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(57) Resumo: COMPOSTOS SUPRAVALENTES. A presente
invencdo refere-se a compostos peptidicos supravalentes
apresentando uma eficacia intensificada. Compostos supravalentes
compreendem pelo menos varias unidades peptidicas bivalentes que
se ligam a um receptor-alvo e s&o conectadas a uma grande unidade
veiculo polimérica.
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Relatério Descritivo da Patente de Invengdo para "COMPOS-
TOS SUPRAVALENTES". , '

A presente invencgao refere-se a compostos peptidicos.

Com o desenvolvimento de pesquisa sobre proteinas, um gran-
de nimero 'peptl’deos tendo varias atividades biolégicas e farmacéuticas foi
encontrado. Varios desses peptideos executam suas agbes via a ligagao a
moléculas-alvo como, por exemplo, moléculas receptoras (tais como recep-
tores de citocina). | _

Foi provado que fatores de crescimento hematopoiético (HGFs)
sdo produtos terapéuticos de sucesso clinico; contudo, seu tamanho (15-70
kDa), instabilidade conformacional, suscetibilidade & degradagéo proteolitica,
pobre penetragdo na membrana, antigenicidade, alto custo de produgéo e
farmacocinética desfavorével'pode tornar os mesmos candidatos a férmacd
menos do que ideais. Além disso, a pobre disponibilidade das proteinas nati-
vas requer que elas sejam administradas parenteralmente. E vantajoéo,.por-_
tanto, desenvolver agonistas (e antagonistas) de pequena molécula de re-
ceptores de HGF que sdo eqlipotentes a suas contrapartes polipéptl’dicas,
mas que carecem de algumas das deficiéncias inerentes das gréndes prote-
inas. A identificacdo e exame de peptideos menores que se ligam a e ativam
receptores de citocina também proporciona uma melhor compreensdo de
interag()es ligante-receptor. Essa ihformagéo é usada para projetar miméti-
cos de citocina de pequena molécula oralmente disponiveis de modo racio-
nal. Ativacdo de receptores transmembrana por fatores de crescimento e
citocinas ocorre quando um ligante se liga a um dominio especifico sobre o

receptor, desse modo, induzindo a uma alteragao conformacional e dispa-

rando dimerizacdo ou oligomerizagdo de cadeias de receptor. Quando de

ligagao ao ligante, varios membros de receptores de citocina da classe | for-
mam homodimeros, incluindo o receptor de eritropoietina (EPOR), o receptor
de trombopoietina (TPOR), receptor do fator de estimulagdo de colénia de
granulécito (G-CSFR), receptor do horménio de crescimento (GHR) e recep-
tor de prolactina (PrP). Varios estudos foram reportados que séo dirigidos a

descoberta de detalhes precisos das interfaces de dimerizagdo e o grau ao
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qual os receptores nao ligados existem como dimeros. Os resultados desses
estudos tém mostrado similaridades estruturais e funcionais entre os recep-

tores de citocina da classe |. Estudos também tém mostrado que dimeriza-

 ¢do do receptor apenas, embora necessaria para sinalizagao- intracelular,

nio é suficiente para produzir transducdo de sinal. Receptores recentes
mostraram que pequenas moléculas e peptideos podem se ligar a e ativar
receptores de citocina homodiméricos através de atuagdo como agonistas e
imitando os efeitos das proteinas naturais (veja Laber, E. G. (2004). Small-
Molecule and Peptide Agonists: A Literature Review. Hematopoietic Growth

Factors in Oncology - Basic Smence and Clinical Therapeutics. G. Morstyn,

M. Foote € G J. Lieschke: 65-80). Contudo, sua atividade biolégica é, fre-
quientemente, inferior as moléculas naturais. Conseq('xéntemente, tentativas
s3o feitas para melhorar a atividade biolégica das moléculas miméticas.

Exemplos com sucesso de tais peptideos incluem peptideos de '
ligagdo ao receptor de eritrdpoietina e que imitam a fung¢éo da eritropoietina
e peptideos de ligacéo ao receptor de trombopoietina e que imitam a fungéo
da trombopoietina. ‘ |

O horménio eritropoietina (EPO) é umé glicoproteina constituida
por 165 aminodcidos e tendo quatro sitios de glicosilagdo. Ela estimula a
divisdo mitotica e a diferenciagéd de células precursoras de eritrécitos é, as-
sim, assegura a produgéo de eritrocitos. Uma vez que o uso de EPO ou EPO
recombinante tem varias desvantagens, incluindo reagdes imunogéni-
cas,peptideos sintéticos sdo usados, 0s quais nao compartiham qualquer
homologia de seqiéncia ou relagao estrutural com EPO mas, de qualquer ’
modo, se ligam e interagem como o EPO-R (veja, por exemplo, Wrighton e
outros, '1996). Peptideos sintéticos que imitam a atividade da EPO ("pepti-
deos miméticos de EPQO") s&o, por enquanto, bem-conhecidos no estado da
técnica (veja, por exemplo, WO 96/40772; WO 96/40749; WO 01/38342;
WO 01/091780; WO 2004/101611; WO 2004/100997;, WO 2004/101600; '
WO 2004/1016086). | |

EPO e peptideos miméticos de EPO ativém o receptor de EPO

através de ligagdo dos dominios extracelulares do receptor e presumivel di-
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merizagao de dois monérheros do receptor a um complexo de receptor, des-
se modo, iniciando a transdugéo de sinal (Johnson e outros, 1997). A estru- -
tura de cristal do receptor de EPO ligado ao EMP1 (um peptideo mimetico
de EPO bem-conhecido) revelou a formagdo de um complexo de receptor-
peptideo consistindo em dois peptideos ligados a dois monémeros de recep-
tor. Assim, ndo foi realmente uma surpresa que a combinagao de exatamen-
te dois désses dominios de ligacdo em uma Unica molécula intensificasse a.
atividade consideravelmente, levando ao resultado de que peptideos com
um unico dominio de ligagdo mostrou 0 mesmo padrdo qualitativo de ativi-
dade, enquanto que dois dos dominios de ligagao unidos juntos mostra uma
ED50 muito menor (Dose para Efeito de 50%, uma medida de atividade).
Métodes de-preparo para os respectivos dimeros peptidicos, por

exemplo, de peptideos riméticos de EPO ou TPO s&o também bem-
conhecidos no estado da técnica e oscilam, por exemplo, de dimerizagdo via
PEGuilagdo, pontes de dissulfeto ou cadeias laterais de lisina (veja, por e-
xemplo, WO 96/40772; WO 96/40749; WO 01/38342; WO 01/091780;
WO 2004/101611; WO 2004/100997; ‘WO 2004/101600; WO 2004/101606,
Wfighton e outros, 1997; Johnson e outros, 1997; WO 98/25965). Todos es-
ses métodos combinam peptideos monoméricos via uma estrutura ligante de
forma a obter as moléculas diméricas ou mesmo multiméricas desejadas, as
quais intensificam a formagao do c.omplexo de receptor dimérico ou mesmo
multimérico ativo.

" Um conceito similar para combinagdo de unidades monoméricas
é também conhecido para outras moléculas de ligagéo (veja, por exemplo,
WO 2004/014951). De forma a gerar uma molécula que seja capaz de inte-

ragir com o respectivo complexo de receptor di- ou multimérico, esse pedido

de patente ensina usar uma pequena estrutura de suporte de forma a conec-
tar os dominios de ligagdo do receptor monomérico em uma relagao espacial
que permite a interagdo com os respectivos complexos de receptor (e, por
exemplo, induzir a di- ou trimerizagéo do receptor). .

Contudo, mesmo embora a dimerizagdo (ou mesmo multimeri-

zacdo em caso de um receptor multimérico) das unidades peptidicas mono-
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méricas usualmente melhora a atividade comparado com 0s respectivos
peptideos monoméricos, é desejavel ainda intensificar a atividade. Por e-
xemplo, mesmo oé peptideos miméticos de EPO diméricos ainda sdao muito
menos potentes do que a molécula de EPO com relagao a ativagao dos me-
canismos celulares. '

Também se sabe no estado da técnica acoplar uma ou mais u-
nidades veiculo hidrofilicas (tais como, por exemplo, PEG) a um peptideo.
Descobriu-se que, quando peptideos sd@o derivatizados com um polimero
hidrofilico, sua solubilidade e meia-vida em circulagao sao aumenfadas e
sua imunogenicidade é diminuida (veja, por exemplo, WO 98/25965). Contu-
do, também foi reportado que a fixacdo de tal veiculo hidrofilico pode diminu-

ir-a-atividade biolégica. Um-aumento de atividade biolégica n&o foi reportado.

Varias abordagens foram feitas de forma a aumentar a atividade
dos peptideos, por exemplo, através de variacao da sequéncia de aminoaci- |
do de forma a identificar candidatos mais potentes. Contudo, até agora ne-
nhuma solugéao apropriadé para intensificagdo da atividade de peptideos,
éspecialmente.de peptideos miméticos de EPO ou TPO, é conhecida no es-
tado da técnica. '

Assim, é um objetivo da presente invengao proporcionar com-

postos peptidicos que se ligam a um alvo receptor e tendo uma atividade

aumentada. -

O objetivo é resolvido por um composto que se liga a moléculas-
alvo e compreende:

' i) pélo menos duas unidades peptidicas, em que cada unidade
peptidica compreende pelo menos dois dominios com uma capacidade de
ligacao a0 alvo (e, conseqlientemente, pelo menos duas unidades de ligagao
monoméricas); | | ‘

ii) pelo menos uma unidade veiculo polimériCa;
em que cada uma das referidas unidades peptidicas esta ligada & referida
unidade veiculo polimérica; | |
Surpreendentemeénte, descobriu-se que a combinagao de dois

ou mais peptideos bi- ou multivalentes sobre um suporte polimérico aumenta
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grandemente a eficacia dos peptideos bivalentes (ou mesmo multivalentes)

de se ligar ao respectivo alvo, o qual usualmente é uma molécula receptora-
nao apenas aditivamente, mas mesmo super-aditivamente. Assim, um efeito
sinergistico sobre a eficacia de ligagdo é observado.

'O' termo "bivalente", conforme usado para fins da presente in-
vencdo, é definido como um peptideo compreendendo dois dominios com
uma capacidade de ligagdo a um alvo, o qual € usuaimente um receptor (es-
se termo, assim, sera usado aqui depois). O termo "bivalente" é usado per-
mutavelmente com o termo "dimérico". Conseqiientemente, um peptideo
"multivalente” ou "multimérico" tem vérios dominios de ligagcdo respectivos e,
assim, unidades de ligagao monoméficas E auto-evidente que os termos
"peptidec” e—unidade- peptidica™ "_ndo mcerporam -quaisquer-restricbes com
relagdo ao tamanho e lncorporam oligo- e polipeptideos, bem como protel-
nas. Contudo, é preferido que as unidades peptidicas acopladas a unidade
veiculo tenham um comprimento de cerca de 200 aminoacidos ou menos ou
de cerca de 150 amino&cidos ou menos, mais preferivelmente cerca de 100
aminoacidos ou mesmo 50 aminoacidos e menos.

Compostos compreendendo duas ou mais umdades peptldlcas
bi- ou multivalentes presas a uma unidade veiculo polimérica sao denomina-

dos "supravalentes” no contexto da presente invengao. Essas moléculas su-

pravalentes diferem grandemente das moléculas diméricas ou multimeéricas

conhecidas no estado da técnica. O estado da técnica combina varias uni-
dades peptidicas meramente monoméricas de forma a ‘criar um dimero ou
multimero. Em contraste, as moléculas supraval'entes sdo geradas através

de conexdo de unidades peptidicas ja bivalentes (pelo menos) a uma unida-

de veiculo polimérica, desse modo, criando uma molécula supravalente tra-

zendo véarias unidades peptidicas di- ou multiméricas (exemplos ilustrados

desse conceito sdo fornecidos nas figuras 13 a 15). Desse modo, a atividade
e eficacia globais dos peptideos di- ou multiméricos séo grandemente inten-
sificadas, assim, diminuindo a dose ED50.

Até o momento, as razdes para a maior poténcia das moléculas

supravalentes comparado com as moléculas bi- ou multiméricas conhecidas
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no estado da técnica ndo sédo totalmente compreendidas. Poderia ser em
virtude do fato de que as moléculas diméricas conhecidas no estado da téc-
nica (por exemplo, peptideos miméticos de EPO diméricos) proporcionam
meramente um alvo, respectivamente, uma unidade de ligagdo a receptor
ativa por molécula de com'posto. Assim, apenas um complexo de receptor
(dimérico) ¢ gerado quando de ligag&o do composto dimeérico, desse modo,
induzindo apenas a um processo de transdugdo de sinal na célula. Por eé
xemplo, dois peptideos miméticos de EPO monoméricos sao conectados via
PEG para formar um dimero peptidico, desse modo, facilitando a dimeriza-
cdo dos mondmeros de receptor necessarios para transducdo de sinal
(Johnson e outros, 1997).

Em contraste, os compostos supravalentes de..acordo.com a in-
vengdo compreendem-varias- unidades de ligacao a receptor ja di- ou multi-
méricas. Compostos supravalentes de acordo com a presente invengao, as-
sim, trazem varias unidades}de‘ ligagdo a receptor (bi- ou multivalentes). Ca-
da unidade peptidica di- ou multimérica acoplada ao veiculo representa uma
unidade de ligacao a receptor. Isso podéria permitir a geragao de varios
complexos de receptor sobre a superficie celular por molécula de composto,

~ desse modo, induzindo (ou bloqueando, no caso de um antagonista) varias
transdugbes de sinal e, desse modo, potencializando a atividade das unida-
des peptidicas super-aditivamente. Ligagcdo dos compostos supravalentes

poderia resultar em um agrupamento de complexos de receptor sobre a su-
perficie celular.

As unidades peptidicas de acordo com a invengéo sdo homo- ou
heterogénicas, significando que unidades peptidicas idénticas ou diferentes
sao acdpladas ao veiculo polimérico. O mesmo. se aplica aos dominios de
ligacdo das unidades peptidicas as quais podem ser homo- ou heterogéni-
cas. Dominios de ligagdo homogénicos (monémeros) sdo preferidos no caso
de um receptor-alvo estar ligado, o qual € composto de subunidades de pro-
teina idénticas (tal como, por exemplo, 0 recepfor de EPO homodimérico).
Contudo, a sequéncia de aminoécido dos dominios de ligagdo homogénico

pode ainda variar mesmo embora eles se liguem ao mesmo alvo receptor (e,
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assim, sdo funcionalmente homogénicos). Dominios de ligagdo heterogéni-
cos (mondmeros) sdo preferidos no caso de um receptor-alvo estar ligado, o -
qual é composto de diferentes subunidades de proteina (tais como, por e-
xemplo, receptores de interleucina heterodiméricos). De preferéncia, as uni- -
dades peptidicas bi- ou multivalentes ligadas & unidade veiculo se ligam ao
mesmo alvo receptor. Contudo, elas podem, naturalmente, ainda diferir'
quanto a sua sequéncia de aminoacido. As unidades de ligagdo monomeri-
cas das unidades peptidicas bi- ou multivalentes podem ser lineares ou cicli-
cas. Uma molécula ciclica pode ser, por exemplo, criada através da forma-
cdo de pontes de cisteina intramoleculares.

A unidade veiculo polimériéa compreende pelo menos um poli-
mero-ramificado-linear-ou-dendritico natural-ou-sintético- A unidade veiculo
polimérica é, de preferéncia, solivel em agua e fluidos corporais e, de prefe-‘
rénecia, € um polimero farmaceuticamente aceitavel. Porgcoes poliméricas
soluveis em agua incluem, mas nao estao limitadas a, por exemplo, polial-
quileno glicol derivados do meSmo,_ incluindo PEG, homopolimeros de PEG,
mPEG, homopolimeros de homopolimeros de polipropilenoglicol, copolime-
ros de etileno glicol com propileno glicol, em que os referidos homopolimeros
e copoli’meros sdo nao-substituidos ou substituidos em uma extremidade,
por exemplo, por um grupo acila; poliglicerinas ou acido polisidlico; carboi-
dratos, polissacarideos, celulose e derivados de celulose, incluindo metilce-
julose e carboximetil celulose; amidos (por exemplo, hidroxialquil amido
(HAS), especialmente hidroxietil amido (HES) e dextrinas, derivados dos
mesmos; dextrano e derivados de dextrano, incluindo sulfato de dextrano,

dextrina reticulada e carboximetil dextrina; quitosana (um polissacarideo li-

near), heparina e fragmentos de heparina; alcool polivinilico e polivinil etil

éteres; polivinilpirrolidona; alfa,beta-poli[(2-hidroxietil)-DL-aspartamida; e po-
lidis polioxietilados. Um exemplo de uma unidade veiculo ¢ um polimero ho-
mobifuncional, por exemplo, de polietileno glicol (bis-maleimida, bis-carboxi,
bis-amino, etc.).

A unidade veiculo polimérica a qual esta acoplada as unidades

peptidicas de acordo com-a presente invengdo podem ter uma ampla faixa



10

15

20

25

30

de peso molecular em virtude da diferente natureza dos diferentes polq’merds-
que sdo adequados em conjuntb com a presente invengdo. Assim, nao exis-'
tem restricdes quanto ao tamanho. Contudo, é preferido que o0 peso molecu-:
lar seja de pelo menos 3 kD, de preferéncia pelo menos 10 kD e aproxima-
damente em torno de 20 a 500 kD e, mais_ preferivelmente, em torno de 30 a
150 ou em torno de 60 ou 80 kD. O tamanho da unidade veiculo depende do
polimero escolhido e, assim, pode variar. Por exemplo, especialmente quan-A
do amidos, tal como hidroxietil amido, sdo usados, o peso molecular poderia
ser consideravelmente maior. O peso mole_cular médio poderia, entao, estar
distribuido em torno de 100 a 4.000 kD ou mesmo ser maior. Contudo, é pre-
ferido que o peso molecular da molécula de HES seja cerca de 100 a 300
kD, de preferéncia em torno de 200 kD. O-tamanho-da uhidade veiculo é, de
preferéncia, escolhida de modo que cada unidade peptidica, respectivamen-
te, possa estar otimamente distribuido para ligagao de suas respectivas mo- |
léculas receptoras. | _

De forma a facilitar isso, uma modalidade da presente invengéo
usa uma unidade veiculo compreendendo uma unidade de ramificagédo. De .

" acordo com essa modalidade, os polimeros, como por exemplo, PEG, s&o

presos a uma unidade de ramificagéo, assim, resultando em uma grande
molécula veiculo permitindo a incorporagéo de nufnerosas unidades peptidi-
cas. Exemplos de unidades de ramificagao apropriadaé sao glicerol ou poli-
glicerol. Também, unidades de ramificagdo dendriticas podem ser usadas,
por exemplo, conforme ensinado por Haag 2000, aqui incorporado por refe-
réncia. Também, 0 veiculo de HES pode ser usado em uma forma ramifica-
da. Isso, por exemplo, se ele é obtido em uma alta proporgao a partir de ami-
lopectina.

De preferéncia, apds as unidades peptidicas serem criadas atra-
vés de combinacdo de unidades de ligagdo monoméricas (quer cabeca a
cabeca, cabeca a cauda ou cauda a cauda) as unidades peptidicas da uni-
dade veiculo polimérica é conectada/acoplada as unidades peptidicas. A
unidade veiculo polimérica é conectada a unidades peptidicas via uma liga-
cdo covalente ou ndo-covalente (por exemplo, uma coordenativa). Contudo, -
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0 uso de uma ligagao covalente é preferido.

| A fixacao pode ocorrer, por exemplo, via um aminodcido reativo -
das unidades peptidicas, por exemplo, lisina, cisteina, histidina, arginina,
acido aspartico, acido glutdmico, serina, treonina, tirosina ou um grupo ami-
no N-terminal e o &cido carboxilico C-terminal. No caso do peptideo nao tra-
zer um respectivo aminodcido reativo, tal aminoacido pode ser introduzido
na seqﬂéncia de aminoacido. O acoplamento devera ser escolhido de modo
que a ligagdo ao alvo n&o seja ou seja pelo menos tdo pouco quanto possi-
vel impedida. Dependendo da conformag&o da unidade peptidica, o aminoa-
cido reativo esta no inicio, no final ou dentro da sequéncia peptidica.

No caso da unidade veiculo polimvéri'ca ndo possuir um grupo de
acoplamento apropr-iado, vérias-substancias de acoplamento/ligantes podem
ser usados de forma a modificar apropriadamente o polimero de forma que'
ele possa reagir com pelo menos um grupo reativo sobre a unidade peptidi-
ca para formar o composto supravalente. Grupos quimicos adequados que
podem ser usados para modificar o pbln’mero sdo, por exemplo, como segue:

Grupos de acilagdo os quais reagem com 0S grupos amino da
proteina, por exemplo, grupos anidrido acido, grupos de N—acilirhidazol, gru-
pos azida, grupos N-carbdxi anidrido, grupos diceteno, grupos pirocarbonato
de dialquila, grupos imidoéster e grupos carboxila carbodiimida-ativados.
Todos 0s grupos acima séo conhecidos por reagir com grupos amino sobre
proteinas/peptideos para formar ligagdes covalentes, envolvendo ligacOes
de acila ou similares; ’

grupos de alquilagdo os quais reagem com grupos sulfidrila

(mercapto), tiometila, imidazo ou amido sobre a unidade peptidica, tais como

| grupos halo-carboxila, grupos maleimida, grupos vinila ativados, grupos eti-

lenoimina, grupos haleto .de arila, grupos brometo de 2-hidréxi-5-benzila; e
grupos aldeido alifatico e cetona junto com agentes de redugao, que reagem
como o grupo amino do peptideo; | , ’
grupos de formac;éo de éster e amida 0s quais reagem com um
grupo carboxila do peptideo, tais como grupos diazocarboxilato e grupos

carbodiimida e amina juntos;
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grupos de formagdo de dissulfeto os quais reagem com 0s- gru-
pos sulfidrila sobre a proteina, tais como gQrupos 5,5'-ditiobis (2-.
nitrobenzoato), dissulfetos de orto-piridila e grupos alquilmercaptano (os
quais reagem com os grupos sulfidrila do peptideo na presenca de agentes
de oxidacao, tal como iodo);

grupos dicarbonila, tais como grupos ciclohexandiona e outros
grupos 1,2-dicetona os quais reagem com as porcoes guanidina da protel'na;.

grupos diazo, os quais reagem com grupos fendlicos sobre o
peptideo; | '

grupos reativos a partir da reagdo de brometo de cianogénios
com o polissacarideo, 0s quais reagem com grupos amino sobre a proteina.

Assim,em-resumo, o composto de acordo cémma invengéo, pode
ser feito - opcionalmente - primeiro através de modificacao do veiculo poli-
mérico quimicamente para produzir um veiculo polimérico tendo pelo menos |
um grupo quimico sobre 0 mesmo o qual é capaz de reagir com um grupo
quimico disponivel ou introduzido sobre a unidade peptl'dica e, entdo, reacéao
junto do polimero - opcionalmente - modifiéado e da unidade peptidica para

" formar um complexo covalentemente ligado do mesmo utilizando o grupo

quimico do polimero modificado - se necessario.
No caso de acoplamento ocorrer via um grupo SH livre do pepti-

deo, o uso de um grupo maleimida no polimero é preferido.

De forma a gerar uma molécula definida, é preferido usar uma
abordagem objetivada para fixagdo das unidades peptidicas a unidade vei-
culo polimérica. No caso de nenhum aminoacido apropriado estar presente
no sitio de fixagéo desejado, aminodacidos apropriados deverao ser incorpo-
rados na unidade peptidica. Para fixagdo de polimero sitio-especifica, um
Gnico grupo reativo, por exemplo, um aminoacido especifico no final da uni-
dade peptidica ¢ preferido, de forma a evitar reagoes de acoplamento des-
controladas através do peptideo, levando a uma mistura heterog_énea com-
preendendo uma populagéb de varias moléculas 'polim_éricas diferentes.

O acoplamento das unidades peptidicas a unidade veiculo poli-

mérica, por exemplo, PEG ou HES, é realizada usando reagdes principal-
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mente conhecidas por aqueles versados na técnica. Por exemplo, ha uma
série de métodos de fixacdo de PEG e HES disponiveis por aqueles versa-
dos na técnica (veja, por exemplo, WO 2004/100997 que proporciona outras
referencias, Roberts e outros, 2002; US 4.064.118; EP 1 398 322; EP 1 398
327; EP 1 398 328; WO 2004/024761; todos incorporados aqui por referén-
cia). ' ' |

E importante compreender que o conceito de supravaléncia des-
crito équi é diferente do conceito conhecido de PEGuilagao ou HESilagao.
No estado de técnica, por exemplo, PEGuilagdo é usado apenas de form.a a
produzir dimeros peptidicos ou de forma a ‘melhorar. pardmetros farmacoci-

néticos através de fixagdo de uma ou mais unidades de PEG a um peptideo.

—Contudo;—conforme-esbogado- acima; a-fixagdo-de-duas-ou-mais unidades

peptidicas pelo menos bivalentes, por exemplo, a HES como uma unidade
veiculo polimérica, também'intensifica grandemente a eficacia (assim, dimi-
nuindo a dose EC50). O conceito da presente invengao, assim, tem fortes
efeitos sobre os}parémetros farma_codinémicos e nao apenas sobre os pa-
rametros farmacocinéticos, conforme é o caso com os conceitos de PEGui-
lagao ou HESilagédo conhecidos no estado da técnica. Contudo, naturalmen-
te, a inCorporagéo, por exemplo, de.PEG ou HES como unidade veiculo po-
limérica também tem as vantagens conhecidas com relagao a farmacocinéti-
”ca_.

| PEGuilagdo é usualmente compreendida como melhorando as
propriedades biofarmacéuticas dos peptideos. As alteragdes mais relevantes
da molécula de proteina apds conjugagao a PEG sdo ampliacdo do tama-
nho, superficie de proteina e disfarce da fungéo de glicosilat;éo, modificagdo

de carga e prote¢do de epitopo. Em particular, ampliagao de tamanho dimi-

nui a ultrafiltragdo renal e promove o acumulo em tecidos permeaveis atra-
vés de intensificagdo do mecanismo de permeag&o e retengdo passivo. Pro-
tecao de proteina reduz a proteolise é reconhecimento pelo sistema imune,
os quais sdo vias importantes de eliminagao. O efeito especifico de PEGui-
lacdo sobre as propriedades fisico-quimicas e biolégicas da proteina sao

rigorosamente determinados pelas propriedades da proteina e polimero,
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bem como a estratégia de PEGuilagao adotada.

Contudo, o uso de PEG ou outros polimeros nao biodegradéveié
poderia levar a novos problemas.

Durante aplicagdes in vivo, intervalos de dosagem em um ambi-
ente clinico sdo disparados pela perda de efeito do farmaco. Dosagens de
rotina e intervalos de dosagem sdo adaptados de modo que o efeito nao é
perdido durante os intervalos de dosagem. Em virtude do fato de que 0s
peptideos presos a uma grande unidade polimérica ndo biodegradével (por
exemplo, uma por¢do PEG) podem ser degradados mais rapido do que a
molécula de suporte pode ser eliminada do corpo, um risco de acumulo da
unidade veiculo pode surgir. Tal risco de acumulo sempre ocorre, uma vez
que o tempo-de-meia-vida para efeito é menor do que o tempo-de meia-vida
para eliminagao do farmaco em si ou seus componentes/metabdlitos. Assim,
acumulo da molécula veiculo devera ser evitado, especialmente em trata- |
mentos a IQngo prazo, porque os peptideos sdo usualmente PEGuilados
com porgdes PEG muito grandes (~20-40kD) as quais, assim, mostram uma
lenta eliminacdo renal. A porgéo peptidica em si sofre degradagao enzimati-

" ca e mesmo clivagem parcial poderia ser suficiente para desativar o pepti-

deo.
De forma a encontrar uma solugdo para esse problema potenci-

al, uma modalidade da presente invengao ensina o uso de uma unidade vei-

culo polimérica que é composta de pelo menos duas subunidades. As subu-
nidades poliméricas sdo conectadas via estruturas ligantes covalentes bio-
degradaveis. De acordo com essa modalidade, 0 peso molecular da grande
molécula veiculo (por exemplo, 40 kD) é criado por varias subunidades pe-
quenasAoude tamanho intermediario (por exemplo, cada subunidade tendo
um peso molecular de 5 a 10 kD), que sdo conectadas via ligantes biodegra-
daveis. Os pesos moleculares das subunidades modulares adicionados des-
sa forma geram o peso molecular desejado da molécula veiculo. Contudo,
as estruturas ligantes biodegradéveis podem ser rompidas no corpo, desse
modo, liberando as subunidades veiculo menores (por exemplo, 5 a 10 kD).

As pequenas subunidades veiculo mostram uma eliminagéo renal melhor do



10

15

20

25

30

13

que uma molécula polimérica tendo-um peso molecular global (por exemplo,
40 kD). Um exemplo ilustrativo € fornecido na figura 6. '

As estruturas ligantes sdo selecionadas de acordo com proprie-
dades de degradacdo conhecidas e escalas de tempo de degradacdo em
fluidos corporais. As estruturas passiveis de ruptura podem, por exemplo,
conter grupos clivaveis tais como derivados de é&cido carboxilico, como liga-
coes de amida/peptideo ou ésteres os quais podem ser clivados através de
hidrélise (veja, por exemplo, Roberts, 2002, aqui incorporado por referéncia).
PEG succinimidil ésteres também podem ser sintetizados. com varias liga-
coes de éster na parte principal de VPEG para controlar a taxa de degradagao
em pH fisiolégico (Zhao, 1997, aqui iriCorporado por reféréncia). Outras es-
truturas passiveis- de-ruptura, tais como-dissulfetos de benzil_uretanos, po-
dem ser clivadas sob ambientes de redugdo suave, tais como em compartiQ
mentos endossémicos de uma célula (Zalipsky, 1999) e séo, assim, também
adequadas. Outros critérios para selegdo de ligantes apropriados séb a se-
legdo de degradagdo rapida '(freqdentemente enzimatica) ou degradagao
lenta (freqiientemente decomposigdo ndo enzimatica). Combinacgéo desses
dois mecanismos em fluidos corporais também é possivel. Esié claro que
esse conceito altamente vantajoso nédo esta limitado as unidades peptidicas
especificas descritas ou mencionadas aqui, mas'também se aplica a outras
moléculas farmacéuticas que sao presas a unidades poliméricas maiores,
tais como moléculas de PEG, em que os mesmos problemas de acumulo
surgem.

De acordo com uma modalidade, hidroxialquil amido e, de prefe-

réncia HES, é usado como unidade veiculo polimérica. HES tem diversas

~ vantagens importantes. Primeiro de tudo, o HES é biodegradavel. Além dis-

so, a biodegradabilidade do HES pode ser controlada via a proporgao de
grupos hidroxietila e, assim, pode ser influenciada. Um grau molar de substi-
tuicio de 0,4-0,8 (em média 40-80% das unidades de glicose contém um
grupo hidroxietila) é bem adequado para fins da presente invengao. Em vir-
tude da biodegradabilidade, problemas de acumulo descritos acima em con-

junto com PEG usualmente ndo ocorrem. Além disso, o HES tem sido usado
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durante muito tempo em tratamento médico, por exemplo, na forma de um

~expansor plasmatico. Seu carater indcuo é, assim, aprovado.

Além disso, derivados de produtos da hidrélise de HES sao de-
tectaveis através de cromatografia gasosa. Conjugados de HES-peptideo
podem ser hidrolisados sob condi¢bes sob as quais as unidades peptidicas
ainda séo estaveis. Isso permite a quantificagdo e monitoramento dos produ-
tos da degradagdo e permite avaliagdes e padronizagdes dos peptideos ati-
VOS.

De acordo com uma outra modalidade, um primeiro tipo de uni-
dade veiculo polimérica € usado e carregado com unidades peptidicas. Esse
primeiro veiculo é, de preferéncia, facilmente biodegradavel assim como, por
exemplo;-HES. Contude;-nem todos os pontos de fixagéb-do-primeiro veiculo
sdo ocupados com unidades peptidicas, mas apenas, por exemplo, em tormo
de 20 a 50%. Dependendo do tamanho do polimero usado, varias centenas :
de unidades peptidicas podem ser acoplados a molécula veiculo. Contudo,
dependendo do peptideo usado, usualmente menos unidades peptidicas (2
a50,2a20,2a100u3ab)sao acdpladaé. O resto (ou pelo menos alguns)

~ dos pontos de fixagéo restantes sdo ocupados com um veiculo diferente, por

exemplo, pequenas unidades de PEG tendo um peso molecular menor do
que o primeiro veiculo. Essa modalidade tem a vantagem de que uma com-
posicdo supravalente é criada em virtude do primeiro veiculo o qual é, con-
tudo, muito durével em virtude da presenga do segundo veiculo, o qual é
constituido, de preferéncia, de unidades de PEG de 3 a 5 ou 10 kD. Contu-
do, a entidade toda é muito bem degradavel, uma vez que o primeiro veiculo
(por exemplo, HES) e as unidades peptidicas sdo biodegradaveis e o se-
gundo veiculo, por exemplo, PEG, é pequeno o bastante para ser faciimente
eliminado do corpo. | _

Os mondémeros que constituem os dominios de ligagdo das uni-
dades peptidicas reconhecem um sitio de ligagéo de um alvo. O termo do-
minio de ligagcao se refere & pakte de ligacao do peptideo monomerico que
esta envolvido na ligagdo ao alvo. Dependendo do peptideo, o dominio de

ligagdo pode ser composto de diferentes motivos estruturais do peptideo
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(por exemplo, beta-folhas, alfa-hélices, beta giros) qu,e. definem o dominio de

ligagdo na conformag&o tridimensional do peptideo.

De acordo com uma modalidade, a unidade peptidica se liga a
um receptor transmembrana. Ativagao de receptores transmembrana por
fatores de érescimento'ev citocinas geralmente ocorre quando um ligante se
liga a um dominio especifico sobre o receptor, desse modo, induzindo a uma
alteragdo conformacional e/ou disparando a dimerizagao ou oligomerizacéao
de cadeias de receptor. Quando de ligagéo ao ligante, varios membros de
receptores de citocina da classe | formam homodimeros, incluindo o receptor
de eritropoietina (EPOR), o receptor de trombopoietina (TPOR), receptor de
fator de estimulagdo de coldnia de gr"anuléc}ito (G-CSFR), receptor de hor-

-ménio de-erescimento(GHR) e receptor -de-prolactina (PrR). Esses recepto-

res de citocina da classe | mostram similaridades estruturais e funcionais uns
com os outros. De acordo com uma modalidade, as unidades peptidicas sao
escolhidas de modo que elas se ligam a esses receptores de citocina da
classe I. '

Conforme esbogado, um receptor homodimérico é qualquer pro-
teina-alvo bioldgica sendo composta de duas subunidades de pfoteina idén-
ticas ndo covalentemente associadas. Tais receptores usualmente sao ape-
nas funcionais se ambas as subunidades estéo associadas na forma homo-
dimérica. A ultima propriedade de ser um receptor homodimeérico diferencia o
receptor de EPO e, por exemplo, o receptor de TPO relacionado de muitos
outros receptores de citocina. Na maioria dos casos de receptores de citoci-
na, o receptor é um heterodimero (muitos receptores de interleucina) ou
mesmo um heterotrimero (por exemplo, IL-2). |

As unidades peptidicas de acordo com a invengdo, compreen-
dendo pelb menos dois dominios de ligagdo monoméricos se ligam a seu
alvo e, de preferéncia, sdo capazes de dimultimerizar respecti\)amente o alvo
e/ou estabiliza-lo, conseqlientemente, desse modo, criando uma transdugdo
de sinal que induz ao complexo. As unidades peptidicas tém, de preferéncia,
uma molécula-alvo heterodimérica a qual é, de preferéncia, um receptor de

citocina (veja acima).
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Conforme esbogado acima, as unidades peptidicas para criagao

" das moléculas supravalentes se ligam ao receptor-alvo. De acordo com uma

modalidade, as unidades peptidicas atuam como agonistas de receptor. O

~ termo agonista se refere a um peptideo biologicamente ativo o qual se liga a

seu receptor biologicamenté ativo cohplementar (alvo) e ativa o ultimo para
causar uma resposta biolégica no receptor ou intensificar a atividade biolégi-
ca pré-existente do receptor (alvo). De acordo com uma modalidade diferen-
te, a unidade peptidica atua como um antagonista de receptor. Um antago-
nista também se liga a seu receptor biologicamente ativo complementar (al-
vo). Contudo, um antagonista nao induz ou intensifica a atividade bioldgica
do receptor (alvo).

Vérios-métodos-sdo-conhecidos no-estado_d'a.técnica para dime-
rizacdo ou multimerizagdo de unidades peptidicas monoméricas. Esses mé-
todos podem ser usados para criacdo das unidades peptidicas de acordo
com a invengao. As solugdes que prevalecem seguindo a abordagem de
dimerizacdo sao caracterizadas por:

a) o fato de que os domihios de ligagdo sdo primeiro sintetizados
separadamente como peptideos monovalentes ou Monomeéricos, 0s quais

podem ser modificados, por exemplo, através de fixacao de grupos reativos

“no preparo para a etapa b,

b) em uma segunda etapa de reagéo, dois - na maioria dos ca-

sos idénticos - dominios de ligacdo sdo unidos juntos em uma reagdo de

dimerizagdo distinta, a qual também pode incluir moléculas ligantes usual-
mente sendo ihterpdstas entre os dois dominios dimerizados.

Tais dimeros sdo exemplos de peptideos bivalentes (diméricos)
e exibem essencialmente as mesmas fungdes biolégicas que os mondme-
ros, mas mostram atividade bioldgica intensificada em virtude de uma melhor
interacdo com o receptor. ’ | ' 7

Varias técnicas sdo conhecidas por aqueles versados_'na técnica
para dimerizar ou oligomefizar os mondmeros 0s quais podem também ser
aplicados de acordo com os ensinamentos da presente invengdo. Monome-

ros podem ser dimerizados, por exemplo, através de fixacdo covalente a um
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ligante. Um ligante é uma molécula de uniao.que cria uma ligagao covalente
entre as unidades polipeptidicas da presente invengdo. As unidades polipep--

tidicas podem ser combinadas via um ligante de uma forma tal que a ligacao

| do receptor de EPO é aperfeicoada (Johnson e outros. 1997; Wrighton e ou-

tros. 1997).'Além disso, é mencionada a multimerizagao de peptideos biotini-
lados monoméricos através de interagdo nao covalente com uma molécula
veiculo de proteina descrita por Wrighton e outros (Wrighton, 1997). Tam-
bém é possivel usar um sistema de biotina/estreptavidina, isto é, biotinilacao
do C-término dos peptideos e uma subsequente incubacao dos peptl'déos
biotinilados com estreptavidina. Alternativamente-, é sabido obter dimeriza-
¢do através de formagao de uma estrufura de dicetopiperazina. Esse método
conhecido- por-agueles- versados-na- técnica-é-descrito em detalhes, por e-
xemplo, em Cavelier e outros (em: Peptides: The wave of the Future; Michal
Lebl and Richard A. Houghten (eds); American Peptide Society, 2001). A
descrigdo desses documentos com relagéo a dimerizagao € uma muvltimeri-_
zagdo ndo covalente é incorporada équi por referéncia. Outra forma alterna-
tiva de obter dimeros peptidicos conhecida da técnica anterior & usar deriva-
dos de éacido dicarboxilico ativados bifuncionais como precursdres reativos
das ultimas porcbes ligantes, os quais reagem com Qrupos amino N-
terminais, desse modo, formando 0 peptideo dimérico final (Johnson e ou-

” tros, 1997). Mondmeros também podem ser dimerizados atraves de fixagcao

covalente a um ligante. De preferéncia, o ligante compreende NH-R-NH, em
que R é um alquileno inferior substituido por um grupo funcional, tal como
um grupo carboxila ou grupo amino que permite ligacdo a outra porgao mo-
lecular. O ligante poderia conter um residuo de lisina ou amida de lisina.

" Também, PEG pode ser usada como um ligante. O ligante pode ser uma

molécula contendo dois acidos carboxilicos e opcionalmente substituido em
um ou mais atomos por um grupo funcional, tal como uma amida, capaz de
ser ligado a uma ou mais moléculas de PEG. Uma descrigao detalhada de
possiveis etapas para oligdmerizagéo e dimerizagéb_de peptideos com uma
porgao de ligagdo é também fornecida no WO 2004/101606.

Embora sejam suficientemente funcionais e, assim, utilizaveis de



10

15

20

25

30

18

acordo com os ensinamentos da presente invencéo, as abordagens da téc-

" nica anterior de sintese de moléculas diméricas poderiam ter algumas des-

vantagens para alguns peptideos.

Uma deficiéncia potencial poderia ser percebida pelo fato de que
os mondmeros a serem cohect_ados tém primeiro de ser sintetizados separa-
damente. Em virtude do emparelhamento estocastico de peptideos monomé-
ricos durante a reagdo de dimerizagdo é, em particular, dificil obter (seletivé
e intencionalmente) peptideos bivalentes heterodiméricos com essa aborda-
gem. Pelo menos, isso levaria a maiores perdas no rendimento de um hete-
rodimero especial desejado. Peptidéos bivalentes abrigando dois ou mais
dominios de ligagao monomeéricos ligeiramente diferentes sdo muito deseja-
veis, uma vez que;-em-virtude de-sua natureza-heterodimérica,-interagdes
especiais -entre os dois dominios, 0s quais sao capazes de estabilizar sua
interacdo no peptideo bivalente final, podem ser introduzidas enquanto se
mantém ou mesmo aumenta a ligagdo ao receptor homodimérico. Contudo,
em virtude das altas perdas no rendimento associadas &s "reagbes de dime-
rizagdo estocastica” da técnica anterior, uéualmente essa nao é uma abor-
dagem economicamente atraente.

Aplicacdo das abordagens da técnica anterior para dimerizag&o -

“mesmo embora tecnicamente adequadas - assim, tem algumas desvanta-

gens econdmicas para proporcionar esses peptideos com dominios de liga-

¢do heterogéneos, conforme descrito. Assim, de preferéncia, uma estratégia

mais eficiente é usar para obter unidades peptidicas bivalentes altamente

ativas, as quais poderiam mesmo conter dominios de ligacdo heterogéneos.
O conceito central desse método de dimerizagao é abster-se de

sintetizar os peptideos monomeéricos que formam parte do peptideo bivalen-

te em reagdes distintas antes de dimerizaga@o ou multimerizagdo, mas sinte-
tizar a unidade peptidica final tendo pelo menos dois dominios de ligagdo em
uma etapa como um unico peptideo; por exemplo, em uma Unica reagdo em
fase solida. Assim,  uma étapa_ de dimerizagéo' ou multimerizagao distinta,
conforme ensinado pelo estado da téchica, ndo é mais necessaria. Esse as-

pecto proporciona uma grande vantagem, isto é, o controle completo e inde-
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pendente de cada posicao de sequéncia na unidade peptidica final. O méto-
do permite abrigar facilmente pelo menos dois dominios de ligagao receptor- -
especificos diferentes em uma unidade peptidica em virtude de controle in-
dependente sobre cada posicéo de seqiéncia.

De acordo com essa modalidade, a sequiéncia do peptideo final
entre os dominios de ligagdo (o qual é a "regiao ligante") € composta de a-
minoacidos apenas, assim, levando a uma Unica unidade peptidica continua. .
Em uma modalidade preferida da invencé&o, o ligante € composto de amino-

acidos naturais ou ndo-naturais os quais permitem uma alta flexibilidade con-

formacional. A esse respeito, pode ser vantajoso usar residuos de glicina

como aminoécidos de ligagdo, os quais sdo conhecidos por sua alta flexibili-

dade-em termos-de-torgdes—Contudo; também-eutros amineacidos, tais co-

mo alanina ou beta-alanina, ou uma mistura dos mesmos, podem ser usa-
dos. O numero e escolha dos aminoécidos usados dependem dos respecti-
vos fatores estéricos. Essa modalidade permite o design padronizado de um_
ligante apropriado através de modelamento molecular de forma a evitar dis-
torg:ées da conformagao bioativa e, assim, permite combinagéo perfeita com
as unidades do receptor. Um ligante composto de 3 a 5 aminoacidos € espe-
cialmente preferido.

E notavel que o Iiganter entre os dominios de ligagao funcionais

| (também referidos como unidades monoméricas) das unidades peptidicas

possa ser uma parte distinta do peptideo ou possa ser composto - totalmen-
te ou em parte - de aminoacidos os quais s&o parte dos dominios de ligacao
monoméricos. Assim, o termo "ligante" é antes funcional do que estrutural-
mente definido, uma vez que um aminoacido poderia formar parte da unida-

de ligante, bem como das subunidades de ligagao monomericas.

‘ Uma vez que. - conforme mencionado acima - durante a sintese
do peptideo bivalente cada posi¢ao de sequéncia dentro do peptideo final
esta sob o controle e, assim, pode ser precisamente determinada, € possivel
padronizar ou fazer configuracdes nas unidades peptidicas ou regides espe-
cificas ou dominios das mesmas, incluindo o ligante. Isso € de vantagem

especifica, uma vez que permite a criagéo de sitios de fixagao especificos
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para o polimero e evita a distor¢éo da conformagdo bioativa de unidades
peptidicas em virtude de interacdes intramoleculares desfavoraveis. O risco
de distorgdes pode ser avaliado antes de sintese através de modelamento

“molecular. Isso se aplica especialmente ao design do ligante entre os domi-

nios MONOMEricos. |
Os peptideos bivalentes/muiltivalentes continuos de acordo com
a invencao mostram atividade muito  maior do que 0s peptideos monomériQ
cos correspondentes e, assim, confirmam a observagéo conhecida de outros
peptideos diméricos de que um aumento de eficacia esta associado aos
conceitos de peptideo bivalente. i
De acordo com uma modalidade preferida, todas as unidades

peptidicas (em que cada-unidade-peptidica é-considerada-.como uma unida-

- de de ligacdo a receptor) se ligam ao mesmo receptor-alvo. Contudo, elas

podem ser heterogéneas, assim, diferindo quanto a sua sequléncia de ami-
noacido. | _ |

De acordo com uma modalidade preferida, as referidas unidades
peptidicas se ligam ao receptor de EPO, desse modo, dimerizando o com-
plexo do 'receptor»de EPO. De preferéncia, elas induzem a transdugao de
sinal e sdo, assim, agonistas do receptor de EPO. As unidades peptidicas,
respectivamente, os dominios de Iigagéo monomé&ricos que criam as unida-
des peptidicas, podem ser selecionados do grupo de peptideos miméticos
de EPO. Peptideos miméticos de EPO apropriados sao bem-conhecidos no
estado da técnica e podem ser usados com relagéo a presente invengao (por
favor refira-se, por exemplo, ao WO.96/40772; WO 96/40749; WO 01/38342;
WO 01/091780; WO 2004/101611; ‘WO 2004/100997; WO 2004/101600;
WO 2004/1016086).

Outras unidades peptidicas mimeticas de EPO adequadas que
podem ser usadas de acordo com a presente invengéoéompreendem domi-
nios de ligagdo de pelo menos 10 aminoéacidos de comprimento que se ligam
ao receptor de EPO. Elas,‘de preferéncia, ndo compreendem prolina na po-
sicdo comumente referida como posicéo 10 do peptideo mimético de EPO
(para a numeragao, por favor refira-se a Wrighton e outros, 1996 e Johnson,
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1998), mas um aminodacido positivamente carregad.o. Esses peptideos mi-
méticos de EPO trazem um motivo de aminoacido caracteristico para uma -
estrutura de beta-giro (Wrighton e outros), em que o dominio de ligacdo da
unidade peptidica de acordo com essa modalidade nao compreende uma
prolina no referido motivo de beta-giro na posigdo 10, mas um aminodacido
positivamente carregado, de preferéncia K ou R. Também, outros aminoaci-
dos bésicos, especialmente aminodacidos ndo-naturais; tal como homoargini- .
na, poderiam ser usados. As posigbes 9 e 10 do dominio de ligagao do mi-
mético de EPO podem ser ocupadas por acido 5-aminolevulinico (5-Als). O
dominio do peptideo também pode trazer R na posigao 17.

De acordo com uma modéiidade, pélo menoé um dos dominios

-de-ligagdo-ao- receptor de EPO-das: unidades peptidicas-compreende a se-

guinte sequéncia de amino&cidos: _
7 XeX7XXoX10X11X12X13X14X15 |

em que cada aminoacido é selecionado de aminoacidos naturais ou néo-
naturais e - |

Xs é C, A, E, acido a-amino-y-bromobutirico ou homocisteina
(hoc); | |

X7éR,H,L,WouYousS;

Xg € M, F, I, homo-serinmetiléter (hsm) ou norisoleucina;

Xo é G ou uma troca conservativa de G;

X0 € uma troca ndo-conservativa de prolina;

ou Xg € X10 S&0 substituidos por um Unico aminoacido;,

X141 é independentemente selecionado de qualquer aminoacido;

X2 € T ou A; '

Xi3éW, 1-nal, 2-nal, Aou F;

X14éD,E, I, LouV;

X5 é C, A, K, acido a-amino-y-bromobutirico ou homocisteina
(hoc) | |

contanto que Xg ou X15 seja C ou hoc.

O comprimento de um dominio de ligacdo da referida unidade

peptidica esta, de preferéncia, entre dez a quarenta ou 50 a 60 aminoécidos.
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Em modalidades preferidas, o peptideo de consenso representa um compri-

“mento de pelo menos 10, 15, 18 ou 20 aminoé&cidos. Naturalmente, eles po-

dem ser incrustados, respectivamente, compreendidos de seqléncias mais
longas. As sequéncias de peptideo monomérico descritas podem ser perce-
bidas como dominios de ligagdo para o receptor de EPO. Como peptideos
miméticos de EPO, eles sdo capazes de ligagao a e ativagao do receptor de
EPO. |

* Foi muito surpreendente que esses peptideos exibissem ativida-
des miméticas de EPO embora uma ou - de acordo com algumas modalida-
des - mesmo ambas as prolinas pudessem ser substituidas por outros ami-
noacidos naturais ou ndo-naturais. Na verdade, os peptideos de acordo com
-a-invengao-tém-uma atividade-comparavel- com—aq-ue-la—de peptideos conten-
do prolina. Contudo, € notavel qUé os aminoacidos que substituem residuos
de prolina ndo representem uma troca conservativa, mas antes, uma troca |
ndo-conservativa. De preferéncia, um aminoacido _positivamente carregado,
tal como aminoéacidos basicos, tais como K, R e H e especialmente K, é u-
sado para substituigdo. O aminoacido ndo-conservativo usado para substitu-
icdo também pode ser um aminoacido nao-natural e é, de preferéncia, um
com uma cadeia lateral positivamente carregada. Também compreendido

'sd0 os respectivos analogos dos aminoacidos mencionados. Um exemplo

adequado de um aminodcido ndo-natural € homoarginina. De acordo com

uma modalidade, o peptideo traz um aminoacido positivamente carregado
na posicdo 10, exceto quanto ao aminoacido natural arginina. De acordo
com essa modalidade, a prolina 10 é, assim, substituida por um aminoacido
selecionado de K, H ou um aminoacido positivamente carregado nao-natural,
tal como, por exemplo, homoarginina. E preferido que os peptideos repre-
sentem uma lisina ou homoarginina na posigdo 10. Conforme descrito acima,
também a prolina na posicao 17 poderia ser substituida por um aminoécido
nio-conservativo. A esse respeito, também é preferido que o referido ami-
noacido nao-conservativo ‘seja um com uma cadeia lateral positivamente
carregada, tal como K, R, H ou um respectivo aminoacido nao-natural, tal

como, por exemplo, homoarginina. De acordo com uma sub-modalidade
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dessa modalidade, o peptideo traz um aminoacido positivamente carregado

na posigdo 17, exceto quanto ao aminoacido natural arginina. De acordo-
com essa modalidade, a prolina 17 &, assim, substituida por um aminoacido
selecionado de K, H ou um aminoécido positivamente carregado ndo-natural,
tal como ho.moarginina. Ev preferido que os peptideos representem uma lisina
ou homoarginina na posi¢ao 17.

O dominio de ligagdo ao EPO-R pode, além disso, compreender.

uma séqUéncia dos seguintes aminoacidos:

XeX7XgXoX10X11X12X13X14X15
em que cada aminodcido é indicado através de abreviagao pela letra padréo
e: |

X6 C;

X;éR, H, LouW;

Xe &M, Foul;

Xo é G ou uma troca conservativa de G;

X10 € uma troca né‘o-conservativ_a de proling; 4

X11 € independentemente selecionado de qualquer a_minoécido;

Xi2€T; '

XizeW;

Xisa€é€D,E, |,LouV,

X5 é C. |

Além disso, X7 pode ser serina, Xg pode ser hsm ou norisoleuci-
na e Xy3 também pode ser 1-nal, 2-nal, A ou F. O comprimento do peptideo
de consenso esta, de preferéncia, entre dez a quarenta ou cinqlienta ou
sessenta aminoacidos. Em modalidades preferidas, o peptideo de consenso
compreende pelo menos 10, 15, 18 ou 20 aminoacidos.

Outros peptideos miméticos de EPO que podem ser usados de
forma a criar as unidades peptidicas de acordo com a presente invengao sao
definidos pelas seguintes sequéncias peptidicas de consenso: |

Um peptideo capaz de ligagdo ao receptor de EPO selecionado
do grupo consistindo em:

- péptl’deos compreendendo a seguinte seqiéncia de consenso
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de aminoacidos:
XeX7XXoX10X11X12X13X14X15 ,
em que cada aminoacido é selecionado de um aminoacido natural ou nao-

 natural e:

Xs € um aminoacido com uma cadeia lateral funcionaimente ca-
paz de formagdo de uma ligagdo covalente ou A ou acido a-amino-y-
bromobutirico; | |

X7éR,H, LW, YousS;

Xg € M, F, |, homo-serinametiléter ou norisoleucina;

Xg é G ou uma troca conservativa de G;

X10 € uma troca nao-conservativa de prolina (ou, de acordo com
_putra-modalidade, prolina-ou-uma-troca conservativa de--pro.l-i-na-);—. .

ou Xg e X1o s80 substituidos por um Unico aminoacido;

X311 é selecionado de qualquer aminoacido;

X1z é um aminoécido polar ndo carregado ou A;

X13é W, 1-nal, 2-nal, A ou F; |

X14éD,E I, LouV;

X45 € um aminoacido com uma cadeia lateral funcionalmente
capaz de formagdo de uma ligagdo covalente ou A ou acido a-amino-y-
bromobutirico; e

- fragmentos funcionalmente equivalentes, .derivados e variantes
'dos peptideos definidos pela seqiiéncia de consenso acima, que represen-
tam uma atividade mimética de EPO e tém um aminodcido na posigao Xio
que constitui uma troca nao-conservativa de prolina (ou, de acordo com ou-
tra modalidade, prolina ou uma troca conservativa de prolina) ou em que Xg
e X40 S80 substituidos por um Unico aminoacido. '

De acordo com a sequéncia de consenso da primeira modalida-
de, Xe € X15 representam aminoacidos com uma cadeia lateral funcionalmeh-
te capaz de formagdo de uma ligagdo covalente. Esses aminoé_Cidos séo,
assim, capazes de formagéo de uma unidade de ligagao em ponte. De acor-
do com uma modalidade, os aminoacidos na posi¢do Xe e Xi5 sao escolhi-

dos de modo que eles sejam capazes de formagao de uma ligagao em ponte
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intramolecular dentro do peptideo através de formagéo de uma ligagao cova-
lente entre os mesmos. Formacdo de uma ligagdo em ponte intramolecular -
pode levar a ciclizagdo do peptideo. Exemplos de unidades de ligagdo em
ponte adequadas sdo a ligagdo em ponte de dissulfeto e a ligacao em ponte
de disselenida. Exempioé adequados de aminodcidos representando tais
funcionalidades de formagéo de ligagao em ponte em suas cadeias laterais
sdo, por exemplo, cisteina e derivados de cisteina, tais como homocisteina .
ou selenocisteina, mas também tiolisina. A formagdo de uma ligagao em
ponte de disselenida, por exemplo, entre dois residuos de selenocisteina,
tem mesmo vantagens com relagdo a uma ligagdo em ponte de cisteina. Is-
so é porque uma ligagéo em ponte de selemda é mais estavel em ambientes
de redugdo. A conformacgéo do peptldeo é, assim, preservada mesmo sob
condigdes dificeis. | |
Contudo, € ewdente que tambem aminoacidos sao adequados
na posi¢do Xs e Xis, representando uma cadeia lateral com uma funcionali-
dade que permité a formagéao de diferentes ligagbes covalentes tais como,
por exemplo, uma ligacdo de amida entre um aminoacido tendo uma cadeia
lateral positivamente carregada (por exemplo, 0s aminoéacidos proteinogéni-
cos K, H, R ou ornitina, DAP ou DAB) e um aminoécido tendo uma cadeia

lateral negativamente carregada (por exemplo, os aminoéacidos proteinogéni-

‘cos D ou E). Outros exemplos séo ligagdoes em ponte de amida e tioéter.

“Um peptideo de pelo menos 10 aminoacidos de comprimento
capaz de ligagédo ao receptor de EPO selecionado das seguintes alternati-
vas: |

(a) um peptideo compreendendo a seguinte sequéncia central

de aminoacidos:

X9X10X11X12X13
em que cada ammoacudo é selemonado de aminoacidos nao-naturais ou na-
turais e em que: |
Xg é G ou uma troca conservativa de G;
X410 € uma troca nao-conservativa de prolina (ou, de acordo com

outra modalidade, prolina ou uma troca conservativa de prolina);
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ou Xg e X0 $80 substituidos por um unico aminoécido;

X11 € selecionado de qualquer aminoacido;

X412 € um aminodcido polar ndo carregado ou A;

Xi3 € naftilalanina. _

(b) um peptided capaz de ligagdo ao receptor de EPO compre-
endendo a seguinte sequéncia de aminoacidos: '

XeX7XgXoX10X11X12X13X14X15
em que cada aminodcido é selecionado de aminoacidos naturais ou nao-
naturais e: | . |

Xs é C, A, E, acido a-amino-y-bromobutirico ou homocisteina
(hoc); _

X7-6 R,-H, L, WouY-ouR, H, L, W,Y-ouS;

Xg é M, F, |, homo-serinametiléter-ou norisoleucina;

Xo é G ou uma troca conservativa de G;

X10 € uma troca nao-conservativa de prolina;

ou Xg e Xqo sa0 substituidos por um Unico aminoécido;

Xi, é selecionado de qualduer éminoécido;

X12 € T ou A;

Xi3 € 1-nal, 2-nal

X14€éD,E I, LouV;

Xis € C, A, K, acido a-amino-y-bromobutifico ou homocisteina
(hoc) ’

contanto que Xg ou X15 seja C ou hoc;

(c) fragmentos funcionalmente equivalentes, derivados e varian-
tes dos peptideos definidos pelas sequéncias de consenso acima que repre-
sentam uma atividade mimética de EPO e tém um amino&acido na posicao
Xy0 que constitui uma troca ndo-conservativa de prolina (ou, de acordo com
outra modalidade, prolina ou uma troca conservativa de prolina) ou em que
Xg e X10 s80 substituidos por um unico ami_noécido e uma naftilalanina na
posi¢ao Xis. | | A

Um peptideo de pelo menos 10 aminoécidos de comprimento,

capaz de ligagéo ao receptor de EPO e compreendendo uma atividade ago-
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nista, selecionado do grupo consistindo em:

- peptideos compreendendo pelo menos uma das seguintes se- -
quéncias centrais de aminoacidos:
XoX10X11X12X13;
X9X1 OX1 1X12X13X14X1_5X1 6X17
ou '
XoX10X11X12X13X14X15X16X17X18X19

em que cada aminoécido é selecionado de aminoacidos naturais
ou ndo-naturais € em que pelo menos uma das posi¢coes Xi0, X17 OU Xig €
um aminoacido negativamente carregado e em que:

Xo é G ou uma troca consexrvativa de G;

X11-é-selecionado de-qualquer-aminoacido;

Xi2 € um aminoacido polar ndo carregado ou A; de preferénciav
treonina, serina, asparagina}ou glutamina;

X413 € W, 1-nal, 2-nal, A ou F;

X14éD, E, I, LouV;

X15 € um aminodcido com uma cadeia lateral funcionalmente
capaz de formacdo de uma ligagao covalente ou A ou &cido a-amino-y-
bromobutirico; _

X6 € independentemente selecionado de qualquer aminoacido,
de preferéncia G, K, L,Q, R, S, HarouT,;

X, é independentemente selecionado de qualquer aminoacido,
de preferéncia L ou Q; |

- fragmentos funcionalmente equivalentes, derivados e variantes

dos peptideos definidos pelas sequiéncias de consenso acima, que represen-

" tam uma atividade mimética de EPO e em que pelo menos uma das posi-

ces Xyo, X17 0U X19 € um aminoacido negativamente carregado.

O peptideo mimético de EPO tendo um aminoacido negativa-
mente carregado em pelo menos uma das posi¢des Xio, X417 OU X1o0 também
pode ser descrito pela seguinte sequéncia de consenso ampliada:

XeX7X8XaX10X11X12X13X14X15X16X17X18X19

em que cada aminoécido é selecionado de aminoacidos naturais
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ou ndo-naturais € em que:

Xs € um aminoacido com uma cadeia lateral funcnonalmente ca-'
paz de formagdo de uma ligagdo covalente ou A ou acido a-amino-y-
bromobutirico; ' |

X;6R, H,L, WouYousS;

Xs € M, F, 1, Y, H, homo-serinametiléter ou norisoleucina;

Xg é G ou uma troca conservativa de G;

no caso em que Xio NA0 é um aminoacido negativamente carre-
gédo, X1 € prolina, uma troca conservativa de prolina ou uma troéa nao-
conservativa de prolina ou Xg e Xy 880 substituidos por um ﬂnicd aminoaci-
do; _

X1 é selecionado de qualquer aminodcido;

X412 € um aminodcido polar ndo carregado ou A; de preferéncia
treonina, serina, asparagina ou glutamina;

_X13 é W, 1-nal, 2-nal, Aou F;

X14 & D, E, 1, Lou V;

X45 € um aminoacido _cbm uma cadeia lateral funcionalmente
capaz de formagdo de uma ligagdo covalente ou A ou acido a-amino-y-
bromobutirico;

Xie € independentem"ente selecionado de qualquer aminoécido,

de preferéncia G, K, L, Q, R, S, Harou T;

no caso em que Xi7 N30 € um ammoamdo negativamente carre-
gado, Xi7 é selecionado de qualquer aminoacido, de preferéncia A, G, P, Y
ou um aminoacido natural, ndo-natural ou derivatizado positivamente carre-
gado, de preferéncia K, R, H, ornitina ou homoarginina,;

‘Xis é independentemente selecionado de qualquer aminoacido,
de preferéncia L ou Q;

no caso em que Xyg NA0 é um amnnoacndo negativamente carre-
gado, Xig € independentemente selecionado de qualquer ammoamdo, de
preferéncia um aminoacido positivamente carregado, tal como K, R, H, orni-
tina ou homoarginina; ’

contanto que pelo menos um de X1, X17 ou X19 S€ja UM aminoa-.
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cido negativamente carregado.

Um peptideo de pelo menos 10 amino&cidos de comprimento,
capaz de ligagao ao receptor de EPO e compreendendo uma atividade ago-
nista, selecionado do seguinte grupo de peptideos:

(a) um peptideo compreendendo a seguinte. sequéncia central
de aminoacidos:

XeX10X11X12X13;
XgX10X11X12X13X14X15X16X17
ou
XoX10X11X12X13X14X15X16X17X18X19
em que cada aminodcido é selecionado de aminoécidos naturais ou nao-
naturais, e em que:

Xg € G ouuma troca conservativa de G;

X1t é selecionado de qualquer aminoacido;

X12 € um aminodcido polar nao carregado ou A; de preferéncia
treonina, serina, asparagina ou glutamina;

X13 € W, naftilalanina, A ou F;

X14€D,E I,LouV, ’

X5 € um aminoacido com uma cadeia lateral funcionalmente ca-

paz de formagdo de uma ligagdo covalente ou A ou acido a-amino-y-

bromobutirico,

bem como fragmentos funcionalmente equivalentes, derivados e
variantes dos peptideos definidos pela seqiiéncia de consenso acima, que
representam uma atividade mimética de EPO, '

| em qué pelo menos uma das posigoes Xio, X1, X47 ou Xig repre-

senta um aminodacido ndo proteinogénico positivamente carregado tendo

uma cadeia lateral a qual é alongada comparado com lisina;
(b) um peptideo, especialmente um sendo capaz de ligagao ao
receptor de EPO compreendendo a seguinte sequiéncia de aminoacidos: '
XeX7XsXgX10X11X12X13X14X15 .
em que cada aminoacido ¢ selecionado de aminoacidos naturais ou nao-

naturais e:



10

15

20

25

30

30

Xs é C, A, E, acido a-amino-y-bromobutirico ou homocisteina

- (hoc);

X;&R, H, L, WouYous;

Xg € M, F, |, homo-serinametiléter ou norisoleucina; -

X é G ou uma troca conservativa de G;

Xio € Har _

X411 é selecionado de qualquer aminoacido;

- Xi2éTouA,;

Xi3éW, 1-nal, 2-nal, Aou F;

X4 éD,E |, LouV,;

X5 € C, A, K, acido a-amino-y-bromobutirico ou homocisteina
(hoc) | |

contanto que Xg ou X5 seja C ou hoc;

(c) um peptideo compreendendo a seguinte seqliéncia de ami-
noacido: | _
| X3XaX5XeX7XeXaX10X11X12X18X1aX15X16X17X18
em que Xs a Xis tém o significado acima da variante (b) e em que:

X3 é independentemente selecionado de qualquer aminoacido,
de preferénciaD, E, L, N, S, Tou V;

X4€Y; )

Xs é independentemente selecionado de qualquer aminoécido,
de preferéncia A, H, K, L, M, S, Tou l. }

X6 é independentemente selecionado de qualquer aminoécido,
de preferéncia G, K, L, Q, R, Sou T; '

X47 € homoarginina;

- X1g € independentemente selecionado de qualquer aminoacido.

Esses peptideos também podem ser descritos pela seguinte se-
quéncia central de aminoécidos: | ‘

XeX7XsX9X10X11X12X13X14X15X16X17X18X19 |
em que cada aminodacido é selecionado de aminodcidos naturais ou nao-
naturais € em que: ' |

Xs € um aminoacido com uma cadéia Iaterél funcionalmente ca-
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paz de formagdo de uma ligagao covalente ou A ou &acido a-amino-y-
bromobutirico; ‘
X7;éR,H, L, WouYousS;
Xg é M, F, 1, Y, H, homo-serinametiléter ou norisoleucina;
'Xg é Gou uma troca conservativa de G;

_ no caso em que Xyo nNdo é um aminodcido n&o proteinogénico
positivamente carregado tendo uma cadeia lateral a qual é alongada compa- .
rado com lisina, X0 € prolina, uma troca conservativa de prolina ou uma tro-
ca ndo-conservativa de prolina ou Xg e Xy sdo substituidos por um Unico
aminoacido; | | |

Xy é selecionado de qualqﬁer aminoécido;

-Xi2 € um aminoacido polar nao carregado ou A; de preferéncia
treonina, serina, asparagina ou glutamina, |

Xiz e W, 1-nal, 2-nal, AouF;

X4éD,E I,LouV; v

Xis € um aminoacido com uma cadeia lateral funcionalmente
capaz de forrriagéo de uma ligagdo covalente ou A ou acido a-amino-y-
bromobutirico; , ‘
" no caso em que X Nd0 é um aminodcido ndo proteinogénico

positivamente carregado tendo uma cadeia lateral a qual € alongada compa-

rado com lisina, Xie é independentemente selecionado de qualquer aminoa-

cido, de preferéncia G, K, L, Q, R, Sou T,

no caso em que X7 ndo é um aminoécido nao proteinogénico
positivamente carregado tendo uma cadeia lateral a qual é alongada compa-
rado com lisina, X7 é selecionado de qualguer aminoéacido, de preferéncia

A, G, P, Y ou um aminoacido natural, ndo-natural ou derivatizado positiva-

‘mente carregado, de preferéncia K, R, H ou ornitina;
X, € independentemente selecionado de qualquer aminoacido,
de preferéncia L ou Q; | | |
no caso em que Xig N0 € um aminoécido nao proteinogénico
positivamente carregado tendo uma cadeia lateral a qual € alongada compa-
rado com Iisina‘, X1g é independentemente selecionado de qualquer aminoa-
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cido, de preferéncia um aminodcido positivamente carregado, tal como K, R,
H ou ornitina;

contanto que pelo menos um de Xio, X6, X17 ou X19 seja um ami-

" noacido ndo proteinogénico positivamente carregado tendo uma cadeia late-

ral a qual é alongada comparado com lisina.

As unidades peptidicas miméticas de EPO monoméricas, pelo '
menos duas das quais construidas de uma unidade peptidica, poderiam
compreendér um unico aminoacido substituindo os residuos de aminoacido
Xg € X1o. De preferéncia, ambos os residuos sdo substituidos por um amino-
acido nado-natural, por exemplo, acido 5-aminolevulinico ou 4&cido 5-
aminovalérico. _

Em uma outra modalidade, os dominios de ligagdo usados nas
unidades peptidicas compreendem a seguinte sequéncia:

X4X5XeX7XgXoX10X11X12X13X14X15
em que Xga Xistém o significado acima e em que:

X;éY; .

X5 & independentemente» selecionado de qualquer aminoécido e
¢, de preferéncia, A, H, K, L, M, S, Tou .

’ Os dominios de ligagdo podem ser estendidos e podem compre-
ender a sequéncia de consenso: "
X3X4XsXeX7XXeX10X11X12X13X1aX15X16X17X18

em que Xqa X5 tém o significado acima e em que:

X3 é independentemente selecionado de qualquer aminodacido,
de preferéncia D, E, L, N, S, Tou V; o

X1 € independentemente selecionado de qualquer aminoacido,
de preféréncia G, K, L, Q, R, S ou T, mais preferivelmente K, R, SouT,;

X47 € independentemente selecionado de qualquer aminoacido,
de preferéncia A, G, P,RKY ‘ou um aminodcido nao-natural como uma
cadeia lateral positivamente carregada, mais preferivelmente R, K ou um
aminoacido nao-natural, tai como homoarginina; A

X4 € independentemente s'elecionado de qualquer aminoacido.

Em uma outra modalidade da invengéo, é preferido que os pep-
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tideos compreendam Xs como C, E; A ou hoc, de preferéncia C e/ou X7 co-

mo R, H ou' Y e/ou Xg como F ou M e/ou Xg como G ou A, de preferéncia G-
e/ou X140 como K e/ou Xyy como V, L, I, M, E, A, T ou norisoleucina e/ou Xi2
como T e/ou X153 como W e/ou X4 como D ou V e/ou Xis como C ou hoc, de
preferéncia-C e/ou X47 como P, Y ou A. Contudo, também é preferido que
X17 seja K ou um aminoacido nao-natural com uma cadeia lateral positiva-
mente carregada, tal como homoarginina.
| A figura 19 descreve ainda monomeros peptidicos novos e ade-
quados representando atividade mimética de EPO. Em conjunto com a pre-
sente invengdo, eles podem ser usados como dominios de ligagdo adequa-
dos (monémeros) para criagao de unidades peptidicas de acordo com a pre-
sente invencdo. Além-disso;-eles podem-ser-usados como peptideos mimeti-
cos de EPO monoméricos ou multiméricos, conforme descrito acima. |
No inicio (N término) e final (C término) dos mondémeros de liga-
¢ao, até cinco aminoécido_s podem Ser removidos e/ou adicionados. _
Comb apenas as caracteristicas funcionais do peptideo séo de-
cisivas - aqui a capacidade de se ligar a e, no caso de um agonista do recep-
tor de EPO, ativar o receptor de EPO, a sequéncia de aminodcido precisa da
unidade peptidica pode variar. Acima sao fornecidos apenas exemplos ade-
quados de peptideos miméticos de EPO de forma a sustentar o conceito ge-

ral. Contudo, também outros peptideos miméticos de EPO com uma se-

quéncia de aminoacido diferente podem ser usados em conjunto com a pre-
sente invengao.
De acordo com outra modalidade, as referidas unidades peptidi-

cas se ligam ao receptor de TPO, desse modo, dimerizando o complexo do

| receptor de TPO. De preferéncia, elas induzem a transducéo de sinal e sao,
‘assim, agonistas do receptor de TPO. As unidades peptidicas, respectiva-

mente, os dominios de ligagdo monoméricos que criam as unidades peptidi-
cas, podem ser selecionados do grUpo de peptideos miméticos de TPO.
Peptideos miméticos de TPO apropriados sdo bem-conhecidos no estado da
técnica e podem ser usados com relagdo a presente invencao. Exemplos
adequados sd0, por .exemplo, descritos no WO 98/25965, US5932546,
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WO00024770, Cwirla, S. E., P. Balasubramanian, D. J. Duffin, C. R. Wags-

_trom, C. M. Gates, S. C. Singer, A. M. Davis, R. L. Tansik, L. C. Mattheakis,

C. M. Boytos, P. J. Schatz, D. P. Baccanari, N. C. Wrighton, R. W. Barrett e - |
W. J. Dower (1997). "Peptide agonist of the thrombopoietin receptor as po-
tent as the natural cytokine." Science 276 (5319): 1696-1699, US6083913,
US6465430, US5869451, US6121238, US6251864, Dower, W. J., S. E.
Cwirla, P. Balasubramanian, P. J. Schatz, D. P. Baccanari e R. W. Barreft
(1998). "Peptide agonists of the thrombopoietin receptor." Stem Cells 16 Supl
2: 21-29, W0O05023834, WO0024770, a d_escrigéo de todos os documentos
com relagdo a estrutura/seqiéncia de aminoécido dos peptideds mimeéticos
de TPO é totalmente incorporada por referéncia.

-As unidades peptidicas de acordo com a invéngéo podem com-
preender, além de L-aminoé&cidos ou D-aminoacidos estereoisomeéricos, a-
minoacidos ndo-naturais/ndo-convencionais, tais como aminodacidos al-
fa,alfa-dissubstituidos, N-alquil amino&cidos ou acido lactico, por exemplo, 1-
naftilalanina, 2-naftilalanina, homo-serina-metilléter, 3-alanina, 3-

piridilalanina, 4-hidroxiprolina, O-fosfb-serina, N-metilglicina (sarcosina), N--

" acetil-serina, N-acetilglicina, N-formilmetionina, 3-metilhistidina, 5-

hidréxilisina, nor-lisina, acido 5-aminolevulinico ou acido 5-aminovalérico. O

“uso de N-metilglicina (MeG) e N-]acetilglicina (AcG) é especialmente preferi-

do, em partiCuIar em uma posi¢éo terminal. Também dentro do escopo da

presente invengéo estao peptideos os quais sao peptideos retro, inverso e
retro/inverso dos peptideos definidos e aqueles peptideos consistindo intei-
ramente de D-amino4cidos. -

-Tamb-ém, derivados dos peptideos podem ser usados, por e-
xemplo, os produtos da oxidagao de metionina ou glutamina deamidada, ar-
ginina e amida no C-término. | _ |

Aqui, as abreviagbes para o codigo de uma letra como letras
maiusculas sdo aquelas da nomenclatura padréo de peptl’deo,f estendida

pela adigdo de aminoacidos nao-naturais.
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Cabdigo Aminoacido
A L-alanina
\Y L-valina
L L-leucina
I . L-isoleucina
M L-metionina
- F L-fenilalanina
Y L-tirosina
W L-triptofano
H L-histidina
S L-serina
T L-treonina
C | L-cisteina
N L-asparagina
Q L-glutamina
D L-acido aspartico
E L-acido glutamico
K L-lisina
R L-arginina
P L-prolina
G glicina
Ava, 5-Ava acido 5-aminovalérico
Als, 5-Als acido 5-aminolevulinico
MeG N-metilglicina
AcG N-acetilglicina-
Hsm homo-serina metiléter
Har homoarginina
1nal 1-naftilalanina
2nal 2-naftilalanina
BAla beta-alanina

hoc/hcy homocisteina



10

15

20

36

Ac acetilado

Am ~ amidado

Dap acido diamino propidnico
Dab acido diamino butirico
Aad acido alfa-amino adl’pico
Asu acido alfa-amino-subérico
Adi acido adipico

Glr acido glutarico

Sec selenocisteina

As unidades peptidicas podem ser modificadas, pdr exemplo,
através de trocas conservativas de um Unico amino&cido. Tal troca altera a
estrutura e fungdo de uma-molécula de ligagdo, mas -Iigéiramente na maioria
dos casos. Em uma troca conservativa, um aminoéacido é substituido por ou-
tro aminoacido dentro de um grupo com propriedades similares.

Exemplos de grupos correspondentes séo:

- aminoacidos tendo cadelas Iaterals ndo-polares: A, G Vv, L |
P,F,W,M

- aminoacidos ndo carregad'os tendo cadeias laterais polares: S,
T,G,C, Y,N,Q

- aminoéacidos tendo cadeias laterais aromaticas: F, Y, W

- aminoéacidos positivamente carregados: K; R, H

- aminoacidos negativamente carregados: D, E

- aminoécidos de tamanho ou peso molecular similar, em que o
peso molecular dos aminodcidos substituintes desvia em um maximo de +/-
25% (0U +/- 20%, +/- 15%, +/- 10%) do peso molecular do aminodcido original.

~Mais especificamente, Wrighton e outros (Patente US 5.773.569

e patentes associadas) examinaram em detalhes, usando técnicas de phage
display, quais aminoécidos de um peptideo mimético de EPO podem ser
substituidos, a0 mesmo tempo em que se mantém a atividade. Ele_S também
investigaram e publicaram Adados sobre possivel truncvamento, isto é, o com-
primento minimo de um determinado peptideo monomérico.

De acordo com uma modalidade da invengéo, monémeros sele-
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(_:iohados do grupo consistindo em SEQ ID NOs: 2, 4-9 fornecidas abaixo sao
usadas para a formagdo de pelo menos uma unidade peptidica bivalente.
Boa atividade mostra um peptideo com K na posi¢do 10 e K na posi¢ao 17,
conforme em SEQ ID NO: 2. '

SEQ ID NO 2: GGTYSCHFGKLTWVCKKQGG

SEQ ID NO 4: GGTYSCHFGKLTWVCKPQGG

SEQID NO &: GGTYSCHFGRLTWVCKPQGG

SEQIDNO6:  GGTYSCHFGRLTWVCKKQGG

Incorporagdo de acido 5-aminolevulinico (Als):

COOH
H:N/\"/\/

0
"~ 5-Als

SEQIDNO7:  GGTYSCHF-(Als)-LTWVCKPQGG
SEQIDNO 8: GGTYSCHF-(Als)-LTWVCKKQGG
SEQ ID NO 9: GGTYSCHFGKLT-1nal-VCKKQRG |

De acordo com uma mbdalidade, as unidades peptidicas sdo
formadas com base em mondmeros de acordo com SEQ ID NO 2 Ie 4t09
conforme fornecido acima ou modificagdes das mesmas. Os pe.ptl'deos po-
dem, pof exemplo, ser modificados através de uma troca conservativa de um
tnico aminoacido em que, de preferéncia, ndo mais do que 1, 2 ou 3 amino-

" Acidos sdo trocados. De preferéncia, esses peptideos sédo modificados como

para AcG no N-término e MeG no C-término. |
Alguns exemplos de unidades peptidicas apropriadas para dime-
rizagdo do receptor de EPO séao subsequientemente listados. As barras aci-

ma dos dominios de ligagdo simbolizam ligagdes em ponte de dissulfeto in-

~ tramoleculares opcionais, mas preferidas.

SEQ ID NO 10 (baseada em SEQ ID NO 2):

r 1 r 1
GGTYSCHEGKLTWVCKKQGG == GGTYS CHEFGKLTWVCKKQGC

SEQ ID No 11
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O ligante nessas estruturas bivalentes é feito padronizado-atra-

vés de modelamento molecular para evitar distor¢des da conformagao bioa-

tiva (figura 1).

 SEQID NO 12

A sequéncia ligante pode ser encurtada em um residuo de glici-
na. Essa sequenma também é um exemplo de um ligante composto por um
re5|duo de gltcma que forma, ao mesmo tempo, parte do dominio de Ilgagao
(veja SEQ ID NO: 2)

GGTYS CHFGKLTWVCKKQG w— GGTYSCHFGKLTW VCKKQGC

SEQ ID NO 14:

— - | i T - -I = 1
GGTY SCHFGKLTWVCKKKGG === GGTY SCHFGKLTWVCKKDGC

Essa seqliéncia apresenta uma unidade peptidica bivalente con-A
tinua abrigando dois dominios de ligagdo (heterogéneos) ligeiramente dife-
rentes. Tais peptideos bivalentes nao se_riam acessiveis economicamente
com uma abordagem de dimerizag&o da técnica anterior (veja acima). A van-
tagem dessa molécula heterodimérica repousa no fato de que os aminoaci-

dos de desvio (presentemente K e D no C-término) interagem uns com 0s

~ outros, desse modo, estabilizando o dimero. Assim, é vantajoso incorporar

as respectivas modificagbes de estabilizagdo na molécula através de mode-
lamento molecular. |

Um outro exemplo é:
GGTYSCHFGKLT-1 nal-VCKKQRG-GGTYSCHFGKLT-1nal-VCKKQRG

De acordo com uma outra modalidade, o peptideo traz, opcio-
nalmente, um aminoécido adicional, de preferéncia um com uma cadeia late-
ral reativa, tal como cisteina, no N-térrhino tal como, por exemplo, nas se-
guintes seqUénciaS: : |
C-GGTYSCHFGKLTWVCKKOGG-GGTYSCHFGKLTWVCKKQGG
C-GGTYSCHFGKLT-1nal-VCKKQRG-GGTYSCHFGKLT-1nal-VCKKQRG

" A cadeia lateral reativa de cisteina pode servir como um lago de

ligagéo, por exemplo, para fixagdo da unidade veiculo polimérica. Os pepti-



10

15

39

deos, além disso, compreendem, opcionalmente, ligagbes em ponte de dis-
sulfeto intramoleculares entre as primeira e segunda e/ou terceira e quarta -
cisteinas. '

As unidades monoméricas, conforme exemplificado porVSEQ ID
2,49¢e 12; 13 e 15, 15a, podem ser favoravelmente combinadas as unida-
des peptidicas. |

Exemplos para métodos de dimerizagdo sendo aplicados aos.
mondmeros das unidades peptidicas incluem (mas nao estdo limitados a):

1. A dimerizag&o via conexdo do C-término para o N-término, em
que o C-término de um dos referidos peptideos monoméricos é covalente-

mente ligado ao C-término do outro peptideo. O ligante/espagador entre os

monémeros pode conter uma unidade de dicetopiperazina. Uma base de

dic‘:et_opiperazina Gly-Gly préferida pode ser obtida através de ativagao do
mondmero de glicina C-terminal. Esse principio também pode ser usado pa-

ra formacdo de uma dimerizagéo C-terminal.

D S S

As férmulas e exemplos a seguir representam quatro exemplos

~ padronizados os quais sao otimizados através de modelamento molecular:

| (a) dimero com base em SEQ ID NO 2 (a cbnformagéo do dime-

ro é mostrada na figura2):
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 e— |
" GGTYSCHFGKLTWVCKKOQG -RAla-G

GGTYSCHFGKLTWVCKKQG-BAla-G

40

GGTYSCHFGKLTWVCKKOGGG-G GGTYSCHFGKLTWVCKKQGG S

|
. N0
+ | | ir
40||w

- GGTYSCHFGKLTWVCKKOGGG .G

1 i GGTYSCHFG'KL'IWVCKKQGGG
(b) dimero com base em SEQ ID NO 2 com um ligante encurta-

do em uma glicina; a conformagao é mostrada na figura 3.

—
!
GGTYSCHFGKLTWVCKKQGG-G GGTYSCHFGKLTWVCKKOGG

-

GGTYSCHFGKLTWVCKKQGG-G GGTYSCHEGKL CKKOGG

| I

(c) dimero com base em SEQ ID NO 2 com uma glicina substitu-
ida por beta-alanina (figura 4). © monoémero (SEQ ID NO 16) também é apli-

cavel como um peptideo mimético de EPO..

1
GGTYSCHFGKLTWVCKKQ G-8Ala

' |
N 0
+ — LY
| | oy
L | GGTYSCHFGKLTWVCKKQG-BAla

(d) dimero com base em SEQ ID NO 2 com uma glicina alterna-
tiva substituida por beta-alanina (figura 5). O monémero (SEQ ID NO 17)

também pode ser aplicado como um peptideo mimético de EPO.

— oy
GGTYSCHFGKLTWVCKKO-BAla-G-G GGTYSCHFGKLTWVCKKQ-8Ala-5

| i o
K — | LT
. ‘ 0 'T
GGTYSCI HFGKLTWV Cl KKQ-BAla-G-G G GTYSCHFGKLTWVCKKO-8Ala-G
. 1

2. A dimerizacéo via conexao do N-término para o N-término, em

que o N-término de um dos referidos peptideos monoméricos é covalente-
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mente ligado ao N-término do outro peptideo, pelo que a unidade espagado-

ra contém, de preferéncia, um bloco de construgao de acido dicarboxilico.

(a)-Em uma modallidade, ‘os dimeros resultantes com base em

SEQ ID NO 2 alongados no N-término por-um residuo de glicina (SEQID NO

5 18) contém uma unidade de hexanodioila como ligante/espagador (figura 6):
GGGTYSCHFGKLTWVCKKQGG

‘ CO- (CHz) 4-C0

10 . GGGTYSCHFGKLTWVCKKQGG

(b) Em uma modalidade aiternativa, a dimerizagdo pode ser ob-

tida usando uma unidade de octanodioila como ligante/espagador (figura 7).

GGGTYSCHFGKLTWVCKKQGG
I
15 CO-(CH;)¢-CO

GGGTYSCHFGKLTWVCKKQGG

3. A dimerizagdo via as cadeias laterais, em que uma cadeia la-
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teral de aminoacido de um dos referidos peptideos monoméricos é covalen-
temente ligada a uma cadeia lateral de aminoacido do outro peptideo com
inclusdo de uma molécula espagadora adequada conectando os dois mo-

némeros peptidicos.

Y A V|

Isso pode incluir:
(a) a conexdo via uma ligagdo de amida:

r "1
GGTYSCHFGKLTWVCKKXGG

OY(ICHz)k

0 iCH2)n

GGTYSCHFGKLTWVCKKXGG
l | :

(b) ou a conexdo via uma ligagao em ponte de dissulfeto:

I l A
GGTYSCHFGKLTWVCKKXGG
| | |

S/4cHgm
|

.S\?CHg)n

GGTYSCHFGKLTWVCKKXGG
]




10

15

43

I . |
GGTYSCHFGKLTWVCKKXGG
| |

|
S\10Hz)3

GGTYSCHFGKLTWVCKKXGG
l |

r , 1
GGTYSCHFGKLTWVCKKXGG

|
S(OHa

. GGTYSCHFGKLTWVCKKXGG
l |

- O X simboliza o nucleo de parte principal do respectivo aminoa-

cido que participa na formagéo da respectiva ligagdo peptidica.
De acordo com uma estratégia diferente, a ligagdo em ponte co-
valente dos mondmeros peptidicos uns aos outros, desse modo, formando a

unidade peptidica, € formada entre as cadeias Iat»erais do aminoacido C-

terminal da primeira unidade peptidica monomerica e o aminoécido N-terminal

do segundo mondémero peptidico. Conseqlientemente, é preferido, de acordo
com essa estratégia de dimerizagdo, que os peptideos monoméricos a serem
dimerizados tragam um aminoacido com uma funcionalidade que forma uma
ligagdo em ponte, quer no N- ou C-término, desse modo, permitindo a forma-
¢ao de uma ligagdo covalente entre o Ultimo aminoacido do primeiro peptideo
e o primeiro aminodcido do segundo peptideo. A ligagdo que cria o dimero é,
de preferéncia, covalente. Exemplos adequados de respectivas ligagoes em
ponte sdo, por exemplo, a ligagao em ponte de dissulfeto e a ligagao em pon-
te de disselenida. Contudo, também, por exemplo, ligacGes de amida entre
aminoacidos positiva e negativamente carregados ou outras ligagbes covalen-

tes, tais como ligacdes de tioéter, sdo adequadas como por¢oes de ligagao.
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Aminoacidos preferidos adequados para formagéo das respecti-

-vas ligagdes em ponte de conexdo entre as unidades de ligagdo monoméri-

cas para formar a unidade peptidica final séo, por exemplo, cisteina, deriva-
dos de cisteina, tais como homocisteina ou selenocisteina ou tiolisina. Eles
formam ligagdes em ponte de dissulfeto ou, no caso de aminoacidos conten-
do selénio, ligagdes em ponte de disselenida. '
Exemplos adequados para dimeros de unidade peptidica res-
pectivamente criados séo fornecidos abaixo usando peptideos miméticos de

EPO como exemplos:

M 1 .
Ac-GGTYSCHFGKLT-Nal-VCKKQR-Cys

S
r
S

Cys~-GTYSCHFGKLT-Nal-VCKKQRG-Am
L i

h 1
Ac-GGTYSCSFGKLT-Nal-VCK-Har-QG-Cys

|
s
|
s

|

Cys-GTYSCSFGKLT-Nal-VCK-Har-QGG-Am

— 1 . _
Ac~-GGTYSCHFGKLT-Nal-VCKKQR~-Sec (Sec = selenocysteine)
| .
Se
|
Se

Sec-GTYSCHFGKLT-Nal-VCKKQRG-Am
o ! :

r 1
Ac-GGTYSCSFGKLT-Nal-VCK-Har-QG-Sec
|
Se

|
Se
|

Sec-GTYSCSFGKLT-Nal-VCK-Har-QGG-Am
| |
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r ] ’
Ac-GGTYSCHFGKLT-Nal-VCKKQR-Hcy (Hcy = homocysteine)

s

s

Hcy-GTYSCHFGKLT-Nal-VCKKQRG-Am -
| : J-

r 1
Ac-GGTYSCSFGKLT-Nal-VCK-Har-QG~Hcy -

s
I
s

Hcy-GTYSCSFGKLT-Nal-VCK-Har -QGG-Am
L |

| — 1
Ac-GGTYSCSFGKLT-Nal-VCK-Har-QG-Cys—-Am

—_—— ) —

‘ Ac-Cys-GTYSCSFGKLT-Nal-VCK-Har-QGG-Am
. L i

De acordo com um outro desenvolvimento, o N- ou C-término do
dimero peptidico (e, conseqﬂentemente, das respectivas unidades peptidi-
cas monoméricas estando localizadas no inicio ou no final do dimero) com-
preende um aminoacido éxtra, permitindo o acoplamentd do veiculo polimé-

5  rico, tal como HES, de forma a criar o composto sUpravaIente. Consequen-
_temente, 0 aminoacido introduzido traz uma respectiva funcionalidade de
acoplamento, tal como, por exemplo, um grupo SH-. Um exemplo comum

para tal aminoacido ¢ cisteina. Contudo, também outros aminoacidos com

um grupo funcional que permite a formagdo de uma ligagao covalente (por

10 exemplo, todos aminoacidos negativa e positivamente carregados) sao ade-

quados.
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r 1
Ac-C(tBu) ~GGTYSCSFGKLT-Nal-VCK-Har-QG-Cys-Am

Ac-Cys-GTYSCSFGKLT-Nal-VCK-Har-QGG-Am
L . ]

As barras sobre 0s mondmeros peptl’dicos representam ligagcoes
em ponte intramoleculares covalentes; nesse caso, Iigac;ées em ponte de.
dissulfeto. |

De acordo com um outro desenvolvimento, o aminodcido no C e/ou

5 N término envolvido na formagdo de uma ligagdo em ponte‘covale‘nte'para co-
nexdo de unidades monoméricas a um dimero representa um grupo carregado
tal como, por exemplo, o grupo COO" ou NH3* Essa caracteristica leva a uma

estabilizacéo favoravel da estrutura da ligagédo em ponte intermolecular:

r 1
Ac-C (tBu) ~-GGTYSCSFGKLT-Nal-VCK-Har-QG-Cys-CO0 (-)

A
(+) H3N-Cys-GTYSCSFGKLT -Nal-VCK-Har-QGG-Am
L i}

10 4. A dimerizagdo através de formagao de peptideos bi- ou multi-

valentes continuos ja foi esbogada acima. .

O conceito central dessa estratégia se abstém da sintese dos

peptideos monomeéricos que formam parte do peptideo multi- ou bivalente

em reacdes distintas antes de dimerizagao ou m'ultimerizé@:éo, mas sintetizar
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o peptideo bi- ou multivalente final em uma etapa como um Unico peptideo;
por exemplo, em uma unica reacdo em fase solida. Assim, uma etapa de
dimerizagdo ou multimerizagao distinta ndo é mais necessaria. Esse aspecto
proporciona uma grande vantagem, isto é, o controle completo e indepen-
dente de cada posicdo de sequéncia na unidade peptidica final. O método
permite abrigar faciimente pelo menos dois dominios de ligagao receptor-
especificos diferentes em uma unidade peptidica em virtude de controle in-
dependente de cada posigao de sequéncia.

Conforme para os mondmeros e peptideos di- ou multiméricos,
os peptideos bivalentes/multiméricos contlnuos podem ser modificados, por
exemplo, através de acetilagao ou am|dagao ou ser alongados em posi¢coes
C-terminais ou N-terminais.

Todas as possuvels modlflcagoes também se aplicam a modnfl-‘
cagdo do ligante. Em particular, seria vantajoso fixar porgbes poliméricas
soluveis ao ligante tal como, por exemplo, PEG, amido ou dextranos.

A sintese do peptldeo multi- ou bivalente final de acordo com a invencao
pode favoravelmente também incluir duas formagGes subseqguentes e inde-
pendentes de ligagdes de dissulfeto ou outras ligagdes intramoleculares den-
tro de cada um dos dominios de ligagdo. Desse modo, 0s peptideos podem

ser ciclizados.

, As cadeias laterais reativas dos peptideos podem servir como
um lago de ligagdo, por exemplo, para outras modificacdes. As unidades
peptidicas compreendem, opcionalmente, ligagdes em ponte intramolecula-

res entre aminoacidos tendo uma funcionalidade de cadeia lateral de forma-

¢ao de ligagao em ponte tal como, por exemplo, as C|ste|nas

Os peptideos podem ser modificados, por exemplo, através de
acetilagdo ou amidagéo ou ser alongados nas posigoes C-terminais ou N-
terminais. Extensdo com um ou mais aminoacidos em um dos términos (N
ou C), por exemplo, para preparo de um sitio de fixagdo para o veiculo p'oli-
mero freqiientemente leva a uma unidade peptidica bivalente heterodimérica
a qual pode ser fabricada como um peptideo continuo. ’

Vér’ios aminoacidos reativos sdo conhecidos no estado da técni-
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" ca de forma a acoplar veiculos & proteinas e peptideos. Um aminoacido de

‘acoplamento preferido € cisteina, o qual pode ser acoplado ao N ou C térmi-

no ou ser introduzido dentro da sequéncia peptidica. Contudo, a dire¢ao de .
acoplamento pode fazer uma diferenca consideravel e, assim, deve ser cui-
dadosamente escolhida para a unidade peptidica. Isso seria demonstrado
com base no exemplos a seguir de um peptideo mimético de EPO:

Sao usados os dois dimeros a seguir:

- AGEM400C6C4

12344
100001 ”
Ac-EETYSCHEGKLT |
L |

e S T A AT

NA1ZVCRRORG-Cys (tBu) -NH,

g S e ity

AGEM40C6C4

123 4 4
100001
Ac-Cys (tBu) -GE
, .

1-Nal: 1-Naftilalanina
Cys(tBu): L-cisteina S-terc.-butila protegida

Os 41 meros AGEM400C6C4 e AGEM40C6C4 possuem a fnes-
ma sequéncia central. Os aminoacidos 1-40 de AGEM40C6C4 sao iguais aos
aminodcidos 2-41 de AGEM40CBC4. A Unica diferenca é a posi¢do da cistei-

" na tBu-protegida. Esse aminoacido ndo esta envolvido na interagdo recep-

‘tor/farmaco, mas se destina a funcionar como o grupo de ligagdo a um veiculo

polimérico no conjugado 'final. No caso de AGEM400C6C4, a cisteina tBu-
protegida é presa ao C término, no caso de AGEM40C6C4, ela é presa ao N
término. As barras de conexdo representam ligagdes em ponte de cisteina.

Existem duas vantagens do AGEM400C6C4 com relagao ao
AGEM40C6C4. o '

A primeira vantagem é sua acessibilidade sintética. Ov A-
GEM400C6C4 pode ser isolado em maiores rendimentos globais do que o
AGEM40C6C4. No caso da sintese da sequéncia Iineaf de AGEM4OCGC4, .
um CIiZ-22 meros (CIZ-RGGGTYSCHFGKLT-1-NaI-VCKKORG-NHg, CiZ:
grupo 2-Clorobenzildxicarbonila) € observado como um subproduto. Durantel
purificagdo da seqiéncia linear com crdmatografia de liquido de alta pressao

de fase reversa (RP-HPLC), ele exibe comportamento cromatografico similar
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ao precursor linear de AGEM40C6C4 e, portanto, torna-se dificil separa-lo,
levando a uma perda no rendimento global do produto desejado. No caso de -
AGEM400C6C4, nenhum composto anélogo é encontrado.

A segunda vantagem -do AGEM400C6C4 com relagdo ao A-
GEM4OCGC4 repousa na implementagéo mais facil de uma analise do conju-
gado final do peptideo desprotegido com um veiculo polimérico. Uma estraté-
gia para a andlise de um conjugado peptidico é a degradagéo seletiva do con-
jugado através de clivagem com endoproteases. ldealmente, todo o peptldeo .
é liverado do veiculo polimérico durante a hidrélise enzimatica. Esses frag-
mentos peptidicos podem ser identificados e quantificados através de técnicas
analiticas padro, tais como HPLC com detec¢ao 'por MS oLl UV, etc.

No caSo do AGEM4OOCGC4, a clivagem pode ser realizada com
tripsina - uma endoprotease QUe é conhecida por clivar, de modo altamente'
seletivo, ligagoes que repoUsam' C terminais dos aminoécidos carregados
arginina e lisina (F. Lottspeich, H. Zorbas (Hrsg.), "Bioanalytik®, Spectrum |
Akademischer Verlag, Heidelbérg, Berlin, 1998). Aplicado aos conjugados de

_AGEM4OOCGC4, isso assentara fragmentos livres que cobrem 38 de 41 ami-

noacidos do peptideo original ligado a molécula veiculo. No caso do A-
GEM4OCGC4 fragmentos de apenas 21 de 41 aminoacidos sdo liberados
através de digestdo triptica:

Conj ugado de AGEM400C6C4

SKEGRG-Cys-polinero

conjugado de AGEM40CGC4
polimero- (Ac)Cys-GGTYSCHFGKLT- 1-Nal- VCKKQRGGGTY HFGKLT

=1 @iaﬁ{ ’CKKORG-NH;

,i

" Fragmentos que sdo assentados livre e podem ser detectados através de

analises posteriores sdo marcados em cinza.

Uma vez que' a analise de um Ingrediente farmacéutico Ativo é
uma questdo chave durante seu desenvolvimento, O AGEM400C6C4 tem
uma clara vantagem com relagdo ao AG EM4OCGC4.

Assim, no caso de um aminoacido positiVamente carregado es-
tar localizado nas respectivas posicoes, é altamente preferido incorporar o

aminoacido de ligacdo (aqui cisteina) no C-término porque é possivel gerar
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um fragmento peptidico quase completo, uma vez que o sitio de clivagem e
em virtude da arginina na posi¢do Xig do mondémero tipicamente muito a di-
reita antes do polimero. Respectivos métodos de montagem, conforme des-
crito acima, também podem ser usados para o preparo de multi’meros como
unidades peptidicas. '

E destacado que todos os dominios de ligacao descntos aqun
sozinhos ou como parte de um peptideo bivalente, também podem ser com-
binados com um ou mais de outros dominios peptidicos idénticos ou diferen-
tes de modo a formar respectivas unidades peptidicas bi- ou multivalentes
homo- ou heterogéneas. A '

As unidades peptidicas sdo opcionalmente modificadas como
AcG no N-término e MeG no C-término.

As unidades peptidicas podem ser modificadas, por exemplo,
através de acetilagdo ou amidagdo ou ser alongadas em posigbes C-
terminais ou N-terminais. Extensdo com um ou mais aminoacidos em ape-
nas um dos dois términos, especialmente para o} prevparo de fixagédo da ulti-
ma unidade veiculo, freqUentemente.leya a uma unidade peptidica bivalente
heterodimérica a qual pode ser fabricada como um peptideo continuo (veja
acima).

A sintese do peptidéo multi- ou bivalente'ﬁnal de acordo com a

invencdo pode, favoravelmente também, incluir duas formagdes subsequen-

tes e independentes de ligagdes de dissulfeto ou outras ligagdes intramole-
culares dentro de cada um dos dominios de ligacao.

A presente invencgéo ainda compreende respectlvos metodos de
produgdo de composto, em que as unidades peptidicas sdo conectadas as
respectivas unidades veiculo. Os compostos da presente invengéo podem,
vantajosamente, ser usados para o preparo de composi¢oes farmacéuticas
humanas e/ou veterinarias. As indicagdes dependem das unidades peptidi-
cas presas as mesmas. | ‘

No caso de acoplamento de peptldeos miméticos de EPO, os
compostos de acordo com a presente invengdo sdo especialmente adequa-

dos para as mesmas indicagoes que a eritropoietina. Assim, a presente'in—
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vengdo também proporciona um método para tratamento de um paciente

sofrendo de um disturbio que é suscetivel a tratamento com um agonista de -
eritropoietina compreendendo administragéo, ao paciente, de uma dose ou
quantidade terapeuticamente eficaz de um composto da presente invencao
trazendo uma unidade peptidica compreendendo uma atividade agonista de
eritropoietina. | |
A eritropoietina é um membro da superfamilia de-citocina (veja.
acimav). Além de estimular efeitos descritos na introdugéo, descobriu-se tam-
bém que a eritropoietina estimula células-tronco. Os miméticos de EPO des-
critos aqui, assim, sdo 'adequados para todas as indicagdes causadas por
efeitos associados a células-tronco. Exemplos ndo limitativos sdo a preven-
¢ao e/ou tratamento de doengés associadas ao sistema Nenvoso. Exemplos
sdo lesdes, doencas ou disturbios neurolbgicos, tais como, por exemplo,'
Parkinsonismo, mal de Alzheimer, coréia de Huntington, esclerose multipla,
esclerose lateral amiotrofica, doenga de Gaucher, doénga de Tay-Sachs,_
uma neuropatia, lesao nervosa periférica, um tumor cerebral, uma lesao na
coluna espinhal ou uma lesdo por derrame. Os peptideos miméticoé de EPO
de acordo com a inveng&o séo tambem utilizaveis para o trataménto preven-
tivo e/ou curativo de pacientes sofrendo de ou em risco de sofrer de insufici-
éncia cardiaca. Exemplos sdo enfarte cardiaco, doenga da artéria coronaria,
miocardite, tratamento por quimioterapia, alcoolismo, cardiomiopatia, hiper-
tensdo, doengas cardiacas valvulares, incluindo insuficiéncia mitral ou este-
nose aoértica, e disturbios da glandula tirdide, sindrome coronariana crénica
e/ou aguda. Além disso, os miméticos de EPO podem ser usados para esti-

mulacdo da mobilizagdo fisiologica, proliferagao e diferenciacdo de células

precursoras endoteliais, para estimulagéo de vasculogénese, para o trata-

mento de doencas relacionadas a uma disfungdo de células precursoras en-
doteliais e para a produgdo de composi¢des farmacéuticas para o tratamento
de tais doengas e composi¢oes farmacéuticas‘compreendendo os referidos
peptideos e outros agentes adequados para estimulacéo de células precur-
soras endoteliais. Exemplos de tais doencgas sao hipercolesterolemia, diabe-

tes mellitus, doencas de inflamagdo crénica endotélio-mediadas, endotelio-
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se, incluindo reticulo-endoteliose, aterosclerose, doenga cardiaca coronaria-
na, isquemia do miocardio, angina pectoris, doencgas cardiovasculares idade-

relacionadas, doenga de Raynaud, hipertonia induzida por gravidez, insufici-

~ éncia renal cronica ou aguda, insuficiéncia cardiaca, cicatrizacao de ferimen-

tos e doencas secundarias. |

Os compostos trazendo unidades peptidicas miméticas de EPO
sdo especialmente uteis para o tratamento de disturbios que sao caracteri;
zados por uma deficiéncia de eritropoietina ou uma populacdo de células
sanglineas vermelhas baixa ou defectiva e especialmente“para o tratamento
de qualquer tipo de anemia e derrame. Tais composigées.farmaCéuticas po-
dem opcionalmente compreender veiculos farmaceuticamente aceitaveis de
forma a adotar a composi¢ao para o procedimento de administragéo preten-
dido. Métodos de distribuicdo adequados, bem como veiculos e aditivos, sao
descritos, por exemplo, no WO 2004/101611, aqui incorporado por referén-
cia. A - o

No caso do composto trazer unidades peptidicas miméticas de
TPO (tendo uma atividade agonista), os compostos podem ser usados para
todas as indicacdes que a trombopoietiha. Eles sdo, assim, uteis para a pre-
vencao e tratamento de doencas mediadas pela TPO tais como, por exem-

“plo, disturbios hematologicos, incluindo trombocitopenia, granulocitopenia e
anemia e o tratamento de malignidades hematolégicas. Assim, a presente

invencdo também proporciona um método para tratamento de um paciente

sofrendo de um disturbio que é suscetivel ao tratamento com um agonista de
trombopoietina compreendendo administragdo, ao paciente, de uma dose ou
quantidade terapeuticamente eficaz de um composto da présente invengao
trazendo uma unidade peptidica compreendendo uma atividade agonista de
trombopoietina..

EXEMPLOS

A. lustracdo do conceito de compostos supravalentes

O conceito das moléculas supravalentes sera explicado por meio
de exemplos. A figura 13 mostra um exemplo de uma molécula supravalente

simples de acordo com a inveng&o. Dois peptideos bivalentes continuos sao
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conectados N-terminalmente através de uma porgéo PEG bifuncional tra-
zendo grupos maleimida. Cisteina foi escolhida como sitio de fixagao reativo -
para a unidade veiculo de PEG.

Contudo, moléculas supravalentes podem compreender mais de
duas unidades bi- ou multivalentes continuas. A figura 14 proporciona um
exemplo que é baseado em uma unidade veiculo com uma unidade de glice-'
rol central como unidade de ramificagdo e compreendendo trés peptideos.
bivalentes continuos. Novamente, cisteina foi usada para fixacao. A figura 20
mostra um exemplo usando HES como unidade veiculo polimérica. HES foi
modificado de modo que ele traz grupos maleimida que reagem com 0s gru-
pos SH das unidades peptidicas. De acordo c_orh (o} exemplo, todos os sitios
de fixagdo séo ligados a unidades peptidicas. Contudo, também pequenas
unidades de PEG (por ex'emplo, 3ail0 kD) poderiam ocupar pelo menos
alguhs dos sitios de fixagéo; _

Conforme explicado aci.ma, o conceito supravalente também po-

‘de ser estendido a polimeros dendriticos polivalentes em que uma unidade

veiculo dendritica e/ou polimérica estd conectada a um grande numero de
peptideos bivalentes continuos. Por exemplo, a unidade de ramificagao den-

dritica pode ser baseada em glicerol (por favor, refira-se a Haag 2000, aqui

incorporado por referéncia).

| Um exemplo para uma molecula supravalente baseada em uma
unidade veiculo com uma unidade de ramificagdo dendritica contendo seis

peptideos bivalentes continuos é mostrado na figura 15.
Outros exemplos de moléculas supravalentes compreende uni-

dades veiculo com amidos ou dextranos, as quais sao oxidadas usando, por

exemplo, acido periédico, para abrigar um grande nimero de fungdes aldei-

do. Em uma segunda etapa, muitos peptideos bivalentes sao presos a uni-
dade veiculo e juntos formam a molécula final. Por favor, note que mesmo
varias centenas (por exemplo, 50 a 1000, de preferéncia 1 50 a 800, mais
preferivelmente 250 a 700) unidades peptidicas podem ser acopladas a mo-
lécula veiculo a qual é, por exemplo, HES. Contudo, também, menos unida-
des peptidicas podem ser ligadas & molécula de HES, conforme € mostrado
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nas figuras, especialmente se peptideos miméticos de EPO sao acoplados.
O numero médio de unidades peptidicas a ser acoplado pode ser escolhido
de cerca de 2 a 1000, 2 a 500, 2 a 100, 2 a 50, de preferéncia 2 a 20 e, mais

| preferiVeImente, 2 a 10, dependendo do peptideo e do(s) receptor(es) a

ser(em) ligado(s).

A figura 16 demonstra o conéeito de uma simples molécula su-
pravalente biodegradéavel. Dois peptideos bivalentes continuos sao conecta-
dos N-terminalmente através de duas por¢des PEG bifuncionais que sao
conectadas via um ligante biodegradavel tendo uma posi¢ao de vciivagem'
intermediaria. Os ligantes permitem a ruthra da grandeAunidad'e PEG nas
subunidades, desse modo, facilitando a eliminagéo renal.

As vantagens referentes ao efeito de supravaléncia foram muito
surpreendentes e inesperados. Inicialmente, temia-se que a conjugacao a
uma macromolécula pudesse reduzir a eficacia. Essa expectativa era base- '
ada nas presumidas desvantagens na taxa de ligagdo em virtude de taxas
de difusao feduzida_s com moléculas maiores. Outras expectativa era que,

dos véarios APls peptidicos ligados a um veiculo, nem todos fosses capazes

" de se ligar ao receptor potencialmente em virtude de problemas estéricos de

simultanea ligagéo ou em virtude do nuamero de receptores, 0s quais podem
ser atingidos pelas extensdes do veiculo macromolecular, ser limitado e
possivelmente estar abaixo do namero de APls peptidicos. Assim, um au-
‘mento de poténcia do peptideo de API (Ingrediente Farmacéutico Ativo) con-
forme é observado com o conceito de supravaléncia da presente invencgao,
nao era esperado. _

Por outro lado, em virtude das alteragdes farmacocinéticas signi-
ficativas que urﬁ veiculo macromolecular é capaz de introduzir, a poténcia in
vivo poderia ter sido aperfeigoada em virtude do tempo de meia-vida mais
longo do complexo todo de peptideo/veic'ulo. Esse fendmeno também tem’o
efeito de que um efeito de supravaléncia é dificil de determinar in vivo, uma
vez que ele é uma entidade farmacodinamica a qual tem de ser determinada
separadamente. Ensaios in vitro, assim, nao sao apena_s suficientes, mas

poderiam ser a Unica forma (til de demonstrar claramente o efeito de supra-
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valéncia.

A O efeito de supravaléncia, conforme descrito na presente inven- -
¢ao, pode ser demonstrado através de comparagéo de‘quantidades molares
de AP peptidico (conjugado a um veiculo vs. ndo conjugado). |

Um experimento foi realizado em um ensaio padrao com células
TF-1, conforme recomendado pela Farmacopéia Européia para a determina-
¢do de atividade semelhante & EPO in vitro (por favor, veja também abaixo). .
Bésicémente, células TF-1 (sua proliferagdo sendo dependente da presenca
de atividade semelhante & EPO) sdo cultivadas na presenga de varias con-
centracoes de EPO ou substancias miméticas de EPO. Os numeros de célu-
la resultantes sdo quantificados usand“o o] ensaio colorirhétrico com MTT e
medicoes fotométricas. Baseado nesses dados, é possivel determinar as
relagdes de dose-resposta normalizadas péra cada determinada substancia. |

Nesse ensaio, EPO e o peptideo AGEM40 (veja abaixo), o ulti-
mo sendo um peptideo bivalente continuo com atividade mimética dé-EPO |
conhecida, foram usados. | | N

AG'EM4'O foi usado como um peptideo nao conjugadov e como
peptideo conjugado a um veiculo macromolecular (nesse casd, hidroxietil
amido com peso molecular médio de 130 kD; a fonte comercial € o Pharma-

cay, Voluven como substituto de p|_asma). O tamanho do bloco de constru-

'géo desse conjugado é de aproximadamente 40 kD, o que significa que a

molécula de HES traz, em média, cerca de 2-5, de preferéncia 3 a 4 por¢coes
peptidicas. Também, um HES 200/0.5 pode ser usado. Apés modificagao do
HES de 130 kD, aproximadamente 4 peptideos de AGEM 40 foram conjuga-
dos (peso molecular da molécula conjugada: 150 kD). Quando um HES ten-

“do um peso molecular de 200 kD foi usado, isso totaliza aproximadamente 5

unidades peptidicas conjugadas ao HES (peso molecular da molécula con-
jugada: 220 kD).

A comparagédo mostrada na figura 33 é baseada em comparagao
molar da concentragéo de peptl’deo, quer o peptideb seja conjugado ou nao.
Surpreendentemente, a poténcia é crescente (EC50 diminui e a curva de

dose/resposta esta situada a esquerda do peptideo ndo conjugado), desse
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modo, demonstrando uma influéncia farmacodinamica positiva da conjuga-
¢ao oligovalente a um veiculo macromolecular.

Assim - independente dos aperfeicoamentos farmacocinéticos

~ esperados - o conceito de conjugacao de acordo com a inveng¢ao aumenta

claramente a poténcia do ingrediente farmacéutico ativo global (API) e, as-
sim, sua eficécia. _ '
Esse é um novo mecanismo, o qual pode ser certamente usadd
para peptideos dirigidos ao receptor de EPO, mas potencialmente também
para outros alvos farmacolégicos membra‘na-ligados, especialmen_té outros
receptores de citocina, tais como aqueles para trombopoietina, G;CSF, Inter-
leucinas e outros (veja acima).
B. Conceitos para conjugacdo de unidades peptidicas a hidroxietil amido

Conforme esbogado acima, de acordo com uma modalidade,
polissacarideos, tal como hidroxialquil amido e, de preferéncia, hidroxietil |
amido, sdo usados como um veiculo polimérico para as unidades peptidicas.
De forma a ser capaz de conjugar as unidades peptidicas ao veiculo, é pos-
sivel introduzir grupos de ligagao apfopriados na molécula de amido de for-
ma a facilitar o acoplamento. De acordo com uma modalidade, grupos amino

séo introduzidos sobre a parte principal de amido (aqui depois descrito sob o

“exemplo hidroxietil amido). Existem diferentes estratégias que podem ser
seguidas. Trés delas sdo explicadas em maiores detalhes aqui abaixo; uma

visdo geral sobre esses métodos é fornecida na figura 34.

1. Um processo em duas etapas: grupos aldeido sao introduzidos através de

oxidacdo e seguido por aminacdo redutiva.

A oxidagao da molécula de HES pode ser realizada através de
varios réagentes de oxidacdo, por exemplo, periodato de soédio (NalOy) e
acido - 2-lodoxibenzdico (IBX). A oxidagao com NalO, é longa e bem-
conhecida e leva a aldeidos através de abertura dos anéis de sacarideo. )
IBX:
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pode ser usado estequiofnetricamente para converter grupos alcool primario
em aldeidos sem abertura dos anéis de sacarideo (veja figura 36, para revi-
sdo, veja: V. V. Zhdankin, Current Organic Synthesis, 2005, 2, 121-145 e
artigos citados). Derivados que s&o mais soluveis em agua sao descritos na
literatura (Thottumkara,' A. P.: Vinod. T. K., Tetrahedron Lett.,, 2002, 43(4),
569). .

De acordo com uma abordagem diferente, o carboidrato (de pre-
feréncia, uma molécula de amido, tal como HAS) é oxidado através de con-
tato do material de partida contendo o carboidrato (de preferéncia, uma mo-
lécula de amido, tal como HAS) com um reagente que produz um ion de o-
xoamoOnio na presenga de um agente de oxidacéo ou atfa‘vés de contato do
material de partida diretamente com a espécie reativa, o ion de oxoaménio.

O agente de oxidagéo é, por exemplo, um agente de oxidacao
quimico, tal como um hipohaleto, por exemplo, hipoclorito e hipobromito de

sédio ou peroxido de hidrogénio. Alternativamente, a enzima oxidativa

~pode ser usada como agente de oxidagao (veja, por exemplo, WO 99/23240,

O reagente que produz o ion de oxoamonio &, de preferéncia,
um composto de nitroxila, mais preferivelmente um composto de di-terc- -
nitroxila, tal como 2,2,6,6¥Tetramétilpiperidina-1-oxila (TEMPO) ou o respec-
tivo derivado do mesmo. Oxidagdo com quantidades cataliticas de TEMPO
na presencga de quantidades estequiométricas de reagente de co-oxidagao
adequado, isto €, hipoclorito de sédio (NaOCl), leva principalmente & oxida-
cao de grupos alcool primario em aldeidos (veja figura 35, no caso de HES,

a posi¢éo 6 ou o atomo de C terminal do grupo hidroxietila € convertido a um

| aldeido) sem abertura dos anéis de sacarideo (lit: P.L. Bragd, H. van Bek-
"kum, A.C. Besemer, Topics in Catalysis, 2004, 27, 1-4; revisdo: W. Adam, C.
R. Saha-Moller, P. A. Ganeshpure, Chem. Rev. 2001, 101, 3499-3548 e arti-

gos citados, A. E. J. de Nooy, A. C. Besemer, H. v. Bekkum, Carbohydrate

Research, 1995, 269, 89, EP 1 093 467, EP 1 173 409, WO 00/50621, EP 1

077 221, EP 1 149 846). '
Altérnativamente, ao invés de quantidades cataliticas de TEM-
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PO, quantidades estequiométricas das espécies ativas - 0 composto de 0X0-
“aménio - podem ser usadas (lit: J. M. Bobbitt, N. Merbouh, Organic Synthe-

ses, 2005, 82, 80). Outros derivados de TEMPO (isto é, 4-acetamido-, 4-

~ hidréxi-TEMPO) séo também adequados, ‘especialmente com relagao ao pH

da reacdo ou a solubilidade em agua.

Apds a oxidagao, 0s grupos aldeldo obtidos sdo convertidos em
aminas através de aminacdo redutiva. Como agentes de redugao, por exem-
plo, cianoborohidreto de sédio ou um complexo de borano-dimetilamina (ou
outros compostos de borano em complexo) pode ser usado Como composto
de amina, por exemplo, cloreto de aménio ou diaminas, tais como 1,3-
diaminopropano, 1,3-diaminopropan-2-ol ou lisina, podem ser, de preferén-
cia, usadas em valores de pH ligeiramente &cidos. O usb de diaminas inten-
sifica 0 comprimento do espagador entre a parte principal de HES e o farma-
co peptidico e o rendimento da aminacao redutiva.

Grupos aldeido ndo convertidos serdo reduzidos novamente ao
alcool primario de partida. | |

Uma modificagéo da oxidé(;éo com IBX pode ser feita em DMSO

na presenga de N-hidréxi-sucinimida (figura 39). Nesse caso, o éster ativado

- correspondente do &cido urdnico € diretamente formado. Essa espécie pode

ser diretamente convertida, por exemplo, com diaminas, por exemplo, 1,3-
diaminopropano, a um HES aminado (lit: R. Mazitsche.k, M. M lbaier, A. Gi-
annis, Angew. Chem. 2002, 114, 21, 4216-4218; A. Schulze, A. Giannis,
Adv. Synth. Catal. 2004, 346, 252-256).

2. Um processo em duas etapas onde HES é ativado por um agente de "a-

coplamento" e reagido com excesso de uma amina bisfuncional.

| -Varios métodos sdo descritos para a ativagdo de polissacari-
deos, isto &, 1,1'-carbonildiimidazol (CDI) (iit: G. S. Bethell, J. S. Ayers, M. T.
W. Hearn, W. S. Hancock, J. of Chromatography, 1981, 219, 361-372), epi-

bromoidrina (1-bromo-2,3-epoxipropano, alternativamente, epicloroidrina,

respectivamente 1-cloro-2,3-epoxipropano) (lit: H. Débeli, E. Huchuli, Patente
0253303 B1), cloreto de 2,2,2-trifluoroetano-sulfonila (cloreto de tresila) (lit:
H. P. Jennissen, J. Mol. Recogn., 1995, 8, 116-124), bromocianida (BrCN).
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(lit: G. S. Bethell, J. S. Ayers, M. T. W. Hearn, W. S. Hancock, J. of Chroma- . -

tography, 1981, 219, 361-372; H. P. Jennissen, J. Mol. Recogn., 1995, 8,
116-124, H. Dobeli, E. Huchuli, Patente EP0253303 B1). Todos os reagentes
tém em comum o fato de que eles introduzem grupos funcionaisA/, 0s quais
sao altamehte reativos e podem ser reagidos em uma segunda etapa com
um excesso de nucledfilos bifuncionais, tais como aminas, isto é, cloreto de
amoénio (ndo adequado com todos os reagentes de ativagao) ou diaminas,

isto &, 1,3-diaminopropano, 1,3-diaminopropan-2-ol ou lisina.

3. Um processo em uma etapa onde HES é ativado através da adicao de um

precursor de amina adequado.

Precursores de amina adéquado_s sao, por éxemplo, halogeno-
alquilaminas (isto é, como seus sais, isto é, brometo de bromoetilaménio) ou
aza-anéis reativos, isto é, a'zi'ridinas,_ist_o é, L-aziridina-2-carboxilato de litio. |

Todas as trés éstratégias descritas tém em comum que, apos a
introducdo dos grupos amino no hidroxietil amido, esses grupos amino sao

“convertidos em maleimidas como um exemplo de um ligante apropriado. Is-

so pode ser realizado, por exemplo, através de reacdo com acidos w-
maleimido carboxilicos ativados, isto é, N-hidroxi-succinimida éster de acido
3-(maleimido)propidnico ou N-hidréxi-succinimida éster de é&cido 4-

(maleimido)butiric‘o. As maleimidas resultantes representam 0s grupos fun-

cionais ativos finais para acoplamento com peptideos que trazem um grupo

tiol livre. |
1. Um processo em duas etapas: grupos aldeido séo introduzidos através de

oxidacao e sequido por aminacao redutiva.

1.1. Oxidacdo de alcoois primarios em aldeidos

‘Através de oxidagdo direta dos &lcoois primarios em hidroxietil
amido, mais precisamente dos grupds C6-OH da glicose e dos grupos hidro-
xietila, grupos aldeido podem ser formados. Esses produtos da oxidagao séo
obtidos com agentes de oxidagdo Comercialmente disponiveis, tais como
TEMPO ou IBX (por exemplo, Sigma-Aldrich ou Acros).

a) Oxidagdo com periodato
Esse método é descrito em maiores detalhes na segdo experi-
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mental sob C (veja abaixo).
b) Oxidagdo com TEMPO

Usando 2,2,6,6-Tetrametilpiperidina-1-oxila (TEMPO) ou seus
derivados, por exemplo, 4-acetamido-TEMPO ou 4-hidréxi-TEMPO e co-
oxidantes, tal como hipoclorito de sddio, em uma mistura com brometo de
potassio (proporgao molar de TEMPO:NaOCI:KBr, por exemplo, 1:40:20); os
alcoois primarios podem ser oxidados em curtos tempos de reagdo em tornoi
de 60 min em um .tampéovde fosfato em uma faixa de pH entre 6-8, pelo que -
um maior pH aumenta a velocidade de reagéo. Com uma concentragao mo--
lar diferente da mistura de oxidagéao, éspecialmente do co-o_xidarite, 0 nume-
ro de aldeidos formados pode ser controlado. Consequentemente, a quanti-
dade de grupos ancora e, assim, a quantidade de férmaéo peptidico sobre o
veiculo, pode ser controlada através dessa primeira etapa.

A otimizagao foi momtorada com o reagente de Purpald que for- |
ma um aduto purpura apenas com aldeidos e a tltu|agao redox do hlpoclonto
restante.com um complexo de iodo/amido.

O processamento foi re_al.izado através de técnicas de ultrafiltra-
¢ao usando uma membrana de PES de diferentes cortes de peso molecular,
seguido por liofilizacao (literatura: P.L. Bragd, H. van Bekkum, A.C. Bese-

er, Topics in Catalysis, 2004, 27, 1-4; revisdo: W. Adam, C. R. Saha-

Moller, P. A. Ganeshpure, Chem. Rev. 2001, 101, 3499-3548 e artigos ita-

dos; A. E. J. of Nooy, A. C. Besemer, H. v. Bekkum, Carbohydrate Research,
1995 269, 89).

A flgura 35 proporciona. uma visao geral llustratlva sobre 0 me-
canismo de oxidagdo TEMPO-mediada de alcoois primarios. Oxidagao adi-
cional'em carboxilatos ocorre apenas através de uso de um excesso de rea-
gente de oxidagao.
c¢) Oxidagdo com IBX A

Usando o reagente de oxidacéo acido 2-lodoxibenzéico (IBX) ou '
seus derivados, HES pode ser oxidado em DMSO como solvente. Apdés um
tempo de reagdo de 1-2 h, o IBX pode ser remowdo através da adi¢éo de

agua (10 vezes) e o IBX precipitado é removido através de filtragao. O pro-
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cessamento foi realizado através de técnicas de ultrafiltragéo usando uma

membrana de PES de diferentes cortes de peso molecular, seguido por liofi--

lizagao.

_Com uma concentracdo molar diferente de IBX, o nimero de
aldeidos formados pode ser controlado. Através dessa concentragio, a
quantidade de grupos ancora e, assim, a quantidade de farmaco peptidico
sobre o veiculo podem ser controladas também. |

| A otimizagao foi monitorada com o reagente de Purpald que for-
ma um aduto purpura apenas com aldeidos (para uma revisdao veja: V. V.
Zhdankin, Current Organic Synthesis, 2005 2,121-145 ¢ artngos citados).

A figura 36 proporciona uma visao esquematlca sobre a oxida-
¢do de alcoois primarios com TEMPO ou IBX, seguido por uma aminagao
redutiva. | | | | |

A figura 37 ilustra a introdugdo de grupos maleimida e Conjuga-
¢do com um farmaco peptidico.

1.2 Aminacao redutiva

a ) Aminagdo redutiva com cloreto de aménio _
Esse método é descrito em maiores detalhes na segao experi-

mental C (veja abaixo).

b) Aminagéo redutiva com ligante de diamina

De forma a intensificar o comprimento do espagador entre a par-
te principal de HES de um farmaco peptidico e o rendimento da aminacao
redutiva, a reacdo de aminagao redutiva pode ser realizada com uma diami-

na, tal como 1 ,3-diaminopropano, 1,3- dlamlnopropan -2-ol ou lisina como fon-
te de amina e diferentes agentes de reducao, isto &, cianoborohidreto de 8O-

dio ou complexo de borano-dimetilamina.

Exemplo: Aminacéo redutiva com 1,3-diaminopropano

A aminag&o redutiva do HES oxidado é realizada em um tampéao
de fosfato a 1 M, pH = 5, com um excesso de 10 vezes de 1,3-
diaminopropano, comparado com o agente de oxidacao usado na etapa an-
terior. Apés equilibrio durante aproximadamente 90 min, um excesso de cia-
noborohidreto de sodio (Na[CN]BHg) é adicionado é varias porgoes. O pro-
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cessamento foi realizado através de técnicas de ultrafiltragao usando uma

membrana de PES de diferentes cortes de peso molecular, seguido por |IOfI-
lizagdo. Dos derivados de HES funcionalizados, apenas a faixa de massa
molar maior do que 100 kDa foi usada. | _

A figura 38 proporciona uma visao geral ilustrativa sobre a ami-
nagao redutiya com diaminas, tal como ‘1,3-diaminopropano, seguido pela
introducdo dos grupos maleimida, através de, um HES periodato-oxidado. |
Oxidacdo de alcoois priméarios diretamente em ésteres ativados

Através de oxidacado dos alcoous primarios em hidroxietil amido,
mais precisamente dos grupos C6- OH da glicose e dos hidroxietila. Para
essa oxidagao, agentes de oxidag¢éo de IBX comercialmente disponiveis (por
exemplo, Sigma-Aldrich ou Acros) na presenca de N-hidroxi-succinimida
(HOSu), o alcool oxidado ac OSu-éster, o qual pode ser diretamente conver-
tido em uma amina usando diaminas. |
Oxidagcao com IBX na presehca de HOSu - converséo direta & amina

Usando o reagente de oxidagao &cido 2-lodoxibenzéico (IBX) ou
seus derivados na presenca de N-hidréxi-succinimida, HES pode ser oxida-

" do em DMSO como solvente. Apds 1-2h, a oxidagdo é o OSu-éster formado

em grande excesso (10 vezes) da diamina é adicionado, por exemplo, 1,3

diaminopropano.

O processamento foi realizado através de técnicas de ultrafiltra-

¢ao usando uma membrana de PES de diferentes cortes de peso molecular,

seguido por liofilizagdo. Dos derivados de HES otimizados, apenas a faixa
de massa molar maior do que 100 kDa foi utilizada (para literatura veja: R.
Mazitschek, M. M _lbaier, A. Giannis, Angew. Chem. 2002, 114, 21, 4216-
4218; A. Schulzé, A. Giannis, Adv. Synth. Catal. 2004, 346, 252-256)
A figura 39 ilustra a oxidagéo de alcoois primarios ao OSu-éster,
seguido por conversao direta com uma diamina. |
2. Um processo em duas etapas onde o HES ¢ ativado por um reagente de
"acoplamento” e reagido com um excesso de uma amina bisfuncional.
Vérias alternativas podem ser aphcadas para introduzir grupos

amina sobre a parte principal de HES. Alguns exemplos:
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a) Modificagdo com carbonildiimidazol ( CDI)

_ HES seco é suspenso em acetona seca durante 1 h. CDI é adi-
cionado e a mistura é agitada durante 1h. Alternativamente, alguns sais, por
exemplo, iodeto de potassio, como ativador/co-nucledfilos podem ser adicio-
nado. O HES & centrifugado (2000 U/min, >10 min). Apés decantagao, nova
acetona é adicionada e o HES é centrifugado novamente. Apds 3 vezes la-
vando com acetona, o HES é captado em tampao de carbonato a 1M, pH 10
e 1,3-diaminopropano (pH de 11) é adicionado e a mistura foi agitada duran- .
te 1h. O HES é processado atraves de ultracentnfugagao (MWCO 100 kD),
seguido por liofilizagdo.

A figura 40 ilustra a modmcagao com carbonlldnmldazola segui-
do por uma diamina para introduzir um grupo amina. '
b) Modificagdo com eplbromOIdrma (Epi) |

HES é dissolvido em alguma DMF e epibromoidrina é adIC|onada
(alternativamente, alguns sais, por exemplo, iodeto de potassio, como ativa-
dor/co-nucledfilos também podem ser adicionados) e a mistura é agitada
durante a noité. O HES é diluido com agua (10 vezes) e processado atraves
de ultracentrifugagdo (MWCO 50 ou 100 kD), seguido por Iiofilizégéo. O pro-
duto é dissolvido em tampao de fosfato a 1M, pH = 7 e 1,3-diaminopropano
é adicionado e a mistura é agitada durante 1 h. O HES ¢ processado atraves
de ultracentrifugagao (MWCO 50 ou 100 kD), seguido por liofilizagao.

A figura 41 ilustra a modificagdo com epibromoidrina, seguido

por uma diamina para introduzir um grupo amina.

3. Um processo em uma etapa onde HES é ativado através da adicao de um

precursor de amina adequado.

a ) Modificagéo com bromidrato de brometo de 2-aminoetila

HES ¢é dissolvido em DMSO e bromidrato de brometo de 2-
bromoetilamina é adicionado (alternativamente, alguns sais, por exemplo,
iodeto de potassio, como ativador/co-nucledfilos também podem ser adicio-
nados) e agitado durante a noite (também, algum aquecimento pode ser u-
sado). O HES é diluido com agua (10 vezes) e processado através de ultra-

centrifugag¢ao (MWCO 50 ou 100 kD), seguido por liofilizagao.
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A figura 42 ilustra a modificagao com bromidrato de brometo de
2-aminoetila para introduzir um grupo amina. | "
b) Modificagdo com L-aziridina-2-carboxilato de litio

HES é dissolvido em DMSO ou uma solugdo aquosa tamponada
e L-aziridina-2-carboxilato de 2-litio é -adicionado (alternativamente, alguns
sais, por exemplo, iodeto de potassio, como ativador/co-nucledfilos também
podem ser adicionados) e agitado durante a noite. A mistura é diluida con‘i
agua (10 vezes) e processada através de ultracentrifugagdo (MWCO 50 ou
100 kD), seguido por liofilizago. | a |

A figura 43 ilustra a modificagéo com L-aziridin.a-2-carboxilato de
litio para introduzidos um grupo amina.

C. Exemplos detalhados de modalidades da presente invencéo

|. Sintese peptidica de monémeros

Sintese Manual

A sintese é realizada através de uso de um sistema de microon-
das Discover (CEM) usando Resina de Amida de Rink-PL (taxa de substitui-
cao de 0,4 mmol/g) ou Resinas de Wang pré-carregadas em uma escala de
0,4 mmol. Remogéao do'grupo Fmoc é obtida através da adigao de 30 ml de

piperidina/DMF (1:3) e irradiagdo com 100 W durante 3 x 30 seg. Acopla-

‘mento de aminodcidos é obtido através da adi¢cdo de um excesso de 5 vezes

de aminoacido em DMF PyBOP/HOBT/_DIPEA como aditivos de acoplarhen-
vto e irradiagdo com 50 W durante 5 x 30 seg. entre todos.os ciclos de irradi-
acéo, a solugéo é esfriada manualmente com o auxilio de um banho de gelo.
Apos desprotegdo e acoplamento, a resina € lavada 6 'vezes com 30 ml de
DMF. Apds desproteg¢do do Ultimo .aminoacido, alguns peptideos séo aceti-
lados afravés de incubagdo com 1,268 ml de solugédo de revestimento (4,73

ml de anidrido acético e 8,73 ml de DIEA em 100 ml de DMSO) durante 5

. minutos. Antes de clivagem, a resina é, entdo, lavada 6 vezes com 30 ml de

DMF e 6 vezes com 30 ml de DCM. Clivagem dos peptideos brutos é obtida -
através de tratamento com 5 ml de TFA/TIS/EDT/H0 (94/1/2,5/2,5) durante
120 minutos sob atmosfera inerte. Essa solug@o ¢€ filtrada em 40 ml de éter

gelado. O precipitado € dissolvido em acetonitrila/agua (1/1) e o peptideo é
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purificado através de RP-HPLC (Kromasil 100 C18 10 ym, 250 x 4,6 mm).

Sintese automatica

" A sintese é realizada através de uso de urh sistema de microon-
das Odyssey (CEM) usando Resinas de Amida de Rink-PL (taxa de substitu-
icdo de 0,4 mmol/g) ou Resinas de Wang pré-carregadas em uma escala de
0,25 mmol. Remogao de grupos Fmoc é obtida através da adigdo de 10 mi
de piperidina/DMF (1:3) e irradiagdo com 100 W durante 10 x 10 seg. Aco-.
plvamevnto de aminoacidos é obtido vatravés da adicdo de um excesso de 5
vezes de aminoacido em DMF PyBOP/HOBT/DIPEA como. aditivos de aco-
plamentos e irradiagdo com 50 W durante 5 x 30 seg. Entre todos os ciclos
de irradiacdo, a solugdo € esfriada borbulh_ando-se nitrogénio‘ através da
mistura de reagé@o. Apos desprotegéo e acoplamento, a resina é lavada 6
vezes com 10 ml de DMF. Apés desprotegdo do ultimo aminoacido, alguns‘
peptideos sdo acetilados através da incubagdo com 0,793 ml de solugéo de
revestimento (4,73 ml de anidrido acético e 8,73 ml de DIEA em 100 ml de

_DMSO) durante 5 minutos. Antes de clivagem, a resina é, entéo, _Iavada 6

vezes com 10 mi de DMF e 6 vezes com 10 ml de DCM. Clivagem dos pep-
tideos brutos é obtida através de tratamento com 5 mi de TFA/T IS/EDT/H0
(94/1/2,5/2,5) durante 120 minutos sob uma atmosfera inerte. Essa solugao
é filtrada em 40 ml de éter gelado, o precipitado dissolvido em acetonitri-

}Ia/égua (1/1) e o peptideo é purificado através de RP-HPLC (Kromasil 100

C18 10 pm, 250 x 4,6 mm).

Purificacéo , A
Todos os peptideos foram purificados usando um sistema Nebu-

la-LCMS (Gilson). O material bruto de todos os peptideos foi dissolvido em

| acetonitrila/agua (1/1) e o peptideo purificado através de RP-HPLC (Kromasil
100 C18 10 pm, 250 x 4,6 mm). A taxa de fluxo era de 20 mI/min e a propor-

¢ao de divisdo em LCMS de 1/1000.
Il. Formacdo de ligacdes em ponte de dissulfeto intramolecular

Ciclizacdo com Ka[(FECNe)

Solucdo 1: 10 mg do peptideo sdo dissolvidos em TFA a

0,1%/acetonitril'a e diluidos com &agua até que uma concentragdo de 0,5
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mg/ml seja atingida. Bicarbonato de aménio solido é adicionado para atingir
um pH de ap. 8. ,
Solugdo 2: Em um segundo frasco, 10 ml de TFA a

~ 0,1%/acetonitrila sao diluidos com 10 mIV de agua. Bicarbonato de aménio

solido € adicionado até qué um pH de 8 seja atingido e 1 gota de uma solu-
cdo a 0,1M de K3[(FeCNg)] é adicionada. |

Solucdo 1 e 2 sdo adicionadas gota a gota' durante um perl’odd
de 3 horas até que uma mistura de acetonitrilé/égua (1/1; pH = 8). A mistura
é incubada em temperatura ambiente durante a noite € a mistura _cohcentra-'
da e purificada através de LCMS. | | o
Ciclizagdo com resina CLEAR-OX®

A 100 ml de acetonitrila/agua (1/1; TFA a 0,1%), bicarbonato de
amonio sélido é adicionado até um pH de 8 ser atingido. Essa solugao é
desgasseificada borbulhando-se argénio durante 30 minutos. Agora, 100 mg A
de resina CLEAR-OX™ s3o adicionados. Apés 10 minutos, 10 mg do pepti-

deo sdo adicionados como um sélido. Apés 2 h de incubagéo, a solugédo é

filtrada, concentrada e purificada através de LCMS.

Purificacdo de peptideos ciclicos:

Todos os peptideos foram purificados usando um sistema Nebu-

la-LCMS (Gilson). O material bruto de todos os peptideos foi dissolvido em
acetonitrila/agua (1/1) ou DMSO e o peptideo foi purificado através de RP-
HPLC (Kromasil 100 C18 ou C8 10 pm, 250 x 4,6 mm). A taxa de fluxo era

de 20 ml/min e a proporgéo de divisao em LCMS de 1/1000.

IIl. Ensaios in vitro com mondmeros.

Ensaio de proliferacdo com células TF-1 através de incorporacao de BrdU
- Células TF-1 na fase de crescimento logaritmico (~ 2,10°- 1,106
células/ml; meio RPMI; soro fetal de bezerro a 20%; suplementado com Pe-
nicilina, estreptomicina, L-Glutamina; 0,5 ng/ml de Interleucina 3) sao lava-
das (centrifugar 5 min. a 1500 rpm e ressuspender em RPMI completo sem ’
IL3 a 500.000 células/ml) e pré-cultivadas antes de inicio do ensaio durante
24 h sem IL-3. No dia seguinte, as células sdo cultivadas em laminas com

24- ou 96-cavidades usando pelo menos 6 concentracoes e 4 cavidades por
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‘concentragdo contendo pelo menos 10.000 células/cavidade por agente a

ser testado. Cada experimento inclui controles compreendendo EPO recom--

binante como um agente de controle positivo e cavidades sem a adicao de

citocina como um agente de controle negativo. Peptideos e controles de
EPO séo pvré-diluidos érh meio até a concentracdo desejada e adicionados
as células, comegando um periodo de cultura de 3 dias sob condi¢des pa-
drbes de cultura (37°C, 5% de diéxido de carbono na fase gasosa, atmosfera

saturada com agua). As concentragdes sempre se referem a concentragao

final de agitagdo na cavidade durante esse periodo de cultura de 3 dias. Ao

final desse periodo de cultura; FdU é adicionado até uma concentragao final
de 8 ng/mi de meio de cultura e a cultdra continuada durénte 6 horas. Entao,
BrdU (bromodeoxiuridina) e dCd (2-deoxicitidina) sdo adicionadbs_ as suas -
concentragdes finais (10 ng/vml de BrdU; 8 ng/ml de dCD; concentragdes fi-
nais em meio de cultura) e a cultura continuada durante mais 2 horas.

Ao final desse periodo de incubagdo e cultura, as celulas sao_

lavadas uma vez em solugao salma tamponada com fosfato contendo BSA a

'1,5% e ressuspensas em uma quantidade minima de liquido. A partir dessa

suspensdo, as células sdo adicionadas gota a gota em etanol a 70% a -
20°C. Dal’, as células sdo incubadas durante 10 min sobre gelo e, entao, a-
nalisadas diretamente ou podem ser armazenadas a 4°C antes de analise.

| Antes de andlise, as células s&o peletizadas através de centrifu-
gacdo, o sobrenadante é descartado e as células ressuspensas em uma
quantidade minima de fluido restante. As células sdo, entdo, suspensas €
incubadas durante 10 min. em 0,5 ml de HCI a 2 M/triton X-100 a 0,5%. En-

tao, elas sao peletizadas novamente e ressuspensas em uma quantidade

| minima de fluido restanfe, o qual é diluido com 0,5 mI_ de NazxB407 a 0,1 N,
‘pH de 8,5 antes de repeletizagéo direto das células. Finalmente, as células

sdo ressuspensas em 40 pl de solugéo salina tamponada com fosfato (BSA
a 1,5%) e divididas em dois tubos dé reagdo contendo 20 pl de suspenséo
de célula cada. 2 pl de anti-BrdU-FITC (DAKO, clone Bu20a) sao adiciona-
dos a um tubo e 2 wl'de migG1-FITC de controle (Sigma) s&o adicionados ao

segundo tubo, 'c'omegando um periodo de incubagéo de 30 min em tempera-
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tura ambiente. Entdo, 0,4 ml de solugao salina tamponada com fosfato e 10

| ‘ug/ml de iodeto de propidio (concentragéo final) sdo adicionados. Analise no

citometro de fluxo se refere & fragdo de células 4C ou células com maior

“ploidia e a fragdo de células BrdU-positivas, assim, determinando a fragao

de células nos estagios relevantes do ciclo celular.

Ensaio de proliferacdo com células TF-1 atraveés de MTT

Células TF-1 na fase de crescimento logaritmico (~ 2,10° - 1,10°
células/ml: meio RPMI; soro fetal de bezerro a 20%; suplementado com Pe-
nicilina, estreptomicina, L-Glutamina; 0,5 ng/ml de Interleucina 3) s&o lava-
das (centrifugar 5 min. a 1500 rpm e‘ressuspender em RPMI completo sem
IL3 a 500.000 células/mi) e pré-cultivadas antes do ensaio durante 24 h sem
IL-3. No dia seguinte, as células séo cultivadas em lémi'nas com 24- ou 96-
cavidades u_sualmente usando pelo menos 6 concentragdes e 4 cavidades
por concentragdo contendo pelo menos 10.000 células/cavidade por agente |
a ser testado. Cada experinﬁento inclui controles compréendendo EPO re-
combinante como um controle positivo e cavidades sem adicdo de citocina
como agente de controle negativo. Peptideos e controles de EPO séao pré-
diluidos em meio até as concentracdes desejadas e adicionados as células,

comegando um periodo de cultura de 3 dias sob condigbes padréo de cultura

(87°C, 5% de dioxido de carbono na fase gasosa, atmosfera saturada com

agua). As concentragbes sempre se referem a concentragao inicial de agen-
ie na cavidade durante esse periodo de cultura de 4 dias. . '

No dia 4, antes de inicio da andlise, uma série de diluicao de um
numero conheCido de células TF-1 é preparada em uma série de cavidades
(0/2500/5000/10000/20000/50000 células/cavidade em 100 pl de meio). Es-
sas cavidades sao tratadas da mesma forma que as cavidades de teste e
depois fornecida uma curva de calibrag&@o da qual nimeros de célula podem

 ser determinados. Tendo ajustado essas cavidades de referéncia, MTS e

PMS do kit de proliferagdo de MTT (Promega, ensaio de proliferagdo de cé-
lulas ndo-radioativo CellTiter 96_Aqueous) sao déscon_gelados em um banho
de 4gua a 37°C e 100 pl de solugao PMS séo adicionados a 2 ml de solugéo

MTS. 20 pl dessa mistura sdo adicionados a cada cavidade das laminas de
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ensaio e incubados a 37°C durante 3-4 h. 25 pl de dodecil sulfato de sédio a
10% em agua sdo adicionados a cada cavidade antes de medi¢ao de E492
em um leitor ELISA. '

Usando avaliagdes gréficas, conforme mostrado nas figuras 17 e
18 baseado e calculos da relacdo de dose-resposta usando o programa
GraphPad, os seguintes valores de EC50 foram determinados com base nos
dados de ensaio MTT.

- A tabela a seguir mostra os valores de ECso de alguns mondéme-
ros peptidicos exemplificativos: |
SEQIDNO2: . GGTYSCHFGKLTWVCKKQGG 3284 nmols/|
SEQIDNO4:  GGTYSCHFGKLTWVCKPQGG 4657 nmols/l
SEQ ID NO &: GGTYSCHFGRLTWVCKPOGG 5158 nmols/l
SEQ ID NO 6: GGTYSCHFGRLTWVCKKQGG 4969 nmols/I
SEQIDNO7: GGTYSCHF-(AIs)-LTWVCKPOGG 5264 nmols/I|
SEQ ID NO 8: GGTYSCHF-(Als)-LTWVCKKQGG 4996 nmols/|

GGTYSCHFGPLTWVCKKQGG 2518 nmols/|
GGTYSCHFAKLTWVCKKQGG 5045 nmols/|
GGTYSCHFGGLTWVCKPQGG sem atividade detéctéve_l

V. Sintése de unidades peptidicas miméticas de EPQO bivalentes

Sintese automéatica de SEQ ID NO 11 linear (AGEM1 11)

| A sintese ¢ realizada através de uso de um sistema de microon-
das Liberty (CEM) usando Resina de Amida de Rink (taxa de substituigéo de
0,19 mmol/g) em uma escala de 0,25 mmol. Remogao de grupos Fmoc e

obtida através de tratamento duplo com 10 ml de piperidina/DMF (1:3) e irra-

diégéo com 50 W durante 10 x 10 seg. Acoplamento de aminoécidos € obti-

do através de tratamento duplo com um excesso de 4 vezes de aminoacido

em DMF PyBOP/HOBT/DIPEA como aditivos de acoplamento e irradiacao
com 50 W durante 5 x 30 seg. Entre todos os ciclos de irradiacao, a solugao
é esfriada borbulhando-se nitrogénio através da mistura de reagao. Apos
desprotegdo e acoplamento, a resina € lavada 6 vezes com 10 ml de DMF.
Apos o ciclo de duplo acoplamento, todos 0s grupos amino nao reagidos sao

bloqueados através de tratamento com um excesso de 10 vezes de N-(2-
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Clorobenziloxicarbonildxi) succinimida (solugéo a 0,2 M em DMF) e irradia-

-¢do com 50 W durante 3 x 30 seg. Apds desprotegdo do ultimo aminoécido,

o peptideo é acetilado através de incubagao com 0,793 ml de solugao de
revestimento (4,73 ml de anidrido acético e 8,73 ml de DIEA em 100 ml de
DMSO) durante 5 minutos.‘ Antes de c|ivagem, a resina é, entdo, lavada 6
vezes com 10 mi de DMF e 6 vezes com 10 ml de DCM. Clivagem dos pep-
tideos brutos é obtida através de tratamento com 5 ml de TFA/TIS/EDT/H20
(94/1/2,5/2,5) durante 120 minutos sob uma atmosfera inerte. Essa solugao
é fitrada em 40 ml de éter gelado, o prempltado dlssolvxdo em acetonltrl-
la/agua (1/1) e o peptideo € purlflcado através de RP- HPLC (Kromasn 100
C18 10 ym, 250 x 4,6 mm).

O esquema de purificagao de AGEM11 hnear Kromasil 100 C18
10 pm, 250 x 4,6 mm e o gradiente usado, portanto, séo representados nas
figuras 8 e 9 a partir de acetonitrila a 5% a 50% (TFA a 0,1%) em 50 minu- '
tos. | _

Ciclizagdo de AGEM11 linear

— 1 1 ,
ac—GGTYSCHF GKLTWVCKKQGG’ w— GGTYSCHFGKLTWVCKKQGG_CONHE

30 mg do peptideo linear sdo dissolvidos em 60 ml de solugéo A.

'Essa solug@o e 60 ml de DMSO siao adicionados, gota a gota, a 60 ml de
solugdo A (tempo total para adigdo: 3 h). Apds 48 h, os solventes sao remo-

vidos através de evaporacdo e o residuo restante dissolvido em 30 ml de
DMSO/agua (1/1) 30 ml de acido acético e 17 mg de iodo (dissolvido em
DMSO/agua (1/1) s&o adicionados e a solugao é misturada durante 90 minu-
tos em temperatura ambiente. Apos o que, 20 mg de acido ascérbico sdo
ad|C|onados e 0s solventes sdo removidos através de evaporagéo. A mistura
bruta é decomposta em acetonitrila/agua (2/1) e o peptideo é purificado atra-

~ vés de RP-HPLC (Kromasil 100 C18 10 ym, 250 x 4,6 mm).

Solucéao A: Acetomtnla/agua (1/1) contendo TFA a 0, 1%. O pH é
ajustado para 8,0 atraves da adicao de bicarbonato de aménio.
Os parametros de purificagao para AGEM11 ciclico sao forneci-

dos nas figuras 10 e 11 (esquema: Purificagao de AGEM11 ciclico, Kromasil



10

15

20

25

30

71

100 C18 10 pm, 250 x 4,6 mm, gradiente de acetonitrila a 5% a 35% (TFA a .
0,1%) em 50 minutos). | '

V. Ensaio de proliferacdo in vitro para determinar a atividade de EPO

Células TF1 na fase de crescimento logaritmico (2,10° - 1,10°
células/mi crescidas em RPMI com soro fetal de bezerro a 20% (FCS) e 0,5
ng/ml de IL-3) foram contadas e o numero de células necessario para reali-
zar um ensaio foi centrifugado (5 min. 1500 rpm) e ressuspenso em RPMI
com FCS a 5% sem IL-3 a 300 000 células/ml. As células foram pre-
cultivadas nesse meio (privagdo) sem IL-3 durante 48 horas. Antes de t:o-
megar o ensaio, as células foram contadas novamente.

Exatamente antes de inicixar 0 ensaio, solugées de estoque de
peptideos e EPO foram preparédas; Peptideos foram pesados e dissolvidos
em RPMI com FCS a 5% até uma concentragdo de 1 mM, 467 uM ou 200
uM. Solucdes de estoque de EPO estavam a 10 nM ou 20 nM. Duzentos e
noventa e dois pl dessas solugdes de estoque foram pipeteados em uma
cavidade de uma lamina de cu|tura- com 96 cavidades - uma lamina foi to-
mada para cada substancia a ser testada. Duzentos pl de RPMI com FCS a

5% foram pipeteados em dezessete outras cavidades em cada lamina. Os

contetidos foram misturados e 92 pl dessa cavidade foram transferidos para

a seguinte e assim por diante. Dessa forma, uma série de diluicoes (18 dilui-

” ¢bes) de cada substancia foi preparada, de modo que, em cada cavidade

consecutiva, a concentragcao fosse de 1:710 da concentragao na cavidade
antes dessa. De cada cavidade, 3 x 50 ul foram transferidos para trés cavi-
dades vazias. Dessa forma, cada concentragao de substancia foi medida em
quadrupllcata Note que a linha de cavidades mais acima e mais abaixo de

cada |am|na foi delxada vazia.

Células pré-tratadas (privadas) foram centrlfugadas (5 min. 1500
rpm) e ressuspensas em RPMI com FCS a 5% em uma concentracao de
200 000 células por ml. Cingiienta ul de suspensao de célula (contendo 10
000 células) foram adicionados a cada cavidade. Note que, em virtude da
adicdo das células, a concentragdo final das substancias nas cavidades era

metade da faixa de diluicdo original. As laminas foram incubadas durante 72
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h a 37°C em 5% de CO:..

‘Antes de comecar a avaliagdo, uma faixa de diluicao de vquanti-v
dades conhecidas de células TF-1 em cavidades foi preparada:
0/2500/5000/10000/20000/50000 células/cavidade foram pipeteados (em
100 pl de RPMI + FCS a 5%) em quadruplicata.

Para medir o numero de células vivas por cavidade, reagente
MTT pronto para uso (Promega, CellTiter 96 Aqueous One Solution Cell Pro-
liferation Assay) foi descongelado em um banho de agua a 37°C. Por cavi-
dade, 20 pl de reagente MTT foram adicionados e as laminas foram incuba-
das a 37°C em 5% de CO.durante mais 1-2 h. Vinte e cinco ul de uma solu-
cdo de SDS a 10% foram adicionados e as laminas foram medidas em um
leitor ELISA (Genios, Tecan). Os dados foram proceésados em planilhas
(Excel) e plotados no Graphpad. |

Os dados sdo resumidos na figura 12.

ED50 (nM): |

EPO  0,0158

BB49 (monomero, SEQ. ID NO 2) 4113

AGEM11 (bivalente) 36,73

VI. Ensaios de peptideo prolongados

Em um ensaio prolongado, aproximadamente 200 seqléncias

: peptidicas foram testadas com relag&o a sua atividade mimética de EPO.

Os peptideos foram sintetizados como amidas peptidicas sobre
um sistema sintetizador LIPS-Vario. A sintese foi realizada em laminas de
sintese MTP eépeciais, a escala sendo de 2 umoles por peptideo. A sintese
seguiu o protocolo padrao com Fmoc usando HOBT como reagente ativador.
As_etapas de écoplamento foram realizadas como acoplamento 4 vezes.
Cada etapa de acoplamento levou 25 min e o excesso de aminoacido por
etapa era de 2,8. A ciivagem e desprote§éo dos peptideos foram feitas cdm
uma solucdo de clivagem contendo TFA a 90%, TIPS a 5%, H.O a 2,5% e
DTT a 2,5%. A lamina de s'int‘ese contendo o peptideo final preso a resina foi
armazenada por cima de uma Iémina profunda com 96 cavidades. 50 pl da

solugdo de clivagem foram adicionados a cada cavidade e a clivagem foi
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realizada durante 10 min, esse procedimento sendo repetido trés vezes. O
peptideo clivado foi eluido com 200 pl de solucdo de clivagem através de

fluxo por gravidade na lamina com cavidade profunda. A desprotecao de

'fungéo da cadeia lateral foi realizada durante mais 2,5 h dentro da lamina

com cavidade profunda. Apés o que, o peptideo foi precipitado com é-
ter/hexano gelado e centrifugado. Os peptideos foram decompostos em so-
lugdo aquosa neutra € a ciclizagdo foi incubada durante a noite a 4°C. Os .
peptidéos foram liofilizados. | _ ,

A figura 19 proporciona uma visao geral sobre os monéméros
peptidicos sintetizados e de teste. -

Os peptideos foram testados corh_ relagdo a sua atividade mimé-
tica de EPO em Um ensaio de. proliferagéo in vitro. O ensaio foi realizado
conforme descrito sob V. Em cada dia do ensaio, 40 laminas de microtitula-
¢do foram preparadas para medigéo da_atiVidade in vitro de 38 peptideos de
teste, 1 exemplo de referéncia e EPO em paralelo. Solugbes de estodue de
EPO estavam a 20 nM. | | _

Os resultados sdo fornecidos na figura 19. Conforme pode ser
observado a partir dos resultados, os peptideos de teste que néo} preenchem

o consenso da presente invengdo ndo representam atividade mimética de
EPO. ' '

VIl. Sintese dos conjugados de peptideo-HES usando oxidacao com perio-

dato _
O esquema de reagdo inicial é representado na figura 21,
O objetivo do metodo descrito é a producdo de um derivado de

amido, de acordo com esse exemplo HES, o qual reage seletivamente com

i grupos tiol sob condi¢bes de reagao aquosa suave. Essa seletividade é obti-

da com grupos maleimida. |

HES ¢é funcionalizado primeiro com grupos amino e convertido,
apos o que, ao respectivo derivado de maleimida. As bateladas de reagdo
foram liberadas dos reagentes de baixo peso molecular via membranas de
ultrafiltragdo. O produto, os produtos intermediarios, bem como os edutos,

sao todos polidiSpersos.
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Sintese de HES modificado '
Hidroxietil amido (Voluven® 130/0,4 ou Serumwerk Bernburg

200/0,5) foi obtido via diafiltragdo e subsequente liofilizagdo. O peso molecu-

“lar médio era de aproximadamente 130 kDa, com um grau de substituicao

molar de 0,4, respectivamente, 200kD, MSV =0,5.
A sintese foi realizada de acordo com a sintese descrita para
amino dextrano na dissertacdo. de Jacob Piehler, "Modifizierung von'
Oberflachen fir die thermodynamische und kinetische Charakterisierung bi-
omolekularer Erkennung mit optischen Transducern®, 1997, aqui incofporado
por referéncia. HES foi ativado através de oxidagdo parcial seletiva dos gru-
pos hidroxila didlicos em grupos aldeido com periodato de sédio, conforme
descrito em Floor e outros (1989). Os grupos aldeido fdram convertidos via
aminagdo redutiva com cianoborohidreto de sodio (NaCNBHz3) na presencga

de aménia em grupos amino (Yalpani e Brooks, 1995).

1.1 Oxidacéo de alcoois primarios em aldeidos
a) Oxidagdo/abertura com periodato |
Atraves de uma omdag:ao suave dos 1,2-didis no sacarideo atra-

“vés de periodato de sédio em agua, grupos aldeido séo introduzidos. Usan-

do diferentes concentracbes molares do agente de oxidag&o, o0 numero de

_grupos‘ ancora disponiveis e, assim, a quantidade de farmaco de peptideo

sobre o veiculo pode ser controlada. Para otimizar o protocolo, a oxidagéo
foi monitorada com o reagente de Purpald, que forma um aduto purpura a-
penas com aldeidos. O tempo de reagé@o pode ser reduzido para 8-18 h. A
quanﬁdade usada de periodato representa 20% do numero de blocos de
construcdo de glicose (aplicando uma massa do bloco de construcdo de gli-
cose'de' 180 g/mol, DS = 0,4). O processamento foi realizado via ultra filtra-
céo e liofilizagao. A purificagéo de cada produto polimérico foi realizada atra-
vés de técnicas de ultrafiltracdo usando uma membrana de PES de diferen-
tes cortes de peso molecular, seguido por Ilofmzagao Dos derivados de HES
otimizados, apenas a faixa de massa molar maior do que 100 kDa foi usada.

Analise de aldeido

Qualitativa/Semiquantitativa: Reagéao de Purpald dos grupos aldeido dISpO-
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niveis

1.2 Aminacao redutiva

a) Aminagdo redutiva com cloreto de aménio

Na etapa seguinte, os grupos aldeido introduzidos foram conver-
tidos em aminas através de uma aminacéo redutiva em uma solugao satura-
da de cloreto de aménio em um valor de pH ligeiramente acido com cianobo-
rohidreto de sodio. ' |

| Para otimizar o protocolo, os grupos aldeido do material de par-

tida foram acompanhados através do reagente de Purpald e as aminas for-
madas com TNBS. Esses experimentos mostraram que a formagédo do in-
termediario de imina esta em equilibrid apds um periodo i‘nicial e 0 agente de
redugdo adicionado prefere as iminas com relacdo ao aldeido. Assim,'pode -
ser descoberto que a reagéd 6tima é realizada através de varias adigoes do
agente de redugao com um tempo total de reagéo de 24 h.

Processamento via precnpltagao do produto ou ultraflltragao

Anallse de Amina

Qualitativa: reagao com nudnna (teste de Kaiser) _
Quantitativa: com acido 2.4,6-trinitrobenzol sulfénico (TNBS) em
comparagdo com uma amino dextrano.
| O grau de substituicao obtido estava em torno de 2,8%. Isso re-
sulta em uma massa molar de um bloco de construgao trazendo um grupo
amino de aproximadamente 6400 g/mol.
Sintese de maleimidopropionil-amino-hidroxietil amido ("MalPA-HES")
Apdés 0s grupos amino serem introduzidos (existem diversas es-

tratégias diferentes, por exemplo, veja acima), o grupo ancora de maleimida

é introduzido com N-hidréxi-succinimida ésteres de acido alquil (ou aril) o-

maleimido.

Sintese
A introdugdo final dos grupos maleimida no HES é realizada com

N-hidréxi-succinimida éster de acido 3-maleimidopropiénico (MalPA-OSu).
Quando usando um excesso (5 a 10 vezes) em um tampao ligeiramente aci-
do, a conversdo é quantitativa (tamp&o de fosfato a 50 mM, pH de 6 ou 7,
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DMF a 20%, durante a noite). O produto ultrafiltrado e liofilizado é armaze-
nado a -18°C. |
Andlise |

A reacdo do grupo amino foi verificada com niidrina e TNBS. O
numero de grupos maleimida introduzidos € demonstrada através de reagao
de glutationa (GSH) e detecgéo de grupos tiol em excesso com reagente de
Ellmans (DNTB) e via espectroscopia a 700 MHz-'H-RMN.:

O grau de substituicdo obtido estava em torno de 2 % e corres-
ponde a 8500 g/mol por bloco de construgao de maleimida (180 g/‘mol em
massa de bloco de construgéo de gliéose, MS = 0,4). | » ‘

A figura 22 mostra um espectro por 1H-RMN (D20, 700 MHz) de
HES maleimida-modificado. A propor¢do dos prétoné de maleimid_a (6,8
ppm) para C-H anomérico (4,8-5,6 ppm) proporciona um tamanho do bloco
de construgdo de aproximadamente 6.900g/mol (em comparagao: o teste
com GSH/DNTB proporcionou 7.300g/mol).

O numero de grupos maleimida e, assim, o tamanho do bloco de

construcdo, pode ser medido através de saturagao com GSH e reagdo com

' DNTB. A cor amarela formada é significativa e pode ser faciimente quantificada.

Esses' valores proporcionam tamanhos confiaveis do bloco de construgdo em

entre 5.000 e 100.000 g/mol, depéndendo do material de partida usado, respec-

tivamente, da quantidade de periodato na etapa de oxidagcao. Esse método foi

vvalidado através de espectroscopia por 'H-RMN do produto. Na RMN, o teor de

grupos maleimida pode ser quantificado a partir da proporgéo de todos 0s si-

nais anoméricos de C-H e dos prétons do anel de maleimida.

Quantidade de periodato (12 etapa) Tamanhos de blocos de construgdo

(eq) de maleimida (g/mol)
0,01-0,03 ~ > 55.000 |
0,02-0,04 ~ 35.000-50.000
0,04-0,1 | ~ 15.000-35.000
0,1-0,3 | - ~ 6.000-7.000 -

Tabela 1: Exemplos para o tamanho do bloco de construcdo virtual obtenivel

do grupo ancora na parte principal de HES via a oxidagdao com periodato.
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Conjugado de peptideo-hidroxietil amido (Pep-AHES) .

Sintese

Um peptideo contendo cisteina foi usado, o qual tinha um N-
término (Pep-1A) ou um (Pep-IB) biotinilado livre. Uma mistura a 4:1 de Pep-
IA/B foi cohvertida durante a noite em excesso (aprox. 6 equivalentes com
MalPA-HES em tampao fosfato, 50 mM, pH de 6,5/DMF a 80:20; processa-'
mento ocorreu com ultrafiltrag&@o e liofilizag&o. ' |

A absorgédo de UV foi determinada a 280 nm e o teor restante de
grupos maleimida foi determinado com GSH/DNTB.

O rendimento de peptideo f0| quase quantltatlvo Quase nenhum
grupo maleimida livre era detectavel |

Para a conjugagao do peptldeo/farmaco um dominio de pept|-
deo:

Ac- GGTYSCHFGKLT Na1-VCKKQRG Am (BB68) .

é usado para cnagao de uma unidade peptidica através de mtrodugao de um
grupo tiol livre (por exemplo, através de introdugdo de um residuo de cistei-
na no N-término) como em: '

Ac-C(tBu)-GGTYSCHFG KLT-Na1-VCKKQRG-GGTYSCHFGKLT-Na1l- .
VCKKQRG-Am (AGEM40) | ’

um excesso de 10-50% do peptideo desprotegldo é conjugado em um tam-
pao ligeiramente acido durante 1-2 h. As condi¢des foram otvlmlzadas para
assegurar, por um lado, que a p‘arte principal de HES, os grupos maleimida e
as ligacdes em ponte de dissulfeto séo estaveis e, por outro lado, observar
ufna conyerséo guantitativa. Usando diferentes compostos de HES maleimi-

~ da-funcionalizados, a AplaGen pdde sintetizar uma série de peptideos mime-

ticos de EPO supravalentes os quais mostraram um efeito supravalente in

vitro. Alguns exemplos sao fornecidos abaixo.
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Peptideo mimético de [ Grupos maleimida Teor experi-
EPO supravalente | em tamanhos do blo- Teor tedrico mental de
sobre HES co de construgao de peptideo  peptideo
(g/mol) (%) (%)
AGEM40-HES A2 7,300 39 37
AGEM40-HES A3 16,000 23 _ 22
AGEM40-HES A4 44,000 10 10

Tabela 2: Conjugados de peptideo mimético de EPO supravalentes de A-
GEM40 com diferentes teores de peptideo. | o ‘

Uma anallse quimica facil dos conjugados de peptideo mimético
de EPO supravalente foi realizada em duas etapas. Primeiro,. o teor de pep-
tideo foi quantn‘lcado através de HPLC apds uma leve hidrélise da parte
pnncupal de HES e, segundo a quantidade de polissacarideo foi medida a- '
través de um teste colonmetnco com fenol apos uma hidrélise completa a-
través de aC|do sulfdrico.

A figura 23 mostra um cromatograma por HPLC (Shimadzu H-

' PLC) da hidrélise de TFA/agua dos conjugados de peptideo mimético de

EPO supravalentes AGEM40-AHES A2. Apds um determinado tempo, a ab-

~sorbancia por UV de todas as espécies contendo peptideo é constante em

um valor méximo e, através de comparagéo com o peptideo livre, um teor de
peptideo de 37% pode ser calculado (valor teodrico: 39%).
VIIl. Outros experimentos in vitro

Muitos dos experimentos descritos abaixo ja foram descritos a- -
cima. Contudo, os detalhes a seguir proporcionam uma viséo geral resumida
sobre os testes descritos e resultados. Predominantemente, a cultura de ce-
lulas humanas e ensalos de medula ossea s&o discutidos.

Por um Iado ensaios rapidos baseados em linhagem celular fo-
ram usados para verificar a poténcia de sequéncias peptidicas otimizadas
por todos os estagios de 'otimizagéo. Esses ensaios de cultura de células
ainda sao validos como testes répidos de eficacia dé um novo peptideo ou
uma nova batelada. Os dois endpoints, 0s quaié foram usados para a linha-
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gem de células TF-1 (células humanas) sao proliferagdo (aqui usualmente

- determinada como o numero de células vivas em pontos de tempo definidos) -

e diferenciacdo, como produgao acentuada de hemoglobina em células TF-

1.

Além disso, células primarias (células-tronco de medula éssea
humana) foram usadas para ensaios de CFU, os quais sao muito proximos
da situacgao in vivo. Elas proporcionam respostas a atividade eritropoiética no.
caso do uso de peptideos miméticos de EPO como unidades peptidicas de
um modo muito mais semelhante ao in vivo. Contudo, elas tém de ser mani-
puladas de modo mais sofisticado e precisam de mais tempo por ensaio do
que os ensaios de cultura de células. : | '

Ensaios usando células TF-1 humana |

TF-1 é uma Iinhagem de células de eritroleucemia humana que‘
prolifera apenas em resposta a determinadas citocinas, tais como IL3 ou
EPO. Além disso, células TF-1 podém diferenciar entre um fenotipo eritréide
em resposta a EPO. Células TF-1 foram obtidas da DSMZ (Braunschweig,
Alemanha).. Uma folha de produto esta disponivel no web site da DSMZ,
dsmz.de. TF-1 é a linhagem de células recomendada para avaliégéo de ati-
vidade de EPO pela Farmacopéia Européia.

O protocolo de cultura interna para manutengéo de cultura:

| ~ Meio: RPMI + P/S + AmphoB + L-Glut.+ FCS a 20% + h-IL-3
1. - 500 ml de RPMI + 5 ml de P/S + 5 ml de AmphoB
2. - 200 ml de RPM! + PS/AmphoB+ 2,5 ml de L-Glutamina
+50mlde FCS = meio completo (1 més a 4°C)
3. - 45 ml de meio completo + 22,5 ul de h-IL-3 (1 semana a 4°C)

| Cultura: Manter entre 200.000 e 1.000.000 células/ml durante 3 dias a?2x

10%/ml
e Durante 2 dias a 3 x 10%/ml
e Durante 1 dia a 5 x 10%/mi

Design de um ensaio de proliferacédo TF-1

Em um ensaio de proliferacdo TF-1, células TF-1 sdo semeadas

e cultivadas durante varios dias em concentragdes variadas de EPO ou pep-
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tideos miméticos de EPO em uma l&mina com multiplas cavidades.

Para resultados 6timos, células TF-1 deverdo ser cultivadas du-
rante dois dias na auséncia de qualquer citocina (privagéo) antes de iniciar o
ensaio. Trés dias apés comegar o ensaio, proliferagéo celular é medida indi-
retamente através de avaliagdo do numero de células viaveis.

Um reagente de tetrazolio, denommado MTS, é adicionado, 0
qual é reduzido para formazano colorido. Essa reacdo depende de NADH e
NADPH, em outras palavras, depende de atividade mitocondrial. A quantida-
de de formazano é medida espectrofotome_tricamente. Usando uma faixa de
nimeros de ‘células conhecidos para calibragdo, é possivel determinar o
numero absoluto de células viaveis, presentes sob cada condi¢ao. O princi-
pal design é também ilustrado na figura 24. |

A atividade de um determinado agente nesse ensaio € determi-
nada através de: |

1. avaliagdo se esse agente causa um aumento no numero de
células viaveis em uma determinada concentragdo e

2. em qual concentragéd esse agente exerce um efeito meio-
maximo (determinagdo da EC50).

Resultados de ensaios de proliferacao de TF-1

Como uma caracteristica geral, deve ser mencnonado que todos

0s peptldeos miméticos de EPO (EMP1 e os peptldeos prolina- modlflcados

descritos acima) se comportam, nesse ensaio, COmo agonistas parciais, isto
é, a resposta maxima é mais fraca do que a resposta o_bservada com EPO.
Todavia, 0 ensaio ‘pode ser usado para determinar o desvio a esquer-
da/direita em plotagens normalizadas e, assim, determinar os resultados de
otimiza¢6es.

O primeiro gréafico representa esse efeito em resposta absoluta
sem normalizacdo. Todos os outros graficos mostram plotagens normaliza-
das, as quais permitem a determinagédo de valores de EC50 a partir das cur-
vas. _ _

Duas substancias de referéncia foram usadas nos ensaios:

1) EMP1, uma sequéncia peptidica publicada com propriedades
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miméticas de EPO conhecidas (Johnson e outros, 1997).

2) Eritropoietina Humana Recombinante (EPO), foi comprada na-
farmécia como o produto Epoietin alfa da Ortho Biotech (Marca comercial na
Alemanha: Erypo®)

As plotagehs dessas substancias sdo fornecidas como linhas
pretas, continuas para EPO e pontilhadas para EMP1.

Os peptideos miméticos de EPO prolina-modificados sdo mos-.
trados nas figuras a seguir como linhas continuas coloridas. Esses peptideos
modificados representam a seguinte seqiiéncia:

1) BB49 '
Ac- GGTYSCHFGKLTWVCKKQGG
Mostra uma eficacia e potenCIa na mesma falxa que EMP1

2) BB68
Ac-GGTYSCHFGKLT- Na1-VCKKQRG Am
é ainda mais eficaz do que EMP1 e BB49

3) AGEMA40, | |

Ac-C(tBu)- -GGTYSCHFGKLT-Nat -VCKKQRG- GGTYSCHFGKLT Na1-

VCKKQRG-Am .
o qual é um peptideo continuo bivalente, o qual foi projetado baseado na
sequéncia do BB68 representando caracteristicas aperfeicoadas.
. 4)AGEM4O_MES, |

o qual é um peptideo avangado, altamente eficaz e potente (AGEM40) HESI-
lado de acordo com o principio de supravaléncia da presente invengao.

Essas sequéncias foram usadas como exemplos, inter alia, de
fdrma a ilustrar os beneficios do principio de supravaléncia.

A figura 25 descreve os resultados de peptideos miméticos de
EPO mondméricos em comparagado com a EPO. A figljra 25 inclui uma plo-
tagem de dados de absorbancia reais documentando a diferenga absoluta
entre peptideos em geral e a EPO nesse ensaio. '

A figura 26 proporciona os valores de EC50 calculados a partir
de plotagens normalizadas adaptadas.

A figura 27 mostra o efeito aperfeicoado de BB68 comparado
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~ com BB49. Usando o BB68 otimizado como bloco de construgao para cria-

¢do de uma unidade peptidica de acordo com a presente invengéo, o efeito

foi aperfeicoado em duas ordens de magnitude adicionais. Isso € documen-

" tado na figura 27 e na Tabela correspondente mostrada na figura 28.

As unidades peptidicas diméricas foram, entdo, acopladas ao
veiculo macromolecular HES em uma densidade otimizada. O API resultante
é pelo menos equipotente a EPO.em uma comparagao molar e muito préxiQ
mo a EPO em urha comparacdo de massa (veja figura 29 e figura 30 abai-
X0). | |

As figuras 30 e as figurés e Tabelas antes demonétram clara-
mente a maior poténcia do conceito de supravaléncia. Mantendo a precisao
em mente, a qual pode ser obtida com um ensaio de Cultura de células, o
API obtido é pelo menos equipotente & EPO in vitro. Assim, ele é superior a
qualquer API peptidico mimético de EPO conhecido nao empregando o con- '
ceito de supravaléncia. ‘

Ensaios de Medula Ossea

A medula dssea contém células-tronco hematopoiéticas com um

~ potencial para auto-renovagdo e se desenvolvem em todos os tipos de célu-

Ias}sa'ngﬂl’neas'. Além disso, a medula 6ssea contém células progenitoras

‘comprometidas capazes de se desenvolver em uma ou varias linhagens de

células sangiineas. Dentre essas células progenitoras, algumas podem se

desenvolver em eritrocitos (progenitores eritréides).

Células progenitoras podem ser demonstradas colocando célu-
las de r'nedula. bssea em meio semi-sélido ,baseadd em metilcelulose.' Na
presenca de um coquetel de citocina apropriado, células progenitoras prolife-
ram e ée diferenciam para proporcionar uma colénia de células de uma de-
terminada linhagem. Progenitores mieldides se desenvolvem em ‘colbnias
granulociticas (derivadas de um CFU-G), colénias monociticas (de um CFU-
M) ou coldnias granulociticas-monociticas misturadas (de um :CFU-GM). '
Progenitores eritroides se desenvolvem em uma col6nia de eritrocitos (célu-
las vermelhas). Dependendo do tamanho da colonia eritroide, as células
progenitoras s@o denominadas BFU-E (proporcionando colénias de 200 cé-
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lulas ou mais) ou CFU-E (proporcionando colénias'de menos de 200 célu-

las). Células progenitoras em um estagio mais precoce de comprometimento -
podem se desenvolver em colénias granulociticas-eritroides-monociticas-
megacariociticas misturadas. Esses progenitores precoces sdo denomina-
dos CFU-GEMM. | |

‘ A EPO estimula o desenvolvimento de colénias eritroides de
BFU-E ou CFU-E, se determinadas citocinas estao presentes também. Sem
EPO, 'nenhuma coldnia eritréide pode se desenvolver. O crescimento de co-
Ibnias eritrdides a partir de um batelada homogéneo de células de medula
bssea em metilcelulose, portanto, é uma medida com relagdo a atividade de
£PO. . . | ‘ . .

Uma vez que 0s procesSds acima mencionados sao muito'simi-

lares, se ndo idénticos, aos pr_ocessosvos quais ocorrem na medula dssea in
vivo, eles sdo um excelente'prognéstico de atividade semelhante a EPO.

Desian de Ensaios de Medula Ossea

Células de medula éssea humana (comerciaimente disponiveis

da Cryosystems, sorologicamente verificadas) sao descongeladas de crio-

frascos e colocadas em meio de metilcelulose com uma determinada base
de citocinas (mas sem EPO) em uma densidade celular fixa. EPO ou pepti-

deo mimético de EPO é adicionado em concentracdes variadas. As culturas

| sao incubadas durante 12-14 dias a 37°C. Entdo, os numeros de coldnias

mieldides e eritrdides sdo enumerados através de inspeg¢ao microscoépica.

End Points de Ensaios de Medula Ossea:

1. Premissas: Culturas sem EPO deveriam proporcionar apenas
coldnias mieldides (brancas), mas nao eritroides (vermelhas). Culturas com
EPO proporcionariam um aumento concentragdo-dependente nas colénias
de células vermelhas e um aumento concentragdo-dependente nos tama-
nhos das coldénias de células vermelhas.

2. Um peptideo mostra afividad_e mimética de EPO se ele causa
um aumento concentragdo-dependente nas colonias de células vermelhas e
um aumento concentracdo-dependente nos tamanhos das colénias de célu-

las vermelhas. Contudo, um peptideo nédo devera interferir com os numeros
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de coldnias mieldides obtidas.

Resultados de Ensaios da Medula Ossea

Os peptideos miméticos de EPO prolina-modificados descritos
acima nao estimulam a formagéo de colonias mieldides, mas mostraram ati-
vidade significativa sobre a formagéo de colbnias vermelhas. Qualitativamen-
te, isso € mostrado na figura 31 em uma fotografia de uma lamina de cultura,
enquanto que contagem de coldnias € documentada na figura 32. |
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REIVINDICAGOES
1. Composto de ligagdo a uma molécula-alvo compreendendo:

(i) pelo menos duas unidades peptidicas, em que cada unidade

peptidica compreende pelo menos dois dominios com uma capacidade de

ligagdo a um alvo;
(i) pelo menos uma unidade veiculo polimérica;
| em que as referidas unidades peptidicas -sdo presas a referida
unidade veiculo polimérica. '

2. Composto de acordo com a reivindicagéo 1, em que a referida
molécula-alvo é uma molécula de receptor, de preferéncia um receptor trans-
membrana. | o |

3. Composto, de acﬁordo’ com a reivindicagdo 2, em que as uni-
dades peptidicas se ligam ao referido receptor e atuam como antagonvistas'
de receptor ou como agonlstas de receptor.

-4, Composto de acordo com uma das reivindicagbes 1 a 3 em
que a referida unidade peptldlca tem um comprimento de cerca de 200 ami-
noacidos ou m'enos, de cerca de 150 aminoacidos ou menos, de cerca de
100 aminoéacidos ou menos ou de cerca de 50 aminoacidos ou menos.

5. Composto de acordo.com uma das reivindicagoes 1 a 4, em

que a referida unidade veiculo polimérica traz cerca de 50 unidades peptidi-

‘cas ou menos, 25 unidades peptidicas ou menos, 15 unidades peptidicas ou

menos, 10 unidades peptidicas ou menos e, de preferéncia, entre 2 e 6 uni-
dades peptidicas.
6. Composto de acordo com uma das reivindicagdes 1 a 5, em

que a referida unidade veiculo é ou compreende pelo menos um polimero

ramificado, dendritico ou linear sintético ou natural e é, de preferéncia, sele-

cionada do grupo consistindo em poliglicerinas, &cido de polissialina, dextra-
nos, polissacarideos, amidos ou polietileno glicol ou de outros polimeros so-
laveis em agua biologicamente inertes. '

7. Composto de acordo com pelo menos uma das reivindicacoes
1 a 6 precedentes, em que a referida unidade veiculo polimérica compreen-

de uma unidade de ramificacdo, em que a referida unidade de ramificagao
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- compreende, de preferéncia, glicerol ou poliglicerol.

8. Composto de acordo com pelo menos uma das reivindicagoes

1 a 7 precedentes, em que a referida molécula veiculo tem um peptideo de

‘pelo menos 5 kD, de preferéncia de 20 a 200 ou 4000 kD e de 20 a 80 kD no

caso em que veiculos menores, tal como polietileno glicol, sdo usados.

9. Composto de acordo com pelo menos uma das reivindicacoes
1 a 8, em que a referida unidade veiculo é composta de pelo menos duas'
subunidades poliméricas, em que as referidas subunidades polimeéricas s&o
conectadas via pelo menos uma estrutura ligante covalente biodegradavel.

10. Composto de acordo com pelo menos urha das reivindica-
cbes precedentes, . compreendendo uma primeira unidade veiculo biodegra-
davel, em que unidades peptidicas e segundas unidades veiculo poliméricas
sdo presas a referida primeira unidade veiculo polimérica.

11. Composto de acordo com a reivindicagdo 10, em que a refe-

rida segunda unidade veiculo tem um peso molecular menor do que a referi-

da primeira unidade veiculo e em que aproximadamente 20 a 50% dos sitios
de fixagao da referida primeira unidade veiculo a qual é, de preferéncia,
HES, sdo ocupados com as referidas segundas unidades veiculo as quais
sdo, de preferéncia, PEG de um peso molecular de cerca de 3a 10 kD.

12. Composto de acordo com pelo menos uma das reivindica-

coes acima, em que uma unidade veiculo polimérica modificada é usada.

13. Composto de acordo com a reivindicagdo 12, em que a refe-
rida unidade peptidica é presa via uma ligagao covalente a referida unidade
veiculo polimérica e a _fixag;éo ocorre via um aminoacido reativo, o grupo a-
mino N-terminal e/ou o acido carboxilico C-terminal das referidas unidade
peptidicas, em que o referido aminoacido reativo €, de preferéncia, selecio-

nado do grupo consistindo em lisina, cisteina, histidina, arginina, acido as-

~ pértico, acido glutdmico, serina, treonina, tirosina e

em que, no caso em que a referida unidade veiculo polimérica
ndo possui um grupo de acoplamento reativo apropriado, uma unidade de
acoplamento ¢ usada para modificagéo da unidade veiculo polimérica,

em que a referida unidade de acoplamento é, de preferéncia,
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selecionada do grupo consistindo em grupos de acilagao os quais reagem .
com os grupos amino da referida unidade peptidica, grupos de alquilagéo os -
quais reagem com grupos sulfidrila (mercapto), tiometila, imidazo ou amino
sobre a referida unidade peptidica, mais preferivelmente grupos maleimida,
grupos de fbrmaqéo de éster e amida os quais reagem com um grupo carbo-
xila da proteina, grupos de formagdo de dissulfeto os quais reagem com 0s
grupos sulfidrila sobre a referida unidade peptidica, tais como grupos 5,5
ditiobis (2-nitrobenzoato), grupos dissulfetos de orto-piridila e alquilmercap-
tano, grupos dicarbonila, tais como grupos ciclohexandiona e outros grubos
1,2-dicetona os quais reagem com as porgoes guanidina da referida unidade
peptidica; grupos diazo, os quals reagem com grupos fenollcos sobre o refe-
rido peptideo; grupos reativos da reagao de brometo de cianogénio com a
referida unidade veiculo polimérica, 0S quais reagem com grupos amino so-
bre a referida unidade peptidica.

- 14. Composto de acordo com a reivindicagdo 13, em que o refe-
rido aminodcido reativo é cisteina e em que o referido grupo de acoplamento
é maleimida.

15. Composto de acordo com pelo menos uma das relvmdlca-
coes 1 a4 precedentes, em que pelo menos uma das referidas unidades
peptidicas se liga a um receptor homo-, di- ou multimérico, de preferéncia a

um membro de receptores de citocina da classe |, incluindo o receptor de

eritropoietina (EPOR), receptor de trombopoietina (TPOR), receptor de fator
de estimulagdo de coldnia de granulécito (G-CSFR), receptor de horménio
de crescimento (GHR) e receptor de prolactina (PrR).

16. Composto de acordo com pelo_me"nos uma das reivindica-

| cdes 1 a 14 precedentes, em que pelo menos uma das referidas unidades

peptidicas se liga a um receptor hetero-, di- ou multimérico, tal como um re-
ceptor de interleucina. '

17. Composto de ac‘ordo. com pelo menos uma das reivindica-
coes 1 a 14 precedentes, ém.que as referidas unidades peptidicas se ligam
a e ativam o receptor de EPO e séo selecionadas do grupo consistindo em

peptideos miméticos de EPO.
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18. Composto de acordo com a reivindicagao 17, em que pelo
menos uma das referidas unidades peptidicas compreende um dominio de -
ligacao caracterizado pela seguinte sequéncia de aminoéacido:
XeX7XeXoX10X11X12X13X14X15
em que cada aminoacido ¢ selecionado de aminoacidos naturais ou nao-
naturais e: |
X6 & C A, E, &cido a-amino-y-bromobutirico ou homocisteina (hoc);

X7eR, H, L,WouYousS;

Xg é M, F, I, homo- serinmetiléter ou norssoleucma

Xo € G ouuma troca conservativa de G;

X40 € uma troca nao-conservativa de pfolina; ,

ou Xg € X140 S80 substituidos por um tnico amino&cido;
X4 é selecionado de qualquér aminoacido;

X12 éTou A; _ |

X13€éW, 1-nal, 2-nal, Aou F;

_X14€D E | LOUV

X156 C, A K, acudo a-amino-y- bromobutmco ou homocisteina (hoc)
contanto que Xg ou X5 seja C ou hoc.
19. Composto de acordo com a reivindicagao 17, em que pelo

menos uma das referidas unidades peptidicas compreende um dominio de

ligagéo caracterizado pela seguinte seqliéncia de aminoacido:
XeX7XeXgX10X11X12X13X14X15

em que cada aminodcido € indicado pela abreviagdo padrdo com uma letra
e: |

Xe € C;

X7eR, H, LouW;
XséM, Foul;

Xg é G ou uma troca conservativa de G;

X0 € uma troca néo-conservativa de prolina;

X4 é independentemente selecionado de qualquer ammoacudo
X2 é T;

XigéW; -
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X14éD,E |, LouV;
Xis € C;
ou em que Xg e Xy 880 substituidos por um Unico aminoacido.

20. Composto de acordo com pelo menos uma das reivindica-
cdes 1 a 19 precedentes, em que os referidos dominios de ligagao (unidades
de ligagdo monoméricas) das referidas un.idades peptidicas s&o internamen-
te conectados via uma estrutura ligante, de preferéncia um ligante peptidico
continuo.

21. Composto de acordo com pelo menos uma das reivindica-
¢oes 17 a 20 precedentes, em que pélo ménos uma das feferida's unidades
peptidicas compreende um dominio de ligagao selecionado do seguinte gru-
po de peptideos: | , ’ "
GGTYSCHMGKLTXVCKKQGG
GGTYTCHFGKLTXVCKKLGG
GGLYSCHFGKITXVCKKQGG |
GGLYSCHMGKLTWVCRKQGG
GGLYSCHFGKLTXVCQKQGG

 GGTYSCHFGKLTWVCQKQRG

GGTYSCHFGKLTXVCKKQRG

'GGLYACHFGKLTWDCQKQGG

GGTYTCHFGKLTUVCKKQGG
GGTYSCHFGKLTUVCKKLGG
GGTYSCHFGKITXVCKKQGG
GGLYSCHFGKLTUVCKKLGG
GGLYACHFGKLTUVCKKQGG
GGLYSCHMGKLTWLCKKLGG
GGTYSCRFGKLTWVCKKQGG
GGTYTCHFGKITUVCKKQGG
GGLYSCHFGKLTXVCKKQGG
GGLYACHFGKLTULCKKQGG
GGLYSCHFGKLTWVCKKQRG
GGTYTCHFGKITXVCKKQGG |
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GGTYTCHMGKLTWVCKKQRG
GGLYSCHFGKLTXVCKKQRG
GGTYTCHFGKLTXVCKKQGG -
GGLYSCHFGKITUVCKKQGG
GGLYSCHFGKLTXVCRKQGG
GGTYACHFGKLTXVCKKLGG
GGLYACHFGKLTXVCRKQGG
GGTYACHFGKLTXVCKKQGG
GGLYSCHMGKLTXVCRKQGG
GGLYSCHFGKLTUVCKKQRG
GGLYSCHMGKLTXVCKKQGG
GGTYTCHMGKLTXVCKKQGG
GGLYSCHFGKLTXVCRKQRG
GGTYSCHFGKLTXVCKKQGG
GGTYSCHFGKLTWVCKKQRG
GGTYACHFGKLTWVCKKQRG
GGLYSCHFGKLTWVCQKQRG
GGTYTCHFGKLTXVCKKQRG
GGTYSCHFGKLTWVCKKQGG
GGTYSCHFGKLTWVCKPQGG

'GGTYSCHFGRLTWVCKPQGG

GGTYSCHFGRLTWVCKKQGG
GGTYSCHF-(Als)-LTWVCKPQGG
GGTYSCHF-(Als)-LTWVCKKQGG
GGTYSCHFGKLT-1nal-VCKKQRG

' GGTYSCHFGKLTWVCKKQGG-GGTYSCHFGKLTWVCKKQGG

GGTYSCHFGKLT-1nal-VCKKQRG-GGTYSCHFG KLT-TnaI-VCKKQRG
em que X é 1-naftilalanina e U é 2-naftalina ‘
e em que acido 5-aminolevulinico (Als) é:

HQN/\K\/COOH

O .
5-Als
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22. Uso de um composto como definido em pelo menos uma das

reivindicacdes 1 a 21, para o preparo de uma composi¢ao farmacéutica.

23. Uso de um composto como definido em pelo menos uma das
reivindicacdes 1 a 21, trazendo uma ligagao por unidade peptidica a e ativa-
¢ao do receptor de EPO para o preparo de uma composicao farmacéutica
para a prevengdo ou tratamento de um distirbio que ¢ caracterizado por
uma deficiéncia de eritropoietina ou uma populagdo de células vermelhas
sangliineas baixa ou defectiva e especialmente para o tratamento de qual-
quer tipo de-anemia e derrame. | ‘ '

24. Uso de um composto ‘como definido em pelo menos uma das
reivindicacdes 1 a 21, trazendo uma ligagao de unidade peptidica e ativagao
do receptor de TPO para o preparo de uma composigéoAfarmacéutica para a
prevengao ou tratamento de um disturbio que € caracterizado por uma defi-
ciéncia de trombopoietina e especialmente para o tratamento de disturbios |
hematolégicos, incluindo trombocitopenia, granulocitopenia e anemia.

25. Composigéb farmacéutica com‘preendéndo 0 composto como
definido em pelo menos uma das reivindicégées 1 a 21, e opcionalmente um
veiculo farmaceuticamente aceitavel.

26. Método para produgao de um composto como definido em:
pelo menos uma das relvmdlcagoes 1 a 21, compreendendo:

(i) geracao de pelo menos duas unidades peptidicas em que ca-
.da unidade peptidica compreende pelo menos dois dominios com uma ca-
pacidade de ligacéo a um receptor;

(i) geragao de pelo menos uma unidade velculo pollmenca

(iii) fixagdo das referidas unidades peptidicas a referida unidade
veiculo bolimérica.

27. Método de acordo com a reivindicagcao 26, em que as referi-
das unidades peptidicas sdo sintetizadas como uma cadeia peptidica conti-
nua. | |
28. Método de acordo com a reivindicagéo 26 ou 27, em que
uma unidade veiculo polimérica é usada, a qual tem pelo menos um grupo

sobre a mesma o qual é capaz de reacdo com um grupo quimico disponivel



10

15

20

sobre a referida unidade peptidica e, entdo, reacao juntos da unidade veicu-
lo polimérica reativa e da unidade peptidica para formar um complexo cova--
lentemente ligado das mesmas utilizando o grupo quirﬁico da unidade veicu-
lo polimérica. |

29. Método de acordo com as reivindicacdes 26 a 28, em que 0
referido veiculo polimérico € uma molécula de amido modificada, a qual tem
sido oxidada e em que um grupo amino foi introduzido na parte principal do.
amido e em que o referido grupo amino é modificado através da introdugao .
de um grupo ligante, de preferéncia um grupo maleimida.

30. Método de acordo com a reivindicagao 29, em que a oxida-
cdo é realizada através de contato da molécula de amido com um reagente
que produz um ion de oxoaméhio na presencga de um agente de oxidagao ou -
através de contato do material de partida diretamente com a espécie revativa,‘
o ion de oxoamonio. | |

31. Método de acordo Com a reivindicagao '30, em que O agente

de oxidacdo é um agente de oxidagdo guimico, tal como um hipohaleto co-

mo, por exemplo, hipoclorito e hipobromito de sédio ou perdxido de hidrogé-
nio ou uma enzima oxidativa. '
32. Método de acordo com a reivindicagdao 30 ou 31, em que 0

reagente que produz o ion de oxoaménio &, de preferéncia, um composto de

nitroxila, mais preferiveimente um composto de di-terc-nitroxila, tal como

2.2 6,6-Tetrametilpiperidina-1-oxila (TEMPQO) ou um derivado do mesmo.
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Fig. 1

Fig. 2
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Fig. 3

Fig. 4
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Fig. 5

Fig. 6
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Fig. 7
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Figuras 17 e 18: Essas figuras mostram curvas de dose resposta de peptideos mimético
dados brutos obtidos através dos ensaios descritos no exemplo 3b e curvas adaptadas com o programa Grap!
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Fig. 18
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Fig. 19
Seqiiéncia Aminoécido ndo usual zz;:‘::gg Rgss‘:ﬁgo
GGTYACHFGKLTUVCKKQGG  y = 2-naftilalanina pos +
GGTYSCHMGKLTXVCKKQGG X = 1-naftilalanina pos ++
GGLYACHFGKLTUVCRKQGG U = 2-naftilalanina pos +
GGTYTCHFGKLTXVCKKLGG X = 1-naftilalanina pos +
GGLYACHFGKLTXICKKQGG X = 1-naftilalanina pos +
GGLYSCHFGKITXECKKQGG X = 1-naftilalanina pos +
GGTYACHFGKLTWVCKKQGG pos +
GGTYSCHFGKLTWVCKKNGG pos +
GGLYACHFGKLTXVCKKQGG X = 1-natftilalanina pos +
GGLYSCHMGKLTWVCKKQRG pos +
GGTYLCHFGKLTWVCKKQGG pos +
GGTLSCEFGKLTEVCDKQGG neg -
GGLYSCHFGKLTWVCKKQGG pos
GGTYHCHFGKLTWVCKKQGG pos
GGLYSCHFGKITXVCKKQGG X = 1-naftilalanina pos ++
GGLYSCHMGKITWVCRKQGG pos
GGTYSCHFGKITUVCKKQGG pos
GGTYSCHFGKLTXVCQKQGG X = 1-naftilalanina pos
GGLYSCHFGKITWVCKKQRG pos +
GGLYSCHMGKLTWVCRKQGG pos ++
GGLYACHFGKITWVCRKQGG pos +
GGLYACHFGKLTWVCRKQRG pos +
GGLYSCHMGKLTXDCKKQGG X = 1-naftilalanina pos +
GGLYACHFGKLTWVCRKLGG pos +
GGLYSCHFGKLTXVCKKLGG X = 1-naftilalanina pos +
GGTYSCHFGKLTWVCSKQGG pos +
GGLYSCHFGKITWVCKKQGG pos +
GGDYSCHFGKLTWVCKKQGG pos +
GGLYSCHFGKLTXVCQKQGG X = 1-naftilalanina pos ++
GGTYSCHFGKLTWVCQKQRG ' pos ++
GGTYSCHFGKLTWVCGKQOGG pos +
GGLYSCHFGKLTUVCQKQGG U = 2-naftilalanina pos” +
GGTYTCHMGKLTWVCKKQGG pos +
GGTYSCHFGKLTWVCKKQGG pos +
GGLYSCHFGKLTWVCRKQRG pos +
GGTYSCHFGKLTXVCKKQRG X = 1-naftilalanina pos ++
GGLYACHFGKLTWVCQKQGG pos +
" GGLYACHFGKLTWDCQKQGG pos ++

GGTYSCHFGKLTWVCKKAGG pos +
GGTYSCHFEGKLTWICKKQGG pos +
GGTYSCHFGKLTWVCLKQGG pos +
GGVYSCHFGKLTWVCKKQGG pos +
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GGTYSCHFGKITWVCKKQRG
GGLYSCHFGKLTWVCRKLGG
GGTLSCDFGGLTWVCEKQEG
GGTYSCHFGKLTUVCKKLGG
GGLYSCHMGKLTWVCKKLGG
GGLYSCHMGKLTWDCKKQRG
GGTYSCHFGKLTWLCKKQGG
GGLYSCHFGKLTUVCRKQRG
GGLYACHMGKLTWDCKKQGG
GGTYTCHFGKLTUVCKKLGG
GGTYACHMGKLTWVCKKQGG
GGTGSCEFGGLAKVCEKQEG
GGMYSCHFGKLTWVCKKQGG
GGLYSCHMGKLTWVCKKQGG
GGLYSCHFGKITWVCQKQGG
GGTYSCHMGKLTUVCKKQGG
GGTYSCHFGKITWVCKKLGG
GGTLSCDFGKLTWVCEKQGG
GGTYSCHFGKITXVCKKQGG
GGTYSCHMGKITWVCKKQGG
GGTYSCDPGGLFWVCEKQGG
GGLYACHMGKITXVCQKLRG
GGTYTCHFGKLTWVCKKLGG
GGTYSCHFGKLTXVCKKQRG
GGTYSCHMGKLTWVCKKQGG
GGTYTCHMGKITWVCKKQGG
GGLYSCHFGKLTUVCKKLGG
GGTYACHFGKLTWVCKKLGG
GGLYACHFGKLTUVCKKQGG
GGTGSCEAGKLTDVCEKQDG
GGLYSCHFGKLTUVCRKQGG
GGTYTCHFGKLTWVCKKQGG
GGTLSCDFGKLGWVCKKQGG
GGTYSCHFGKLTWVCHKQGG
GGLYSCHMGKLTWVCQKQGG
GGTGSCEFGKLTEVCKKQGG
GGLYSCHFGKITWVCKKQAG
~ GGTYSCHFGKLTXVCKKLGG
GGLYACHMGKLTWVCRKQGG
GGTYSCHFGKLTWDCKKQGG
GGLYSCHMGKLTWLCKKLGG
GGTYTCHFGKLTWVCKKQRG
GGLYACHFGKLTWECKKLGG
GGTGSCDFGKLAWVCDKQEG

GGLYACHZGKLTWVCRKQGG Z = homoserina-metiléter

U = 2-naftilalanina

U = 2-naftilalanina

U = 2-naftilalanina

U = 2-naftilalanina

X = 1-naftilalanina

X = 1-naftilalanina

U = 2-naftilalanina

U = 2-naftilalanina

U = 2-naftilalanina

X = 1-naftilalanina

pos
pos
neg
pos
pos
pos
pos
pos
pos

pos.

pos
neg
pos
pos
pos
pos
pos
neg
pos
pos
neg
pos
pos
pos
pos
pos
pos
pos
pos
neg
pos
pos
neg
pos
pos
neg
pos
pos
pos
pos
pos

pos .

pos
neg

pos

+

+ 0+ o+ o+
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GGLYACHFGKLTWVCKKQRG

GGTGSCDAGKLTDVCDKQDG
GGLYSCHMGKITWLCKKQGG

GGLYACHZGKLTWVCKKQGG Z = homoserina-metiléter

GGTYSCHFGKITWVCKKQGG
GGLYSCHMGKLTWVCRKLGG
GGLYSCHFGKITWVCRKQAG
GGTGSCDFGKLTDVCAKQEG
GGTYSCRFGKLTWVCKKQGG
GGLYSCHFGKITWVCRKQGG
GGTYSCEGGKLGKVCEKQEG
GGTLSCDAGGLTKVCDKQDG
GGTLSCHPGKLTKVCKKQDG
GGTYTCHFGKITUVCKKQGG
GGTYACHFGKITWVCKKQGG
GGLYSCHFGKLTXVCKKQGG
GGLYSCHMGKLTWICQKQGG
GGTYSCHFGKLTWVCQKQGG
GGLYACHFGKLTULCKKQGG
GGTLSCEFGKLFKVCEKQGG
GGTYTCHFGKITWVCKKQAG
GGLYSCHMGKLTWVCRKQORG
GGTYTCHFGKITWVCQKQGG
GGTYTCHMGKLTWVCKKLGG
GGTYTCHFGKITWVCKKQGG
GGTYSCHFGKLTWVCAKQGG
GGLYSCHFGKLTWVCQKQGG
GGLYSCHFGKLTWVCKKQORG
GGLYSCHFGKITUICKKQGG
GGTYTCHFGKLTXVCQKQGG
GGTGSCEPGKLTDVCEKQGG
GGTYTCHFGKITWVCKKQRG
GGTYTCHFGKITXVCKKQGG
GGTYTCHMGKLTWVCKKQRG
GGLYSCHMGKITWVCKKQGG
GGLYACHFGKITWECKKQGG
GGLYACHMGKITXVCQKLGG
GGLYSCHFGKLTXVCKKQRG
GGTYSCHFGKLTUVCKKQRG
GGLYACHFGKLTWVCRKQGG
GGTYSCEAGKLTKVCEKQEG
GGLYACHFGKLTWVCKKLGG
GGTYTCHFGKLTXVCKKQGG
GGLYSCHFGKLTUVCRKLGG
GGLYSCHFGKLTXVCRKLGG

U = 2-naftilalanina

X = 1-naftilalanina

U = 2-naftilalanina

U = 2-naftilalanina
X = 1-naftilalanina

X = 1-naftilalanina

X = 1-naftilalanina
X = 1-naftilalanina

U = 2-naftilalanina

X = 1-naftilalanina
U = 2-naftilalanina

X = 1-naftilalanina

neg
pos

pos
pos
pos
pos
neg
pos
pos
neg
neg
neg
pos
pos
pos
pos
pos
neg
pos
pos

© pos

pos
pos
pos
pos
pos
pos
neg

- pos

pos
pos
pos
pos
pos
pos
pos
pos
neg
pos

pos
pos

)

+ + + o+

-+

++

++
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GGTYSCHFGKVTWVCKKQGG
GGTYSCHFGKMTWVCKKQGG
GGNYSCHFGKLTWVCKKQGG
GGLYSCHFGKITUVCRKQGG
GGTYTCHFGKLTWVCQKLGG

GGLYACHZGKLTWVCKKQGG
" GGLYSCHFGKITUVCKKQGG
GGLYSCHFGKLTXVCRKQGG
GGAYSCHFGKLTWVCKKQGG
GGSYSCHFGKLTWVCKKQGG
GGTLSCDFGKLGWVCDKQEG
GGTYKCHFGKLTWVCKKQGG
GGTYACHFGKLTWVCQKQGG
GGLYACHFGKITWVCKKQGG
GGLYSCHFGKLTWVCQKLGG
GGTYACHFGKLTXVCKKLGG
GGLYACHFGKLTXVCRKQGG
GGTYSCHFGKLTWVCTKQGG
GGTYMCHFGKLTWVCKKQGG
GGTYACHFGKLTXVCKKQGG
GGTYSCWFGKLTWVCKKQGG
GGTLSCDFGGLGWVCDKQEG
GGLYSCHMGKLTXVCRKQGG
GGLYSCHFGKLTUVCKKQRG
GGLYSCHMGKLTUECKKQGG
GGTYTCHFGKLTWVCQKQGG
GGLYACHMGKLTWVCKKQGG
GGTYSCHFGKLTUVCKKQGG
GGLYSCHMGKLTXVCKKQGG
GGLYACHFGKLTWVCKKQGG
GGLYSCHFGKITWVCRKQRG
GGTYSCHFGKLTWECKKQGG
GGTYSCLFGKLTWVCKKQGG
GGTYSCHFGKLTWVCKKQGG
GGTYSCHFGKLTWVCRKQGG

GGTYSCHZGKLTWVCKKQGG
GGTYSCHFGKLTWVCOKLGG
GGLYSCHFGKLTUVCKKQGG
GGLYSCHFGKITXVCRKQGG
- GGTYTCHMGKLTXVCKKQGG
GGLYSCHFGKLTXVCRKQRG
GGTYTCHFGKLTUVCQKQGG
GGTYSCHFGKLTUVCQKQGG

GGTYTCHZGKLTWVCKKQGG

U = 2-naftilalanina

Z = homoserina-metiléter
U = 2-naftilalanina
X = 1-naftilalanina

X = {-naftilalanina
X = 1-naftilalanina

X = 1-naftilalanina

X = 1-naftilalanina
U = 2-naftilalanina
U = 2-naftilalanina

U = 2-naftilalanina
X = 1-naftilalanina

Z = homoserina-metiléter

U = 2-naftilalanina
X = 1-naftilalanina
X = 1-naftilalanina
X = 1-paftilalanina
U = 2-naftilalanina

U = 2-naftilalanina

Z = homoserina-metiléter

+ 4+ + + +

++
++

++
Y

++

++

++

+
+

+ 4+ + + + +
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GGLYSCHMGKITWVCQKQRG
GGTYSCHFGKITWVCQKQGG
GGTYSCHFGKLTXVCKKQGG X = 1-naftilalanina
GGTYSCHFGKLTWVCKKQRG
GGTYTCHFGKLTUVCKKQRG U =2-naftilalanina
GGLYSCHFGKLTWVCKKLGG

' GGTYACHFGKLTWVCKKQRG
GGEYSCHFGKLTWVCKKQGG
GGLYSCHFGKLTWVCQKQRG
GGTYTCHFGKLTWVCRKQRG
GGTYSCHFGKATWVCKKQGG
GGLYACHFGKLTWICKKQRG
GGTYSCHFGKTTWVCKKQGG
GGTGSCEFGGLGWVCDKQGG
GGTYSCHFGKLTWVCKKQGG
GGTYTCHFGKLTXVCKKQRG X = 1-naftilalanina
GGTGSCEFGKLTWVCDKQGG

Ac-GGTYSCHFGSLTWVCKPQGG-Am
Ac-GGTYSCHFGTLTWVCKPQGG-Am
Ac-GGLYACHMGKIT-Na1-VCQKLGG-Am
Ac-GGLYACHMGRIT-Na1-VCQKLGG-Am
Ac-GGLYACHMGKIT-Na1-VCQKLRG-Am
Ac-GGLYSCHMGKITWVCQKQRG-Am
' Ac-GGTYACHFGKLTXVCKKLGG-Am
Ac-GGTYSCHFGKLT-Na1-VCKKQRG-Am
Ac-C-GGLYACHMGKIT-Na1-VCQKLRG-Am
Ac-C-GGTYSCHFGXLTWVCKXQGG-Am
Ac-GGLYSCHFGKLT-Na1-VCKKQRG-Am
Ac-GGTYSCHFGXLT-Na1-VCKXQRG-Am
Ac-GGTYSCHFG-Orn-LTWVCK-Orn-QGG-Am
Ac-GGTYSCHFGRLT-Na1-VCKKQRG-Am
Ac-GGTYSCHFG-Orn-LT-Na1-VCK-Omn-QRG-Am

pos

pos
pos
pos
pos
pos
pos
pos
pos
pos
pos
pos
.neg
pos
pos
neg.

X = acetillisina

+ + 4 4+

++

X = acetillisina

Orn = ornitina
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Ac-GGTYSCHFG-Har-LTWVCK-Har-QGG-Am
Ac-GGTYSCSFGKLT-Na1-VCK-Har-QRG-Am

Ac-GGTYSCHFG-Har-LT-Na1-VCK-Har-QRG-Am

Ac-GGTYSCHfGKLT-Na1-VCKKQRG-Am
Ac-GGTYSCS{GKLT-Na1-VCKKQRG-Am
Ac-GGTYSCHfGKLT-Na1-VCK-Har-QRG-Am
Ac-GGTYSCS{GKLT-Na1-VCK-Har-QRG-Am
Ac-GGT-1t3-SCHFGKLT-Na1-VCKKQRG-Am
Ac-GGT-Nt3-SCHFGKLT-Na1-VCKKQRG-Am
Ac-GGT-Dbt-SCHFGKLT-Na1-VCKKQRG-Am
Ac-GGT-Dbt-SCHfGKLT-Na1-VCKKQRG-Am
Ac-GGTYSCHYGKLTWVCKKQRG-Am
Ac-GGTYSCHFG-Ac)-LT-Na1-VCKKQRG-Am
Ac-GGTYSCHFGKLT-Na1-VCK-Acl-QRG-Am

Ac-GGTYSCSFG-Har-LT-Na1-VCK-Orn-QRG-Am
Ac-GGTYSCSFG-Orn-LT-Na1-VCK-Har-QRG-Am

Ac-GGTYSCSFGKLT-Na1-VCK-Har-QGG-Am
Ac-GGTYSCSFGKLT-Na1-VCKKQRG-Am
Ac-GGTYSCHFG-Har-LT-Na1-VCKKQRG-Am
Ac-GGTYSCHFGKLT-Na1-VC-Har-KQRG-Am
Ac-GGTYSCHFGKLT-Na1-VCK-Har-QRG-Am
Ac-GGLYSCSFGKLT-Na1-VCKKQRG-Am
Ac-GGLYSCSFGKLT-Na1-VCK-Har-QRG-Am
Ac-GGT-Dbt-SCHFGKLTWVCKKQGG-Am
Ac-GGL-Dbt-SCHFGKLT-Na1-VCKKQRG-Am

Ac-GGTYSCHFGKLT-Na1-VCKKQDG-Am

Har = homoarginina

f = D-fenilalanina

f = D-fenilalanina
1t3 = 3-iodo-tirosina
Nt3 = 3-nitro-tirosina
Dbt = 3,5-dibromo-tirosina

Dbt = 3,5-dibromo-tirosina,
f = D-fenilalanina

Acl = acetillisina

Acl = acetillisina

Dbt4
Dbt4
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 Ac-GGTYSCHFGKLT-Na1-VCKKQEG-Am
Ac-GGTYSCHFGKLT-Na1-VCKKQ-Aad-G-Am Aad = 4cido alfa-amino adipico, C6
Ac-GGTYSCHFGELT-Na1-VCKKQRG-Am
'Ac—GGTYSCHFGDLT-Na1-\_/CKKQ§G-Am
Ac-GGTYSCHFGKLT-Na1-VCKEQRG-Am
Ac-GGTYSCHFGKLT-Na1-VCKDQRG-Am
Ac-GGTYSCHFGKLS-Na1-VCKKQRG-Am
Ac-GGTYSCHFGKLQ-Na1-VCKKQRG-Am
Ac-GGTYSCHFGKLN-Na1-VCKKQRG-Am
Ac-GGTYSCHFGKLT-Na1-VCK-K(GIr)-QRG-Am
Ac-GGTYSCHFGKLT-Na1-VCK-K(Adi)-QRG-Am
Ac-GGTYSAHFGKLT-Na1-VAKKQRGC-Am
Ac-GGTYSCHFG-Har-LT-Na1-VCKKQDG-Am

" Ac-GGTYSCHFG-Har-LT-Na1-VCKKQEG-Am
Ac-GGTYSCHFG-Har-LT-Na1-VCKKQ-Aad-G-Am
Ac-GGTYSCHFGKLT-Na1-VCKDQDG-Am

' Ac-GGTYSCHFGKLT-Na1-VCKEQEG-Am

' Ac-GGTYSCHFGKLT-Na1-VCK-Aad-Q-Aad-G-Am.
Ac-GGTYSCHFG-Har-LT-Na1-VCKDQDG-Am
Ac-GGTYSCHFG-Har-LT-Na1-VCKEQEG-Am
Ac-GGTYSCHFG-Har-LT-Na1-VCK-Aad-Q-Aad-G-Am
Ac-GGTYSCHFGELT-Na1-VCKKQGG-Am
Ac-GGTYSCHFGELT-Na1-VCKEQGG-Am
Ac-GGTYSCHFGELT-Na1-VCKKQEG-Am
Ac-GGTYSCHFGKLT-Na1-VCK-K(Gir)-QGG-Am
Ac-GGTYSCHFGKLT-Na1-VCK-K(Gir)-QEG-Am
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Fig. 20
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Fig. 22
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Fig. 24

Cultura de célula
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Fig. 32
Ensaio de coldnia em medula
110- ossea humana (pequenas colbnias)
1004 —e- EPO
wdr= BB49
904
-¥— B8B68
804 —o— AGEM40
S 704
©
©
3 ;
8 €0
I,
g
n 501
o
S
-
O
304
204
10+
c" ) \| “l ~' ’I sl .1
o8 O > o N N o o
Ay Ry N3 A N N N S

Conc. (NM)



Fig. 33
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RESUMO
Patente de Invengéo: "COMPOSTOS SUPRAVALENTES". _
A presente invengdo refere-se a compostos peptidicos suprava-
lentes apresentando uma eficécia intensificada. Compostos supravalentes
compreendem pelo menos vérias unidades peptidicas bivalentes que se li-

gam a um receptor-alvo e sdo conectadas a uma grande unidade veiculo

polimérica.
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