEGYSLLADGVSCTPTVEYPCGKIP
ILEKRNASKPQGRIVGGKVCPKGECPWQVLLLVNGAQLCGGTLINTIWVVSAAHCFDKI
KNWRNLTAVLGEHDLSEHDGDEQSRRVAQVITIPSTYVPGTTNHDIALLRLHQPVVLTDH
VVPLCLPERTFSERTLAFVRFSLVSGWGQLLDRGATALELMVLNVPRIMTQODCLQQSRK
VGDSPNITEYMFCAGYSDGSKDSCKGDSGGPHATHYRGTWYLTGIVSWGQGCATVGHEG
VYTRVSQYIEWLOKLMRSEPRPGVLLRAPFPSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQ
SSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQSSS
SKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQ (SEQ ID NO: 53).

[0183] Em outra modalidade, a sequéncia de
aminoacidos do fator VII-CTP(x5) (cinco ligados ao carbdxi
terminal) compreende a seguinte sequéncia de aminoadcidos:
MVSQALRLLCLLLGLQGCLAAVEFVTQEEAHGVLHRRRRANAFLEELRPGSLERECKEEQ
CSFEEAREIFKDAERTKLEWISYSDGDQCASSPCONGGSCKDQLOSYICFCLPAFEGRN
CETHKDDQLICVNENGGCEQYCSDHTGTKRSCRCHEGYSLLADGVSCTPTVEYPCGKIP
ILEKRNASKPOQGRIVGGKVCPKGECPWQVLLLVNGAQLCGGTLINTIWVVSAAHCEFDKI
KNWRNLIAVLGEHDLSEHDGDEQSRRVAQVIIPSTYVPGTTNHDIALLRLHQPVVLTDH
VVPLCLPERTFSERTLAFVRFSLVSGWGQLLDRGATALELMVLNVPRLMTQDCLQQSRK
VGDSPNITEYMFCAGYSDGSKDSCKGDSGGPHATHYRGTWYLTGIVSWGQGCATVGHEG
VYTRVSQYTIEWLOQKLMRSEPRPGVLLRAPFPSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQ
SSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQSSS
SKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQOQSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQ (SEQ
ID NO: 54).

[0184] Em outra modalidade, a sequéncia de 4&cido
nucleico que codifica o fator IX compreende a seguinte
sequéncia de &acido nucleico:
GCGATCGCCATGCAGCGCGTGAACATGATCATGGCAGAATCACCAGGCCTCATC

ACCATTGCCTTTTAGGATATCTACTCAGTGCTGAATGTACAGTTTTTCTTGATCAT
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GAAAACGCCAACAAAATTCTGAATCGGCCAAAGAGGTATAATTCAGGTAAATTG
GAAGAGTTTGTTCAAGGGAACCTTGAGAGAGAATGTATGGAAGAAAAGTGTAGT
TTTGAAGAAGCACGAGAAGTTTTTGAAAACACTGAAAGAACAACTGAATTTTGG
AAGCAGTATGTTGATGGAGATCAGTGTGAGTCCAATCCATGTTTAAATGGCGGCA
GTTGCAAGGATGACATTAATTCCTATGAATGTTGGTGTCCCTTTGGATTTGAAGG
AAAGAACTGTGAATTAGATGTAACATGTAACATTAAGAATGGCAGATGCGAGCA
GTTTTGTAAAAATAGTGCTGATAACAAGGTGGTTTGCTCCTGTACTGAGGGATAT
CGACTTGCAGAAAACCAGAAGTCCTGTGAACCAGCAGTGCCATTTCCATGTGGA
AGAGTTTCTGTTTCACAAACTTCTAAGCTCACCCGTGCTGAGACTGTTTTTCCTGA
TGTGGACTATGTAAATTCTACTGAAGCTGAAACCATTTTGGATAACATCACTCAA
AGCACCCAATCATTTAATGACTTCACTCGAGTTGTTGGTGGAGAAGATGCCAAAC
CAGGTCAATTCCCTTGGCAGGTTGTTTTGAATGGTAAAGTTGATGCATTCTGTGG
AGGCTCTATCGTTAATGAAAAATGGATTGTAACTGCTGCCCACTGTGTTGAAACT
GGTGTTAAAATTACAGTTGTCGCAGGTGAACATAATATTGAGGAGACAGAACAT
ACAGAGCAAAAGCGAAATGTGATTCGAATTATTCCTCACCACAACTACAATGCA
GCTATTAATAAGTACAACCATGACATTGCCCTTCTGGAACTGGACGAACCCTTAG
TGCTAAACAGCTACGTTACACCTATTTGCATTGCTGACAAGGAATACACGAACAT
CTTCCTCAAATTTGGATCTGGCTATGTAAGTGGCTGGGGAAGAGTCTTCCACAAA
GGGAGATCAGCTTTAGTTCTCCAGTACCTTAGAGTTCCACTTGTTGACCGAGCCA
CATGTCTTCGATCTACAAAGTTCACCATCTATAACAACATGTTCTGTGCTGGCTTC
CATGAAGGAGGTAGAGATTCATGTCAAGGAGATAGTGGGGGACCCCATGTTACT
GAAGTGGAAGGGACCAGTTTCTTAACTGGAATTATTAGCTGGGGTGAAGAGTGT
GCAATGAAAGGCAAATATGGAATATATACCAAGGTATCCCGGTATGTCAACTGG
ATTAAGGAAAAAACAAAGCTCACTTGAACGCGGCCGC (SEQ ID NO: 55).
[0185] Em outra modalidade, a sequéncia de
aminoacidos do fator IX compreende a seguinte sequéncia de
aminoacidos:
MORVNMIMAESPGLITICLLGYLLSAECTVFLDHENANKILNRPKRYNSGKLEEFVQGN
LERECMEEKCSFEEAREVFENTERTTEFWKQYVDGDQCESNPCLNGGSCKDDINSYECW

CPFGFEGKNCELDVTCNIKNGRCEQFCKNSADNKVVCSCTEGYRLAENQKSCEPAVPEP
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CGRVSVSQTSKLTRAETVEFPDVDYVNSTEAETILDNITQSTQSENDEFTRVVGGEDAKPG
QFPWOQVVLNGKVDAFCGGSIVNEKWIVTAAHCVETGVKITVVAGEHNIEETEHTEQKRN
VIRITPHHNYNAAINKYNHDIALLELDEPLVLNSYVTPICIADKEYTNIFLKEFGSGYVS
GWGRVFHKGRSALVLQYLRVPLVDRATCLRSTKFTIYNNMFCAGFHEGGRDSCQGDSGG
PHVTEVEGTSFLTGIISWGEECAMKGKYGIYTKVSRYVNWIKEKTKLT* (SEQ ID
NO: 56).

[0186] Em outra modalidade, a sequéncia de 4&cido
nucleico que codifica o fator IX-CTP (ligado ao carbdéxi
terminal) compreende a seguinte sequéncia de acido
nucleico:
GCGATCGCCATGCAGCGCGTGAACATGATCATGGCAGAATCACCAGGCCTCATC
ACCATCTGCCTTTTAGGATATCTACTCAGTGCTGAATGTACAGTTTTTCTTGATCA
TGAAAACGCCAACAAAATTCTGAATCGGCCAAAGAGGTATAATTCAGGTAAATT
GGAAGAGTTTGTTCAAGGGAACCTTGAGAGAGAATGTATGGAAGAAAAGTGTAG
TTTTGAAGAAGCACGAGAAGTTTTTGAAAACACTGAAAGAACAACTGAATTTTG
GAAGCAGTATGTTGATGGAGATCAGTGTGAGTCCAATCCATGTTTAAATGGCGGC
AGTTGCAAGGATGACATTAATTCCTATGAATGTTGGTGTCCCTTTGGATTTGAAG
GAAAGAACTGTGAATTAGATGTAACATGTAACATTAAGAATGGCAGATGCGAGC
AGTTTTGTAAAAATAGTGCTGATAACAAGGTGGTTTGCTCCTGTACTGAGGGATA
TCGACTTGCAGAAAACCAGAAGTCCTGTGAACCAGCAGTGCCATTTCCATGTGGA
AGAGTTTCTGTTTCACAAACTTCTAAGCTCACCCGTGCTGAGACTGTTTTTCCTGA
TGTGGACTATGTAAATTCTACTGAAGCTGAAACCATTTTGGATAACATCACTCAA
AGCACCCAATCATTTAATGACTTCACTCGAGTTGTTGGTGGAGAAGATGCCAAAC
CAGGTCAATTCCCTTGGCAGGTTGTTTTGAATGGTAAAGTTGATGCATTCTGTGG
AGGCTCTATCGTTAATGAAAAATGGATTGTAACTGCTGCCCACTGTGTTGAAACT
GGTGTTAAAATTACAGTTGTCGCAGGTGAACATAATATTGAGGAGACAGAACAT
ACAGAGCAAAAGCGAAATGTGATTCGAATTATTCCTCACCACAACTACAATGCA
GCTATTAATAAGTACAACCATGACATTGCCCTTCTGGAACTGGACGAACCCTTAG
TGCTAAACAGCTACGTTACACCTATTTGCATTGCTGACAAGGAATACACGAACAT

CTTCCTCAAATTTGGATCTGGCTATGTAAGTGGCTGGGGAAGAGTCTTCCACAAA
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GGGAGATCAGCTTTAGTTCTTCAGTACCTTAGAGTTCCACTTGTTGACCGAGCCA
CATGTCTTCGATCTACAAAGTTCACCATCTATAACAACATGTTCTGTGCTGGCTTC
CATGAAGGAGGTAGAGATTCATGTCAAGGAGATAGTGGGGGACCCCATGTTACT
GAAGTGGAAGGGACCAGTTTCTTAACTGGAATTATTAGCTGGGGTGAAGAGTGT
GCAATGAAAGGCAAATATGGAATATATACCAAGGTATCCCGGTATGTCAACTGG
ATTAAGGAAAAAACAAAGCTCACTAGCTCCAGCAGCAAGGCCCCTCCCCCGAGC
CTGCCCTCCCCAAGCAGGCTGCCTGGGCCCTCCGACACACCAATCCTGCCACAGT
GATGAAGGTCTGGATCCGCGGCCGC (SEQ ID NO: 57).

[0187] Em outra modalidade, a sequéncia de
aminoadcidos do fator IX-CTP (ligado ao carbdéxi terminal)
compreende a seguinte sequéncia de aminocacidos:
MORVNMIMAESPGLITICLLGYLLSAECTVFLDHENANKILNRPKRYNSGKLEEFVQGN
LERECMEEKCSFEEAREVFENTERTTEFWKQYVDGDQCESNPCLNGGSCKDDINSYECW
CPFGFEGKNCELDVTCNIKNGRCEQFCKNSADNKVVCSCTEGYRLAENQKSCEPAVPEP
CGRVSVSQTSKLTRAETVFPDVDYVNSTEAETILDNITQSTQSENDEFTRVVGGEDAKPG
QFPWOQVVLNGKVDAFCGGSIVNEKWIVTAAHCVETGVKITVVAGEHNIEETEHTEQKRN
VIRITPHHNYNAAINKYNHDIALLELDEPLVLNSYVTPICIADKEYTNIFLKEGSGYVS
GWGRVFHKGRSALVLQYLRVPLVDRATCLRSTKFTIYNNMEFCAGFHEGGRDSCQGDSGG
PHVTEVEGTSFLTGIISWGEECAMKGKYGIYTKVSRYVNWIKEKTKLTSSSSKAPPPSL
PSPSRLPGPSDTPILPQ** (SEQ ID NO: 58).

[0188] Em outra modalidade, a sequéncia de 4&cido
nucleico que codifica o fator IX-CTP-CTP (ligado ao carbdxi
terminal) compreende a seguinte sequéncia de acido
nucleico:
GCGATCGCCATGCAGCGCGTGAACATGATCATGGCAGAATCACCAGGCCTCATC
ACCATCTGCCTTTTAGGATATCTACTCAGTGCTGAATGTACAGTTTTTCTTGATCA
TGAAAACGCCAACAAAATTCTGAATCGGCCAAAGAGGTATAATTCAGGTAAATT
GGAAGAGTTTGTTCAAGGGAACCTTGAGAGAGAATGTATGGAAGAAAAGTGTAG
TTTTGAAGAAGCACGAGAAGTTTTTGAAAACACTGAAAGAACAACTGAATTTTG

GAAGCAGTATGTTGATGGAGATCAGTGTGAGTCCAATCCATGTTTAAATGGCGGC
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AGTTGCAAGGATGACATTAATTCCTATGAATGTTGGTGTCCCTTTGGATTTGAAG
GAAAGAACTGTGAATTAGATGTAACATGTAACATTAAGAATGGCAGATGCGAGC
AGTTTTGTAAAAATAGTGCTGATAACAAGGTGGTTTGCTCCTGTACTGAGGGATA
TCGACTTGCAGAAAACCAGAAGTCCTGTGAACCAGCAGTGCCATTTCCATGTGGA
AGAGTTTCTGTTTCACAAACTTCTAAGCTCACCCGTGCTGAGACTGTTTTTCCTGA
TGTGGACTATGTAAATTCTACTGAAGCTGAAACCATTTTGGATAACATCACTCAA
AGCACCCAATCATTTAATGACTTCACTCGAGTTGTTGGTGGAGAAGATGCCAAAC
CAGGTCAATTCCCTTGGCAGGTTGTTTTGAATGGTAAAGTTGATGCATTCTGTGG
AGGCTCTATCGTTAATGAAAAATGGATTGTAACTGCTGCCCACTGTGTTGAAACT
GGTGTTAAAATTACAGTTGTCGCAGGTGAACATAATATTGAGGAGACAGAACAT
ACAGAGCAAAAGCGAAATGTGATTCGAATTATTCCTCACCACAACTACAATGCA
GCTATTAATAAGTACAACCATGACATTGCCCTTCTGGAACTGGACGAACCCTTAG
TGCTAAACAGCTACGTTACACCTATTTGCATTGCTACAAGGAATACACGAACATC
TTCCTCAAATTTGGATCTGGCTATGTAAGTGGCTGGGGAAGAGTCTTCCACAAAG
GGAGATCAGCTTTAGTTCTTCAGTACCTTAGAGTTCCACTTGTTGACCGAGCCAC
ATGTCTTCGATCTACAAAGTTCACCATCTATAACAACATGTTCTGTGCTGGCTTCC
ATGAAGGAGGTAGAGATTCATGTCAAGGAGATAGTGGGGGACCCCATGTTACTG
AAGTGGAAGGGACCAGTTTCTTAACTGGAATTATTAGCTGGGGTGAAGAGTGTG
CAATGAAAGGCAAATATGGAATATATACCAAGGTATCCCGGTATGTCAACTGGA
TTAAGGAAAAAACAAAGCTCACTAGCTCCAGCAGCAAGGCCCCTCCCCCGAGCC
TGCCCTCCCCAAGCAGGCTGCCTGGGCCCTCCGACACACCAATCCTGCCACAGAG

CAGCTCCTCTAAGGCCCCTCCTCCATCCCTGCCATCCCCCTCCCGGCTGCCTGGLC

CCTCTGACACCCCTATCCTGCCTCAGTGATGAAGGTCTGGATCCGCGGCCGC (SEQ
ID NO: 59).

[0189] Em outra modalidade, a sequéncia de
aminodcidos do fator IX-CTP-CTP (ligado ao carboéxi

terminal) compreende a seguinte sequéncia de aminodcidos:
MORVNMIMAESPGLITICLLGYLLSAECTVFLDHENANKILNRPKRYNSGKLEEFVQGN
LERECMEEKCSFEEAREVFENTERTTEFWKQYVDGDQCESNPCLNGGSCKDDINSYECW

CPFGFEGKNCELDVTCNIKNGRCEQFCKNSADNKVVCSCTEGYRLAENQKSCEPAVPEP
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CGRVSVSQTSKLTRAETVEFPDVDYVNSTEAETILDNITQSTQSENDEFTRVVGGEDAKPG
QFPWOVVLNGKVDAFCGGSIVNEKWIVTAAHCVETGVKITVVAGEHNTE
ETEHTEQKRNVIRITPHHNYNAAINKYNHDIALLELDEPLVLNSYVTPICIADKEYTNT
FLKFGSGYVSGWGRVFHKGRSALVLQYLRVPLVDRATCLRSTKFTIYNNMEFCAGFHEGG
RDSCQOGDSGGPHVTEVEGTSFLTGIISWGEECAMKGKYGIYTKVSRYVNWIKEKTKLTS
SSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQ**
(SEQ ID NO: 60).

[0190] Em outra modalidade, a sequéncia de
aminoacidos do fator IX-CTP(x3) (trés ligados ao carbdxi
terminal) compreende a seguinte sequéncia de aminodcidos:
MORVNMIMAESPGLITICLLGYLLSAECTVFLDHENANKILNRPKRYNSGKLEEFVQGN
LERECMEEKCSFEEAREVFENTERTTEFWKQYVDGDQCESNPCLNGGSCKDDINSYECW
CPFGFEGKNCELDVTCNIKNGRCEQFCKNSADNKVVCSCTEGYRLAENQKSCEPAVPEP
CGRVSVSQTSKLTRAETVFPDVDYVNSTEAETILDNITQSTQSENDEFTRVVGGEDAKPG
QFPWQVVLNGKVDAFCGGSIVNEKWIVTAAHCVETGVKITVVAGEHNIEETEHTEQKRN
VIRITPHHNYNAAINKYNHDIALLELDEPLVLNSYVTPICIADKEYTNIFLKEGSGYVS
GWGRVFHKGRSALVLQYLRVPLVDRATCLRSTKFTIYNNMFCAGFHEGGRDSCQGDSGG
PHVTEVEGTSFLTGIISWGEECAMKGKYGIYTKVSRYVNWIKEKTKLTSSSSKAPPPSL
PSPSRLPGPSDTPILPQSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQSSSSKAPPPSLPSP
SRLPGPSDTPILPQ (SEQ ID NO: 61).

[0191] Em outra modalidade, a sequéncia de
aminodcidos do fator IX-CTP(x4) (quatro ligados ao carbdxi
terminal) compreende a seguinte sequéncia de aminoacidos:
MORVNMIMAESPGLITICLLGYLLSAECTVFLDHENANKILNRPKRYNSGKLEEFVQGN
LERECMEEKCSFEEAREVFENTERTTEFWKQYVDGDQCESNPCLNGGSCKDDINSYECW
CPFGFEGKNCELDVTCNIKNGRCEQFCKNSADNKVVCSCTEGYRLAENQKSCEPAVPEP
CGRVSVSQTSKLTRAETVFPDVDYVNSTEAETILDNITQSTQSENDEFTRVVGGEDAKPG
QFPWOQVVLNGKVDAFCGGSIVNEKWIVTAAHCVETGVKITVVAGEHNIEETEHTEQKRN
VIRITPHHNYNAAINKYNHDIALLELDEPLVLNSYVTPICIADKEYTNIFLKEGSGYVS

GWGRVFHKGRSALVLQYLRVPLVDRATCLRSTKFTIYNNMECAGFHEGGRDSCQGDSGG
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PHVTEVEGTSFLTGIISWGEECAMKGKYGIYTKVSRYVNWIKEKTKLTSSSSKAPPPSL
PSPSRLPGPSDTPILPQSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQSSSSKAPPPSLPSP
SRLPGPSDTPILPQSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQ (SEQ ID NO: 62).

[0192] Em outra modalidade, a sequéncia de
aminoadcidos do fator IX-CTP(x5) (cinco ligados ao carbdxi
terminal) compreende a seguinte sequéncia de aminodcidos:
MORVNMIMAESPGLITICLLGYLLSAECTVFLDHENANKILNRPKRYNSGKLEEFVQGN
LERECMEEKCSFEEAREVFENTERTTEFWKQYVDGDQCESNPCLNGGSCKDDINSYECW
CPFGFEGKNCELDVTCNIKNGRCEQFCKNSADNKVVCSCTEGYRLAENQKSCEPAVPEP
CGRVSVSQTSKLTRAETVEPDVDYVNSTEAETILDNITQSTQSENDFTRVVGGEDAKPG
QFPWQVVLNGKVDAFCGGSIVNEKWIVTAAHCVETGVKITVVAGEHEHNIEETEHTEQKRN
VIRIIPHHNYNAAINKYNHDIALLELDEPLVLNSYVTPICIADKEYTNIFLKEGSGYVS
GWGRVFHKGRSALVLQYLRVPLVDRATCLRSTKFTIYNNMFCAGFHEGGRDSCQGDSGG
PHVTEVEGTSFLTGIISWGEECAMKGKYGIYTKVSRYVNWIKEKTKLTSSSSKAPPPSL
PSPSRLPGPSDTPILPQSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQSSSSKAPPPSLPSP
SRLPGPSDTPILPQOSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQSSSSKAPPPSLPSPSRL
PGPSDTPILPQ (SEQ ID NO: 63).

[0193] Em outra modalidade, furina ¢é adicionada a
uma célula que expressa o fator de coagulacdo-CTP da
invencdo. Em outra modalidade, furina aumenta a eficiéncia
da produgcdo de um fator de coagulacdo-CTP da invencdo em
uma célula. Em outra modalidade, furina é co-transfectada
com o vetor que compreendendo a sequéncia codificadora do
fator de coagulacdo-CTP da invencdo. Em outra modalidade,
furina ¢é codificada por um vetor separado. Em outra
modalidade, furina e um fator de <coagulagdo-CTP séo
codificados por um vetor. Em outra modalidade, a sequéncia
codificadora de furina é inserida em pCI-DHFR. Em outra
modalidade, a sequéncia codificadora de furina é projetada

em pCI-dhfr/smal+NotI, Furina/AsisI F.I.+NotI.
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[0194] Em outra modalidade, a sequéncia de &cido
nucleico que codifica furina compreende a seguinte
sequéncia de acido nucleico:
TCTAGAGTCGACCCCGCCATGGAGCTGAGGCCCTGGTTGCTATGGGTGGTAGCAGCAAC
AGGAACCTTGGTCCTGCTAGCAGCTGATGCTCAGGGCCAGAAGGTCTTCACCAACA
CGTGGGCTGTGCGCATCCCTGGAGGCCCAGCGGTGGCCAACAGTGTGGCACGGA
AGCATGGGTTCCTCAACCTGGGCCAGATCTTCGGGGACTATTACCACTTCTGGCA
TCGAGGAGTGACGAAGCGGTCCCTGTCGCCTCACCGCCCGCGGCACAGCCGGLT
GCAGAGGGAGCCTCAAGTACAGTGGCTGGAACAGCAGGTGGCAAAGCGALCGGA
CTAAACGGGACGTGTACCAGGAGCCCACAGACCCCAAGTTTCCTCAGCAGTGGT
ACCTGTCTGGTGTCACTCAGCGGGACCTGAATGTGAAGGCGGCCTGGGCGCAGG
GCTACACAGGGCACGGCATTGTGGTCTCCATTCTGGACGATGGCATCGAGAAGA
ACCACCCGGACTTGGCAGGCAATTATGATCCTGGGGCCAGTTTTGATGTCAATGA
CCAGGACCCTGACCCCCAGCCTCGGTACACACAGATGAATGACAACAGGCACGG
CACACGGTGTGCGGGGGAAGTGGCTGCGGTGGCCAACAACGGTGTCTGTGGTGT
AGGTGTGGCCTACAACGCCCGCATTGGAGGGGTGCGCATGCTGGATGGCGAGGT
GACAGATGCAGTGGAGGCACGCTCGCTGGGCCTGAACCCCAACCACATCCACAT
CTACAGTGCCAGCTGGGGCCCCGAGGATGACGGCAAGACAGTGGATGGGCCAGC
CCGCCTCGCCGAGGAGGCCTTCTTCCGTGGGGTTAGCCAGGGCCGAGGGGGGLT
GGGCTCCATCTTTGTCTGGGCCTCGGGGAACGGGGGCCGGGAACATGACAGCTG
CAACTGCGACGGCTACACCAACAGTATCTACACGCTGTCCATCAGCAGCGCCAC
GCAGTTTGGCAACGTGCCGTGGTACAGCGAGGCCTGCTCGTCCACACTGGCCACG
ACCTACAGCAGTGGCAACCAGAATGAGAAGCAGATCGTGACGACTGACTTGCGG
CAGAAGTGCACGGAGTCTCACACGGGCACCTCAGCCTCTGCCCCCTTAGCAGCCG
GCATCATTGCTCTCACCCTGGAGGCCAATAAGAACCTCACATGGCGGGACATGC
AACACCTGGTGGTACAGACCTCGAAGCCAGCCCACCTCAATGCCAACGACTGGG
CCACCAATGGTGTGGGCCGGAAAGTGAGCCACTCATATGGCTACGGGCTTTTGG
ACGCAGGCGCCATGGTGGCCCTGGCCCAGAATTGGACCACAGTGGCCCCCCAGC
GGAAGTGCATCATCGACATCCTCACCGAGCCCAAAGACATCGGGAAACGGCTCG

AGGTGCGGAAGACCGTGACCGCGTGCCTGGGCGAGCCCAACCACATCACTCGGC

Peticiio 870220068754, de 03/08/2022, pég. 118/190



110/177

TGGAGCACGCTCAGGCGCGGCTCACCCTGTCCTATAATCGCCGTGGCGACCTGGC
CATCCACCTGGTCAGCCCCATGGGCACCCGCTCCACCCTGCTGGCAGCCAGGCCA
CATGACTACTCCGCAGATGGGTTTAATGACTGGGCCTTCATGACAACTCATTCCT
GGGATGAGGATCCCTCTGGCGAGTGGGTCCTAGAGATTGAAAACACCAGCGAAG
CCAACAACTATGGGACGCTGACCAAGTTCACCCTCGTACTCTATGGCACCGCCCC
TGAGGGGCTGCCCGTACCTCCAGAAAGCAGTGGCTGCAAGACCCTCACGTCCAG
TCAGGCCTGTGTGGTGTGCGAGGAAGGCTTCTCCCTGCACCAGAAGAGCTGTGTC
CAGCACTGCCCTCCAGGCTTCGCCCCCCAAGTCCTCGATACGCACTATAGCACCG
AGAATGACGTGGAGACCATCCGGGCCAGCGTCTGCGCCCCCTGCCACGCCTCAT
GTGCCACATGCCAGGGGCCGGCCCTGACAGACTGCCTCAGCTGCCCCAGCCACG
CCTCCTTGGACCCTGTGGAGCAGACTTGCTCCCGGCAAAGCCAGAGCAGCCGAG
AGTCCCCGCCACAGCAGCAGCCACCTCGGCTGCCCCCGGAGGTGGAGGCGGGGL
AACGGCTGCGGGCAGGGCTGCTGCCCTCACACCTGCCTGAGGTGGTGGCCGGCC
TCAGCTGCGCCTTCATCGTGCTGGTCTTCGTCACTGTCTTCCTGGTCCTGCAGCTG
CGCTCTGGCTTTAGTTTTCGGGGGGTGAAGGTGTACACCATGGACCGTGGCCTCA
TCTCCTACAAGGGGCTGCCCCCTGAAGCCTGGCAGGAGGAGTGCCCGTCTGACTC
AGAAGAGGACGAGGGCCGGGGCGAGAGGACCGCCTTTATCAAAGACCAGAGCG
CCCTCTGAACGCGGCCGC (SEQ ID NO: 64).

[0195] Em outra modalidade, a sequéncia de
aminoadcidos da furina compreende a seguinte sequéncia de
aminoacidos:
MELRPWLLWVVAATGTLVLLAADAQGQKVEFTNTWAVRIPGGPAVANSVARKHGEFLNLGQ
IFGDYYHFWHRGVTKRSLSPHRPRHSRLOREPQVOWLEQQVAKRRTKRDVYQEPTDPKF
POOWYLSGVTQRDLNVKAAWAQGYTGHGIVVSILDDGIEKNHPDLAGNYDPGASEFDVND
QODPDPQPRYTQOMNDNRHGTRCAGEVAAVANNGVCGVGVAYNARIGGVRMLDGEVTDAVE
ARSLGLNPNHIHIYSASWGPEDDGKTVDGPARLAEEAFFRGVSQGRGGLGSIFVWASGN
GGREHDSCNCDGYTNSIYTLSISSATQFGNVPWYSEACSSTLATTYSSGNQNEKQIVTT
DLROKCTESHTGTSASAPLAAGITALTLEANKNLTWRDMQHLVVQTSKPAHLNANDWAT
NGVGRKVSHSYGYGLLDAGAMVALAQNWTTVAPQRKCITIDILTEPKDIGKRLEVRKTVT

ACLGEPNHITRLEHAQARLTLSYNRRGDLATHLVSPMGTRSTLLAARPHDYSADGENDW
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AFMTTHSWDEDPSGEWVLEIENTSEANNYGTLTKFTLVLYGTAPEGLPVPPESSGCKTL
TSSQACVVCEEGEFSLHQKSCVQHCPPGFAPQVLDTHYSTENDVETIRASVCAPCHASCA
TCOGPALTDCLSCPSHASLDPVEQTCSRQOSQSSRESPPOOQOPPRLPPEVEAGQRLRAGL
LPSHLPEVVAGLSCAFIVLVEVTVFLVLQLRSGFSFRGVKVYTMDRGLISYKGLPPEAW
QEECPSDSEEDEGRGERTAFIKDQSAL* (SEQ ID NO: 65).

[0196] Em algumas modalidades, o termo fator de
coagulacdo ainda inclui homdélogos dos fatores de coagulacdo
conhecidos que tém uma atividade coagulante. Em algumas
modalidades, homologia de acordo com a presente invencgdo
também inclui variantes de delecbes, insercdes ou
substituicdo, incluindo uma substituicdo de aminoécido, do
mesmo e fragmentos de polipeptideo biologicamente ativos do
mesmo.

[0197] Em outra modalidade, a invencdo inclui
homélogos de um fator de coagulacdo tendo uma atividade
coagulante. Em outra modalidade, a invencéo inclui
homélogos de um fator de coagulacdo como descrito aqui
tendo uma atividade coagulante. Em outra modalidade,
hombélogos, por exemplo, polipeptideos que sdo pelo menos

[e)

50%, pelo menos, 55%, pelo menos 60%, pelo menos, 65%, pelo
menos 70%, pelo menos, 75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%,
pelo menos 87%, pelo menos 89%, pelo menos de 91%, pelo
menos 93%, pelo menos 95%, ou pelo menos 99% homdélogos a um
fator de coagulacdo como determinado usando o software de
BlastP de National Center of Biotechnology Information
(NCBI) usando parametros padréao.

[0198] Em outra modalidade, a invencdo inclui
homélogos de furina. Em outra modalidade, homélogos, por

exemplo, polipeptideos que sdo pelo menos 50%, pelo menos,

55%, pelo menos 60%, pelo menos, 65%, pelo menos 70%, pelo
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Q

menos, 75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos 87%,
pelo menos 89%, pelo menos de 91%, pelo menos 93%, pelo
menos 95%, ou pelo menos 99% homdélogos a uma furina como
determinado usando o software de BlastP de National Center
of Biotechnology 1Information (NCBI) usando paradmetros
padrao.

[0199] Em uma modalidade, um homélogo de
polipeptideos ou fragmentos dos mesmos fornecidos aqui
também se refere a uma variante de delecdo, insercdo ou
substituicdo, incluindo uma substituicdo de aminoadcido da
mesma e fragmentos de polipeptideo biologicamente ativo das
mesmas.

[0200] Em outra modalidade, trés peptideos carbdxi
terminal de gonadotrofina coridnica estdo ligados para o C-
terminal do peptideo ou polipeptideo fornecido aqui. Em
outra modalidade, quatro peptideos carbdéxi terminal de
gonadotrofina coridnica estdo ligados para o C-terminal do
polipeptideo ou fragmento do mesmo fornecido aqui. Em outra
modalidade, cinco peptideos carbdxi terminal de
gonadotrofina coridnica estdo ligados para o C-terminal do
polipeptideo ou fragmento do mesmo fornecido aqui. Em outra
modalidade, 1-10 CTP estdo ligados ao amino ou C-terminal
de polipeptideo ou fragmento dos mesmos aqui fornecidos. Em
outra modalidade, 1-10 CTP estd&o ligados ao N-terminal de
polipeptideo ou fragmento dos mesmos aqui fornecidos. Em
outra modalidade, 1-10 CTP estdo ligados ao C-terminal de
polipeptideo ou fragmento dos mesmos aqui fornecidos.

[0201] Deve ser entendido que as composicdes e os
métodos da presente invencgdo compreendendo os elementos ou

etapas conforme descrito aqui podem, em outra modalidade,
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consistir nesses elementos ou etapas, ou em outra
modalidade, consistir essencialmente nesses elementos ou
etapas. Em outra modalidade, o termo “compreende” refere-se
a inclusdo do agente ativo indicado, como o polipeptideo
modificado com CTP ou fragmento dos mesmos, bem como a
incluséao de outros agentes ativos e carreadores,
excipientes, emolientes, estabilizadores, etc.
farmaceuticamente ou fisiologicamente aceitaveis, como sé&o
conhecidos na indistria farmacéutica. Em outra modalidade,

”

o0 termo “consiste essencialmente em refere-se a uma
composicdo, cujo uUnico ingrediente ativo é o ingrediente
ativo indicado, no entanto, outros compostos podem ser
incluidos que s&do para estabilizar, conservar, etc. a
formulacdo, mas ndo sdo envolvidos diretamente no efeito
terapéutico do ingrediente ativo indicado. Em outra

modalidade, o termo “que consiste essencialmente em” pode

se referir aos componentes que facilitam a liberacdo do

ingrediente ativo. Em outra modalidade, o termo “que
consiste” se refere a uma composicdo, que contém o
ingrediente ativo e um carreador ou excipiente
farmaceuticamente aceitéavel.

[0202] Em uma modalidade, os métodos fornecidos

agui compreendem um polipeptideo ou um fragmento do mesmo
ligado a pelo menos um peptideo carbdéxi terminal de
gonadotrofina (CTPs) ligados no N- ou C-terminal do
polipeptideo ou fragmento do mesmo.

[0203] Em outra modalidade, os métodos fornecidos
aqui compreendem um polipeptideo ou um fragmento do mesmo
ligado a 1 a 3 peptideos carbdxi terminal de gonadotrofina

(CTPs) ligados no N- e/ou C-terminal do polipeptideo ou
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fragmento do mesmo. Em outra modalidade, os métodos
fornecidos aqui compreendem um polipeptideo ou um fragmento
do mesmo ligado a 1 a 5 peptideos carbdéxi terminal de
gonadotrofina (CTPs) ligados no N- e/ou C-terminal do
polipeptideo ou fragmento do mesmo. Em outra modalidade, os
métodos fornecidos aqui compreendem um polipeptideo ou um
fragmento do mesmo ligado a 1 a 10 peptideos carbdxi
terminal de gonadotrofina (CTPs) ligados no N- e/ou C-
terminal do polipeptideo ou fragmento do mesmo. Em outra
modalidade, os métodos fornecidos aqui compreendem um
polipeptideo ou um fragmento do mesmo ligado a 2 a 3
peptideos carbdéxi terminal de gonadotrofina (CTPs) ligados
no N- e/ou C-terminal do polipeptideo ou fragmento do
mesmo. Em outra modalidade, os métodos fornecidos aqui
compreendem um polipeptideo ou um fragmento do mesmo ligado
a 2 a 5 peptideos carbdéxi terminal de gonadotrofina (CTPs)
ligados no N- e/ou C-terminal do polipeptideo ou fragmento
do mesmo. Em outra modalidade, os métodos fornecidos aqui
compreendem um polipeptideo ou um fragmento do mesmo ligado
a 2 a 10 peptideos carbdxi terminal de gonadotrofina (CTPs)
ligados no N- e/ou C-terminal do polipeptideo ou fragmento
do mesmo. Em outra modalidade, os métodos fornecidos aqui
compreendem um polipeptideo ou um fragmento do mesmo ligado
a 3 a 5 peptideos carbdéxi terminal de gonadotrofina (CTPs)
ligados no N- e/ou C-terminal do polipeptideo ou fragmento
do mesmo. Em outra modalidade, os métodos fornecidos aqui
compreendem um polipeptideo ou um fragmento do mesmo ligado
a 3 a 8 peptideos carbdxi terminal de gonadotrofina (CTPs)
ligados no N- e/ou C-terminal do polipeptideo ou fragmento

do mesmo. Em outra modalidade, os métodos fornecidos aqui
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compreendem um polipeptideo ou um fragmento do mesmo ligado
a 3 a 10 peptideos carbdxi terminal de gonadotrofina (CTPs)
ligados no N- e/ou C-terminal do polipeptideo ou fragmento
do mesmo. Em outra modalidade, os métodos fornecidos aqui
compreendem um polipeptideo ou um fragmento do mesmo ligado
a 6 a 10 peptideos carbdxi terminal de gonadotrofina (CTPs)
ligados no N- e/ou C-terminal do polipeptideo ou fragmento
do mesmo. Em outra modalidade, os métodos fornecidos aqui
compreendem um polipeptideo ou fragmentos do mesmo ligado a
1 peptideo carbdéxi terminal de gonadotrofina (CTPs) ligado
no N- e/ou C-terminal do polipeptideo ou fragmentos do
mesmo. Em outra modalidade, os métodos fornecidos aqui
compreendem um polipeptideo ou fragmentos do mesmo ligados
a 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, ou 10 peptideos carbdxi terminal
de gonadotrofina (CTPs) ligados no N- e/ou C-terminal do
polipeptideo ou fragmentos do mesmo. Em outra modalidade,
os peptideos CTP estdo ligados em tandem em ambos os lados
(N-terminal ou C-terminal) do polipeptideo ou fragmentos do
mesmo.

[0204] Em uma modalidade, é fornecido aqui um vetor
de expressdo compreendendo o polinucleotideo fornecido
agui. Em outra modalidade, ¢é fornecido aqui uma célula
compreendendo o vetor de expressdo. Em outra modalidade, é
fornecida aqui wuma composicdo compreendendo o vetor de
expressao.

[0205] Em outra modalidade, a invencdo fornece uma
composicdo compreendendo a célula conforme descrito aqui.
Em outra modalidade, a célula é uma célula eucaridtica. Em
outra modalidade, a célula é uma célula procaridtica.

[0206] Em uma modalidade, uma sequéncia CTP na
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extremidade C-terminal de um polipeptideo ou fragmentos dos
mesmos fornece protecdo potencializada contra degradacdo do
polipeptideo ou fragmentos do mesmo. Em outra modalidade,
uma sequéncia CTP na extremidade C-terminal de um
polipeptideo ou fragmentos dos mesmos fornece protecéo
potencializada contra depuracdo. Em outra modalidade, uma
sequéncia CTP na extremidade C-terminal de um polipeptideo
ou fragmentos dos mesmos fornece tempo de depuracdo
prolongado. Em outra modalidade, wuma sequéncia CTP na
extremidade C-terminal do polipeptideo ou fragmentos do
mesmo potencializa sua Cmax. Em outra modalidade, uma
sequéncia CTP na extremidade C-terminal do polipeptideo ou
fragmentos do mesmo potencializa sua Tmax. Em outra
modalidade, uma sequéncia CTP na extremidade C-terminal do
polipeptideo ou fragmentos do mesmo potencializa sua T%. Em
outra modalidade, uma sequéncia CTP na extremidade C-
terminal do polipeptideo ou fragmentos do mesmo prolonga
sua AUC.

[0207] Em outra modalidade, um polipeptideo
conjugado ou fragmento do mesmo da invencdo é usado da
mesma maneira como um polipeptideo n&o modificado ou
fragmento do mesmo. Em outra modalidade, um polipeptideo ou
fragmento do mesmo da invencdo ¢ usado da mesma maneira
como um polipeptideo ndo modificado ou fragmento do mesmo.
Em outra modalidade, um polipeptideo ou fragmento do mesmo
desta invencdo tém um tempo de meia-vida de circulacédo e
tempo de residéncia no plasma aumentado, depuracdo
diminuida, e atividade clinica aumentada in vivo. Em outra
modalidade, devido as propriedades melhoradas do

polipeptideo ou fragmento do mesmo aqui apresentadas, este
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conjugado ¢é administrado menos frequentemente do que ©
polipeptideo ou fragmento do mesmo.

[0208] Em outra modalidade, a diminuicéo da
frequéncia de administracdo resulta em melhor estratégia de
tratamento, que em uma modalidade, leva a melhor adesdo do
paciente levando para 0s resultados do tratamento
melhorados, bem como a qualidade de wvida melhorada do
paciente. Em outra modalidade, em relagcdo ao conjugados
convencionais, os conjugados fornecidos aqui tendo o volume
hidrodindmico ainda fornecido aqui tem uma maior poténcia
in wvivo, melhor estabilidade, niveis elevados de AUC, e
meia-vida de circulacdo potencializada.

[0209] Em outra modalidade, a presente invencéo
ainda fornece uma composicdo farmacéutica compreendendo um
polipeptideo modificado com CTP compreendendo um peptideo
carbdéxi terminal de gonadotrofina (CTPs) glicosilado ligado
ao N-terminal e dois CTP glicosilados ligados ao C-terminal
do polipeptideo ou fragmentos dos mesmos.

[0210] Em outra modalidade, deve ser entendido que
combinacdes de CTPs glicosilados e ndo glicosilados podem
ser usadas para modificar os polipeptideos de interesse ou
fragmentos dos mesmos, ainda fornecidos aqui. Essas
combinag¢des podem incluir, por exemplo, pelo menos um CTP
ndo glicosilado ligado ao N-terminal do polipeptideo ou
fragmentos do mesmo, e pelo menos um CTP glicosilado ligado
ao C-terminal do mesmo e vice-versa. Além disso, e em outra
modalidade, combinac¢cdes de pelo menos um CTP glicosilado e
pelo menos um CTP ndo glicosilado ligado ao mesmo terminal
(N- ou C-terminal) sdo também previstas. Estas combinacdes

também podem incluir truncamentos do CTP glicosilado e/ou
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ndo glicosilado. Essas combinag¢des podem ser determinadas
por um especialista na técnica guiado pela invencdo aqui
fornecida a fim de chegar a um volume hidrodindmico ideal
ou tamanho hidrodinédmico para os polipeptideos de interesse
ou fragmentos do mesmo. Como resultado, os polipeptideos de
interesse ou fragmentos do mesmo tendo um  volume
hidrodindmico ideal podem possuir as caracteristicas ideais
desejadas, ou seja, poténcia melhorada, estabilidade
melhorada, nivelis elevados de AUC, biodisponibilidade
potencializada e meia-vida de circulagédo potencializada.

[0211] Em uma modalidade, ¢é fornecida aqui uma
composicéao farmacéutica compreendendo uma quantidade
terapeuticamente eficaz do polipeptideo modificado com CTP
de interesse ou fragmento do mesmo fornecido aqui. Em outra
modalidade, uma quantidade terapeuticamente eficaz de
polipeptideos modificados com CTP ou fragmentos dos mesmos
é¢ determinada de acordo <com fatores <como a condicédo
especifica a ser tratada, a condicdo do paciente a ser
tratado, bem como os outros ingredientes na composicgdo. Em
outra modalidade, a eficacia terapéutica do polipeptideo
modificado com CTP ou fragmento do mesmo ¢é ajustado de
forma ideal adicionando ou removendo peptideos CTP
glicosilados e/ ou ndo glicosilado para chegar ao volume
hidrodinédmico ideal. Deve ser entendido que, ao fazé-lo, um
especialista na técnica pode chegar em um polipeptideo
modificado com CTP ou fragmento do mesmo gque possul a
eficadcia terapéutica ideal.

[0212] Em uma modalidade, o polipeptideo modificado
com CTP ou fragmento do mesmo fornecido aqui tem usos

terapéuticos. Em outra modalidade, o) polipeptideo
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modificado com CTP ou fragmento do mesmo fornecido aqui tem
usos profiléaticos.
[0213] Em uma modalidade, os termos “reduzir,

”

reducdo, reduzindo, etc. quando usados em relagcdo oOs
métodos fornecidos aqui se referem a reducdo de 100% de um
nivel previamente medido ou determinado ou de um nivel
normal. Em outra modalidade, a reducdo é de 89-99% de um
nivel previamente determinado. Em outra modalidade, a
reducdo é de 79-88% de um nivel previamente determinado. Em
outra modalidade, a reducdo ¢é de 69-78% de um nivel
previamente determinado. Em outra modalidade, a reducgdo é
de 59-68% de um nivel previamente determinado. Em outra
modalidade, a reducdo é de 49-58% de um nivel previamente
determinado. Em outra modalidade, a reducdo é de 39-48% de
um nivel previamente determinado. Em outra modalidade, a
reducdo é de 29-38% de um nivel previamente determinado. Em
outra modalidade, a reducdo ¢ de 19-28% de um nivel
previamente determinado. Em outra modalidade, a reducgdo é
de 9-18% de um nivel previamente determinado. Em outra
modalidade, a reducdo é de 5-8% de um nivel previamente
determinado. Em outra modalidade, a reducdo é de 1-4% de um
nivel previamente determinado.

[0214] Em uma modalidade, promotores especificos de
tecido apropriados para uso com a presente invencdo incluem
sequéncias que sdo funcionais em uma ou mais populacdes de
células especificas. Os exemplos incluem, entre outros, oS
promotores como albumina que ¢é especifica de figado
[Pinkert et al., (1987) Genes Dev. 1:268-277], promotores
especificos de linfoides [Calame et al., (1988) Adv.

Immunol. 43:235-275]; em particular, promotores de
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receptores de células T [Winoto et al., (1989) EMBO J.
8:729-733] e imunoglobulinas; [Banerji et al. (1983) Cell
33729-740], promotores especificos de neurdnios como
promotor de neurofilamento [Byrne et al. (1989) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 86:5473-5477], promotores especificos de
péncreas [Edlunch et al. (1985) Science 230:912-916] ou
promotores especificos de glédndula mamdria como o promotor
do soro do leite (Patente US 4.873.316 e Publicacdo de
Pedido Europeu No. 264.166) . Promotores induziveis
apropriados para uso com a presente invencdo incluem, por
exemplo, o promotor induzivel de tetraciclina (Srour, M.A.,
et al., 2003. Thromb. Haemost. 90: 398-405).

[0215] Em uma modalidade, a frase “uma molécula de
polinucleotideo” se refere a uma sequéncia de acido de fita
simples ou dupla que é isolada e fornecida sob a forma de
uma sequéncia de RNA, uma sequéncia de polinucleotideo
complementar (cDNA), uma sequéncia de polinucleotideo
gendmica e/ou uma sequéncia de polinucleotideo composta
(por exemplo, uma combinacdo das acima) .

[0216] Em uma modalidade, uma “sequéncia de
polinucleotideo complementar” se refere a uma sequéncia,
que resulta da transcrigdo reversa do RNA mensageiro usando
um transcriptase reversa ou qualquer outra DNA polimerase
dependente de RNA. Em uma modalidade, a sequéncia pode ser
posteriormente amplificada in vivo ou in vitro usando uma
DNA polimerase.

[0217] Em uma modalidade, uma “sequéncia de
polinucleotideo gendmica” se refere a uma sequéncia
derivada (isolada) de um cromossomo e, portanto, representa

uma parte contigua de um cromossomo.
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[0218] Em uma modalidade, uma “sequéncia de
polinucleotideo composta” se refere a uma sequéncia, que é
pelo menos parcialmente complementar e pelo menos
parcialmente gendmica. Em uma modalidade, uma sequéncia
composta pode incluir algumas sequéncias exonais
necessadrias para codificar o polipeptideo da presente
invencdo, bem como algumas sequéncias intrdnicas interpondo
entre essas. Em uma modalidade, as sequéncias intrdnicas
podem ser de qualquer fonte, incluindo de outros genes, e
normalmente inclui sequéncias sinal de processamento
conservado. Em uma modalidade, sequéncias intrbénicas
incluem elementos reguladores de expressdo agindo de forma
cis.

[0219] Em uma modalidade, polinucleotideos da
presente invencdo sdo preparados com técnicas de PCR, ou
qualquer outro método ou procedimento conhecido por um
especialista na técnica. Em outra modalidade, o
procedimento envolve a ligacgdao de duas diferentes
sequéncias de DNA (Ver, por exemplo, “Current Protocols in
Molecular Biology"“, eds. Ausubel et al., John Wiley & Sons,
1992) .

[0220] Em uma modalidade, polinucleotideos da
presente invencdo que codificam os polipeptideos projetados
de interesse ou fragmentos dos mesmos aqui fornecidos séo
inseridos em vetores de expressdo (ou seja, um construto de
acido nucleico) para permitir a expressao do
peptideo/polipeptideo recombinante. Em uma modalidade, o
vetor de expressdo da presente invencdo inclui sequéncias
adicionais que tornam este vetor apropriado para replicacéo

e integracdo em procariontes. Em uma modalidade, o vetor de
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expressdo da presente invencdo inclui sequéncias adicionais
que tornam este vetor apropriado para replicacdo e
integragdo em eucariontes. Em outra modalidade, o vetor de
expressdo da presente invencdo inclui um vetor de
transporte que torna este vetor apropriado para replicacéo
e 1integracdo em procariontes e eucariontes. Em outra

modalidade, vetores de clonagem compreendem sequéncias de

iniciacéo da transcricéo e traducéo (por exemplo,
promotores, potencializadores) e terminadores de
transcricéo e traducéo (por exemplo, sinais de
poliadenilacédo) .

[0221] Em uma modalidade, uma variedade de células

procaridticas ou eucaridticas pode ser usada como sistemas
expressdo de hospedeiro para expressar o0s polipeptideos
modificados com CTP ou fragmentos dos mesmos aqui
fornecidos. Em outra modalidade, estes incluem, entre
outros, micro-organismos, como bactérias transformadas com
vetor de expressdo de DNA de bacteridéfago recombinante, DNA
de plasmideo ou DNA de cosmideo contendo a sequéncia
codificadora de polipeptideo; levedura transformada com
vetores de expressdo de levedura recombinante contendo a
sequéncia codificadora de polipeptideo; sistemas de células
de plantas infectadas com vetores de expressdo de virus
recombinante (por exemplo, virus do mosaico da couve-flor,
CaMV; virus do mosaico do tabaco, TMV) ou transformados com
vetores de expressdo de plasmideo recombinante, como

plasmideo Ti, contendo a sequéncia codificadora de

polipeptideo.
[0222] Em uma modalidade, sistemas de expressdo néo
bacterianos sdo utilizados (por exemplo, sistemas de
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expressdo de mamiferos como células CHO) para expressar o
polipeptideo ou fragmento d mesmo agqui fornecido. Em outra
modalidade, o vetor de expressdo usado para expressar
polinucleotideos da presente invencdo em células de
mamiferos ¢é vetor pCI-dhfrr. A construcdo do vetor pCI-
dhfrr é descrita, de acordo com uma modalidade, em
Materiais e Métodos de Exemplo abaixo.

[0223] Em uma modalidade, em sistemas bacterianos
da presente invencdo, um numero de vetores da expresséo
pode ser vantajosamente selecionado dependendo da
utilizacdo prevista para o polipeptideo expresso. Em uma
modalidade, grandes quantidades do polipeptideo sédo
desejadas. Em uma modalidade, vetores que direcionam a
expressdo de niveis elevados do produto de proteina,
possivelmente como wuma fusdo com uma sequéncia sinal
hidrofébica, que direciona o produto expresso no periplasma
da bactéria ou o meio de cultura onde o produto de proteina
é prontamente purificado sdo desejados. Em uma modalidade,
certas proteinas de fusdo sdo projetadas com um sitio de
clivagem especifico para ajudar na recuperacao do
polipeptideo. Em uma modalidade, vetores adaptaveis para
essa manipulacdo incluem, entre outros, a série pET de
vetores de expressdo de E. coli [Studier et al., Methods in
Enzymol. 185:60-89 (1990)].

[0224] Em uma modalidade, sistemas de expressdo de
levedura s&o utilizados. Em uma modalidade, um numero de
vetores contendo promotores constitutivos ou induziveis
pode ser usado em levedura, conforme divulgado em Pedido de
Patente US: 5.932.447, que € aqui incorporado como

referéncia em sua totalidade. Em outra modalidade, vetores
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que promovem a integracdo de sequéncias de DNA estrangeiras
para o cromossoma de levedura sdo usados.

[0225] Em uma modalidade, o vetor de expressédo da
presente invencdo pode ainda incluir sequéncias de
polinucleotideo adicionais que permitem, por exemplo, a
traducdo de varias proteinas de um Unico mRNA como um sitio
de entrada de ribossoma interno (IRES) e sequéncias para
integracdo gendmica do polinucleotideo promotor-quimérico.

[0226] Em uma modalidade, vetores de expressdo de
mamiferos incluem, entre outros, pcDNA3, pcDNA3.1(+/-),
pPGL3, pZeoSV2 (+/-), pSecTag?2, pDisplay, PEF/myc/cyto,
pCMV/myc/cyto, pCR3.1, pSinRep5, DH26S, DHBB, pNMTI1,
PpNMT41, pNMT81, que sdo disponiveis de Invitrogen, pCI que
&€ disponivel de Promega, pMbac, pPbac, pBK-RSV e pBK-CMV
que sdo disponiveis de Strategene, pTRES que é disponivel
de Clontech, e seus derivados.

[0227] Em uma modalidade, vetores de expresséo
contendo elementos reguladores de virus eucaridéticos como
retrovirus sdo utilizados na presente invencdo. Vetores
Sv40 incluem pSVT7 e pMT2. Em outra modalidade, vetores
derivados de virus do papiloma bovino incluem pBV-1MTHA, e
vetores derivados de virus Epstein Bar incluem pHEBO e
p205. Outros vetores exemplares incluem pMSG, pAV009/A+,
PMTO010/a+, pMAMneo-5, pDSVE de baculovirus e qualquer outro
vetor permitindo a expressdo de proteinas sob a direcdo do
promotor precoce SV-40, promotor tardio SV-40, promotor de
metalotioneina, promotor de virus do tumor mamdrio murino,
promotor de virus do sarcoma de Rous, promotor de
poliedrina ou outros promotores mostrados eficazes para

expressdo em células eucaridticas.
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[0228] Em uma modalidade, vetores virais
recombinantes s&do Uteis para expressdo in vivo dos
peptideos/polipeptideos da presente invencdo uma vez dJue
oferecem vantagens como infeccdo lateral e direcionamento
de especificidade. Em uma modalidade, infeccdo lateral ¢é
inerente no ciclo de vida de, por exemplo, um retrovirus e
&€ o processo pelo qual uma célula infectada uUnica produz
muitos virions descendentes saem fora e infectam as células
vizinhas. Em uma modalidade, o resultado é que uma grande
drea rapidamente se torna infectada, a maioria da qual né&o
foi inicialmente infectada pelas particulas virais
originais. Em uma modalidade, vetores virais sédo produzidos
que sdo incapazes de se espalhar lateralmente. Em uma
modalidade, esta caracteristica pode ser Util se o objetivo
desejado ¢é introduzir um gene especificado em apenas um
numero localizado das células alvo.

[0229] Em uma modalidade, varios métodos podem ser
usados para introduzir o vetor de expressdo da presente
invencdo em células. Esses métodos s&o geralmente descritos
em Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
Cold Springs Harbor Laboratory, New York (1989, 1992), in
Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology,
John Wiley and Sons, Baltimore, Md. (1989), Chang et al.,
Somatic Gene Therapy, CRC Press, Ann Arbor, Mich. (1995),
Vega et al., Gene Targeting, CRC Press, Ann Arbor Mich.
(1995), Vectors: A Survey of Molecular Cloning Vectors and
Their Uses, Butterworths, Boston Mass. (1988) e Gilboa et
at. [Biotechniques 4 (6): 504-512, 1986] e incluem, por
exemplo, transfeccdo estdvel ou transitdéria, lipofeccéo,

eletroporagdo e infecgdo com vetores virais recombinantes.
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Além disso, ver Patente US 5.464.764 e 5.487.992,
incorporadas aqui como referéncia, para os métodos de
selecdo positivo-negativo.

[0230] Em uma modalidade, a introducdo de A&cidos
nucleicos por infeccdo viral oferece diversas vantagens
sobre outros métodos como lipofeccdo e eletroporacdo, uma
vez gque maior eficiéncia de transfecg¢do pode ser obtida
devido a natureza infecciosa do wvirus.

[0231] Seré apreciado que os polipeptideos
projetados ou fragmentos dos mesmos fornecidos aqui também
podem ser expressos de um construto de &cido nucleico
administrado ao individuo empregando qualquer modo
apropriado de administracdo (por exemplo, administracéo
subcutédnea, administracdo oral, administracdo intranasal,
administracdo intravenal ou terapia génica in vivo). Em uma
modalidade, o construto de &cido nucleico é introduzido em
uma célula apropriada através de um veiculo/método de
liberacdo de gene apropriado (transfeccédo, transducéo,
recombinacdo hombdéloga, etc.) e um sistema de expressao
conforme necessario e, em seguida, as células modificadas
sdo expandidas em cultura e retornadas ao individuo (ou
seja, terapia génica ex vivo).

[0232] Em uma modalidade, vetores de expressdo de
planta sdo utilizados. Em uma modalidade, a expressdo de
uma sequéncia codificadora de polipeptideo é conduzida por
um numero de promotores. Em outra modalidade, promotores
virais como os promotores 35S RNA do 19S5 RNA de CaMVv
[Brisson et al., Nature 310:511-514 (1984)], ou o promotor
de proteina de revestimento para TMV [Takamatsu et al.,

EMBO J. 6:307-311 (1987)] sdo usados. Em outra modalidade,
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os promotores de planta s&do utilizados como, por exemplo, a
subunidade pequena de RUBISCO [Coruzzi et al., EMBO J.
3:1671-1680 (1984); e Brogli et al., Science 224:838-843
(1984)] ou calor promotores de choque de temperatura, por
exemplo, hspl7.5-E ou hspl7.3-B de soja [Gurley et al.,
Mol. Cell. Biol. 6:559-565 (1986)]. Em uma modalidade,
construtos sédo introduzidos em células de planta usando
plasmideo Ti, plasmideo Ri, vetores virais de planta,
transformacdo do DNA direta, microinjecé&o, eletroporacdo e
outras técnicas bem conhecidas ©por especialistas na
técnica. Ver, por exemplo, Weissbach & Weissbach [Methods
for Plant Molecular Biology, Academic Press, NY, Section
VIII, pp 421-463 (1988)]. Outros sistemas de expressdo como
sistemas de células de hospedeiro de insetos e mamiferos,
que sdo bem conhecidos na técnica, também podem ser usados
pela presente invencdo.

[0233] Serd apreciado que diferente que além de
conte o0s elementos necessarios ©para a transcricdo e
traducdo da sequéncia codificadora inserida (que codifica o
polipeptideo),o construto de expressdo da presente invencgéo
também pode incluir sequéncias projetadas para otimizar a
estabilidade, producéo, purificacéo, rendimento ou
atividade do polipeptideo expresso.

[0234] Em uma modalidade, células transformadas sé&ao
cultivadas sob condicdes efetivas, que permitem a expresséo
de grandes quantidades de peptideos oxintomodulina
projetados recombinantes. Em outra modalidade, as condig¢des
de cultura eficaz incluem, entre outras, meio, biorreator,
temperatura, ©pH e condig¢bes de oxigénio eficazes que

permitem a produgdo de proteina. Em uma modalidade, um meio
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eficaz se refere a qualquer meio em que uma célula ¢é
cultivada para produzir o polipeptideo recombinante da
presente invencdo. Em outra modalidade, um meio normalmente
inclui uma solucdo aquosa tendo fontes de carbono,
nitrogénio e fosfato assimildveis e sais, minerais, metais
e outros nutrientes apropriados, como vitaminas. Células da
presente 1invencgdo podem ser cultivadas em biorreatores
convencionais de fermentacédo, frascos de agitacdo, tubos de
ensaio, placas de microtitulagcdo e placas de petri. Em
outra modalidade, o cultivo é realizado em uma temperatura,
PH e contetdo de oxigénio apropriado para uma célula
recombinante. Em outra modalidade, a determinacdo das
condigdes de cultivo se encontram dentro da experiéncia de
um especialista na técnica.

[0235] Em uma modalidade, dependendo do vetor e
sistema de hospedeiro usado para a producgdo, o polipeptideo
resultante ou fragmento do mesmo ou, em outra modalidade, o
polipeptideo modificado com CTP resultante ou fragmento do
mesmo aqui fornecido é expresso dentro de uma célula
recombinante para glicosilacdo do CTP para tomar o lugar, é
secretado no meio de fermentacdo ou é retido na superficie
externa de uma célula de mamiferos.

[0236] Em uma modalidade, apoés um tempo
predeterminado em cultura, a recuperacdo do polipeptideo
recombinante ou fragmento do mesmo é efetuada.

[0237] Em uma modalidade, a frase “recuperando o
polipeptideo projetado recombinante ou fragmentar do mesmo”
se refere a coletar o meio de fermentacdo inteiro contendo
o polipeptideo ou fragmento do mesmo e ndo implica etapas

adicionais de separacéo ou purificacéo. Em outra
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modalidade, etapas adicionais de separacgdo ou purificacdo
conhecidas na técnica s&o realizadas a fim de recuperar o
polipeptideo projetado recombinante ou fragmento do mesmo.
[0238] Em uma modalidade, polipeptideos projetados
ou fragmentos dos mesmos ou variantes dos mesmos aqui
fornecidos s&o purificados usando uma variedade de técnicas
de purificacdo de proteina padrdo, como, entre outras,

cromatografia de afinidade, cromatografia de troca idnica,

filtracéao, eletroforese, cromatografia de interacéo
hidrofébica, gel de filtracéo em cromatografia,
cromatografia em fase reversa, cromatografia A

Concanavalina, cromatofocagem e solubilizacdo diferencial.

[0239] Para facilitar a recuperacdo, a sequéncia
codificadora expressa pode ser projetada para codificar o
polipeptideo ou fragmento do mesmo aqui fornecido e fundida
a fracdo clivéavel. Além disso, uma proteina de fusdo pode
ser projetada de modo que o polipeptideo possa ser
facilmente isolado por cromatografia de afinidade; por
exemplo, por imobilizacd&o em uma coluna especifica para a
fracdo clivavel. Um sitio de clivagem é projetado entre os
polipeptideos projetados ou fragmentos dos mesmos e a
fracdo clivavel e o polipeptideo podem ser liberados da
coluna cromatografica por tratamento com uma enzima ou
agente apropriado que especificamente cliva a proteina de
fus&o neste sitio [por exemplo, ver Booth et al., Immunol.
Lett. 19:65-70 (1988); e Gardella et al., J. Biol. Chem.
265:15854-15859 (1990)].

[0240] Em uma modalidade, o) peptideo ou
polipeptideo projetado aqui fornecido é obtido na forma

“substancialmente pura”.
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[0241] Em uma modalidade, a frase “substancialmente
pura” refere-se a um grau de pureza dJue permite a
utilizacdo eficaz da proteina nas aplicagdes descritas
aqui.

[0242] O polipeptideo projetado ou fragmento do
mesmo aqui fornecido também pode ser sintetizado usando
sistemas de expressdo in vitro. Em outra modalidade,
métodos de sintese in vitro sdo bem conhecidos na técnica e
os componentes do sistema estdo disponiveis comercialmente.

[0243] Em uma modalidade, os polipeptideos
projetados recombinantes ou fragmentos dos mesmos sédo
sintetizados e purificados; seu efeito terapéutico pode ser
analisado in vivo ou in vitro. As atividades de ligacé&o dos
polipeptideos projetados recombinantes ou fragmentos dos
mesmos da presente 1invencdo podem ser verificadas usando
vadrios ensaios como conhecidos por um especialista na
técnica.

[0244] Em outra modalidade, os polipeptideos ou
fragmentos dos mesmos da presente invengcdo podem ser
fornecidos ao 1individuo em si. Em uma modalidade, os
polipeptideos projetados ou fragmentos dos mesmos aqui
fornecidos podem ser fornecidos para o individuo como parte
de uma composicdo farmacéutica onde é misturado com um
carreador farmaceuticamente aceitéavel.

[0245] Em outra modalidade, uma “composigado
farmacéutica” refere-se a uma preparacdo de um ou mais dos
ingredientes ativos descritos com outros componentes
quimicos como carreadores e excipientes fisiologicamente
apropriados. O propdsito de uma composicdo farmacéutica é

facilitar a administracdo de um composto para um organismo.
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[02406] Em outra modalidade, “ingrediente ativo”
refere-se a sequéncia de polipeptideo de interesse, que é
responsavel pelo efeito bioldgico.

[0247] Em outra modalidade, as frases “carreador
fisiologicamente aceitavel” e “carreador farmaceuticamente
aceitavel” que sdo usadas de modo intercambidvel aqui se
referem a um carreador ou um diluente que nédo causa
irritacdo significativa para um organismo e ndo revoga a
atividade bioldégica e propriedades do composto
administrado. Um adjuvante estd incluido com estas frases.
Em uma modalidade, um dos ingredientes incluidos no
carreador farmaceuticamente aceitéavel pode ser, por
exemplo, polietileno glicol (PEG, um polimero biocompativel
com uma ampla gama de solubilidade em meios aquosos e
orgdnicos (Mutter et al. (1979)).

[0248] Em outra modalidade, o termo “excipiente”
refere-se a uma substancia 1inerte adicionada a uma
composicdo farmacéutica para facilitar ainda mais a
administragdo de um ingrediente ativo. Em uma modalidade,
excipientes incluem carbonato de céalcio, fosfato de céalcio,
diversos acucares e tipos de amido, derivados de celulose,
gelatina, O6leos vegetais e polietileno glicdis.

[0249] Técnicas para a formulacdo e administracéo
de drogas sédo encontradas em “Remington’s Pharmaceutical
Sciences,” Mack Publishing Co., Easton, PA, Ultima edicéo,
que estd incorporada aqui como referéncia.

[0250] Varias modalidades de intervalos de dosagem
sdo contempladas por esta invencéo. A dosagem do
polipeptideo modificado com CTP ou fragmentos do mesmo aqui

fornecidos, em uma modalidade, estd no intervalo de 0,005-
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100 mg/dia. Em outra modalidade, a dosagem esta no
intervalo de 0,005-5 mg/dia. Em outra modalidade, a dosagem
estd no intervalo de 0,01-50 mg/dia. Em outra modalidade, a
dosagem estd no intervalo de 0,005-5 mg/dia. Em outra
modalidade, a dosagem estd no intervalo de 0,1-10 mg/dia.
Em outra modalidade, a dosagem estd no intervalo de 0,01-5
mg/dia. Em outra modalidade, a dosagem estd no intervalo de
0,001-0,01 mg/dia. Em outra modalidade, a dosagem estd no
intervalo de 0,001-0,1 mg/dia. Em outra modalidade, a
dosagem estd no intervalo de 0,1-5 mg/dia. Em outra
modalidade, a dosagem estd no intervalo de 0,5-50 mg/dia.
Em outra modalidade, a dosagem estd no intervalo de 0,2-15
mg/dia. Em outra modalidade, a dosagem estd no intervalo de
0,8-65 mg/dia. Em outra modalidade, a dosagem estd no
intervalo de 1-50 mg/dia. Em outra modalidade, a dosagem
estd no intervalo de 5-10 mg/dia. Em outra modalidade, a
dosagem estd no intervalo de 8-15 mg/dia. Em outra
modalidade, a dosagem estd em um intervalo de 10-20 mg/dia.
Em outra modalidade, a dosagem estd no intervalo de 20-40
mg/dia. Em outra modalidade, a dosagem estd em um intervalo
de 60-120 mg/dia. Em outra modalidade, a dosagem estd no
intervalo de 12-40 mg/dia. Em outra modalidade, a dosagem
estd no intervalo de 40-60 mg/dia. Em outra modalidade, a
dosagem estd em um intervalo de 50-100mg/dia. Em outra
modalidade, a dosagem estd em um intervalo de 1-60 mg/dia.
Em outra modalidade, a dosagem estd no intervalo de 15-25
mg/dia. Em outra modalidade, a dosagem estd no intervalo de
5-10 mg/dia. Em outra modalidade, a dosagem estd no
intervalo de 55-65 mg/dia.

[0251] Em outra modalidade, a dosagem estd em um
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intervalo de 50-500 mg/dia. Em outra modalidade, a dosagem
estd em um intervalo de 50-150 mg/dia. Em outra modalidade,
a dosagem estd em um intervalo de 100-200 mg/dia. Em outra
modalidade, a dosagem estd em um intervalo de 150-250
mg/dia. Em outra modalidade, a dosagem estd em um intervalo
de 200-300 mg/dia. Em outra modalidade, a dosagem estd em
um intervalo de 250-400 mg/dia. Em outra modalidade, a
dosagem estd em um intervalo de 300-500 mg/dia. Em outra
modalidade, a dosagem estd em um intervalo de 350-500
mg/dia.

[0252] Em uma modalidade, a dosagem é 20 mg/dia. Em
uma modalidade, a dosagem é 30 mg/dia. Em uma modalidade, a
dosagem é 40 mg/dia. Em uma modalidade, a dosagem é 50
mg/dia. Em uma modalidade, a dosagem ¢é 0,01 mg/dia. Em
outra modalidade, a dosagem ¢é 0,1 mg/dia. Em outra
modalidade, a dosagem ¢ 1 mg/dia. Em outra modalidade, a
dosagem é 0,530 mg/dia. Em outra modalidade, a dosagem é
0,05 mg/dia. Em outra modalidade, a dosagem ¢ 50 mg/dia. Em
outra modalidade, a dosagem ¢é 10 mg/dia. Em outra
modalidade, a dosagem é 20-70 mg/dia. Em outra modalidade,
a dosagem é 5 mg/dia.

[0253] Em uma modalidade, a dosagem dos
polipeptideos modificados com CTP ou fragmentos dos mesmos
é 1-5 mg/dia. Em uma modalidade, a dosagem dos
polipeptideos modificados com CTP ou fragmentos dos mesmos
é¢ 1-3 mg/dia. Em outra modalidade, a dosagem dos
polipeptideos modificados com CTP ou fragmentos dos mesmos
é 2 mg/dia.

[0254] Em outra modalidade, a dosagem ¢é 1-90

mg/dia. Em outra modalidade, a dosagem ¢ 1-90 mg/2 dias. Em
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outra modalidade, a dosagem ¢é 1-90 mg/3 dias. Em outra

modalidade, a dosagem ¢é 1-90 mg/4 dias. Em outra
modalidade, a dosagem ¢é 1-90 mg/5 dias. Em outra
modalidade, a dosagem ¢é 1-90 mg/6 dias. Em outra
modalidade, a dosagem é 1-90 mg/semana. Em outra
modalidade, a dosagem ¢é 1-90 mg/9 dias. Em outra
modalidade, a dosagem ¢é 1-90 mg/l1 dias. Em outra

modalidade, a dosagem é 1-90 mg/14 dias.

[0255] Em outra modalidade, a dosagem do
polipeptideo modificado com CTP ou fragmentos dos mesmos é
10-50 mg/dia. Em outra modalidade, a dosagem é 10-50 mg/2
dias. Em outra modalidade, a dosagem é 10-50 mg/3 dias. Em
outra modalidade, a dosagem é 10-50 mg/4 dias. Em outra
modalidade, a dosagem ¢é 10-50 microgramas mg/5 dias. Em
outra modalidade, a dosagem é 10-50 mg/6 dias. Em outra
modalidade, a dosagem ¢é 10-50 mg/semana. Em outra
modalidade, a dosagem é 10-50 mg/9 dias. Em outra
modalidade, a dosagem ¢é 10-50 mg/ll1 dias. Em outra
modalidade, a dosagem é 10-50 mg/14 dias.

[0256] Em outra modalidade, as doses podem ser
administradas como mg/kg ou unidades/kg. Em outra
modalidade, dosagem do polipeptideo modificado com CTP ou
fragmentos dos mesmos fornecidos aqui, em uma modalidade,
estd no intervalo de 0,005-100 mg/kg ou unidades/kg. Em
outra modalidade, a dosagem estd no intervalo de 0,005-5
mg/kg ou unidades/kg. Em outra modalidade, a dosagem estéa
no intervalo de 0,01-50 mg/kg ou unidades/kg. Em outra
modalidade, a dosagem estd no intervalo de 0,1-20 mg/kg ou
unidades/kg. Em outra modalidade, a dosagem estd no

intervalo de 0,1-10 mg/kg ou unidades/kg. Em outra
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modalidade, a dosagem estd no intervalo de 0,01-5 mg/kg ou
unidades/kg. Em outra modalidade, a dosagem estd no
intervalo de 0,001-0,01 mg/kg ou unidades/kg. Em outra
modalidade, a dosagem estd no intervalo de 0,001-0,1 mg/kg
ou unidades/kg. Em outra modalidade, a dosagem estd no
intervalo de 0,1-5 mg/kg ou wunidades/kg. Em outra
modalidade, a dosagem estd no intervalo de 0,5-50 mg/kg ou
unidades/kg. Em outra modalidade, a dosagem estd no
intervalo de 0,2-15 mg/kg ou unidades/kg. Em outra
modalidade, a dosagem estd no intervalo de 0,8-65 mg/kg ou
unidades/kg. Em outra modalidade, a dosagem estd no
intervalo de 1-50 mg/kg ou unidades/kg. Em outra
modalidade, a dosagem estd no intervalo de 5-10 mg/kg ou
unidades/kg. Em outra modalidade, a dosagem estd no
intervalo de 8-15 mg/kg ou unidades/kg. Em outra
modalidade, a dosagem estd em um intervalo de 10-20 mg/kg
ou unidades/kg. Em outra modalidade, a dosagem estd no
intervalo de 20-40 mg/kg ou unidades/kg. Em outra
modalidade, a dosagem estd em um intervalo de 60-120 mg/kg
ou unidades/kg. Em outra modalidade, a dosagem estd no
intervalo de 12-40 mg/kg ou wunidades/kg. Em outra
modalidade, a dosagem estd no intervalo de 40-60 mg/kg ou
unidades/kg. Em outra modalidade, a dosagem estd em um
intervalo de 50-100mg/kg ou unidades/kg. Em  outra
modalidade, a dosagem estd em um intervalo de 1-60 mg/kg ou
unidades/kg. Em outra modalidade, a dosagem estd no
intervalo de 15-25 mg/kg ou unidades/kg. Em outra
modalidade, a dosagem estd no intervalo de 5-10 mg/kg ou
unidades/kg. Em outra modalidade, a dosagem estd no

intervalo de 55-65 mg/kg ou unidades/kg.
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[0257] Em outra modalidade, um polipeptideo
compreendendo polipeptideos ou fragmentos dos mesmos
fornecidos agqui e pelo menos uma unidade do CTP é formulado
em uma forma farmacéutica intranasal. Em outra modalidade,
um polipeptideo compreendendo polipeptideos ou fragmentos
dos mesmos fornecidos aqui e pelo menos uma unidade do CTP
é formulado em uma forma farmacéutica injetavel. Em outra
modalidade, um polipeptideo compreendendo polipeptideos ou
fragmentos dos mesmos fornecidos aqui e pelo menos uma
unidade do CTP ¢ administrado ao sujeito em uma dose
variando de 0,0001 mg a 0,6 mg. Em outra modalidade, um
polipeptideo compreendendo polipeptideos ou fragmentos dos
mesmos fornecidos aqui e pelo menos uma unidade do CTP é
administrado ao sujeito em uma dose variando de 0,001 mg a
0,005 mg. Em outra modalidade, um polipeptideo
compreendendo polipeptideos ou fragmentos dos mesmos
fornecidos aqui e pelo menos uma unidade do CTP ¢é
administrado ao sujeito em uma dose variando de 0,005 mg a
0,01 mg. Em outra modalidade, um polipeptideo compreendendo
polipeptideos ou fragmentos dos mesmos fornecidos aqui e
pelo menos uma unidade do CTP é administrado ao sujeito em
uma dose variando de 0,01 mg a 0,3 mg. Em outra modalidade,
um polipeptideo compreendendo polipeptideos ou fragmentos
dos mesmos fornecidos aqui e pelo menos uma unidade do CTP
é administrado ao sujeito em uma dose variando de 0,2 mg a
0,6 mg. Em outra modalidade, o polipeptideo ou fragmentos
do mesmo fornecido aqui é 1livre de CTPs no seu amino
terminal.

[0258] Em outra modalidade, um polipeptideo

compreendendo polipeptideo ou fragmento do mesmo fornecido
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aqui e pelo menos uma unidade do CTP ¢é administrado ao
sujeito em uma dose variando de 0,2 mg a 2 mg. Em outra
modalidade, um polipeptideo compreendendo polipeptideo ou
fragmento do mesmo fornecido agqui e pelo menos uma unidade
do CTP é administrado ao sujeito em uma dose variando de 2
mg a 6 mg. Em outra modalidade, um polipeptideo
compreendendo polipeptideo ou fragmento do mesmo fornecido
aqui e pelo menos uma unidade do CTP é administrado ao
sujeito em uma dose variando de 4 mg a 10 mg. Em outra
modalidade, um polipeptideo compreendendo polipeptideo ou
fragmento do mesmo fornecido agqui e pelo menos uma unidade
do CTP é administrado ao sujeito em uma dose variando de 5
mg e 15 mg.

[0259] Em outra modalidade, um polipeptideo
compreendendo polipeptideo ou fragmento do mesmo fornecido
agui e pelo menos uma unidade do CTP é administrado ao
sujeito em uma dose variando de 0,2 mg a 2 mg. Em outra
modalidade, um polipeptideo compreendendo polipeptideo ou
fragmento do mesmo fornecido aqui e pelo menos uma unidade
do CTP é administrado ao sujeito em uma dose variando de 2
mg a 6 mg. Em outra modalidade, um polipeptideo
compreendendo polipeptideo ou fragmento do mesmo fornecido
agui e pelo menos uma unidade do CTP é administrado ao
sujeito em uma dose variando de 4 mg a 10 mg. Em outra
modalidade, um polipeptideo compreendendo polipeptideo ou
fragmento do mesmo fornecido agqui e pelo menos uma unidade
do CTP é administrado ao sujeito em uma dose variando de 5
mg e 15 mg.

[0260] Em outra modalidade, a dosagem de

polipeptideos modificados com CTP ou fragmentos dos mesmos
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fornecidos aqui ¢é tal que contém 65% da quantidade do
agonista em relacdo ao administrado usando os polipeptideos
ndo modificados com CTP ou fragmentos dos mesmos. Em outra
modalidade, a dosagem de polipeptideos modificados com CTP
ou fragmentos dos mesmos fornecidos aqui é tal que contém
55% da quantidade do agonista em relacdo ao administrado
usando os polipeptideos nédo modificados com CTP ou
fragmentos dos mesmos. Em outra modalidade, a dosagem de
polipeptideos modificados com CTP ou fragmentos dos mesmos
fornecidos aqui ¢é tal gque contém 45% da quantidade do
agonista em relacdo ao administrado usando os polipeptideos
ndo modificados com CTP ou fragmentos dos mesmos. Em outra
modalidade, a dosagem de polipeptideos modificados com CTP
ou fragmentos dos mesmos fornecidos aqui é tal que contém
10% da gquantidade do agonista em relacdo ao administrado
usando os polipeptideos ndo modificados <com CTP ou
fragmentos dos mesmos. Em outra modalidade, a dosagem de
polipeptideos modificados com CTP ou fragmentos dos mesmos
fornecidos aqui ¢é tal que contém 25% da quantidade do
agonista em relacdo ao administrado usando os polipeptideos
ndo modificados com CTP ou fragmentos dos mesmos. Em outra
modalidade, a dosagem de polipeptideos modificados com CTP
ou fragmentos dos mesmos fornecidos aqui é tal que contém
35% da quantidade do agonista em relacdo ao administrado
usando os polipeptideos nd&o modificados com CTP ou
fragmentos dos mesmos. Em outra modalidade, a dosagem de
polipeptideos modificados com CTP ou fragmentos dos mesmos
fornecidos aqui ¢é tal qgue contém 75% da quantidade do
agonista em relacdo ao administrado usando os polipeptideos

ndo modificados com CTP ou fragmentos dos mesmos. Em outra
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modalidade, a dosagem de polipeptideos modificados com CTP
ou fragmentos dos mesmos fornecidos aqui é tal que contém
100% da quantidade do agonista em relacdo ao administrado
usando o agonista ndo modificado com CTP. No entanto, mesmo
se a dose contém a mesma quantidade de agonista de
polipeptideos CTP ndo modificados ou fragmentos do mesmo,
ainda é wvantajoso para sujeitos em que sera administrado
menos frequentemente por causa de sua meia-vida aumentada
em comparacdo ao agonista normal.

[0261] Em outra modalidade, uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um polipeptideo conjugado ou
fragmentos dos mesmos aqui fornecidos é entre 50-500 UI por
kg de peso corporal administrada uma vez ao dia. Em outra
modalidade, uma quantidade terapeuticamente eficaz de um
polipeptideo conjugado ou fragmento dos mesmos é 150-250 UI
por kg de peso corporal, administrada uma vez ao dia. Em
outra modalidade, uma composicéao farmacéutica,
compreendendo um polipeptideo conjugado ou fragmento do
mesmo é formulada em uma forca eficaz para administracdo
por diversos meios para um paciente humano.

[0262] Em uma modalidade, o polipeptideo modificado
com CTP compreendendo polipeptideos ou fragmentos do mesmo
aqui fornecidos ¢é administrado em uma quantidade eficaz
para trazer a atividade de polipeptideos circulantes ou
fragmentos dos mesmos para 20-30 IU/dL em um sujeito. Em
outra modalidade, 0o polipeptideo modificado com CTP
compreendendo polipeptideos ou fragmentos do mesmo aqui
fornecidos ¢é administrado em uma gquantidade eficaz para
trazer a atividade de polipeptideos circulantes ou

fragmentos dos mesmos para 25-50 IU/dL em um sujeito. Em
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outra modalidade, o polipeptideo modificado com CTP
compreendendo polipeptideos ou fragmentos do mesmo aqui
fornecidos é administrado em uma quantidade eficaz para
trazer a atividade de polipeptideos circulantes ou
fragmentos dos mesmos para 50-100 IU/dL em um sujeito. Em
outra modalidade, o polipeptideo modificado com CTP
compreendendo polipeptideos ou fragmentos do mesmo aqui
fornecidos é administrado em uma quantidade eficaz para
trazer a atividade de polipeptideos circulantes ou
fragmentos dos mesmos para 100-200 IU/dL em um sujeito. Em
outra modalidade, o polipeptideo modificado com CTP
compreendendo polipeptideos ou fragmentos do mesmo aqui
fornecidos é administrado em uma quantidade eficaz para
trazer a atividade de polipeptideos circulantes ou
fragmentos dos mesmos para 10-50 IU/dL em um sujeito. Em
outra modalidade, o polipeptideo modificado com CTP
compreendendo polipeptideos ou fragmentos do mesmo aqui
fornecidos é administrado em uma quantidade eficaz para
trazer a atividade de polipeptideos circulantes ou
fragmentos dos mesmos para 20-100 IU/dL em um sujeito.
[0263] Em uma modalidade, 0os polipeptideos
modificados com CTP ou fragmentos dos mesmos aqui
fornecidos sdo administrados a um sujeito em uma Dbase
semanal. Em outra modalidade, os polipeptideos modificados
com CTP ou fragmentos dos mesmos aqui fornecidos sao
administrados a um sujeito duas vezes por semana. Em outra
modalidade, os polipeptideos modificados com CTP ou
fragmentos dos mesmos aqui fornecidos s&o administrados a
um sujeito de forma qguinzenal (uma vez a cada duas

semanas) . Em outra modalidade, os polipeptideos modificados
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com CTP ou fragmentos dos mesmos aqui fornecidos sé&o
administrados a um sujeito duas vezes por més. Em outra
modalidade, 0os polipeptideos modificados com CTP ou
fragmentos dos mesmos aqui fornecidos sd&o administrados a
um sujeito wuma vez por més. Em outra modalidade, os
polipeptideos modificados com CTP ou fragmentos dos mesmos
aqui fornecidos s&o administrados a um sujeito diariamente.
Em outra modalidade, os polipeptideos modificados com CTP
ou fragmentos dos mesmos aqui fornecidos sdo administrados
a um sujeito a cada dois dias. Em outra modalidade, um
polipeptideo compreendendo polipeptideo ou fragmento do
mesmo fornecido aqui e pelo menos uma unidade do CTP é
administrado para um sujeito uma vez a cada trés dias.
[0264] Em outra modalidade, um polipeptideo
compreendendo um polipeptideo ou fragmento do mesmo e pelo
menos uma unidade do CTP é administrado para um sujeito uma
vez a cada quatro dias. Em outra modalidade, um
polipeptideo compreendendo polipeptideo ou fragmento do
mesmo fornecido aqui e pelo menos uma unidade do CTP é
administrado para um sujeito uma vez a cada cinco dias. Em
outra modalidade, um polipeptideo compreendendo
polipeptideo ou fragmento do mesmo fornecido aqui e pelo
menos uma unidade do CTP é administrado para um sujeito uma
vez a cada seis dias. Em outra modalidade, um polipeptideo
compreendendo polipeptideo ou fragmento do mesmo fornecido
aqui e pelo menos uma unidade do CTP é administrado para um
sujeito uma vez a cada 7-14 dias. Em outra modalidade, um
polipeptideo compreendendo polipeptideo ou fragmento do

mesmo fornecido aqui e pelo menos uma unidade do CTP é

administrado para um sujeito uma vez a cada 10-20 dias. Em

Peticio 870220068754, de 03/08/2022, pég. 150/190



142/177

outra modalidade, um polipeptideo compreendendo
polipeptideo ou fragmento do mesmo fornecido aqui e pelo
menos uma unidade do CTP é administrado para um sujeito uma
vez a cada 5-15 dias. Em outra modalidade, um polipeptideo
compreendendo polipeptideo ou fragmento do mesmo fornecido
aqui e pelo menos uma unidade do CTP é administrado para um
sujeito uma vez a cada 15-30 dias.

[0265] Em outra modalidade, os métodos da invencéo
incluem aumentar a conformidade dos pacientes aflitos com
doencas crdénicas que necessitam de um polipeptideo ou
fragmentos dos mesmos em terapia fornecida aqui. Em outra
modalidade, aumentando o tamanho hidrodindmico de um
polipeptideo modificado com CTP ou fragmento do mesmo por
um fator fornecido aqui. Em outra modalidade, os métodos da
invencdo permitem a reducdo da frequéncia de dosagem do
polipeptideo ou fragmento do mesmo.

[02606] Em outra modalidade, o termo conformidade
compreende adesdo. Em outra modalidade, os métodos da
invencdo incluem aumentar a conformidade de pacientes que
necessitam de uma terapia aumentando o) tamanho
hidrodindmico de um polipeptideo ou fragmento do mesmo por
um fator ou incremento aqui fornecido qgque resulta em
reduzir a frequéncia de administracdo do polipeptideo ou
fragmento do mesmo. Em outra modalidade, a redugdo da
frequéncia de administracdo do polipeptideo ou fragmento do
mesmo fornecido aqui é conseguida devido as modificacdes do
CTP e um subsequente aumento de tamanho hidrodindmico em um
fator ou incremento fornecido aqui, que torna o)
polipeptideo ou fragmentos do mesmo mais estavel. Em outra

modalidade, a reducdo da frequéncia de administracdo do
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polipeptideo ou fragmento do mesmo fornecido aqui é
conseguida devido as modificagdes do CTP e um subsequente
aumento de tamanho hidrodindmico em um fator ou incremento
fornecido aqui, que aumenta a meila-vida (T1/2) do
polipeptideo ou fragmentos do mesmo. Em outra modalidade, a
reducdo da frequéncia de administracdo do polipeptideo ou
fragmentos do mesmo aqui fornecido é conseguida aumentando
o tamanho hidrodindmico de um polipeptideo ou fragmento do
mesmo por um fator ou incremento fornecido aqui que resulta
no aumento do tempo de depuracdo u reduzindo a taxa de
depuracdo do polipeptideo ou fragmento do mesmo fornecido
aqui.

[0267] Em outra modalidade, a reducdo da frequéncia
de administracd&o do polipeptideo ou fragmentos do mesmo
aqui fornecido é conseguida aumentando o) tamanho
hidrodindmico de um polipeptideo ou fragmento do mesmo por
um fator ou incremento fornecido agqui gque resulta no
aumento da medicdo de AUC do polipeptideo ou fragmento do
mesmo.

[0268] A administracdo oral, em uma modalidade,
compreende uma forma farmacéutica compreendendo
comprimidos, céapsulas, pastilhas, comprimidos mastigaveis,
suspensdes, emulsdes e afins. Essas formas farmacéuticas
compreendem uma quantidade segura e eficaz dos
polipeptideos desejados ou fragmentos dos mesmos aqui
fornecidos, cada um dos quais estd em uma modalidade, de
cerca de 0,7 ou 3,5 mg a cerca de 280 mg/70 kg, ou em outra
modalidade, cerca de 0,5 ou 10 mg a cerca de 210 mg/70 kg.
Os carreadores farmaceuticamente aceitdveis apropriados

para a preparacdo de formas farmacéuticas de unidade para
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administracdo por via oral sdo conhecidas na técnica. Em
outra modalidade, comprimidos normalmente compreendem
adjuvantes farmaceuticamente compativeis convencionais como

diluentes inertes, como carbonato de cédlcio, carbonato de

s6dio, manitol, lactose e celulose; aglutinantes como
amido, gelatina e sacarose; desintegrantes como amido,
acido alginico e croscarmelose; lubrificantes como

estearato de magnésio, &cido esteadrico e talco. Em uma
modalidade, glidantes como o didéxido de silicio pode ser
usado para melhorar as caracteristicas de fluxo da mistura
em pdé. Em uma modalidade, agentes corantes, como corantes
FD & C, podem ser adicionados para aparéncia. Edulcorantes
e agentes flavorizantes, como aspartame, sacarina, mentol,
horteld-pimenta e sabores de frutas, sdo adjuvantes Uuteis
para comprimidos mastigaveis. Capsulas normalmente
compreendem um ou mais diluentes sélidos divulgados acima.
Em outra modalidade, a selecdo de componentes de carreador
depende de considerac¢des secundarias como gosto, custo e
estabilidade de prateleira, gque ndo sdo criticos para
efeitos da presente invencdo, e pode ser facilmente feita
por um especialista.

[0269] Em uma modalidade, a forma farmacéutica oral
compreende perfil de liberacdo predefinido. Em uma
modalidade, a forma farmacéutica oral da presente invencéo
compreende comprimidos, capsulas, pastilhas ou comprimidos
mastigaveis de liberacdo prolongada. Em uma modalidade, a
forma farmacéutica oral da presente invencdo compreende
comprimidos, cépsulas, pastilhas ou comprimidos mastigdveis
de liberacdo lenta. Em uma modalidade, a forma farmacéutica

oral da presente invencdo compreende comprimidos, cépsulas,
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pastilhas ou comprimidos mastigaveis de liberacdo imediata.
Em uma modalidade, a forma farmacéutica oral é formulada de
acordo com o perfil de liberacgdo desejado do ingrediente

farmacéutico ativo como conhecido por um especialista na

técnica.
[0270] Composicgdes para via oral, em outra
modalidade, compreendem solucgdes liquidas, emulsdes,

suspensdes e afins. Em outra modalidade, os carreadores
farmaceuticamente aceitdveis apropriados para preparacgio
dessas composicgdes sdo bem conhecidas na técnica. Em outra
modalidade, composicdes orais liquidas compreendem de cerca
de 0,001% a cerca de 0.,33% do composto ou compostos
desejados, ou em outra modalidade, de cerca de 0,01% a
cerca de 10%.

[0271] Em uma modalidade, composig¢des para uso nos
métodos desta invencdo compreendem solugcdes ou emulsdes,
que, em outra modalidade, sdo solucdes aquosas ou emulsdes
que compreendem uma gquantidade segura e eficaz dos
compostos da presente invencdo e, opcionalmente, outros
compostos, destinados para administracdo intranasal tépica.
Em outra modalidade, as composicdes compreendem de cerca de
0,001% a cerca de 10,0% p/v de um composto, mais
preferencialmente de cerca de 0,01% a cerca de 2,0, que é
usado para liberacdo sistémica dos compostos pela via
intranasal.

[0272] Em outra modalidade, um polipeptideo
compreendendo um polipeptideo ou fragmento do mesmo e pelo
menos uma unidade do CTP é injetado no mUsculo (injecédo
intramuscular) . Em outra modalidade, um polipeptideo

compreendendo um polipeptideo ou fragmento do mesmo e pelo
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menos uma unidade do CTP é injetado abaixo da pele (injecdo
subcuténea) . Em outra modalidade, um polipeptideo
compreendendo polipeptideo ou fragmento do mesmo fornecido
aqgqui e pelo menos uma unidade do CTP é injetado no musculo.
Em outra modalidade, um polipeptideo compreendendo
polipeptideo ou fragmento do mesmo fornecido aqui e pelo
menos uma unidade do CTP é injetado na pele. Em outra
modalidade, um polipeptideo ou fragmento do mesmo fornecido
aqui conforme descrito aqui ¢é administrado através de
administracéao sistémica. Em outra modalidade, um
polipeptideo ou fragmento do mesmo fornecido aqui conforme
descrito aqui é administrado através de injecéao
intravenosa. Em outra modalidade, a administracdo pode ser
parenteral, pulmonar, oral, tépica, intradérmica,
intramuscular, intraperitoneal, intravenosa, subcuténea,
intranasal, transnasal, intraocular, oftdlmica, peridural,
bucal, retal, transmucosa, liberacéo intestinal ou
parenteral, incluindo injec¢des intramedulares, Dbem como
administracdo intratecal ou intraventricular direta.

[0273] Em outra modalidade, a preparacao é
administrada de forma local, ao invés de sistémica, por
exemplo, através da injecdo da preparacdo diretamente em
uma regido especifica do organismo do paciente.

[0274] Em uma modalidade, a via de administracéo
pode ser enteral. Em outra modalidade, a wvia pode ser
conjuntival, transdérmica, intradérmica, intra-arterial,
vaginal, retal, intratumoral, ©parcanceral, transmucosa,
intramuscular, intravascular, intraventricular,
intracraniana, intranasal, sublingual ou uma combinacdo das

mesmas.
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[0275] Em outra modalidade, as composicdes
farmacéuticas s&o administradas por injeg¢do intravenosa,
intra-arterial, ou intramuscular de uma preparacdo liquida.
Em outra modalidade, formulacdes liquidas incluem solucdes,
suspensdes, dispersbdes, emulsdes, O6leos e afins. Em uma
modalidade, as composicdes farmacéuticas sdo administradas
por via intravenosa, e, portanto, sdo formuladas em uma
forma apropriada para administracdo intravenosa. Em outra
modalidade, as composicgdes farmacéuticas s&do administradas
por via intra-arterial, e, portanto, sdo formuladas em uma
forma apropriada para administracdo intra-arterial. Em
outra modalidade, as composicdes farmacéuticas sdo
administradas por via intramuscular, e, portanto, sé&o
formuladas em uma forma apropriada para administracédo
intramuscular.

[0276] Além disso, e em outra modalidade, as
composicdes farmacéuticas sdo administradas por via tépica
para superficies corporais, e, portanto, sdo formuladas em
uma forma apropriada para administracdo tépica. Formulacgdes
tépicas apropriadas incluem géis, pomadas, cremes, logdes,
gotas e afins. Para administracdo tépica, os compostos da
presente invencdo sdo combinados com um agente ou agentes
terapéuticos apropriados adicionais, preparados e aplicados
como solucgdes, suspensdes ou emulsdes em um diluente
fisiologicamente aceitdvel com ou sem um carreador
farmacéutico.

[0277] Em uma modalidade, composicdes farmacéuticas
da presente 1invencdo sdo fabricadas por processos bem
conhecidos na técnica, por exemplo, por meio de processos

de mistura, dissolucdo, granulacdo, preparacdo de dréagea,
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levigacéo, emulséao, encapsulamento, aprisionamento ou
liofilizacdo convencionais.

[0278] Em uma modalidade, composicdes farmacéuticas
para uso em conformidade com a presente invencdo séao
formuladas de forma <convencional usando um ou mais
carreadores fisiologicamente aceitaveis compreendendo
excipientes e auxiliares, que facilitam a transformacdo dos
ingredientes ativos em preparacdes que, podem ser
utilizadas farmaceuticamente. Em uma modalidade, a
formulacdo é dependente da via de administracdo escolhida.

[0279] Em uma modalidade, injetédveis da invencé&o
sdo formulados em solugcdes aquosas. Em uma modalidade,
injetaveis da invencgdo sdo formulados em tampdes
fisiologicamente compativeis como solucgd&o de Hank, solucgéo
de Ringer ou tampdo de sal fisioldégico. Em outra
modalidade, para administracdo transmucosa, penetrantes
apropriados para a Dbarreira a serem permeadas sdo
utilizados na formulacdo. Esses penetrantes sdo geralmente
conhecidos na técnica.

[0280] Em uma modalidade, as preparagdes aqui
descritas sdo formulados para administracdo parenteral, por
exemplo, por injecdo em bolus ou infusdo continua. Em outra
modalidade, formulagcdes para injecdo sdo apresentadas na
forma farmacéutica de unidade, por exemplo, em ampolas ou
em recipientes de doses miltiplas com conservante
adicionado opcionalmente. Em outra modalidade, as
composicdes sdo suspensdes, solucdes ou emulsdes em
veiculos oleosos ou aquosos, e contém agentes de formulacédo
como agentes de suspensdo, estabilizacdo e/ou disperséao.

[0281] As composicgdes também compreendem, em outra
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modalidade, conservantes, como cloreto de benzalcdnio e
timerosal e afins; agentes quelantes, como edetato de sddio
e outros; tampdes como fosfato, citrato e acetato; agentes
de tonicidade, como cloreto de sédio, cloreto de potéssio,
glicerina, manitol e outros; antioxidantes como o 4&cido
ascoérbico, acetilcisteina, metabissulfito de sédio e
outros; agentes aromaticos; ajustadores de viscosidade,
como polimeros, incluindo celulose e derivados dos mesmos;
e &lcool polivinilico e &cido e Dbases para ajustar o pH
dessas composicdes aquosas conforme necessario. As
composicdes também compreendem, em outra modalidade,
anestésicos locais ou outros ativos. As composicdes podem
ser usadas como sprays, névoas, gotas e afins.

[0282] Em uma modalidade, composicgdes farmacéuticas
para administracdo parenteral incluem solucgdes aquosas de
preparacdo ativa na forma soltvel em &gua. Além disso, as
suspensdes dos ingredientes ativos podem ser preparadas
como 6leo apropriado ou suspensdes de injecdo com base de
agua. Solventes lipofilicos apropriados ou veiculos
incluem, em outra modalidade, &éleos graxos como o O&leo de
gergelim, ou ésteres de acidos graxos sintéticos como
oleato de etil, triglicerideos ou lipossomas. Suspensdes de
injecdo aquosas contém, em outra modalidade, substancias
que aumentam a viscosidade da suspensdo, como carboximetil
celulose de sédio, sorbitol ou dextrano. Em outra
modalidade, a suspensdo também contém estabilizadores
apropriados ou agentes qgue aumentam a solubilidade dos
ingredientes ativos para permitir a preparacdo de solucgdes
altamente concentradas.

[0283] Em outra modalidade, o composto ativo pode
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ser liberado em uma vesicula, em particular um lipossoma
(ver Langer, Science 249:1527-1533 (1990); Treat et al., in
Liposomes in the Therapy of Infectious Disease and Cancer,
Lopez- Berestein and Fidler (eds.), Liss, New York, pp.
353-365 (1989); Lopez-Berestein, ibid., pp. 317-327; J. E.
Diederichs and al., Pharm./nd. 56 (1994) 267- 275).

[0284] Em outra modalidade, a composicgéo
farmacéutica liberada em um sistema de liberacdo controlada
é¢ formulada para infusdo intravenosa, bomba osmbtica
implantéavel, adesivo transdérmico, lipossomas ou outros
modos de administracdo. Em uma modalidade, uma bomba é
usada (ver Langer, supra; Sefton, CRC Crit. Ref. Biomed.
Eng. 14:201 (1987); Buchwald et al., Surgery 88:507 (1980);
Saudek et al., N. Engl. J. Med. 321:574 (1989). Em outra
modalidade, materiais poliméricos podem ser usados. Ainda
em outra modalidade, um sistema de liberacdo controlada
pode ser colocado na proximidade do alvo terapéutico, ou
seja, o cérebro, exigindo apenas uma fracdo da dose
sistémica (ver, por exemplo, Goodson, in Medical
Applications of Controlled Release, supra, vol. 2, pp. 115-
138 (1984). Outros sistemas de liberacdo controlada séo
discutidos na revisdo por Langer (Science 249:1527-1533
(1990) .

[0285] Em outra modalidade, o ingrediente ativo ¢é
em forma de pd para constituicgdo com um veiculo apropriado,
para, por exemplo, solucdo baseado em agua estéril,
apirbgena, antes do uso. As composicdes sdo formuladas, em
outra modalidade, para atomizacéao administracéo de
inalacdo. Em outra modalidade, composicdes estdo contidas

em um recipiente com meio de atomizagdo anexado.
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[0286] Em uma modalidade, a preparacdo da presente
invencéo é formulada em composicdes retais como
supositdédrios ou enemas de retencdao, utilizando, por

exemplo, bases de supositédrio convencionais como manteiga
de cacau ou outros glicerideos.

[0287] Em uma modalidade, composicdes farmacéuticas
apropriadas para o uso no contexto da presente invencéo
incluem composigcdes em que o0s ingredientes ativos estédo
contidos em uma quantidade efetiva para atingir sua
finalidade. Em outra modalidade, uma quantidade
terapeuticamente eficaz significa uma quantidade de
ingredientes ativos eficazes para prevenir, aliviar ou
amenizar os sintomas da doenca ou prolongar a sobrevivéncia
do sujeito sendo tratado.

[0288] Em uma modalidade, a determinacdo de uma
quantidade terapeuticamente eficaz esté dentro da
capacidade dos especialistas na técnica.

[0289] Alguns exemplos de substédncias qgque podem
servir como carreadores farmaceuticamente aceitéaveis ou
componentes dos mesmos sdo acucares, como glicose, lactose
e sacarose; amidos, como o amido de milho e amido de
batata; celulose e seus derivados, como
carboximetilcelulose de sbédio, etilcelulose e metil
celulose; tragacanto em pbd; malte; gelatina; talco;
lubrificantes sélidos, como o &acido estedrico e estearato
de magnésio; sulfato de calcio; 6leos vegetais, como &6leo
de amendoim, &éleo de girassol, &éleo de gergelim, &leo de
oliva, 6leo de milho e &éleo de teobroma; polidis como
propileno glicol, glicerina, sorbitol, manitol e

polietileno glicol; é&cido alginico; emulsionantes, como os
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emulsificantes de marca Tween™; agentes umectantes, como
lauril sulfato de sdbédio; agentes de coloragdo; agentes
aromatizantes; agentes de compressdo, estabilizadores;
antioxidantes; conservantes; 4gua livre de pirogénio;
solucdo salina isotdnica; e solucdes de tampdo de fosfato.
A escolha de um carreador farmaceuticamente aceitével para
ser usado em conjunto com o composto é basicamente
determinada pela maneira que o composto é administrado. Se
o composto deve ser injetado, em uma modalidade, o©
carreador farmaceuticamente aceitdvel ¢é solucdo salina
fisioldgica estéril, com um agente de suspensdo compativel
com O sangue, o pH é ajustado para cerca de 7,4.

[0290] Além disso, as composigdes ainda compreendem
aglutinantes (por exemplo, acéacia, amido de milho,
gelatina, carbdmer, etilcelulose, goma guar, hidroxipropil
celulose, hidroxipropil metil celulose, povidona), agentes
desintegrantes (por exemplo, amido de milho, amido de
batata, 4&cido alginico, didéxido de silicio, sbédio de
croscarmelose, crospovidona, goma de guar, amido glicolato
de sbédio), tampdes (por exemplo, Tris-HCI1, acetato,
fosfato) de diferentes pH e forca idnica, aditivos como
albumina ou gelatina para evitar a absorcéo para
superficies, detergentes (por exemplo, Tween 20, Tween 80,
Pluronic F68, sais de éacidos Dbiliares), inibidores da
protease, surfactantes (por exemplo, lauril sulfato de
s6édio) e potencializadores de permeacéo, agentes
solubilizantes (por exemplo, glicerol, glicerol de
polietileno), antioxidantes (por exemplo, &acido ascédrbico,
metabissulfito de soédio, butil-hidroxianisol),

estabilizadores (por exemplo, hidroxipropil celulose,
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hidroxipropilmetil celulose), agentes de aumento de
viscosidade (por exemplo, carbdmer, didéxido de silicio
coloidal, etilcelulose, goma de guar), adocantes
(aspartame, dcido citrico), conservantes (por exemplo,
timerosal, 4&lcool benzilico parabenos), lubrificantes (por
exemplo, dcido esteédrico, estearato de magnésio,
polietilenoglicol, lauril sulfato de sdédio), auxiliares de
fluxo (por exemplo, diéxido de silicio coloidal),
plastificantes (por exemplo, dietilftalato, trietil
citrato), emulsificantes (por exemplo, carbdmer,
hidroxipropil celulose, lauril sulfato de sédio),
revestimentos de polimero (por exemplo, poloxdmero ou
poloxaminas), agentes de formacdo de filme e revestimento
(por exemplo, etilcelulose, acrilatos, polimetacrilatos)
e/ou adjuvantes.

[0291] Componentes tipicos de carreadores para
xaropes, elixires, emulsdes e suspensdes incluem etanol,
glicerol, propilenoglicol, polietilenoglicol, sacarose
liqguida, sorbitol e &gua. Para uma suspensdo, agentes de
suspensao tipicos incluem metil celulose,
carboximetilcelulose de sbédio, celulose (por exemplo,
Avicel™, RC-591), tragacante e alginato de sédio; agentes
umectantes tipicos incluem lecitina e sorbitano de éxido de
polietileno (por exemplo, polissorbato 80). Conservantes
tipicos incluem metil parabeno e Dbenzoato de sbédio. Em
outra modalidade, composicgdes liquidas para via oral também
contém um ou mais componentes como adocantes, agentes
aromatizantes e corantes divulgados acima.

[0292] As composicdes também incluem incorporacdo

do material ativo no interior ou em preparacgdes de
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particulas de compostos poliméricos como o acido
polilatico, &cido poliglicdlico, hidrogel, etc ou em
lipossomas, microemulsdes, micelas, vesiculas unilamelar ou
multilamelar, fantasmas de eritrbécitos ou esferoplastos.)
Essas composigcdes irdo influenciar o estado fisico,
solubilidade, estabilidade, taxa de liberacdo in vivo e a
taxa de liberacdo in vivo.

[0293] Também sdo compreendidas pela invencéao
composig¢des de particulas revestidas com polimeros (por
exemplo, poloxdmeros ou poloxaminas) e o composto acoplado
com anticorpos direcionados contra os receptores
especificos de tecido, ligantes ou antigenos ou acoplado
aos ligantes de receptores especificos de tecido.

[0294] Em uma modalidade, compostos modificados
pela ligacdo covalente de polimeros sollveis em agua como O
polietileno glicol, copolimeros de polietileno glicol e
polipropileno glicol, carboximetil celulose, dextrano,
dlcool polivinilico, polivinilpirrolidona ou poliprolina.
Em outra modalidade, os compostos modificados apresentam
meias-vidas consideravelmente maiores no sangue apds a
injecdo intravenosa do que os compostos correspondentes néo
modificados. Em uma modalidade, modificacgdes também
aumentam a solubilidade do composto em solucdo aquosa,
eliminam a agregacédo, potencializam a estabilidade fisica e
quimica do composto, e reduzem grandemente a
imunogenicidade e a reatividade do composto. Em outra
modalidade, a atividade Dbioldgica in vivo desejada é
alcancada pela administracdo desses compostos polimeros que
abduzem com menos frequéncia ou em doses mais baixas do que

com o composto ndo modificado.
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[0295] A preparacdo da quantidade ou dose efetiva
pode ser estimada inicialmente de ensaios in vitro. Em uma
modalidade, uma dose pode ser formulada em modelos animais
e essas informacdes podem ser usadas para determinar com
mais precisdo doses Uteis em humanos.

[0296] Em uma modalidade, toxicidade e eficécia
terapéutica dos 1ingredientes ativos descritos aqui podem
ser determinadas por procedimentos farmacéuticos padrdo in
vitro, em culturas de células ou animais experimentais. Em
uma modalidade, os dados obtidos desses ensaios in vitro e
de cultura de células e estudos em animais podem ser usados
na formulacdo de uma faixa de dosagem para uso em seres
humanos. Em uma modalidade, as dosagens podem variar
dependendo da forma farmacéutica empregada e a via de
administracdo utilizada. Em uma modalidade, a composicéo
exata, via de administracdo e dosagem pode ser escolhida
pelo médico individual tendo em conta as condig¢des do
paciente. [Ver, por exemplo, Fingl, et al., (1975) “The
Pharmacological Basis of Therapeutics”, Ch. 1 p.1l].

[0297] Em uma modalidade, dependendo da gravidade e
da capacidade de resposta da condigcdo a ser tratada, a
dosagem pode ser de uma uUnica ou uma pluralidade de
administracdes, com curso de tratamento durando varios dias
a vadrias semanas ou até a cura ser realizada ou diminuicédo
do estado de doenca ser alcancada.

[0298] Em uma modalidade, a quantidade de uma
composicgdo para ser administrada, claro, serd dependente do
sujeito a ser tratado, a gravidade da aflicdo, a forma de
administracdo, o julgamento do médico que prescreve, etc.

[0299] Em uma modalidade, composicdes, incluindo a
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preparacdo da presente invencdo formulada em um carreador
farmacéutica compativel sdo também preparadas, colocadas em
um recipiente apropriado, e rotuladas para tratamento de
uma condic¢do indicada.

[0300] Em outra modalidade, um polipeptideo ou
fragmento do mesmo ou uma forma variante (modificada com
CTP) do mesmo, conforme descrito aqui, ¢é preparacéo
liofilizada em combinacdo com excipientes orgdnicos
complexos e estabilizadores como agentes ativos de
superficie ndo 1idénicos (ou seja, surfactantes), diversos
agucares, polidis orgdnicos e/ou albumina de soro humano.
Em outra modalidade, uma composicdo farmacéutica compreende
um polipeptideo liofilizado ou fragmento do mesmo aqui
fornecido, preparado em agua estéril para injecdo. Em outra
modalidade, uma composigcdo farmacéutica compreende um
polipeptideo liofilizado ou fragmento do mesmo aqui
fornecido, preparado em PBS estéril para injecdo. Em outra
modalidade, uma composigcdo farmacéutica compreende um
polipeptideo liofilizado ou fragmento do mesmo aqui
fornecido, preparado em 0,9% NaCl estéril para injecéo.

[0301] Em outra modalidade, a composicgao
farmacéutica compreende um polipeptideo modificado com CTP
ou fragmento do mesmo, conforme descrito aqui e carreadores
complexos como albumina, polidis, aclcares, e agentes
estabilizantes de superficie anidénicos. Em outra
modalidade, a composicgdo farmacéutica compreende um
polipeptideo com CTP ou fragmento do mesmo e &cido
lactobidénico e um tampdo de acetato/glicina. Em outra
modalidade, a composigédo farmacéutica compreende um

polipeptideo modificado com CTP ou fragmento do mesmo
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conforme descrito aqui e aminoacidos, como arginina ou
glutamato que aumentam a solubilidade de composicdes de
interferon em 4&gua. Em outra modalidade, a composicdo
farmacéutica compreende um polipeptideo liofilizado
modificado com CTP ou fragmentos do mesmo conforme descrito
aqui e glicina ou albumina de soro humano (HSA), um tampédo
(por exemplo, acetato) e um agente isotdnico (NaCl, por
exemplo). Em outra modalidade, a composicdo farmacéutica
compreende um polipeptideo liofilizado modificado com CTP
ou fragmentos do mesmo, conforme descrito aqui e tampdo de
fosfato, glicina e HSA.

[0302] Em outra modalidade, a composicéao
farmacéutica compreendendo um polipeptideo modificado com
CTP ou fragmentos do mesmo, como descrito aqui é
estabilizado quando colocado em solugdes de tampdo tendo pH
entre cerca de 4 e 7,2. Em outra modalidade, a composicéo
farmacéutica compreendendo um polipeptideo modificado com
CTP ou fragmentos do mesmo estd em uma solucdo tamponada
tendo um pH entre cerca de 4 e 8,5. Em outra modalidade, a
composicao farmacéutica compreendendo um polipeptideo
modificado com CTP ou fragmentos do mesmo esta em uma
solucdo tamponada tendo um pH entre cerca de 6 e 7. Em
outra modalidade, a composicdo farmacéutica compreendendo
um polipeptideo modificado com CTP ou fragmentos do mesmo
estd em uma solucgdo tamponada tendo um pH de cerca de 6,5.
Em outra modalidade, a composigdo farmacéutica
compreendendo um polipeptideo modificado com CTP ou
fragmentos do mesmos como descrito aqui é estabilizada com
um aminocadcido como agente estabilizante e em alguns casos

um sal (se o aminodcido ndo contém uma cadeia lateral
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carregada) .

[0303] Em outra modalidade, a composicgéo
farmacéutica compreendendo um polipeptideo modificado com
CTP ou fragmentos do mesmo como descrito aqui é uma
composicdo ligquida compreendendo um agente estabilizante em
entre cerca de 0,3% e 5% em peso de aminoécido.

[0304] Em outra modalidade, a composicgéo
farmacéutica compreendendo um polipeptideo modificado com
CTP ou fragmentos do mesmo como descrito aqui fornece
precisdo de doseamento e seguranca de produto. Em outra
modalidade, a composicdo farmacéutica compreendendo um
polipeptideo modificado com CTP ou fragmentos do mesmo como
descrito aqui fornece uma formulacdo liquida biologicamente
ativa para uso em aplicacgdes injetéveis. Em outra
modalidade, a composicéo farmacéutica compreende um
polipeptideo ndo liofilizado modificado com CTP ou
fragmentos do mesmo conforme descrito aqui.

[0305] Em outra modalidade, a composicéao
farmacéutica compreendendo um polipeptideo modificado com
CTP ou fragmentos do mesmo como descrito aqui fornece uma
formulacdo liquida permitindo armazenamento por um longo
periodo de tempo em um estado liquido facilitando
armazenamento e transporte antes da administracédo.

[0306] Em outra modalidade, a composicéao
farmacéutica compreendendo um polipeptideo modificado com
CTP ou fragmentos do mesmo, fornecida aqui compreende
lipidios sélidos como material de matriz. Em outra
modalidade, a composicédo farmacéutica injetéavel
compreendendo um polipeptideo modificado com CTP ou

fragmentos do mesmo, como descrita aqui compreende lipidios
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s6lidos como material de matriz. Em outra modalidade, a
producdo de microparticulas de lipidio por congelamento de
spray foi descrito por Speiser (Speiser and al., Pharm Res.
8 (1991) 47-54) seguido por nanopéletes para administracéo
por via oral (Speiser EP 0167825 (1990)) . Em outra
modalidade, lipideos, que sdo usados, sdo bem tolerados
pelo organismo (por exemplo, glicerideos compostos de
acidos graxos dque estdo presentes nas emulsdes para
nutricdo parenteral).

[0307] Em outra modalidade, a composicéao
farmacéutica compreendendo um polipeptideo modificado com
CTP ou fragmentos do mesmo, como descrita aqui compreende
microparticulas poliméricas. Em outra modalidade, a
composicdo farmacéutica compreendendo um polipeptideo
modificado com CTP ou fragmentos do mesmo, como descrita
aqui compreende nanoparticulas. Em outra modalidade, a
composicéao farmacéutica compreendendo um polipeptideo
modificado com CTP ou fragmentos do mesmo, como descrita
agui compreende lipossomas. Em outra modalidade, a
composicao farmacéutica compreendendo um polipeptideo
modificado com CTP ou fragmentos do mesmo, como descrita
aqui compreende emulsdo lipidica. Em outra modalidade, a
composicéao farmacéutica compreendendo um polipeptideo
modificado com CTP ou fragmentos do mesmo, como descrita
agui compreende microesferas. Em outra modalidade, a
composicao farmacéutica compreendendo um polipeptideo
modificado com CTP ou fragmentos do mesmo, como descrita
aqui compreende nanoparticulas lipidicas. Em outra
modalidade, a composicdo farmacéutica compreendendo um

polipeptideo modificado com CTP ou fragmentos do mesmo,
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como descrita aqui compreende nanoparticulas lipidicas
compreendendo lipidios anfifilicos. Em outra modalidade, a
composicdo farmacéutica compreendendo um polipeptideo
modificado com CTP ou fragmentos do mesmo, como descrita
aqui compreende nanoparticulas lipidicas compreendendo uma
droga, uma matriz lipidica e um surfactante. Em outra
modalidade, a matriz lipidica tem um contetdo de
monoglicerideo que é pelo menos 50% p/p.

[0308] Em uma modalidade, composicdes da presente
invencdo sdo apresentadas em uma embalagem ou dispositivo
distribuidor, como um kit aprovado pelo FDA, que contém uma
ou mais formas farmacéuticas de unidade contendo o
ingrediente ativo. Em uma modalidade, a embalagem, por
exemplo, compreende folha de metal ou plastico, como uma
embalagem de Dblister. Em uma modalidade, a embalagem ou
dispositivo de distribuidor ¢é acompanhado de instrucdes
para a administracdo. Em uma modalidade, a embalagem ou o
distribuidor ¢é acomodado por um aviso associado com o
recipiente em uma forma prescrita por uma agéncia
governamental que regula a fabricagdo, uso ou venda de
produtos farmacéuticos, cujo aviso é reflexivo de aprovacgédo
pela agéncia da forma das composigdes ou administracgéo
humana ou veterindria. Esse aviso, em uma modalidade, &
rotulado aprovado pelo U.S. Food and Drug Administration
para prescrigdo de drogas ou de uma insercdo de produto
aprovado.

[0309] Em uma modalidade, serd apreciado gque os
polipeptideos ou fragmentos do mesmo aqui fornecidos podem
ser fornecidos para o individuo com agentes ativos

adicionais para alcancar um efeito terapéutico melhorado em
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comparacdo com O tratamento com cada agente por si sd. Em
outra modalidade, medidas (por exemplo, dosagem e selecéo
do agente complementar) sdo tomadas para evitar efeitos
colaterais adversos que sdo associados com terapias de
combinacéo.

[0310] Em uma modalidade, o termo “cerca de”,
significa em termos quantitativos mais ou menos 5%, ou em
outra modalidade mais ou menos 10%, ou em outra modalidade
mais ou menos 15% ou em outra modalidade mais ou menos 20%.

[0311] 0 termo “sujeito” refere-se em uma
modalidade para um mamifero incluindo um ser humano em
necessidade da terapia, ou suscetivel a uma condic¢cdo ou
suas sequelas. O sujeito pode incluir cées, gatos, porcos,
vacas, ovelhas, cabras, cavalos, ratos e camundongos e
humanos. O termo “sujeito” ndo exclui um individuo que é
normal em todos os aspectos.

[0312] Objetos adicionais, vantagens e
caracteristicas inovadoras da presente invencdo se tornario
aparentes para um especialista na técnica apds exame dos
exemplos a seguilir, gue ndo se destinam a ser limitantes.
Além disso, cada uma das varias modalidades e aspectos da
presente invencdo como acima delineada e como reivindicado
na secdo de reivindicacgdes abaixo encontra suporte
experimental nos exemplos a seguir.

EXEMPLOS

Materiais e Métodos:

Producdo de proteinas modificadas com CTP diferentes

[0313] A regido codificadora de DNA do hormdénio do
crescimento humano (hGH), eritropoietina (EPO), APO-Al,

Fator IX e Fator VII foram ligados a sequéncia de DNA do
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peptideo CTP. O peptideo CTP foi fundido para o N-terminal
e/ ou C-terminal em cdépia unica ou em tandem, conforme
detalhado na Tabela 2. O0Os plasmidios projetados foram
transfectados e expressos em linhagem de células CHO dque
permitem a estruturacdo apropriada dos O-glicanos, que
desempenham um papel fundamental no aumento do volume
hidrodindmico das proteinas (ver Tabela 5). As proteinas
diferentes foram purificadas de acordo com pProcessos
personalizados que foram desenvolvidos com exclusividade
para cada proteina, conforme detalhado abaixo:

CTP-EPO-CTP-CTP: A colheita clarificada foi carregada
em uma coluna Azul Sepharose. O produto eluido foi diluido
e carregado em uma coluna Q Sepharose. A fracdo eluida de
uma coluna Q Sepharose foi processada por
ultracentrifugacdo usando um dispositivo de centrifugacéo
Amicon (corte de 30 kDa) e foi dializada. A fracéao
concentrada e dializada foil carregada em uma coluna de
Fenil Sepharose. A fracdo eluida de Fenil Sepharose foi
processada por ultrafiltragcdo com um dispositivo de
centrifugacdo Amicon (corte de 30 kDa) e dializada contra
PBS pH 7.

[0314] CTP-CTP-EPO e CTP-CTP-EPO-CTP-CTP: A
colheita clarificada foi carregada em uma coluna DEAE
Sepharose e eluida. A fracdo eluida foi condicionada com
Sulfato de Ambébnio e foli carregada em uma coluna de Fenil
Sepharose HS. Fenil de eluic¢do foili concentrado e dializado.
As duas colunas seguintes sdo em um modo de escoamento:
Hidroxiapatita tipo I 40 p e SP Sepharose. O produto final
foi concentrado, dializado e armazenado a -20°C.

[0315] APO-CTP e APO-CTP-CTP: Estas duas versdes
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das proteinas APO foram purificados com uma coluna de
afinidade (Capture Select Apo, Bac). A colheita clarificada
foi diluida 1:1 com PBS e eluida da coluna. A eluicdo foi
concentrada e didlise contra PBS e armazenada a -80°C.

[0316] CTP-hGH-CTP-CTP: A colheita clarificada ¢é
filtrada wusando UFDF1l. A inativacdo viral é realizada. A
primeira cromatografia ¢é uma cromatografia de troca de
dnion, DEAE Sepharose FF. A resina da segunda cromatografia
&€ Fenil Sepharose. O combinado de eluato da segunda
cromatografia ¢é diafiltrado e concentrado em UFDF-2. A
etapa UFDF-2 ¢é seguida por mais duas cromatografias,
Hidroxiapatita Cerémica Tipo I 40 pM e SP Sepharose FF, em
um modo de escoamento. Nanofiltracdo foi realizada. A
solucdo do produto é concentrada para 41 + 1 mg/mL e
dializada.

[0317] FIX-CTP-CTP-CTP: Tris-HC1, PH 9 foi
adicionado para a colheita clarificada. A primeira coluna
de cromatografia foi realizada usando uma troca de é&nion,
coluna Q. A préxima coluna foi Heparina Hiper D. A fracédo
eluida foi ajustada para a concentracdo final de 10mM
Fosfato de Sédio com pH final de 6,8. A ultima etapa
cromatografica foi na resina CHT. A fracdo eluida foi
concentrada e dializada contra TBS pH 7,5.

[0318] FIX-CTP-CTP-CTP-CTP: A colheita clarificada
é concentrada e dializada. A Unica etapa cromatografica é
uma cromatografia de afinidade, Jacalin imobilizado. O
produto eluido foi concentrada e dializado contra TBS pH
7,5.

[0319] FIX-CTP-CTP-CTP-CTP-CTP: A colheita

clarificada ¢é concentrada e dializada. A Unica etapa
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cromatografica ¢é wuma cromatografia de afinidade, Jacalin
imobilizado. O produto eluido foi concentrada e dializado
contra TBS pH 7,5.

[0320] APOAl-CTP-CTP: A colheita clarificada foi
concentrada e dializada. A primeira cromatografia foi
realizada wusando uma cromatografia de troca de A&nion,
coluna DEAE Sepharose FF. A segunda etapa cromatografica
foi realizada em uma resina Jacalin imobilizado. O eluato
foi diafiltrado e concentrado em UFDF-2 contra TBS pH 7,4.

[0321] APOA1-CTP: A primeira cromatografia foi
realizada usando uma cromatografia de afinidade, coluna
Capture-Select APO-AI. A segunda etapa cromatografica foi
realizada em uma resina Jacalin imobilizado. O eluato foi
diafiltrado e concentrado em UFDF-2 contra TBS pH 7,4.

[0322] APOAl: A colheita diluida foi carregada em
cromatografia de afinidade, Capture-Select APO-AI. O eluato
foi diafiltrado e concentrado em UFDF-2 contra TBS pH 7,4.

[0323] FVIIa-CTP-CTP-CTP: A colheita clarificada
foi concentrada e dializada. A inativacdo viral foi
realizada. A primeira cromatografia foi realizada wusando
uma coluna de afinidade, VII Select. A fracdo eluida foi
diluida antes do carregamento sobre a prdéxima coluna -
Hidroxiapatita Ceré@mica (CHT). O eluato CHT foi carregado
na coluna Fenil Sepharose. O eluato foi diafiltrado e foi
ativado em uma coluna de cromatografia de troca de anion. A
coluna é entédo lavada e o produto foi eluido. Nanofiltracédo
foi realizada.

[0324] FVIIa-CTP-CTP-CTP-CTP-CTP: A colheita
clarificada foi concentrada e dializada. A primeira

cromatografia foi realizada usando uma coluna de afinidade,
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VII Select. A fracdo eluida foil carregada sobre a prédxima
coluna - Hidroxiapatita Cerédmica (CHT). A coluna foi lavada
e o produto foi eluido. O eluato CHT foi carregado na
coluna Fenil Sepharose. 0 eluato é diafiltrado e
concentrado. Fator VII foi ativado em uma cromatografia de
troca de &nion. A coluna foi entdo lavada e o produto foi
eluido.

Tabela 2: Descrigdo esquematica da proteina modificada

com CTP

Descricdo esquematica de plasmideo

CTP-hGH-CTP-CTP (MOD-4023)

CTP-CTP-EPO

CTP-EPO-CTP-CTP

CTP-CTP-EPO-CTP-CTP

APO -CTP

APO -CTP- CTP

FIX-CTP-CTP-CTP

FIX-CTP-CTP-CTP-CTP

FIX-CTP-CTP-CTP-CTP-CTP

FVITa-CTP-CTP-CTP

FVITa-CTP-CTP-CTP-CTP-CTP

Desglicosilagdo de proteinas modificadas com CTP

[0325] A desglicosilacdo de proteinas modificadas
com CTP foi realizada usando Glyko Sialidase A (cat. no. PZ
PZGK80040, Prozyme), O-glicanase (cat. no. PZ PZGK80090,
Prozyme) e N-glicanase (cat. no. PZGKE-5006A, Prozyme). AsS
proteinas foram digeridas por 2h (a 37°C) com sialidasa A,
seguida de digestdo com O-glicanase e se necessario com N-

glicanase durante a noite.
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Determinacdo do peso molecular por MALDI-TOF

[0326] Pesos moleculares (Mw) das proteinas
modificadas com CTP foram medidos pela tecnologia MALDI-TOF
usando o modelo REFLEX-IV (Bruker Daltonics, Bremen,
Germany) . Espectrometria de massa de tempo de voo-
dessorgdo/ionizacdo de laser assistida por matriz (MALDI-
TOF MS) é uma técnica em gque um coprecipitado de uma matriz
de absorcédo de luz UV e uma biomolécula como proteinas ou
peptideos é irradiado por um pulso de laser. As
biomoléculas ionizadas sdo aceleradas em um campo elétrico
e entram no tubo de wvoo. Durante o voo neste tubo,
moléculas diferentes s&o separadas de acordo com sua massa
para proporcdao de carga e alcangcam o detector em tempos
diferentes. Desta forma, cada molécula produz um sinal
distinto que pode ser convertido em peso molecular. O
método ¢é usado para a caracterizacdo de diferentes
proteinas e peptideos com massas moleculares entre 400 e
350.000 Da. E um método muito sensivel, que permite a
deteccdo de baixas (10-15 a 10-18 moles) quantidades de
amostra com uma precisdo de 0,1 - 0,01%. As medigdes foram
realizadas pela Analytical Research Services Unit (Ben-

Gurion University, Beer-Sheva, Israel).

Andlise da tamanho hidrodindmico por HPLC utilizando
coluna SEC

[0327] O tamanho hidrodindmico das proteinas foram
medidos por HPLC (Dionex UltiMate 3000) wusando a coluna
TSKgel G2000SW SEC (cat. no. 08540, TosoHaas) para hGH, Epo
e Apo nativos e proteinas modificadas com CTP relacionadas
ou uma coluna de TSKgel G3000WXL SEC (cat. no. 08541,

TosoHaas) para Fator IX e fator VII nativos e proteinas
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modificadas com CTP relacionadas. O kit de calibracdo H Mw
(Cat. No. 151-1901, BioRad) foi usado para medir o tamanho
de proteinas. Os resultados foram ajustados para um ajuste
logaritmico (y=a*ln X +b) e os tamanhos hidrodindmicos das
proteinas diferentes foram calculados.

RESULTADOS

Exemplo 1: Produg¢do de proteinas modificadas com CTP
diferentes

[0328] Onze diferentes proteinas modificadas com
CTP foram transfectadas e expressas em uma linhagem de
células CHO. As varias colheitas foram purificadas de
acordo com os métodos descritos acima. As proteinas
purificadas s&o mostradas nas Figuras 1 e 2.

Exemplo 2: Analise do peso molecular por método MALDI-
TOF

[0329] O peso molecular das diferentes proteinas
modificadas com CTP glicosiladas e ndo glicosiladas foi
determinado utilizando a tecnologia MALDI-TOF e foi
comparado com suas proteinas nativas correspondentes
(proteinas intactas que ndo sdo fundidas para CTP, ou seja,
Biotropin para hGH, EPREX® para Epo, ApoAI, Mononine® para
Fator IX e Novoseven® para FVIIa) peso molecular Tabela 3).
O Mw medido para todas as proteinas nédo glicosiladas
nativas foi de acordo com o Mw tedrico, que ¢é baseado nas
sequéncias de aminodcidos das proteinas. Os incrementos nos
pesos moleculares por uma cépia de CTP nédo glicosilados e
glicosilados foram calculados e sdo descritos em Figuras 3A
e 3B, respectivamente. A contribuicdo de uma cbépia de CTP
para o peso molecular foi calculada da seguinte forma:

Primeiro, o incremento no peso molecular foi calculado
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subtraindo-se o peso molecular medido, ou o tedrico - no

caso de hGH nativo- das proteinas nativas do peso molecular

medido de suas proteinas modificadas com CTP

correspondentes. Entdo, o incremento calculado foi dividido

pelo numero de coépias CTP para cada proteina. Por exemplo,

MOD-4023 (hGH que foi fundido para uma cépia do CTP no N-

terminal e 2 cébépias do CTP em tandem no C-terminal) tem

peso molecular de 38,128, enquanto o hGH nativo tem um peso

molecular tedérico de 22.000. A diferenca entre essas duas

proteinas é 16,13 kDa que significa que a contribuicdo de
cada CTP glicosilado é 5,4 kDa (16,13 dividido por 3 cédpias
do CTP). A contribuicdo média de uma coépia do CTP né&o
glicosilado em todas as proteinas medidas é 2,76 kDazt0,103
Este resultado é alinhado com o Mw

(Figura 3A, Tabela 3).

tedbrico de um CTP unico, que é 2,78 kDa. O CTP glicosilado

contribui uma média de 4,76kDax0,422 para o Mw (Figura 3B,
Tabela 3), sem diferencas significativas entre as varias
proteinas medidas.

Tabela 3: Resultados de MALDI-TOF de proteinas
modificadas com CTP ndo glicosiladas e glicosiladas e suas

proteinas nativas correspondentes. ND - Ndo determinado

Incre-
mento de
Mw Tedrico tamanho
(baseado em | Proteinas Incremento molecu-
estrutura néo Proteinas de tamanho lar por
de proteina | glicosila- | glicosila- | molecular uma
excluindo a | das. das. por uma cépia de
Descrigéo contribui- Resultados | Resultados | cépia de CTP
das gdo de de MALDI- de MALDI- CTP néo glicosi-
Proteinas glicano) TOF (Da) TOF (Da) glicosilado | lado
Biotropin(rh
GH) 22000 ND ND ND ND
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CTP-hGH-CTP-

CTP (MOD-

4023) 30469, 4 30525 38128 2,8 5,4
EPREX® (rEPO) | 18396 18246 29160 0,0 0,0
CTP-CTP-EPO | 23956 23690 37074 2,7 4,0

CTP-EPO-CTP-

CTP 26736 27300 43547,8 3,0 4,8
APO AT 28078 28021,5 28024,5 0,0 0,0
APO -CTP 30858 30686,5 32505 2,7 4,5
APO CTP-CTP 33638 33569 36710 2,8 4,3
Mononina® 48695, 6

(rFIX) 47172 53270 0,0 0,0

FIX-CTP-CTP- | 57036

CTP 55626,5 68876 2,8 5,2
FIX-CTP-CTP- | 59816,2
CTP-CTP 58346,5 73552,5 2,8 5,1

FIX-CTP-CTP- | 62596,2

CTP-CTP-CTP 61051,5 77797 2,8 4,9

Novoseven® 47222,6

(rFVIIa) 45899 50310,4 0,0

FVIIa-CTP- 58343,1

CTP-CTP 53755,5 64302 2,6 4,7

FVIIa-CTP- 61123,2

CTP-CTP-CTP-

CTP 59266 74431 2,7 4,8
Méd. 2,76 4,76
SD 0,103 0,422
$CV 3,72 8,87

Exemplo 3: Analise do tamanho hidrodindmico pelo
método HPLC

[0330] O wvolume hidrodinémico é o parémetro
principal que influencia o tempo de retencdo (RT) de
proteinas quando atravessa a coluna de exclusdo de tamanho.
Portanto, tamanhos de proteina foram calculados por coluna
SEC usando o kit de calibracdo de filtracdo em Gel HMw

(cat. no. 151-1901, BioRad). O tempo de retencdo dos
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padrdes foram medidos nas colunas SEC TSK 2000 e TSK 3000 e
o erro relativo % (% RE) para cada coluna foi calculado
para determinar a precisdo dos métodos analiticos. Os %RE
do Mw observado das ©proteinas de calibracéo foram
calculados e comparados com o Mw conhecido e esperado das
proteinas de calibracdo. Os resultados do Mw calculado para
a curva de calibracdo e o %RE sdo apresentados na Tabela 4a
para coluna TSK 2000 SEC e na Tabela 4b para coluna TSK
3000 SEC. Os resultados mostram que o %RE foi inferior ou
igual a 20% (£20), indicando a elevada precisdo para uma
ampla gama de peso molecular determinado de uma proteina.
Tabela 4a: Resultados de curva de calibragcdo Mw H e
$RE calculado usando TSK 2000. O peso molecular esperado
das proteinas de curva de calibragdo foram fornecidos pelo

kit comercial (kit de calibracdo Mw H BioRad Cat. No. 151-

1901) que foi usado.

Proteinas M.W. M.W.

padrao Esperado | R.T. Observado | SRE
Gama-

globulina 158.000 15,535 1155279,16 | -1,72

Ovalbumina 44.000 18,535 |52924,39 | 20,28

Mioglobulina | 17.000 22,315|113635,14 19,79
Vitamin B12 1.350 28,61 1424,88 5,55

Tabela 4b: Resultados de curva de calibragcdo Mw H e
$RE calculado usando coluna TSK 3000. O Mw esperado das
proteinas de curva de calibragdo foram fornecidos pelo kit
comercial que foi usado (kit de calibragdo Mw H BioRad Cat.

No. 151-1901).

Proteinas M.W. R.T. M.W. SRE
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padrdo Esperado Observado

Tiroglobulina | 670.000 11,925 | 753,500 12,46

Gama- -

globulina 158.000 |16,250 126,808 19,74
Ovalbumina 44,000 18,702 | 46,172 4,94
Mioglobulina 17.000 21,012 1|17,824 4,85

[0331] A fim de determinar a contribuicdo de CTP
glicosilado para o volume hidrodindmico de proteinas
modificadas com CTP, varias proteinas modificadas com CTP
foram analisadas pela coluna SEC e seus tamanhos
hidrodindmicos foram calculados. As proteinas recombinantes
correspondentes: Biotropin (rhGH), EPREX® (rEPO), ApoAI,
Mononine® (rFIX) e Novoseven® (rFVIIa) foram analisadas em
paralelo as suas proteinas correspondentes modificadas com
CTP a fim de calcular a contribuicdo de CTP glicosilado
para a proteina (Tabela 5, Figura 4). A Figura 4A apresenta
o incremento total do tamanho hidrodindmico de proteinas
modificadas com CTP para as proteinas nativas como foi
medido pela coluna SEC.

Tabela 5: Resultados de SEC-HPLC e incremento
calculado de uma cépia de CTP de proteinas modificadas com

CTP e suas proteinas nativas correspondentes.

Aumento em
Proteinas SEC-HPLC

kDa por CTP
glicosiladas Mw (Da)

glicosilado
Biotropin (rhGH) | 21116 NA
CTP-hGH-CTP-CTP

28,9
(MOD-4023) 107750
EPREX® (rEPO) 79014 NA
CTP-CTP-EPO 146616 33,8
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CTP-EPO-CTP-CTP 168032 29,7
CTP-CTP-EPO-CTP-

30,2
CTP 199970
APO 62086 NA
APO -CTP 100233 38,1
APO CTP-CTP 141094 39,5
Mononine® (rFIX) | 117553 NA
FIX-CTP-CTP-CTP 261982 48,1
FIX-CTP-CTP-CTP- | 329362 53,0
CTP
FIX-CTP-CTP-CTP- | 381095 52,7
CTP-CTP
Novoseven® 76706 NA
(rFVIIa)
FVIIa -CTP-CTP- 206645 43,3
CTP
FVITa -CTP-CTP- 325602 49,8
CTP-CTP-CTP

[0332] O incremento no peso molecular de uma cbdpia

do CTP glicosilado foi calculado subtraindo-se o tamanho
hidrodindmico medido das proteinas nativas do tamanho
hidrodindmico medido de suas proteinas modificadas com CTP
correspondentes. Entdo, o incremento calculado foi dividido
pelo numero de cépias CTP para cada proteina. As
contribuicdes calculadas de uma cdépia dos CTPs glicosilados
para o peso molecular de varias proteinas sdo apresentadas
na Figura 4B. As varias proteinas apresentam incrementos
que variam entre 29 kDa a 53 kDa por uma cébépia do CTP
glicosilado.

[0333] Curiosamente e inesperadamente, a
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contribuicdo de uma cdédpia do CTP glicosilado do FIX e FVIIa
foi significativamente maior com uma contribuicdo de 43-53
kDa (por wuma cbépia do CTP) em comparagdo com outras
proteinas medidas (Tabela 5). O incremento no tamanho
hidrodindmico por uma cépia do CTP glicosilado é muito
maior do que a contribuicdo calculada de 4,76 kDa por uma
cbépia do CTP glicosilado para o peso molecular, como medido
por MALDI-TOF. As diferencas nos Mw calculados entre os
métodos resulta do fato de que enquanto MALDI-TOF esta
medindo o Mw real da proteina, as medig¢des de SEC-HPLC sé&o
afetadas pelo volume hidrodindmico da proteina, sugerindo
que CTP glicosilado estd aumentando substancialmente o
volume hidrodindmico de proteinas ao qual estd ligado. A
magnitude do volume hidrodindmico é cerca de 6-11 vezes
maior em comparagdo com a contribuicdo calculada por CTP
medido por MALDI-TOF. De nota, a contribuicdo da CTP para o
tamanho hidrodindmico da proteina sendo modificado foi
menor para hGH e variantes de EPO modificadas com CTP (em
torno de 30kDa), mas um pouco maior para variantes FIX e
FVII modificadas com CTP, e surpreendentemente ndo foi
afetada pelo numero de CTPs sendo adicionado a proteina em
particular.

[0334] Além disso, a contribuicdo do CTP né&o
glicosilado para o Mw da proteina foi determinada por SEC-
HPLC (Tabela 6, Figuras 5A e 5B). A de-glicosilacdo foi
realizada incubando as proteinas com Sialidase A (remove o
dcido siédlico) por 2h em 37°C seguido por adicdo de O-
glicanase (para remover os O-glicanos). No caso de EPREX®
(rEPO), Mononine® (rFIX), NovoSeven® (rFviI) e suas

proteinas modificadas com CTP correspondentes, que contém
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N-glicanos, N-glicanase foi adicionado para uma digestéo
durante a noite para remover os N-glicanos. A contribuicéo
do CTP né&o glicosilado ao tamanho ou volume hidrodindmico
de varias proteinas foi calculada e comparada as suas
proteinas nativas correspondentes, ou seja, a contribuicéo
de polipeptideos modificados com CTP ndo glicosilados ao
volume hidrodindmico foi calculada comparando o volume
hidrodindmico de polipeptideos modificados com CTP né&o
glicosilados a de proteina nativa correspondente né&o
glicosilada. Por exemplo, para EPO, os N- e O-glicanos
foram removidos de Eprex®, e o aumento do volume
hidrodinédmico das variantes Epo modificadas com CTP foi
calculado e comparado aos seus pesos moleculares).

[0335] A Figura 5A mostra o incremento no tamanho
hidrodindmico das proteinas intactas, enquanto a Figura 5B
mostra a contribuicéo de uma copia das proteinas
modificadas com CTP ndo glicosiladas. Notavelmente, CTP néo
glicosilado aumenta o tamanho hidrodindmico das proteinas
modificadas com CTP em comparacdo com as proteinas nativas
correspondentes. A contribuicdo calculada de uma cbdpia de
CTP ndo glicosilado foi diferente entre as varias
proteinas, variando entre 8 kDa a 21 kDa por uma cdpia do
CTP ndo glicosilado (Tabela 6). Considerando que o peso
molecular tedérico do CTP, gque consiste em 28 aminoadcidos, é
2,78 kDa e o peso molecular medido (por MALDI-TOF) também
foi cerca de 2,76 kDa, estes resultados sugerem dgque a
contribuicdo de CTP né&o glicosilado para o peso molecular é
maior do que o esperado. Além disso, e como observado da
mesma forma para CTP glicosilado, o volume hidrodiné&mico

também foi observado como sendo muito maior do que o
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esperado para CTP n&o glicosilado. Em geral, ligando CTP
para uma proteina resulta em um aumento no volume
hidrodindmico gque ¢é atribuivel a estrutura CTP e os
glicanos CTP.

[0336] Também foi observado que o numero de CTPs
adicionados para uma proteina particular ndo afetou a
contribuicdo para o tamanho hidrodinémico do mesmo. O
incremento mais significativo de CTP n&o glicosilado foi
observado para Apo, FIX e FVII que tém cébdpias do CTP no C-
terminal da proteina. Esse achado que adicionando CTP no C-
terminal leva a uma maior contribuicéo ao volume
hidrodiné&mico foi inesperado. Curiosamente e
inesperadamente, a contribuicdo de uma cbdépia do CTP né&o
glicosilado de proteinas modificadas com CTP Apo, FIX e
FVITIa foi muito semelhante e medida ~20 kDa (Tabela 6) mas
a contribuicdo de CTP glicosilado dos fatores de coagulacéo
foi significativamente maior em comparagao com Apo
glicosilado CTP (Tabela 5).

Tabela 6: Resultados de SEC-HPLC e incremento

calculado de uma cépia de CTP de proteinas modificadas com

CTP néo glicosiladas e suas proteinas nativas
correspondentes.
Aumento em
Proteinas néo SEC-HPLC kDa por CTP
glicosiladas Mw (Da) n&o
glicosilado
Biotropin (rhGH) 21116 NA
CTP-hGH-CTP-CTP 8,1
(MOD-4023) 45480
EPREX® (rEPO) 18083 NA
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CTP-CTP-EPO 49472 15,7
CTP-EPO-CTP-CTP 65991 16,0
CTP-CTP-EPO-CTP- 16,8
CTP 85228

APO 61267 NA
APO -CTP 82846 21,6
APO CTP-CTP 104007 21,4
Mononine® (rFIX) 79539 NA
FIX-CTP-CTP-CTP 138132 19,5
FIX-CTP-CTP-CTP- 160115 20,1
CTP

FIX-CTP-CTP-CTP- 186677 21,4
CTP-CTP

Novoseven® 52570 NA
(rFVIIa)

FVIIa-CTP-CTP- 107321 18,3
CTP

FVIIa-CTP-CTP- 158706 21,2
CTP-CTP-CTP

[0337] Este estudo mostrou que uma cbdépia do CTP
glicosilado contribui pelo menos 28 (kDa) ao volume
hidrodindmico enquanto o incremento do Mw é 4,76 (kDa)
0,422, como determinado usando SEC-HPLC e MALDI-TOF,
respectivamente. Esta magnitude inesperada no volume
hidrodiné&mico de proteinas modificadas com CTP é
provavelmente a razdo para a meia-vida estendida no soro
observada e potencializacdo da atividade biolégica das
proteinas modificadas com CTP. O CTP ndo glicosilado
contribui pelo menos 8 (kDa) para o volume hidrodindmico,

enquanto o incremento do peso molecular foi 2,76 (kDa)
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0,103. Curiosamente, o Mw do peptideo CTP ndo glicosilado e
glicosilado como foi medido por MALDI-TOF foi semelhante
entre todas as proteinas. Além disso, o volume
hidrodindmico de proteinas modificadas com peptideo CTP
glicosiladas e ndo glicosiladas como medido pelo SEC-HPLC
foi diferente. Estes achados sugerem gque embora o Mw do
peptideo CTP seja semelhante quando fundido para diferentes
proteinas em posicgdo diferente, o mesmo provoca um aumento
inesperado do volume hidrodindmico de proteinas diferentes,
ao qual estd ligado, como evidenciado pelas medicdes da
coluna SEC.

[0338] Apds descrever modalidades preferenciais da
invencdo tendo como referéncia os desenhos anexos, deve ser
entendido que a invencdo ndo ¢é limitada as modalidades
precisas, e que varias alteracdes e modificagdes podem ser
realizadas por especialistas na técnica sem se afastar do
escopo ou do espirito da invencdo conforme definido nas

reivindicag¢des anexas.
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REIVINDICACOES

1. Método para aumentar incrementalmente o tamanho
hidrodindmico de um polipeptideo recombinante de interesse,
em que o dito polipeptideo recombinante de interesse é um
fator de coagulacdo ativado VIIa (FVIIa), o método sendo

caracterizado pelo fato de que compreende:

(a) uma etapa de fundir recombinantemente trés
unidades de peptideo carbdéxi terminal de gonadotrofina
coridnica (CTP) ao carboxi terminal do dito fator de
coagulacdo VIIa (FVIIa), em qgue nenhum dos CTPs estdao
ligados ao N-terminal;

(b) seguida por uma etapa de expressar o polipeptideo
modificado com CTP recombinante em uma célula hospedeira,
em que a expressdo compreende glicosilar ditas unidades de
CTP;

em que as ditas unidades de CTP glicosiladas aumentam
incrementalmente o tamanho hidrodindmico do FVIIa por um
incremento em cerca de 43-50 kDa por cada das ditas
unidades de CTP glicosiladas.

2. Método, de acordo com a reivindicacéo 1,

caracterizado pelo fato de que a dita glicosilacdo é uma

ligacdo GalNAc a serina (Ser) ou treonina (Thr) na cadeia
de proteina por uma ligacdo o-glicosidica.
3. Método, de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2,

caracterizado pelo fato de que a dita glicosilacd&o é O-

glicosilacdo, preferencialmente glicosilacdo de nucleo 1,
O-fucosilacédo, O-manosilacdo ou O-glicosilacéo.
4. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindicagbes 1 a 3, caracterizado pelo fato de que dita

O-glicosilacdo ¢é seguida pela adicdo de uma a sessenta
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moléculas de galactose, ou em que dita O-glicosilacdo é
seguida pela adicdo de uma a 120 moléculas de acido
sidlico, ou uma combinacdo das mesmas.

5. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindicagcdes 1 a 4, caracterizado pelo fato de que a

sequéncia de aminodcidos de uma a trés das ditas unidades
de CTP é selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NO:1 e
SEQ ID NO:2.

6. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1 a 5, caracterizado pelo fato de gque uma a

trés das ditas unidades de CTP é truncada.
7. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1 a 6, caracterizado pelo fato de que uma a

trés das ditas unidades de CTP é truncada, em que dito CTP
truncado compreende os primeiros 10 aminodcidos da SEQ ID
NO 3 (SSSSKAPPPS) .

8. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindicagbes 1 a 7, caracterizado pelo fato de que uma

das ditas wunidades de CTP ¢é 1ligada ao dito polipeptideo
através de um ligante.
9. Método, de acordo com a reivindicacéo 8,

caracterizado pelo fato de que o dito ligante é uma ligacéao

peptidica.
10. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1 a 9, caracterizado pelo fato de que a

sequéncia de &cidos nucleicos que codifica o polipeptideo
FVIIa compreende a SEQ ID NO: 47.
11. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindicagbes 1 a 9, caracterizado pelo fato de que a

sequéncia de aminodcidos do dito polipeptideo fator de
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coagulacdo VIIa compreende a SEQ ID NO: 45.
12. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1 a 9, caracterizado pelo fato de que a

sequéncia de aminodcidos do dito polipeptideo modificado
com CTP, o gqual compreende trés unidades de peptideo
carbéxi terminal de gonadotrofina coridnica (CTP) ligadas
ao carboxi terminal do dito fator de coagulacdo VIIa
(FVIIa) e nenhum CTP adicionado ao N-terminal, compreende a
SEQ ID NO: 52.

13. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindicagbes 1 a 12, caracterizado pelo fato de que a

célula hospedeira é uma célula de ovario de Hamster chinés

(CHO) .

Peticiio 870220107472, de 21/11/2022, pég. 12/12



1/8

e

P | s 33 L “”' i £ i3 EEErET 3
v B B e

L

o

Sl iiAi i
£

&

3

i
ELEEY

2

s

Peticio 870200114918, de 10/09/2020, pég. 190/199

FIGURA1



0

2/8

ERITITIT

e

s

A

&
SRR

.

i

paenas

13

e snas o e snas

Sitians EEs e

m."mm“nuuuﬁ:. TR Reanea ety

e v

£ 9 % ¥ Z 4

iG30 870200114918, de 10/09/2020, pag. 191/199



3/8

; %%4-

TR,
%

i

WWWW %

Proteinas CTPs nao glicosiladas

L o~ ] - i
i~ — (=]

3.5 -

dl0 @
ap eidoo ewn Jod ope|nojed seAlleu seulalold se

PeticBo 870200114918, de 10/09/2020, pég. 192/199

FIGURA3A



4/8

D %,

i &,

T, o, %,

Proteinas CTPs glicosiladas

% %
dlD @2p eidoo ewn Jod ope|nojeo seAljeu seujajold se %,
wo? opdeiedwod wWa iejnoajow osad ap ojuawalou|

Peticao 870200114918, de 10/09/2020, pég. 193/199

SURA3B

FIC



VEVHNDIA

5/8

¢ oot

- 05T

|N22]OW OYUEBWE] ap OJUaLWIaIoU|

¢ 00Z

SEAlLEU SEU!ElOJd SE Wo2

opdeledwod W Je

st

L pog

sepe|isool|b sd | D seulajold

Petica0 870200114918, de 10/09/2020, pég. 194/199



6/8

Proteinas CTPs glicosiladas

= =
i

= =] =] =] =
e T3] = (] ™~

d.19 ep eidos ewn Jod openojes seajeu seuisjold se
Woo opdesedw oo Wa Jenos|ow OYUBWE] Sp OjuaWaiou|

Peticao 870200114918, de 10/09/2020, pég. 195/199

FIGURA 4B



7/8

VeV DIA

sepe|Isol|b oeu s4 |0 seulajo.id s

SEAJEU SEU]GlOJd Se Wood

oedeiedwod wa Je

|NO2]OW OYUEBLWE] 3 OJUaWaI0oU|

Peti¢&io 870200114918, de 10/09/2020, pag. 196/199



8/8

= %
@
U,

Proteinas CTPs néo glicosiladas

25
20

&,
d19D @p eidoo ewn Jod ope|nojeo seAljeu seujajoid se &
| Woo opdeledlod Wa Jeinoa|oW OYUuBLUE) 9P 0JUaWaIoU]|

Peticao 870200114918, de 10/09/2020, pég. 197/199

FIGURASB



	Folha de Rosto
	Relatório Descritivo
	Reivindicações
	Desenhos

