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Relatério Descritivo da Patente de Invencdo para
"DERIVADOS DE PEPTIDEO MIMETICO DE ERITROPOIETINA E
SEU SAL FARMACEUTICAMENTE ACEITAVEL, METODO PARA
PREPARACAO DOS REFERIDOS DERIVADOS, COMPOSICAO
FARMACEUTICA E USOS DOS MESMOS".

CAMPO DA INVENGCAO

[0001] A presente invencao refere-se a um derivado de peptideo
mimético de eritropoietina (EPO) e seus sais farmacéuticos que se li-
gam ao receptor de EPO e ativam o receptor de EPO ou tém o efeito
agonistico de EPO. Especificamente, a presente invencao refere-se a
um derivado de peptideo mimético de EPO modificado por metdxi poli-
etileno glicol ativo e métodos de preparacdo do mesmo, mas também
se refere ao tratamento de disturbios caracterizados por baixo nivel de
EPO ou populagéo de células sanguineas vermelhas defectivas ou in-
suficientes, utilizando os derivados de peptideo mimético e seus sais
farmacéuticos.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

[0002] EPO é um hormdnio de glicoproteina com um peso molecu-
lar de aproximadamente 34 kD. EPO no plasma € composto de 165
aminoacidos com grau elevado de glicosilagao, onde o principal com-
ponente de glicosila é acido sialico. Baseado no conteudo de carboi-
dratos, EPO ocorre naturalmente e é dividida em dois tipos, ou seja,
tipo a e B, onde o tipo a contém 34% de carboidrato e o tipo  contém
26% de carboidratos. Estes dois tipos tém as mesmas caracteristicas
bioldgicas, antigenicidade e efeitos clinicos. O gene EPO humano esta
localizado no cromossomo 7 de longa Area 22. Seu cDNA foi clonado
com sucesso em 1985, e EPO recombinante humana (rHUEPO) tém
sido largamente produzida usando a tecnologia de recombinagédo gé-
nica e amplamente utilizada em procedimentos clinicos. EPO foi bios-

sintetizada usando tecnologia de DNA recombinante (Egrie, JC, Stric-
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kland, TW, Lane, J, etc (986) Immunobiology (Immunobiol) 72: 213-
224), que é o produto do gene de EPO humana clonado inserido em
células do ovario de hamster chinés (células CHO) e expressas no
mesmo. EPO humana de ocorréncia natural € em primeiro traduzida
para cadeias polipeptidicas contendo 166 aminoacidos com a posicao
166 sendo arginina. Nas modificagdes pds-translacionais, arginina na
posicdo 66 € degradada utilizando hidroxil peptidase. O peso molecu-
lar de EPO humana sem glicosila € 18236Da. Na molécula de EPO
intacta, glicosila representa cerca de 40% do peso molecular total
(J.Biol.Chem.262: 12.059).

[0003] EPO ¢é a primeira citocina aplicada em procedimentos clini-
cos e, de longe, a melhor preparagcdo conhecida de aumento de he-
moglobina, com efeitos simples e seguros. Ela tem um certo efeito na
anemia renal, anemia aplastica, mieloma multiplo e hematuria paroxis-
tica noturna, além disso, a aplicacdo de EPO pode reduzir a quantida-
de de transfusdo de sangue em cirurgia e algumas anemias de cura
estendida causadas por tumor maligno, quimioterapia e artrite reuma-
toide. Uma vez que EPO é gerada principalmente por células endoteli-
ais tubulares renais, anemia causada por doenga renal € a primeira
indicacao de EPO, a eficacia curativa de EPO na anemia renal é qua-
se 100%, mas a dose de EPO ndo melhora a funcdo renal. O trata-
mento com EPO é seguro, eficaz e adequado para o tratamento de
longo prazo e, além disso, ele aborda o problema da escassez do for-
necimento de sangue. Nos mercados mundiais de farmacos biotecno-
l6gicos em 2006, farmacos recombinantes de EPO representam 11,9
bilhbes de dolares norte-americanos. La existe uma capacidade enor-
me de mercado.

[0004] Ja em 1989, EPO recombinante humana (EPOGEN) foi
aprovada por FDA U.S. para o tratamento da anemia renal, mas €&

apenas desde 1992, que EPOGEN entrou no mercado chinés. A mor-
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bidez anual de nefrite crénica é de cerca de 0,25% na China, dos
quais uma propor¢ao consideravel de pacientes eventualmente desen-
volvem insuficiéncia renal. O niumero de pacientes com anemia renal é
de cerca de 500-600 mil a cada ano. Segundo estimativas conservado-
ras de consumo, juntamente com o consumo em outras anemias rela-
cionadas com cancer, a capacidade do mercado interno € de cerca de
1,2-1,6 bilhdes ou mais (calculado com o preco atual que esta sendo
30-40 CNY / dose, o peso médio dos pacientes sendo 50 kg ). Desde o
final dos anos 90, EPO foi classificada como best-seller de farmacos
nas grandes cidades da China. A quantidade de consumo € 62.13 mi-
Ihdes de yuan nos hospitais modelos de todas as grandes cidades da
China, em 2003, classificacdo N° 56. A despesa com EPO nos hospi-
tais modelos das grandes cidades por toda a China subiu para 80.490
milhdes CNY em 2004, com aumento de ano em ano de 30%.

[0005] Como um hormoénio enddégeno agindo em células hemato-
poiéticas da medula para promover a proliferacéo, diferenciagao e ma-
turagao final de células progenitoras eritroides, EPO desempenha um
papel importante na regulagédo do estado de oxigénio do corpo. Na fa-
se de embrido, EPO é produzida pelo figado e depois gradualmente
desloca-se para os rins. EPO é principalmente secretada pelas células
tubulares intersticiais renais apds o nascimento.

[0006] Durante a indugao de diferenciacédo de células progenitoras
vermelhas por EPO, a globulina é induzida, o que permite as células
recrutar mais hemoglobina com fungéo de sintetizar ferro, o que pode
combinar com o oxigénio na maturagao de glébulos vermelhos; portan-
to, globulos vermelhos e hemoglobina desempenham um papel impor-
tante no fornecimento de oxigénio para o corpo. Este curso é causado
pela interagao entre EPO e receptor de superficie das células progeni-
toras vermelhas.

[0007] Quando o corpo esta em um estado saudavel, o tecido po-
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de obter oxigénio suficiente a partir de ja existentes células sangui-
neas vermelhas. Neste momento a concentragdao de EPO no corpo é
muito baixa. Essa baixa concentracao de EPO, mas normal, é suficien-
te para estimular a promocéao da geragédo de células sanguineas ver-
melhas, que normalmente é perdida durante o envelhecimento.

[0008] Quando o nivel de transporte de oxigénio pelas células
sanguineas vermelhas no sistema de circulagdo € reduzido e hipoxia
aparece, a quantidade de EPO no organismo vai aumentar. O estado
de hipoxia no corpo pode ser causado pelas seguintes razdes: radia-
¢ao excessiva, reducdo do consumo de oxigénio devido a latitude alta
ou coma a longo prazo, varios tipos de anemia e assim por diante. Em
resposta ao estresse de hipoxia do corpo, um maior nivel de EPO po-
de estimular a diferenciagdo de células progenitoras vermelhas para
melhorar a sua capacidade de produzir globulos vermelhos. Quando o
numero de gldébulos vermelhos no corpo excede a necessidade do te-
cido normal, o nivel de EPO no sistema de circulacao é reduzido. Isto
se da precisamente porque EPO tem um papel crucial para a formagao
de células sanguineas vermelhas que estes hormdnios tém uma pers-
pectiva muito ampla para o tratamento e diagndstico de doencas do
sangue caracterizadas pela geragao baixa e defeito de globulos ver-
melhos. Estudos recentes fornecem a base para predizer o efeito da
terapia de EPO em uma variedade de doencas, disturbios e anormali-
dades hematoldgicas, estas doengas, incluindo: o uso de EPO no tra-
tamento da anemia em pacientes com insuficiéncia renal cronica
(IRC), e administracdo de EPO em pacientes com AIDS e recebendo
quimioterapia (Danna, RP, Rudnick, SA, Abels, EPO in Clinical Appli-
cations-An International Perspective. Marcel Dekker, 1990: P301-324).
[0009] Parte dos efeitos biolégicos de EPO pode ser regulada pelo
papel interno de receptores de superficie da membrana celular. Anteri-

ormente, quando ao estudar ligacao de proteina de EPO para superfi-



5/47

cie celular utilizando células sanguineas vermelhas imaturas isoladas
do baco de camundongos, verifica-se que esta proteina € composta
por dois polipeptideos, e seu peso molecular é de aproximadamente
85.000 ~ 100000KD (ver Sawyer, et al. (1987) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 84:3690-3694 para uma descricdo mais detalhada). O numero de
sitios de ligacdo de EPO também tem sido calculado. Cada membrana
celular contém cerca de 8-100 sitios. Nestes sitios de ligagao, cerca de
300 sitios de ligacdo tém um nivel de Kd de 90pM. A ligacao dos sitios
de ligacéo restantes é fraca, sendo cerca de 570pM. Alguns estudos
tém demonstrado que, a partir da resposta a EPO de gldébulos verme-
Ihos do bago de camundongos infectados com a cepa de anemia de
virus atenuado, cerca de 400 sitios de ligagao sao identificados, em
que alguns tém um nivel elevado de Kd de 100pM e alguns tém um
baixo nivel Kd de 800pM.

[00010] O trabalho subsequente é que dois tipos de receptor de
EPO séo transcritos por um unico gene. O gene foi clonado agora. Por
exemplo, as sequéncias de DNA e sequéncias de decodificacdo de
peptideos do camundongo e receptor de EPO humana foram descritas
em WQ090/08822. O modelo atual mostra que a ligagao de EPO ao re-
ceptor de EPO leva a ativacdo e dimerizagdo de dois receptores de
EPO. Esta dimerizacdo leva ainda ao inicio da sinalizagao.

[00011] A aplicacdo do gene clonado de EPO ¢é util na busca de
agonistas e antagonistas desses receptores importantes. O peptideo
que pode, em certa medida, atuar sobre os receptores de EPO foi
identificado e descrito. Especialmente, um grupo de peptideos conten-
do o fragmento principal de peptideo foi identificado, o que pode ligar
ao receptor de EPO e estimular a diferenciagao e proliferacdo das cé-
lulas de EPO. No entanto, a EC50 do peptideo que pode estimular a
diferenciacao e proliferacdo das células de EPO é muito baixa, varian-

do de 20nM a 250nM. Portanto, as aplicacdes clinicas desses pepti-
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deos sao muito limitadas. A fim de superar as deficiéncias das tecno-
logias existentes, a presente invencéo fornece derivados de peptideo
mimético de EPO com maior atividade biolégica e uma maior biodis-
ponibilidade, bem como seus sais farmacéuticos e seu método de pre-
paracao.
DESCRIGAO DA INVENGAO
[00012] A presente invencgao visa proporcionar um derivado de pep-
tideo mimético de EPO com melhor atividade biolégica e biodisponibi-
lidade mais elevada, bem como seus sais farmacéuticos e seu método
de preparacgao.
[00013] A invencado também visa fornecer uma composicdo farma-
céutica compreendendo o referido derivado de peptideo mimético de
EPO e seus sais farmacéuticos, para o tratamento de disturbios carac-
terizados por baixo nivel de EPO ou populagdo de células sanguineas
vermelhas insuficientes ou defectivas.
[00014] A invengao divulga um derivado de peptideo mimético de
EPO da formula geral (I) e seus sais farmacéuticos com a atividade
bioldgica in vivo,

R1-R2-(CH2)n1-R3-(CH2)n2-R4-Rs

(1)

[00015] em que Ri, Rs sdo selecionados a partir do peptideo de
mondmero peptideo mimético de EPO e seus analogos com a ativida-
de bioldgica in vivo; n4, n2 s&o numeros inteiros, independentemente
selecionados de 0 a 10; Rz, R4 sdo selecionados a partir de —CO ou -
CH2, R3 é selecionado a partir O, S, CH2, N(CH2)n3NHRe,
NCO(CH2)nsNHRs, CHOCONH(CH2)nsNHRs, CHSCON(CH2)nsNHRs
ou CHNHCON(CH2)nsNHRe; em que n3 € um numero inteiro selecio-
nado a partir de 1 a 10, n4 € um numero inteiro selecionado a partir de
2 a 10, ns € um numero inteiro selecionado de 2 a 10, Rs € selecionado

a partir de H ou derivados de metoxi polietileno glicol.
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[00016] Nesse aspecto, uma modalidade preferida é: R1, Rs séo in-
dependentemente selecionados a partir de peptideo de monémero de
peptideo mimético de EPO e seus analogos de formula geral
Y1 X1 X2X3GXaXs TWXeX7Y2Y3, que tém na atividade bioldgica in vivo,
em que cada aminoacido é designado por uma unica letra padrao, as
sequéncias de aminoacidos de R4, Rs podem ser consistentes ou in-
consistentes, e sequéncias de aminoacidos adicionalmente preferidas
de R1, Rs sédo consistentes, e N-terminal de R+, Rs € acetilizado; Xz, Xa,
Xa, X5, X6, Y3 sdo independentemente selecionados a partir de qual-
quer um dos 20 L-aminoacidos geneticamente codificados ou aminoa-
cidos nao-naturais, Y1, Y2 sdo independentemente selecionados a par-
tir de qualquer um dos 20 L-aminoacidos geneticamente codificados
ou aminoacidos ndo-naturais ou peptideos formados por estes amino-
acidos, X1, X7 sao selecionados a partir de C, K, D, E, Orn ou Hoc.
[00017] Além disso otimizar a modalidade preferida acima referida,
R1, Rs sdo peptideos ciclicos ciclizados por ligagdes de dissulfeto ou
ligagbes de amida, onde se R1, Rs sdo peptideos ciclicos ciclizados
por ligagdes de dissulfeto, X1, X7 sdo independentemente selecionados
a partir de C ou Hoc, da mesma forma, se R1, Rs sdo peptideos cicli-
cos ciclizados por ligagbes de amida, X4, X7 sao independentemente
selecionados a partir de K, D, E ou Orn.

[00018] No aspecto envolvendo a modalidade preferida acima refe-
rida, Y3 é de preferéncia selecionado a partir de K, H ou R, mais prefe-
rivelmente Y3 é K.

[00019] No aspecto envolvendo a modalidade preferida acima refe-
rida, o comprimento da sequéncia de aminoacidos de R, Rs € ainda
mais otimizado, ou seja, de preferéncia, selecionado a partir de 13 ~
40 aminoacidos, mais preferivelmente sendo 22 aminoacidos, ainda
mais preferivelmente, mas ndo se limitando a seguinte estrutura com

um peptideo ciclico, mais preferivelmente, mas nao limitado a NO: 1 ~
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NO: 8 peptideos ciclicos, a saber

Ac-GGLYADHY GPITWVKQPLRGGK-NH2(SEQ ID NO:1)
Ac-GGLYADHY GPITWV-Orn-QPLRGGK-NH2(SEQ ID NO:2)
Ac-GGLYAKHY GPITWVDQPLRGGK-NH2(SEQ ID NO:3)
Ac-GGLYA-Om-HYGPITWVDQPLRGGK-NH2(SEQ ID NO:4)
Ac-GGTYSCHFGPLTWVCRPQRG- B Ala- K-NH2(SEQ ID NO:5)
Ac-GGTYSC-Nle-FGPLTWVCRPQRG- B Ala-K-NH2(SEQ ID NO:6)
Ac-GGTYSCHFGSLTWVCRPQRG- B Ala-K-NH2(SEQ ID NO:7)
Ac-GGTYSCHFGALTWVCRPQRG- B Ala-K-NH2(SEQ ID NO:8)
Ac-GGLYADHY GPMTWVKQPLRGGK-NH2(SEQ ID NO:9)
Ac-GGLYADHY GPMTWV-Orn-QPLRGGK-NH2(SEQ ID NO:10)
Ac-GGLYA-Om-HYGPMTWVDQPLRGGK-NH2(SEQ ID NO:11)
Ac-GGTYSKHFGPMTWVDRPQRG- B Ala- K-NH2(SEQ ID NO:12)
Ac-GGTYSCHFGPITWVCRPQRG- B Ala- K-NH2(SEQ ID NO:13)
Ac-GGTYSCHFGPMTWV-Hoc-RPQRG- B Ala- K-NH2(SEQ ID NO: 14)

1
Ac-GGTYSCHFGPITWV-Hoc-RPQRG- B Ala- K-NH2(SEQ ID NO:15)

Ac-GGTYSC-NIe-FGPMTWV-Hoc-RPQRG- B Ala-K-NH2(SEQ ID NO:16)
Ac-GGTYSC-Nle-FGPITW VCRPQRG- B Ala-K-NH2(SEQ ID NO:17)
Ac-GGTYSCHFGPLTWVCRPQRG- B Ala-K-NH2(SEQ ID NO:18)
Ac-GGTYSCHFGSITWVCRPQRG- B Ala-K-NH2(SEQ 1D NO:19)
Ac-GGTYSKHFGSMTWVERPQRG- B Ala-K-NH2(SEQ ID NO:20)
Ac-GGTYRCSMGPMTWVELPMAGGK -NH2(SEQ ID NO:21)
Ac-GGTYRCSMGPLTWVCLPMAGGK-NH2(SEQ ID NO:22)
Ac-GGTYSCHFGAMTWYVCRPQRG- B Ala-K-NH2(SEQ ID NO:23)
Ac-GGTYSCHFGAITWVCRPQRG- B Ala-K-NH2(SEQ ID NO:24)
Ac-GGTYSCHFGPITWVCRPQRG- B Ala-K-NH2(SEQ ID NO:25)
Ac-GGTYSCHFGPLTWVCRPQRG- B Ala-K-NH2(SEQ ID NO:26)
Ac-GGMYSCRMGPMTWVCGPSRGGK-NH2(SEQ ID NO:27)
Ac-GGMYSCRMGPLTWYVCGPSRGGK-NH2(SEQ ID NO:28)
Ac-GGTYSCHFGPLTWYV-Hoc-RPQRG- B Ala- K-NH2(SEQ ID NO:29)&
Ac-GGTYS-Hoc-HFGPLTWVCRPQRG- B Ala- K-NH2(SEQ ID NO:30).

[00020] Neste aspecto, existem quatro modalidades preferidas:
[00021] 1 n4,n2sé&0 2, R2,R4 séo -CO, Rz € CHOCONH(CH2)nsNHRes,
nS é 2, R6 é H ou derivados de metoxi polietileno glicol.

[00022] 2 n1,n2 sao 1, R2,R4 sdo -CO, R3 é NCO(CH2)n4NHR®,
n4 é 2, R6 é H ou derivados de metoxi polietileno glicol.

[00023] 3 n1n2 sao 2, R2R4 sdao -CH2, R3 ¢é
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CHOCONH(CH2)n5NHRG6, n5 é 2, R6 é H ou derivados de metdxi po-
lietileno glicol.

[00024] 4 n1,n2 sdo 1, R2,R4 sdo -CH2, R3 ¢ NCO(CH2)n4NHRG,
n4 é 2, R6 é H ou derivados de metoxi polietileno glicol.

[00025] As quatro modalidades preferidas acima mencionadas es-
tdo em paralelo, n&o sendo relagao progressiva ou inclusiva.

[00026] As quatro modalidades preferidas acima mencionadas po-
dem ser adicionalmente otimizadas, R6 é derivados de metdxi polieti-
leno glicol, mais preferivelmente R6 € derivados de metoxi polietileno
glicol, onde o peso molecular de derivados de metdxi polietileno glicol
€ de 5.000 a 100.000 Daltons, a estrutura de derivados de metéxi poli-
etileno glicol € selecionada a partir do tipo ramificado ou linear.

[00027] Neste aspecto, através da otimizagdo adicionalmente com-
preensiva pode-se obter as seguintes quatro modalidades preferidas:
[00028] 1 n1,n2 sdo 2, R1, R5 sao selecionados a partir de SEQ ID
NO:1 SEQ ID NO: 8, R2, R4 sao selecionados a partir de -CO, -CH2,
R3 é CHOCONH (CH2) n5NHR6, onde n5 é selecionado a partir de 2
a 10, de preferéncia 2, R6 € um derivado de metdxi polietileno glicol
com estrutura linear e peso molecular de 20.000 daltons.

[00029] 2n1,n2sédo 1, R1, R5 sao selecionados a partir de SEQ ID
NO: 1 SEQ ID NO: 8, R2, R4 sao selecionados a partir de -CO, -CH2,
R3 é NCO(CH2)n4NHRG6, onde n4 é selecionado a partir de 2 a 10 e,
de preferéncia 2, R6 é um derivado de metdxi polietileno glicol com
estrutura linear e peso molecular de 20.000 daltons.

[00030] 3 n1, n2sao 2, R1, R5 sio selecionados a partir de SEQ ID
NO: 1 SEQ ID NO: 8, R2, R4 sao selecionados a partir de -CO, -CH2,
R3 € CHOCONH(CH2)n5NHR®G,, onde n5 ¢ selecionado a partir de 2 a
10 e, de preferéncia 2, R6 € um derivado de metdxi polietileno glicol
com estrutura linear e peso molecular de 40.000 daltons.

[00031] 4 n1,n2sao0 1, R1, R5 sdo selecionados a partir de SEQ ID
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NO: 1 SEQ ID NO: 8, R2, R4 sao selecionados a partir de -CO, -CHo,
R3s € NCO(CH2)nsNHRe, onde n4 é selecionado a partir de 2 a 10 e, de
preferéncia 2, Re € um derivado de metoxi polietileno glicol com estru-
tura linear e peso molecular de 40.000 daltons.

[00032] A estrutura dos derivados de peptideo mimético de EPO

mais preferida e seus sais farmacéuticos é selecionada a partir de:
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[00033] Os derivados de peptideos mimético de EPO fornecidos
aqui sdo compostos anfifilicos, que podem formar sais por reacido com
compostos acidos ou alcalinos através de tecnologia comumente co-
nhecida por um versado na técnica. Acidos comumente utilizados s&o
selecionados a partir do acido cloridrico, acido bromidrico, acido iodi-
drico, acido sulfurico, acido fosférico, acido p-toluenossulfénico, acido
metanossulfénico, acido oxalico, p-bromofenila de acido sulfénico, aci-
do carbobnico, acido succinico, acido citrico, acido benzoico, acido acé-
tico, sais formados incluindo sulfato, pirofosfato, triflutato, sulfito, bis-
sulfito, fosfato, bifosfato, di-hidricfosfato, metafosfato, pirofosfato, clo-

reto, brometo, iodeto, acetato, propionato, caprilato, acrilato, formiato,
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isobutirato caproato, enantato, propiolato, oxalato, malonato, succina-
to, suberato, fumarato, maleato de butina-1,4-dioato, hexina-1,6-
dioato, benzoato, benzoato de cloro, benzoato de metila, dinitrobenzo-
ato, hidroxibenzoato, metoxibenzoato, fenilacetato, fenpropionato, fe-
nilbutirato, citrato, lactato, y-hidroxibutirato glicolato, tartarato, meta-
nossulfonato, propilsulfonato, naftalen-1-sulfonato, naftalen-2-sulfonato
mandelato, e similares, de preferéncia triflutato.

[00034] Substancias alcalinas também podem reagir com derivados
de peptideo mimético de EPO para gerar sais. Estas substancias alca-
linas sao selecionadas a partir de amonio, hidroxidos de metal alcalino
ou metal alcalinoterroso, bem como o carbonato, bicarbonato, tipica-
mente selecionados a partir de hidroxido de sédio, hidroxido de potas-
sio, hidroxido de amoénio, carbonato de sdédio, carbonato de potassio e
assim por diante.

[00035] A invengdo também divulga os programas de preparagao
dos derivados de peptideo mimético de EPO acima mencionados e
seus sais farmacéuticos, incluindo as seguintes etapas:

(1) preparar R1, Rs através da engenharia genética ou mé-
todo de sintese quimica. R1, Rs sdo peptideo mimético de peptideo de
mondmero e seus analogos com a fungao bioldgica do EPO;

(2) preparar pequena molécula funcional de férmula geral
)

R7-CO-(CH2)n1-Z2-(CH2)n2-CO-Rs
(IT)
[00036] em que n4, N2 s&o numeros inteiros independentemente se-
lecionados a partir de 0 a 10;
[00037] Ry, Rssao selecionados a partir OH ou H;
[00038] Z» é selecionado a partir de O, S, CHz, N(CH2)msNHR,
NCO(CHz2)n7NHR9, CHOCONH(CH2)nsNHR9, CHSCON(CH2)nsNHRg ou

CHNHCON(CH2)nsNHRg9, onde ne € um numero inteiro selecionado a
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partir de 1 a 10, n7 € um numero inteiro selecionado de 2 a 10 ng € um
numero inteiro selecionado a partir de 2 a 10, Ro é selecionado a partir
Boc ou CBg,
(3) derivar R4, Rs, com pequena molécula funcional de for-
mula (ll), para preparar o composto de formula (lll);
R1-R2-(CH2)n1-Z2-(CH2)n2-R4-Rs
(),
[00039] em que Rz, R4 sdo independentemente selecionados a par-
tir de -CO ou -CHy,

(4) conectar com metoxi polietileno glicol ativo via ligagdes
covalentes apos Boc ou Cbz ser removido.

[00040] A invencao também se refere a uma composicido farmacéu-
tica, compreendendo:

(1) quantidades terapéuticas dos derivados de peptideo
mimético de EPO acima mencionados e seus sais farmacéuticos da
férmula geral (l);

(2) veiculo de farmaco farmaceuticamente aceitavel.
[00041] A invencdo também revela o uso de farmacos, ou seja, utili-
zando qualquer desses derivados de peptideos miméticos e seus sais
farmacéuticos em quantidades terapeuticamente eficazes para tratar
disturbios caracterizados por baixo nivel de EPO ou grupo de células
sanguineas vermelhas defeituosas ou insuficientes, especialmente pa-
ra o tratamento das seguintes doengas: insuficiéncia renal avancada
ou didlise, anemia relacionada com a AIDS, doengas autoimunes ou
tumor maligno, fibrose cistica, anemia precoce, anemia relacionada a
doenga inflamatdria crbnica, lesdo da medula espinhal; perda aguda
de sangue, envelhecimento e cancer com producdo anormal de célu-
las sanguineas vermelhas.

[00042] Os derivados de peptideo mimético de EPO e seus sais

farmacéuticos previstos na presente invencido sdo capazes de promo-
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ver aumento significativo na contagem de reticulécitos no sangue peri-
férico do camundongo, indicando que eles estimulam a eritropoiese,
ao mesmo tempo, eles também sao capazes de estender muito a vida
util dos conjugados no corpo. Derivados de peptideo mimético de EPO
e da proteina de EPO nao tém influéncia significativa em globulos
vermelhos maduros, hematdcritos de célula sanguinea, conteudo de
hemoglobina, e também n&o tém influéncia significativa sobre a conta-
gem de células sanguineas brancas periféricas.

[00043] Sintese em fase solida é utilizada para sintetizar monéme-
ros de peptideo mimético de EPO, cujo principio basico é: primeira-
mente conectar hidroxila de aminoacidos de hidroxila-terminal de ca-
deia peptidica a ser sintetizado com uma resina de polimero insoluvel
via ligagao covalente. Entdo os aminoacidos anexados ao veiculo em
fase soélida sédo utilizados como componente de amino para estender a
cadeia polipeptidica através da remoc¢ao de grupo de protecdo de ami-
no e reagindo com componente ativo de carboxila excessiva. Repetir
(condensagao — lavagem — desprotecdo — lavagem — a proxima
rodada de condensagao) operagao para atingir o comprimento deseja-
do de cadeia de peptideo sintético. Finalmente cadeia de peptideo &
retirada da resina. Apds um tratamento de purificacdo, o peptideo de-
sejado € produzido. O controle do meio das etapas de reagao de con-
densacéo e desprotecao expde método de deteccdo de ninidrina, ou
seja, quando a cadeia peptidica de resina tem amino livre, uma cor
azul aparecera apos coloragao pelo reagente de ninidrina. Quando nao
ha amino livre, nenhuma reagao de cor sera desenvolvida (reagente
de ninidrina em si é amarelo). Portanto, apds a realizagdo da reagao
de condensacao e deteccdo por ninidrina, se a cor amarela estiver
presente (a cor do reagente de ninidrina em si mesmo), isso significa
que essa etapa de acoplamento esta concluida e operacédo de despro-

tecao antes do acoplamento do proximo aminoacido pode ser realiza-
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da. Se a cor azul estiver presente, isso significa que ainda existem al-
guns aminoécidos livres na cadeia peptidica. E necessario repetir aco-
plamento adicional ou alterar o agente de condensacao atual até que a
cor amarela esteja presente no peptideo de resina apos detecgéo por
ninidrina.

[00044] O método de ciclizagao de peptideo de monémero € co-
nhecido por um versado na técnica. Ciclizagdo de ligagdes de dissulfe-
to se da principalmente através da oxidag&o da sulfidrila na cadeia la-
teral do aminoacido do peptideo de monémero em ligagdes de dissul-
feto pelo oxidante. Especificamente, peptideos de mondébmero séo co-
locados em solugédo de DMSO ou 5% de solugédo de bicarbonato de
amina para serem auto-oxidados, ou adicionados a solugédo de acido
acético contendo |2 para serem oxidados, preferivelmente adicionados
a solugao de acido acético contendo |2 para serem oxidados. Cicliza-
¢ao de ligacdo de amida se da principalmente através da formacao de
ligagdo de amida entre grupo carboxila e um grupo amino da cadeia
lateral de aminoacidos do peptideo de mondmero na presenga do
agente de condensagao. O agente de condensagao adicionado € co-
nhecido por um versado na técnica, geralmente incluindo DIC, EDC,
HATU, Pybop, etc.

[00045] Sintese de peptideos diméricos se da principalmente atra-
vés da formacdo de ligacdo -NH-CH2- ou ligacdo -NH-CO entre ami-
noacidos de cadeia lateral do residuo de aminoacido de monémero de
peptideo mimético de EPO e pequena molécula funcional. Um versado
na técnica pode facilmente sintetizar pequena molécula funcional e
conecta-la com o peptideo ciclico de peptideo de mondébmero através
da tecnologia conhecida.

[00046] Peptideo dimérico e derivados de metoxi polietileno glicol
ativo sado derivados. O sistema de reacido pode ser selecionado a partir

do sistema de solvente organico ou tampao disponivel. Quando reagao
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de PEGilacdo do peptideo dimérico é realizada em solvente organico,
0s seguintes alcalis podem ser adicionados em uma quantidade ade-
quada, incluindo mas nao limitados a, tais como trietilamina, di-
isopropil etilamina, piridina, 2,4,6-trimetil-piridina. Quando a reacao de
derivatizagao de polietileno glicol € realizada no sistema de tampao, o
sistema de tampao pode ser selecionado a partir de uma variedade de
tampao disponivel conhecido, de preferéncia tampao de fosfato com
pH 7,7.

[00047] A atividade biolégica de EPO ou derivados de peptideo mi-
mético de EPO e seus sais farmacéuticos provida por esta invencao
pode ser determinada por varios ensaios conhecidos neste campo.
Teste da atividade in vivo € realizado da seguinte forma: camundongos
sdo subcutaneamente injetados com EPO e derivados de peptideo
mimético de EPO e seus sais farmacéuticos providos por esta inven-
¢ao em trés dias consecutivos. Os camundongos sio sacrificados. To-
do o sangue é tirado para realizar contagem de células sanguineas
periféricas e reticuldcitos. A contagem das células sanguineas é feita
por contador automatico de células sanguineas. Estudo farmacodina-
mico € realizado pela administragdo intravenosa em macacos com
uma dose de 1,35 mg/kg. A dose de proteina de EPO como um farma-
co de controle é 240u/kg. Os farmacos sao administrados trés vezes
por semana e continuam durante seis semanas. As amostras de san-
gue séo coletadas para realizar uma analise do indice hematoldgico
relacionado.

[00048] Resumo de abreviagdes usadas na invencao:

Abreviagdes | Nome Estrutura

Orn L-Ornitina NH;

HoN
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Abreviacdes

Nome

Estrutura

Hoc

L-Homocisteina

DIC N,N'-Di-isopropil-
HsC CHg
carbodiimida >*N=C=N4<
H3C CH3
EDC Cloridrato de 1- CHéH
3
Etil-3-(3- HSC\_N=C=NJJ
dimetillamino-
propil)
Carbodiimida
PyBOP hexafluorofosfato O Q
de Benzotriazol-1- Z)‘?@N
il-oxitripirroli- ’\,l\l(;)FS Q
dinofosfénio (jih‘//N
HATU Hexafluorofosfato o PFe Noro,
Metanaminio  de \T/
NN
2-(1H-7- \ N
4
Azabenzotriazol-1- N |°
9}
iN-1,1,3,3- ©
tetrametil urénio
DMAP 4- @ FHs
N N
dimetilaminopiridi- —/  om,
na
Nle norleucina

H,N COOH

2
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Abreviacdes | Nome Estrutura
MPEG.- Metoxi polietileno ° o 0

) N—0O NJLOMO _
OSU(40k) glicol de N- wPEGK

[¢]
Hidroxissuccinimi-
da(40k) HN—ro—_}-0 Lo
© mPEG, K

[00049] Descricao das Figuras

[00050] A figura 1 mostra a influéncia de derivados de peptideo mi-
mético de EPO (HH-EPO-018) em hematdcrito de macacos.

[00051] A figura 2 mostra a influéncia de derivados de peptideo mi-
meético de EPO (HH-EPO-018) em hemoglobina de macacos.
MODALIDADES PREFERIDAS

[00052] Para uma descrigdo mais detalhada da invengao, os exem-
plos a seguir estdo provados. No entanto, o escopo da presente inven-
¢ao nao se limita a isso.

Exemplo 1: sintese de Peptideo de monémero de peptideo mimé-
tico de EPO

[00053] Sintese de Peptideo de mondbmero de peptideo mimético
de EPO é realizada através de um método de sintese de peptideos em
fase sdlida. Este método de sintese de peptideos tem sido relatado em
muitas literaturas, ver Stewart, J.M., and Young, J.D., sintese de pep-
tideos em fase sdlida 2° edigao, notas de sintese de peptideos novabi-
ochem. Derivados de peptideo de monémero de peptideo mimético de
EPO providos por esta invencio sao realizados por métodos de sinte-
se manual. A resina é resina rink amind. O a-amino dos derivados de
aminoacidos esta protegido por Fmoc (carbonil fluoreno-formil). O gru-
po tiol da cadeia lateral de cisteina, o grupo amino da cadeia lateral de
glutamina, e o grupo imidazol da cadeia lateral de histidina s&o prote-
gidos pelo Trt (tritila). O grupo guanidina da cadeia lateral de arginina &

protegido por Pbf (2,2,4,6,7-Pentametildi-hidrobenzofuran-5-sulfonila).
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O grupo indol de cadeia lateral de triptofano, o grupo amino da cadeia
lateral de lisina estdo protegidos por Boc (terc-butoxicarbonila). O gru-
po hidroxila da cadeia lateral de treonina, o grupo fenol da cadeia late-
ral de tirosina, o grupo hidroxila da cadeia lateral de serina estao pro-
tegidos por tBu (terc-butila). A carboxila do C-terminal da cadeia pepti-
dica do peptideo de monémero de derivado de peptideo mimético de
EPO a ser sintetizada é anexada a resina insoluvel (resina rink amind)
por ligacdo covalente. Em seguida aminoacidos anexados ao veiculo
em fase sdlida s&o utilizados como componente de amino para esten-
der a cadeia polipeptidica apoés a remogao de grupos de protecao de
amino em 20% de piperidina / solugdo de DMF e reagir com excesso
de derivado de aminoacidos. Repetir (condensagdo — lavagem —
desprotegdo — lavagem — a proxima rodada de condensagao) opera-
¢ao para atingir o comprimento desejado de cadeia de peptideo sinté-
tico. Finalmente a cadeia de peptideo é retirada da resina usando uma
solugdo mista de acido trifluoroacético, agua, mercaptano etileno, 3-
isopropil silano (92,5: 2,5: 2,5: 2,5). Ap6s sedimentagéo de éter, o de-
rivado de peptideo mimético de EPO de peptideo de monémero bruto
€ obtido. O peptideo de mondmero bruto € separado e purificado por
coluna preparativa de fase reversa de C18. Entdo peptideo de moné-
mero de derivado de peptideo mimético de EPO é obtido. O controle
de meio das etapas de reacao de condensacao e desprotecédo explora
o método de detecgdo de ninidrina, ou seja, quando cadeia peptidica
de resina tem amino livre, uma cor azul aparecera apos coloragao pelo
reagente de ninidrina. Quando ndo ha amino livre, nenhuma reagéao de
cor sera desenvolvida (reagente de ninidrina em si é amarelo). Portan-
to, apos a realizagado da reacao de condensacao e deteccio por nini-
drina, se a cor amarela estiver presente (a cor do reagente de ninidrina
em si), isso significa que essa etapa de acoplamento esta concluida e

operacgao de desprotecao antes do acoplamento do proximo aminoaci-
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do pode ser realizada. Se a cor azul estiver presente, isso significa que

ainda existem alguns aminoacidos livres na cadeia peptidica. E neces-

sario adicionalmente repetir ou alterar o agente de condensacgao atual

até que cor amarela esteja presente no peptideo de resina apos de-

teccao por ninidrina.

Exemplo 2: Preparacao de pequenas moléculas funcionais (LG-1)
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Etapa 1: Preparacao de LG-1-A

[00054] Dissolver o éster etilico de acido iminodiacético (10,0g, 52,8

mmols), Boc-B-alanina (10,0g, 52,8 mmols) em 100 mL de diclorome-

tano, adicionar DIC (8,0mL, 52,8 mmols), agitar em temperatura ambi-
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ente durante a noite, filtrar a solucdo de reacdo, lavar o filtrado com
100ml de NaHCO3 saturado, 50ml de solucao de HCI a 0,5N, 100mi
de solucao salina saturada, por sua vez, separar a camada organica,
secar a camada organica com MgSOQO4 anidro. Filtrar a camada organi-
ca, concentra-la e obter substancia liquida oleosa incolor LG-1-A: 17g.
Etapa 2: Preparagao de LG-1-B

[00055] Dissolver 17g de LG-1-A em 100 mL de MeOH: THF = mis-
tura a 1:1, em seguida, adicionar 25 ml de agua, 5g de NaOH (125
mmols). Ajustar o valor de pH para um com HCI a 6N ap6s 2h de agi-
tacao a temperatura ambiente. Extrair a solugdo de reagdo com aceta-
to de etila quatro vezes. A camada organica € lavada com solugéo sa-
lina, seca com sulfato de magnésio anidro, concentrada sob presséao
reduzida, para produzir um semissolido branco. Dissolver os produtos
em 50 ml de diclorometano, e adicionar 300ml de n-hexano. A solugcao
€ uma pasta branca. Apds concentragcdo em presséao reduzida um séli-
do branco LG-1-B: 14g é obtido (rendimento & de cerca de 90%).
Etapa 3: Preparagao de LG-1-C

[00056] Dissolver 7g LG-1-B (23 mmols) em 80ml de tetra-
hidrofurano, e com agitacédo adicionar 4,6g de N, N-cloridrato de meto-
xi-metil-amina (46 mmols) e 5,1g de trietilamina (51 mmols), e depois
adicionar 4,4g de DIC (32 mmols), 4,7g de HOBT (32 mmols). Agitar a
reacao durante a noite em temperatura ambiente. No dia seguinte, o
liquido de reacao é adicionado na agua e extraido com 350ml de ace-
tato de etila. A camada organica € lavada com 200ml| de solugdo
aquosa de HCIl a 2N, 200ml de solugao de bicarbonato de sddio satu-
rada, 100ml de solugéo salina saturada, por sua vez. A camada orga-
nica € separada e seca com sulfato de magnésio anidro por 2 horas e
depois filtrada. O filtrado se torna substancia oleosa apds concentra-
¢ao em pressao reduzida. Apos a cromatografia de coluna, o produto-

alvo LG-1-C é coletado: 4,2 g, rendimento: 70%.
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Etapa 4: Preparacao de LG-1

[00057] Dissolver 4,0 g de LG-1-C (10,2 mmols) em 60ml de tetra-
hidrofurano, resfriar a 0 °C com banho de sal no gelo. Adicionar LiAlH4
(340mg, 8,9 mmols). Apds a reacédo a 0 °C por 30 minutos, adicionar 4
ml de agua, 4 ml de solugédo de NaOH a 15% por sua vez. Filtrar a so-
lugdo de reacao. O filtrado é lavado com tetra-hidrofurano. Apds con-
centracdo para secar e cromatografia de coluna em silica-el, LG-1 &
obtido: 1,63¢g, (6 mmols, Rendimento: 58,8%)

Exemplo 3: Preparagao de pequenas moléculas funcionais (LG-2)

(0]
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[00058] Dissolver 4g de LG-1-B (13 mmols) em 100 mL de N,N-
dimetilformamida, e adicionar hidroxissuccinimida (3,1 g, 21 mmols),

DIC (4mL 26 mmols) e MSPA (4-dimetilamino piridina) (12mg, 0,08

mmol). Depois de ter sido agitada durante a noite, a solu¢gédo de reagao

€ concentrada a pressao reduzida. Dissolver o residuo em 80ml de
acetato de etila. As substancias insoluveis foram filtradas. A fase orga-
nica é lavada sucessivamente com 40 ml de solucédo saturada de bi-
carbonato de sodio, 40ml de solucao salina saturada, 40ml de solugao
de HCI a 0,5N, 40ml de solugao salina saturada por um tempo. A ca-
mada organica é separada e seca com sulfato de magnésio anidro.
Filtrar a camada organica. O filtrado é concentrado sob pressao redu-
zida. Um sodlido branco LG-2 é obtido: 4,4g (rendimento é de cerca de
68%).
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Exemplo 4: Preparacao de pequenas moléculas funcionais (LG-3)
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Etapa 1: Preparacao de LG-3-A

[00059] Dissolver 7,.0g de pentanona de acido pimélico (0,04 mol)
em 100ml de metanol. Adicionar 5% de solugdo de metanol CsCO3
com agitacao, e controlar a quantidade de adig&o para tornar o pH da
solugdo de reacao de cerca de 8,5 (determinado pelo teste exato de
papel de pH). Agitar por 30 minutos apds o término da adicdo. Em se-
guida, filtrar a solugdo de reacdo. O filtrado se torna uma substancia
oleosa apds a concentracdo a vacuo. Dissolver a substancia oleosa

em cerca de 100ml de DMSO e aquecer a 60 °C. Adicionar 14g



24/47

(0,08mol) de brometo de benzila. Apds a reagcao por 8 horas, filtrar a
solugdo de reagao, lavar o solido com uma pequena quantidade de
éter. Adicionar 400ml de éter em licor-méae, lava-lo com 200ml de solu-
¢ao salina saturada. Separar a camada organica e secar com sulfato
de magnésio anidro por 2 horas. Entao filtra-la. Quando o filtrado esti-
ver concentrado a pressao reduzida em 1/5 do seu volume original, ele
€ colocado no freezer durante a noite a -20 °C para cristalizar. No dia
seguinte, filtrar os solidos, secar, e obter um solido branco LG-3-A:
10,5 g (rendimento 74%).

Etapa 2: Preparagao de LG-3-B

[00060] Dissolver 2g de LG-3-A (0,0056 mol) em 20ml de tetra-
hidrofurano. Manter a temperatura no interior da solugéo abaixo de -10
°C, agitar e adicionar 626mg de NaBH4 (0,0168 mol). Apds a reagao
por 1h, adicionar 200ml de éter refrigerado, seguido pela adi¢do de
150ml de solugdo de bicarbonato de sédio saturada para finalizar a
reacao. Manter em repouso para permitir delaminato. A camada orga-
nica € lavada por um tempo com solugao salina saturada e, em segui-
da seca com NaxSO4 anidro por 2 horas e filtrada. O filtrado é concen-
trado sob pressao reduzida, para produzir LG-3-B: 1,9g (Rendimento:
94,6%).

Etapa 3: Preparagao de LG-3-C

[00061] Dissolver 3,2 g de LG-3-B (0,009 mol) em 50ml de dicloro-
metano. Adicionar 4,34g de trietilamina (0,043 mol) abaixo de 0 °C
com agitacdo. Dissolver 1,33g (0,0045 mol) de trifosgénio em 25ml de
diclorometano. Em seguida, adiciona-lo na solugdo acima gota a gota.
Adicionar 2,8g de terc-butoxicarbonil etilenodiamina, apdés 1 hora.
ApoOs a reacao por 3h, a mistura de reacgéo € ajustada para neutro com
acido acético glacial e, neste momento um precipitado € gerado. Filtrar
o precipitado. O filtrado € concentrado sob pressao reduzida e, em se-

guida, dissolvido em éter. Em seguida, lavado com agua por trés ve-
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zes, com solucdo salina saturada por um tempo. A camada orgénica é
separada e seca com sulfato de magnésio anidro por 2 horas e depois
filtrada. O filtrado é concentrado sob pressao reduzida para ser oleoso.
A substéncia oleosa é purificada por cromatografia em coluna de sili-
ca-gel (fase movel: éter de petréleo: acetato de etila = 10:1). O produto
alvo é combinado e coletado, e é concentrado para produzir um sélido
branco LG-3-C: 1,5 g (rendimento 38,8%).

Etapa 4: Preparagao de LG-3-D

[00062] Dissolver 13g de LG-3-C (0,031 mol) em 8ml de metanol e
adicionar cerca de 200mg de Pd-C a 10%, com agitagcao. Apds reagao
com H2 a pressao atmosférica por 4h, filtrar o carvao ativado, e o fil-
trado € concentrado para produzir a substancia oleosa LG-3-D: 8,289
(Rendimento: 96,7%).

Etapa 5: Preparagao da LG-3

[00063] Dissolver 5g de LG-3-D (0,018 mol) em 10ml de tetra-
hidrofurano. Adicionar 4,7 g de p-nitrofenol (0,043 mol), e adicionar
4,29 de solugdo DIC (0,043) com agitacdo. Misturar a reacao durante a
noite. No dia seguinte filtrar o precipitado resultante, lavar a torta de
filtro com uma pequena quantidade de acetato de etila, secar o filtrado
pela concentragdo a pressao reduzida. Adicionar 100 ml de acetato de
etila no residuo e torna-lo dissolvido. Lavar com 50 ml de solucao sali-
na saturada por um tempo. Separar a camada organica e secar com
sulfato de magnésio anidro por 2 horas. Em seguida, filtra-lo. Concen-
trar o filtrado sob pressao reduzida para a producao de substancia
oleosa. Substancia oleosa é purificada por cromatografia em coluna de
silica-gel (eluente: hexano / acetato de etila 20:01 = 10:01). O produto
alvo é combinado e coletado, e concentrado em pressao reduzida até

secura para produzir um solido branco LG-3: 3,59 (rendimento: 32%).
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Exemplo 5: Preparacao de pequena molécula funcional (LG-4)
1
NH a0 Ha F—o N\
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0 0

LiAlH4 NH

Etapa 1: Preparagao da LG-4-A

[00064] Dissolver 5g de LG-3-D (0,018 mol) em 60ml de tetra-
hidrofurano. Adicionar 3,51g de cloridrato de N,N-metéxi-metil-amina
(0,036 mol) e 4,0 g de trietilamina (0,04mol), com agitagdo. Em segui-
da, adicionar DIC 3,4g (0,027mol) e 3,65g HOBT (0,027mol). Agitar a
reacdo durante a noite em temperatura ambiente. No dia seguinte,
adicionar a solucéo de reacao em 200ml de agua e extrair com acetato
de etila, duas vezes, cada 200ml de tempo. Combinar camada organi-
ca. Lavar por sua vez, com 50ml de solugdo de HCI a 2N, 100 ml de
solugcao saturada de NaHCO3, 100ml de solugao salina saturada por
um tempo. Separar a camada organica, secar por 2 horas com sulfato
de magnésio anidro. Em seguida, filtra-lo. O filtrado é concentrado sob
pressao reduzida, para a producao de substancia oleosa. A substancia
oleosa € purificada por cromatografia em coluna (eluente: hexano /
acetato de etila 10:1). O componente de destino € combinado para
produzir um sélido branco LG-4-A: 6.24g (Rendimento: 80%).

Etapa 2: Preparacao de LG-4

[00065] Dissolver 4,0 g de LG-4-A (9 mmols) em 50ml de tetra-

hidrofurano. Adicionar 300mg de LiAIH4 (7,9 mmols) a temperatura de
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refrigeracado abaixo de zero com banho de sal no gelo. Manter a rea-
¢ao em 0 °C por 30 minutos. Em seguida, adicionar 0,3 ml de agua,
0,9ml de NaOH a 15%, 0,3 ml de agua, por sua vez, e neste momento
um precipitado € gerado. Filtrar o precipitado. A torta de filtro é lavada
com tetra-hidrofurano por um tempo. O filtrado € combinado e concen-
trado sob pressao reduzida, até secar. O residuo € purificado por cro-
matografia em coluna para produzir 1,65g de LG-4 (Rendimento:
55,5%).

Exemplo 6: Preparagao de HH-EPO-005

O NH,

Ac-GGTYS-C-HFGPLTWV-C-RPQRG-beta-A—N

§S—— s
HN ~°
_EI)_ ~ NH
O——N 2
H
HN" Y,
Ac-GGTYS-C-HFGPLTWV-C-RPQRG-beta-A—N
H 7 ~NH;
0
§—— s
HH-EPO-005

Etapa 1: Preparagao de Peptideos Ciclicos SEQ ID NO:5

[00066] Dissolver 9g de peptideo de mondémero de derivado de pep-
tideo mimético de EPO SEQ ID NO:5 (de sintese de acordo com o0 mé-
todo indicado nos exemplos) em 3000ml de acido acético glacial a
20%, e entao lentamente adicionar 5% de solucao de metanol de iodo
gota a gota até que a cor amarela desapareca. A solugéo de reacéo €
diretamente submetida a purificacdo preparativa por cromatografia de
fase reversa usando silica-gel ligada por octadecil silano como carga
de coluna (Waters SymmetryShield™ RP18, 3,5um, 4,6*100mm), em
que a temperatura da coluna € de 60 °C e o comprimento de onda de

deteccao é de 214nm; agua (contendo 0,05% de acido trifluoroacético)
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e acetonitrila (contendo 0,05% de acido trifluoroacético), em diferentes
propor¢des sao utilizadas como fase movel. Combinar e coletar as fra-
¢des-alvo. Depois a maioria da acetonitrila &€ destilada sob pressao re-
duzida, 3,0g de peptideo ciclico SEQ ID NO:5 sao preparados por liofi-
lizagdo (Rendimento: 15,6%).

Etapa 2: Preparagao de HH-EPO-005

[00067] Dissolver 3,0g de peptideos ciclicos SEQ ID NO: 5 (1,22
mmol) em 150ml de N,N-dimetilformamida. Adicionar 147mg de trieti-
lamina (1,46 mmol), 368mg de pequenas moléculas funcionais (GL-3)
(0,61 mmol). Depois de ter agitado a reagao a temperatura ambiente
por 6 horas, concentrar parte da N,N-dimetilformamida. Adicionar
200ml de éter no residuo, colocar na geladeira por 2 horas e, em se-
guida, centrifugar. Um sdlido branco € obtido por vacuo seco. Em se-
guida, dissolver o solido branco em 50ml de acido trifluoroacético a
20% / solugao de diclorometano. Apds a agitagdo em temperatura am-
biente por 30 minutos, parte do solvente € concentrada a pressao re-
duzida. Adicionar 200ml de éter no residuo, colocar na geladeira por 2
horas e, em seguida, centrifugar. Um sélido branco é obtido por vacuo
seco. O solido branco é submetido a purificacdo preparativa por cro-
matografia de fase reversa, utilizando silica-gel ligada por octadecil
silano como carga de coluna (Waters SymmetryShieldTM RP18,
3,5um, 4,6*100mm), onde a temperatura da coluna é de 60 °C e o
comprimento de onda de detecg¢ao é de 214nm; agua (contendo 0,05%
de acido trifluoroacético) e acetonitrila (contendo 0,05% de acido ftriflu-
oroacético), em diferentes proporgdes séo utilizadas como fase movel.
Combinar e coletar as fragdes-alvo. Depois, a maioria da acetonitrila é
destilada sob pressédo reduzida, HH-EPO-005: 1,0g € preparado por

liofilizagdo (rendimento é de cerca de 33%).
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Exemplo 7: Preparagao de HH-EPO-006

(]
Ac-GGTYS-C-Nle-FGPLTWV-C-RPQRG-betaA—NH NH
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HH-EPO-006

Etapa 1: Preparagao da SEQ ID NO: 6 peptideos ciclicos

[00068] Dissolver peptideo de mondmero de derivado de peptideo
mimético de EPO SEQ ID NO: 6 (sintese de acordo com o método in-
dicado nos exemplos) em 3000ml de acido acético glacial a 20% e,
depois, lentamente, adicionar 5% de solucdo de metanol de iodo gota
a gota, até a cor amarela ndo desaparecer. A solugao de reacao € di-
retamente submetida a purificagdo preparativa por cromatografia de
fase reversa, utilizando silica-gel ligada por octadecil silano como car-
ga de coluna (Waters SymmetryShielTM RP18 3,5um, 4,6*100mm),
onde a temperatura da coluna é de 60 °C e o comprimento de onda de
deteccado é de 214nm; agua (contendo 0,05% de acido trifluoroacético)
e acetonitrila (contendo 0,05% de acido trifluoroacético), em diferentes
proporgdes sdo utilizadas como fase moével. combinar e coletar fra-
¢des-alvo. Depois, a maioria da acetonitrila € destilada sob pressao
reduzida, 3,0 g de peptideo ciclico SEQ ID NO: 6 sao preparados por
liofilizagdo (Rendimento: 15,3%).

Etapa 2: Preparagao de HH-EPO-006

[00069] Dissolver 3,0g de peptideo ciclico SEQ ID NO: 6 (1,22

mmol) em 150ml de N,N-dimetilformamida. Adicionar 147mg de trieti-
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lamina (1,46 mmol), 368mg de pequenas moléculas funcionais (GL-3)
)(0,61 mmol). Depois de ter agitado a reacéo a temperatura ambiente
por 6 horas, concentrar parte da DMF. Adicionar 200ml de éter no re-
siduo, colocar na geladeira por 2 horas e, em seguida, centrifugar. Um
sélido branco é obtido por vacuo seco. Em seguida, dissolver o sélido
branco em 50ml de acido trifluoroacético a 20% / solugéo de dicloro-
metano. Apos a agitagdo em temperatura ambiente por 30 minutos,
parte do solvente € concentrada a presséo reduzida. Adicionar 200ml
de éter no residuo, colocar na geladeira por 2 horas e, em seguida,
centrifugar. Um sdélido branco é obtido por vacuo seco. O sélido branco
€ submetido a purificagdo preparativa por cromatografia de fase rever-
sa, utilizando silica-gel ligada por octadecil silano como carga de colu-
na (Waters SymmetryShieldTM RP18, 3,5um, 4,6*100mm), onde a
temperatura da coluna é de 60 °C e o comprimento de onda de detec-
cao é de 214nm; agua (contendo 0,05% de acido trifluoroacético) e
acetonitrila (contendo 0,05% de acido trifluoroacético), em diferentes
proporgdes sao utilizadas como fase moével. Combinar e coletar as fra-
¢des-alvo. Depois, a maioria da acetonitrila € destilada sob pressao
reduzida, HH-EPO-006: 3,98g séo preparados por liofilizagdo (rendi-
mento é de cerca de 32,7%).

Exemplo 8: Preparag¢ao de HH-EPO-007

Ac-GGTYS-C-HFGSLTWV-C-RPQRG-beta A—NH
NH»,
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HH-EPO-007
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Etapa 1: Preparacao de peptideos ciclicos SEQ ID NO: 7

[00070] Dissolver 9g de peptideo de monémero de derivado de pep-
tideo mimético de EPO SEQ ID NO: 7 (sintese de acordo com o méto-
do indicado nos exemplos) em 3000ml de acido acético glacial a 20%
e, depois, lentamente, adicionar 5% de solu¢gdo de metanol de iodo
gota a gota, até a cor amarela ndo desaparecer. A solucéo de reagao
€ diretamente submetida a purificacdo preparativa por cromatografia
de fase reversa, utilizando silica-gel ligada por octadecil silano como
carga de coluna (Waters SymmetryShielTM RP18 3,5um, 4,6*100mm),
em que a temperatura da coluna é de 60 °C e o comprimento de onda
de deteccdo € de 214nm; agua (contendo 0,05% de acido trifluoroacé-
tico) e acetonitrila (contendo 0,05% de acido trifluoroacético), em dife-
rentes propor¢des sdo utilizadas como fase movel. Combinar e coletar
fragdes-alvo. Depois, a maioria da acetonitrila € destilada sob presséo
reduzida, 3,15 g de peptideo ciclico SEQ ID NO: 7 sdo preparados por
secagem por congelamento (Rendimento: 16,4%).

Etapa 2: Preparag¢ao de HH-EPO-007

[00071] Dissolver 3,0 g de peptideos ciclicos SEQ ID NO: 7 (1,22
mmol) em 150ml de N,N-dimetilformamida. Adicionar 147mg de trieti-
lamina (1,46 mmol), 368mg de pequenas moléculas funcionais (GL-3)
(0,61 mmol). Depois de ter agitado a reacdo a temperatura ambiente
por 6 horas, concentrar parte da N,N-dimetilformamida. Adicionar
200ml de éter no residuo, colocar na geladeira por 2 horas e, em se-
guida, centrifugar. Um sdlido branco é obtido por vacuo seco. Em se-
guida, dissolver o sélido branco em 50ml de acido trifluoroacético a
20% / solugao de diclorometano. Apos a agitagdao em temperatura am-
biente por 30 minutos, parte do solvente € concentrada a pressao re-
duzida. Adicionar 200ml de éter no residuo, colocar na geladeira por 2
horas e, em seguida, centrifugar. Um solido branco € obtido por vacuo

seco. O solido branco é submetido a purificacdo preparativa por cro-
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matografia de fase reversa, utilizando silica-gel ligada por octadecilsi-
lano como carga de coluna (Waters SymmetryShieldTM RP18, 3,5um,
4,6*100mm), onde a temperatura da coluna é de 60 °C e o comprimen-
to de onda de detecgao € de 214nm; agua (contendo 0,05% de acido
trifluoroacético) e acetonitrila (contendo 0,05% de acido trifluoroacéti-
co), em diferentes proporcdes sao utilizadas como fase movel. Combi-
nar e coletar as fracées-alvo. Depois, a maioria da acetonitrila é desti-
lada sob pressao reduzida, HH-EPO-007: 1,0g é preparado por liofili-
zagao (rendimento € de cerca de 33%).

Exemplo 9: Preparag¢ao de HH-EPO-008
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Etapa 1: Preparacao de peptideos ciclicos SEQ ID NO: 8

[00072] Dissolver 27g de mondmero peptideo mimético de EPO de
peptideo derivado SEQ ID NO: 8 (sintese de acordo com o método
indicado nos exemplos) em 3000ml de acido acético glacial a 20% e,
depois, lentamente, adicionar 5% de solugdo de metanol de iodo gota
a gota, até a cor amarela néo desaparecer. A solugao de reacgéao € di-
retamente submetida a purificagdo preparativa por cromatografia de
fase reversa, utilizando silica-gel ligada por octadecil silano como car-
ga de coluna (Waters SymmetryShielTM RP18 3,5um, 4,6*100mm),

onde a temperatura da coluna € de 60 °C e o comprimento de onda de
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deteccdo é de 214nm ; agua (contendo 0,05% de acido trifluoroacéti-
co) e acetonitrila (contendo 0,05% de acido trifluoroacético), em dife-
rentes proporcdes sao utilizadas como fase moével. Combinar e coletar
fragdes-alvo. Depois, a maioria da acetonitrila € destilada sob presséao
reduzida, 9,3 g SEQ ID NO: 8 peptideo ciclico sao preparados por liofi-
lizacdo (Rendimento: 15,7%).

Etapa 2: Preparagcao de HH-EPO-008

[00073] Dissolver 3,0 g de peptideos ciclicos SEQ ID NO: 8 (1,22
mmol) em 150ml de N,N-dimetilformamida. Adicionar 147mg de trieti-
lamina (1,46 mmol), 368mg de pequenas moléculas funcionais (GL-3)
(0,61 mmol). Depois de ter agitado a reacédo a temperatura ambiente
por 6 horas, concentrar parte da N,N-dimetilformamida. Adicionar
200ml de éter no residuo, colocar na geladeira por 2 horas e, em se-
guida, centrifugar. Um solido branco € obtido por vacuo seco. Em se-
guida, dissolver o sélido branco em 50ml de acido trifluoroacético a
20% / solugao de diclorometano. Apds a agitagdao em temperatura am-
biente por 30 minutos, parte do solvente é concentrada a pressao re-
duzida. Adicionar 200ml de éter no residuo, colocar na geladeira por 2
horas e, em seguida, centrifugar. Um sdlido branco € obtido por vacuo
seco. O sdlido branco é submetido a purificacdo preparativa por cro-
matografia de fase reversa, utilizando silica-gel ligada por octadecil
silano como carga de coluna (Waters SymmetryShieldTM RP18,
3,5um, 4,6*100mm), onde a temperatura da coluna € de 60 °C e o
comprimento de onda de deteccéo é de 214nm; agua (contendo 0,05%
de acido trifluoroacético) e acetonitrila (contendo 0,05% de acido ftriflu-
oroacético), em diferentes proporgdes séo utilizadas como fase movel.
Combinar e coletar as fragdes alvo. Depois, a maioria da acetonitrila é
destilada sob pressao reduzida, HH-EPO-008: 1,12g € preparado por
liofilizagdo (rendimento é de cerca de 33%).

Exemplo 10: Preparagao de HH-EPO-008A
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[00074] 3,0 g de peptideos ciclicos SEQ ID NO: 8 (1,22 mmol) dis-
solvidos em 150ml de tampé&o acido acético 20 mmols (pH5,0), e de-
pois adicionar 201mg de pequenas moléculas funcionais (LG-4) (0,61
mmol) e 10 ml de acetonitrila. Depois de ter agitado a reacéo a tempe-
ratura ambiente por 30 minutos, a solucdo é submetida a reacédo de
purificacdo preparativa por cromatografia de fase reversa, utilizando
silica-gel ligada por octadecil silano como carga de coluna (Waters
SymmetryShieldTM RP18, 3,5um, 4,6*100mm), onde a temperatura da
coluna é de 60 °C e o comprimento de onda de deteccédo é 214nm,
agua (contendo 0,05% de acido trifluoroacético) e acetonitrila (conten-
do 0,05% de acido trifluoroacético), em diferentes proporgdes sao utili-
zadas como fase mével. Combinar e coletar as fragdes-alvo. Depois, a
maioria da acetonitrila é destilada sob pressdo reduzida, HH-EPO-

008A: 0,75 g é preparado por liofilizagdo (Rendimento: 25%).
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Exemplo 11: Preparagao de HH-EPO-008B
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[00075] Dissolver 3,0 g de peptideos ciclicos SEQ ID NO: 8 (1,22
mmol) em 150ml de N,N-dimetilformamida. Adicionar 147mg de trieti-
lamina (1,46 mmol), 322mg de pequenas moléculas funcionais (LG-2)
(0,61 mmol). Depois de ter agitado a reacdo a temperatura ambiente
por 6 horas, concentrar parte da N,N-dimetilformamida. Adicionar
200ml de éter no residuo, colocar na geladeira por 2 horas e, em se-
guida, centrifugar. Um sdélido branco € obtido por vacuo seco. Em se-
guida, dissolver o sélido branco em 50ml de acido trifluoroacético a
20% / solugao de diclorometano. Apés a agitagao em temperatura am-
biente por 30 minutos, parte do solvente é concentrada a pressao re-
duzida. Adicionar 200ml de éter no residuo, colocar na geladeira por 2
horas e, em seguida, centrifugar. Um sélido branco é obtido por vacuo
seco. O sdlido branco é submetido a purificagcao preparativa por cro-
matografia de fase reversa, utilizando silica-gel ligada por octadecil
silano como carga de coluna (Waters SymmetryShieldTM RP18,
3,5um, 4,6*100mm), onde a temperatura da coluna € de 60 °C e o
comprimento de onda de deteccéo é de 214nm; agua (contendo 0,05%

de acido trifluoroacético) e acetonitrila (contendo 0,05% de acido ftriflu-
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oroacético), em diferentes proporgdes sdo utilizadas como fase movel.
Combinar e coletar as fracbes-alvo. Depois, a maioria da acetonitrila é
destilada sob presséo reduzida, HH-EPO-008: 1,3g € preparado por
liofilizagc&o (rendimento é de cerca de 43%).

Exemplo 12: Preparacao de HH-EPO-008C
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[00076] 3,0 g de peptideos ciclicos SEQ ID NO: 8 (1,22 mmol) dis-
solvidos em 150ml de tampao de acido acético 20 mmols (pH5,0), e
depois adicionar 165mg de pequenas moléculas funcionais (LG-1)
(0,61 mmol) e 10 ml de acetonitrila. Depois de ter agitado a reacéo a
temperatura ambiente por 30 minutos, a solugcdo é submetida a reagéao
de purificacdo preparativa por cromatografia de fase reversa, utilizando
silica-gel ligada por octadecil silano como carga de coluna (Waters
SymmetryShieldTM RP18, 3,5um, 4,6*100mm), onde a temperatura da
coluna é de 60 °C e o comprimento de onda de detecgdo é 214nm,
agua (contendo 0,05% de acido trifluoroacético) e acetonitrila (conten-
do 0,05% de acido trifluoroacético), em diferentes proporgdes séo utili-
zadas como fase mével. Combinar e coletar as fragdes-alvo. Depois, a
maioria da acetonitrila é destilada sob pressdo reduzida, HH-EPO-

008C: 0,8g é preparado por liofilizacdo (Rendimento: 27%).
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Exemplo 13: Preparacao de HH-EPO-018
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[00077] Dissolver 0,5 g de HH-EPO-008 (0,98 mmol) em 100ml de
N,N-dimetilformamida, adicionar 39,6mg de trietilamina (0,196 mmol),
3,8 g de MPEG2-OSU (40K) (0,96 mmol). Agitar a reacédo a temperatu-
ra ambiente por 6 horas. Colocar a solugcédo de reacdo diretamente em
600ml de éter frio. O sdélido é precipitado. Depois de colocar na gela-
deira por 2 horas, centrifugar e HH-EPO-018 bruto é obtido por vacuo
seco. HH-EPO-018 bruto é purificado por cromatografia em fase rever-
sa, utilizando silica-gel ligada por octadecil silano como carga de colu-
na (Waters SymmetryShield™ RP18 3,5um 4,6*100mm), onde a tem-
peratura da coluna é de 60 °C e o comprimento de onda de detecgao é
de 214nm; agua (com 0,05% de &acido trifluoroacético) e acetonitrila
(contendo 0,05% de acido trifluoroacético), em diferentes proporgdes
sao utilizadas como fase moével. Combinar e coletar as fragbes-alvo.
Depois, a maioria da acetonitrila é destilada sob pressao reduzida, HH-
EPO-018: 1,8g € preparado por liofilizagado (rendimento € de cerca de
47%).
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Exemplo 14: Preparagao de HH-EPO-018A
1 i

H
(AcG)GTYSCHFGALTWVCRPQRG!AA —N NH,
HN
P ou il
H
o__N N o o _
\n/ ~"n w Pe)
0 H MPEG, K
H N o) o
ol w o~
mPEG, K
(AcG)GTYSCHFGALTWVCRPQRG!AA— HN NH,

o
[00078] Dissolver 0,5 g de HH-EPO-008 (0,98 mmol) em 100ml de
N,N-dimetilformamida, adicionar 39,6mg de trietilamina (0,196 mmol),
3,8 g de MPEG2-OSU (40K) (0,96 mmol). Agitar a reacéo a temperatu-
ra ambiente por 6 horas. Colocar a solugcédo de reacdo diretamente em
600ml de éter frio. O sélido € precipitado. Depois de colocar na gela-
deira por 2 horas, centrifugar e HH-EPO-018 bruto é obtido por vacuo
seco. HH-EPO-018 bruto é purificado por cromatografia em fase rever-
sa, utilizando silica-gel ligada por octadecil silano como carga de colu-
na (Waters SymmetryShieldTM RP18 3,5um, 4,6*100mm) em que
temperatura da coluna € de 60 °C e o comprimento de onda de detec-
¢ao é de 214nm; agua (com 0,05% de acido trifluoroacético) e acetoni-
trila (contendo 0,05% de acido trifluoroacético), em diferentes propor-
¢des sao utilizadas como fase mével. Combinar e coletar as fracbes-
alvo. Depois, a maioria da acetonitrila € destilada sob pressao reduzi-
da, HH-EPO-018A: 1,5g é preparado por liofilizagdo (rendimento é de
cerca de 39%).

Exemplo 15: Preparagao de HH-EPO-018B
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I L, 0

(AcG)GTYSCHFGALTWVCRPQRG!AA —N NH,

,—l 20
(AcG)GTYSCHFGALTWVCRPQRG!AA— HN NH,
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[00079] Dissolver 0,5 g de HH-EPO-008 (0,98 mmol) em 100ml de
N,N-dimetilformamida, adicionar 39,6mg de trietilamina (0,196 mmol),
3,8 g de MPEG2-OSU (40K) (0,96 mmol). Agitar a reagédo a temperatu-
ra ambiente por 6 horas. Colocar a solugcédo de reacéo diretamente em
600ml de éter frio. O sélido é precipitado. Depois de colocar na gela-
deira por 2 horas, centrifugar e HH-EPO-018 bruto € obtido por vacuo
seco. HH-EPO-018 bruto é purificado por cromatografia em fase rever-
sa, utilizando silica-gel ligada por octadecil silano como carga de co-
luna (Waters SymmetryShieldTM RP18 3,5um, 4,6*100mm) em que
temperatura da coluna é de 60 °C e o comprimento de onda de detec-
¢éo é de 214nm; agua (com 0,05% de acido trifluoroacético) e acetoni-
trila (contendo 0,05% de acido trifluoroacético), em diferentes propor-
¢des sao utilizadas como fase mével. Combinar e coletar as fragdes-
alvo. Depois, a maioria da acetonitrila € destilada sob pressao reduzi-
da, HH-EPO-018: 1,7 g é preparado por liofilizagdo (rendimento é de

cerca de 45%).
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Exemplo 16: Preparagao de HH-EPO-018C
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[00080] Dissolver 0,5 g de HH-EPO-008 (0,98 mmol) em 100ml de
N,N-dimetilformamida, adicionar 39,6mg de trietilamina (0,196 mmol),
3,8 g de MPEG2-OSU (40K) (0,96 mmol). Agitar a reagédo a temperatu-
ra ambiente por 6 horas. Colocar a solugédo de reacéo diretamente em
600ml de éter frio. O sélido € precipitado. Depois de colocar na gela-
deira por 2 horas, centrifugar e HH-EPO-018 bruto € obtido por vacuo
seco. HH-EPO-018 bruto é purificado por cromatografia em fase rever-
sa, utilizando silica-gel ligada por octadecil silano como carga de colu-
na (Waters SymmetryShieldTM RP18 3,5um, 4,6*100mm) em que
temperatura da coluna é de 60 °C e o comprimento de onda de detec-
cao é de 214nm; agua (com 0,05% de acido trifluoroacético) e acetoni-
trila (contendo 0,05% de acido trifluoroacético), em diferentes propor-
¢des sao utilizadas como fase mével. Combinar e coletar as fragdes-
alvo. Depois, a maioria da acetonitrila € destilada sob pressao reduzi-
da, HH-EPO-018: 1,4g é preparado por liofilizagdo (rendimento é de
cerca de 37%).

Exemplo 17: Efeitos de derivados de peptideo mimético de EPO
em camundongos

Objetivo deste experimento

[00081] Para avaliar e comparar os efeitos de derivados de pepti-
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deo mimético de EPO e da proteina de EPO em eritropoiese de ca-
mundongos.

Materiais e métodos:

[00082] Derivados de peptideo mimético de EPO, incluindo HH-
EPO-001, EPO-HH-002, HH-EPO-003, HH-EPO-004, HH-EPO-005,
HH-EPO-006, HH-EPO-007, HH-EPO-008, HH-EPO-015, HH-EPO-
016, HH-EPO-017 e HH-EPO-018 s&o fornecidos por Jiangsu Hansoh
Pharmaceutical co.,LTD. EPO é comprador de Shenyang Sansheng
Pharmaceutical Co., Ltd. Kunming camundongos sdo comprados de
the Chinese Academy of Sciences Shanghai Experimental Animal
Center, pesando 25 ~ 30g, ©. O numero de animais em cada grupo é
de 10.

[00083] Os camundongos foram injetados subcutaneamente com
derivados de peptideo mimético de EPO e proteina de EPO durante
trés dias consecutivos. Depois da morte dos camundongos, 0 sangue
foi tomado para realizar contagens das células sanguineas periféricas
e de reticuldcitos. A contagem das células sanguineas € realizada
usando um contador de células sanguineas automatico.

Resultados e discussao

[00084] De acordo com a posologia atual, ambos os derivados de
peptideo mimético de EPO e a proteina de EPO podem significativa-
mente promover a contagem de reticulécitos do sangue periférico do
camundongo para aumentar, indicando que eles estimulam a eritropoi-
ese (ver Tabela 1). Derivados de peptideo mimético de EPO e da pro-
teina de EPO nao tém influéncia significativa nas células sanguineas
vermelhas maduras, hematdcrito de célula sanguinea, conteudo de
hemoglobina (ver Tabela 2), e também n&o tém influéncia significativa
sobre a contagem de células brancas do sangue periférico (ver Tabela
3).

[00085] Tabela 1 Efeitos de derivados de peptideo mimético de
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EPO em eritropoiese de reticuldcitos de camundongo.

Grupo Camundongo Dose e programas Contagem de reticulé-
(nimero) cito

(x10%L,x+SD)
controle 10 0,1%BSA em NS 136,915,6
HH-EPO-005 10 4,5mg/kg,sc,d1-3 947,2+14,7
HH-EPO-006 10 4,5mg/kg,sc,d1-3 515,0+22,7
HH-EPO-007 10 4,5mg/kg,sc,d1-3 553,5+26,6
HH-EPO-008 10 4,5mg/kg,sc,d1-3 908,1+21,7
HH-EPO-015 10 4,5mg/kg,sc,d1-3 1146,9+176,6
HH-EPO-016 10 4,5mg/kg,sc,d1-3 1796,4+304,4
HH-EPO-017 10 4,5mg/kg,sc,d1-3 1208,9+178,5
HH-EPO-018 10 4,5mg/kg,sc,d1-3 2000,6+£272,0
HH-EPO-018A 10 4,5mg/kg,sc,d1-3 1889,3+252,0
HH-EPO-018B 10 4,5mg/kg,sc,d1-3 1969,7+312,0
HH-EPO-018C 10 4,5mg/kg,sc,d1-3 1879,3+162,0
EPO 10 5ug/kg,sc,d1-3 483,9+146,5

[00086] Tabela 2 Efeitos de derivados de peptideo mimético de

EPO em eritropoiese de camundongo, hematdcrito de células sangui-

neas, conteudo de hemoglobina.

grupo Camun- Dose e progra- Contagem de Hematdcrito  hemoglobina
dongo mas célula sangui- de  células (-)
(numero) neavermelha  sanguineas
(x10%uL, )
x+SD)
controle 10 0,1%BSA em 9,6+0,5 48,2+3,0 14,810,7
NS
HH-EPO-005 10 4,5mg/kg,sc,d1- 10,10,6 54,4132 16,3+0,9
3
HH-EPO-006 10 4,5mg/kg,sc,d1-  9,6+0,5 50,5+2,8 15,3+0,9
3
HH-EPO-007 10 4,5mg/kg,sc,d1-  9,1£3,1 49,4+17.1 14,814,8
3
HH-EPO-008 10 4,5mglkg,sc,d1- 9,6+0,2 54,0+1,7 16,1+0,5
3
HH-EPO-015 10 4,.5mg/kg,sc,d1- 10,0£0,40 54,57+2.50 15,01£0.57
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3

HH-EPO-016 10 4,5mg/kg,sc,d1- 9,88+0,42 56,50+2.95 13,24+4.2
3

HH-EPO-017 10 4,.5mg/kg,sc,d1- 9,70+0,30 55,84+2.33 14,93+0.55
3

HH-EPO-018 10 4,.5mg/kg,sc,d1- 9,69+0,33 56,97+3.13 13,22+2.66
3

HH-EPO-018A 10 4,5mg/kg,sc,d1-  9,44+0,65 54,47+2.61 14,35+1.35
3

HH-EPO-018B 10 4,5mg/kg,sc,d1-  9,77+0,51 55,71+3.31 13,72+2.35
3

HH-EPO-018C 10 4,5mg/kg,sc,d1-  9,59+0,53 54,98+2.83 13,86+2.47
3

EPO 10 5ug/kg,sc,d1-3 9,0+0,6 46,2+2,7 14,3+0,7

[00087] Tabela 3 Efeitos de derivados de peptideo mimético de

EPO em plaquetas de camundongo, geragédo de células brancas do

sangue
GGrupo Ca- Dose e pro- plaque- Célula sangui-
mun-  gramas ta(x10%/uL) nea  verme-
dongo Iha(x10%/uL)
(nime-
ro)
controle 10 0.1%BSA em 1078.0£151.2 5.1£1.5
NS
HH-EPO-005 10 4.5mg/kg,sc,d 1957.8+349.5 4.2+1.2
1-3
HH-EPO-006 10 4,5mg/kg,sc,d 1087,8+118,5 4,141,2
1-3
HH-EPO-007 10 4,5mg/kg,sc,d 2082,1+863,9 3,6+0,8
1-3
HH-EPO-008 10 4,5mg/kg,sc,d 1685,5+351,3 2,940,5
1-3
HH-EPO-015 10 4,5mg/kg,sc,d 1106,6+170,,03 4,32+1,29

1-3
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HH-EPO-016 10 4,5mglkg,sc,d  1275,88+239,90 5,06+1,41
1-3

HH-EPO-017 10 4,5mglkg,sc,d  1109,60£130,73  4,25+1,65
1-3

HH-EPO-018 10 4,5mglkg,sc,d  1317,50+461,06 4,11+1,31
1-3

HH-EPO- 10 4,5mglkg,sc,d  1432,50+453,05 4,23+1,23

018A 1-3

HH-EPO- 10 4,5mglkg,sc,d  1337,70£363,06 4,07+1,23

018B 1-3

HH-EPO- 10 4,5mglkg,scd  1355,50£331,07 4,211,34

018C 1-3

EPO 10 5ug/kg,sc,d1-3  1306,8+170, 4,0%0,9

Exemplo 18: Efeitos de derivados de peptideo mimético de EPO
em Macacos

Objetivo deste experimento:

[00088] Para avaliar os efeitos de derivados de peptideo mimético
de EPO em eritropoiese dos Macacos.

Materiais e métodos:

[00089] Derivados de peptideo mimético de EPO HH-EPO-018 sao
fornecidos por Jiangsu Hansoh Pharmaceutical., LTD. EPO é adquirido
de Shenyang Sansheng Pharmaceutical Co., Ltd. Diluir em solucéo
salina contendo 0,1% de BSA, antes de ser usado.

[00090] Macacos, pesando 5,5 ~ 8,5 kg, masculino ou feminino, séo
adquiridos de Suzhou Xishan Zhongke Laboratory Animal Center. Ma-
cacos sao agrupados de acordo com a base de hemoglobina em cada
grupo de trés macacos. 1,35mg/kg de HH-EPO-018 ¢ injetado por via
venosa uma vez; 240u/kg de EPO, trés vezes por semana, administra-
¢ao continua por cinco semanas. Medir indices hematoldgicos 1 ~ 2
vezes por semana.

Resultados e discussao
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[00091] Injecdo intravenosa unica de 018-HH-EPO em macacos
leva a um aumento do teor de hemoglobina no sangue periférico, um
aumento de hematdcrito de células sanguineas, o que indica que HH-
018-EPO estimula a eritropoiese. A estimulagao atingiu um pico em 35
dias apds a administracao, e, em seguida, diminuiu lentamente. O efei-
to estimulante da hemoglobina é de cerca de 33%. Como controle po-
sitivo, EPO também gera o mesmo aumento no teor de hemoglobina
do sangue periférico do macaco e hematdcrito de células sanguineas,
e seu efeito diminui lentamente apés a parada da administracido do
medicamento. De acordo com o regime de dosagem atual, a estimula-
¢ao de 018-HH-EPO e EPO na geragdo de hemoglobina em macacos
€ consideravel (ver figuras 1 e 2).

Exemplo 19: Avaliar e comparar os efeitos de derivados de pepti-
deo mimético de EPO HH-EPO-015, HH-EPO-018, HH-EPO-018B, e
controle positivo de AF37702 em camundongos.

Materiais e métodos:

[00092] H-EPO-015, HH-EPO-018, HH-EPO-018B e AF37702 s&o
fornecidos por Jiangsu Hansoh Pharmaceutical co.LTD, em que
AF37702 também € derivado de peptideo mimético de EPO, produzido
por Affymax (nome comercial: Hematide). Preparar a amostra em so-
lucdo salina contendo 0,1% de BSA antes de ser usada. Camundon-
gos Kunming sdo comprados da Chinese Academy of Sciences Shan-
ghai Experimental Animal Center, pesando 25 ~ 30g ¢. O numero de
animais em cada grupo € de 10. Apdés a adaptagdo, os animais sao
injetados subcutaneamente com 015-HH-EPO, EPO-HH-018, HH-
EPO-018B, AF37702. Matar os camundongos no sexto dia apds a pri-
meira dose, tomar o sangue total para realizar a contagem de células
sanguineas periféricas e reticuldcitos. contagem de células sangui-
neas é realizada utilizando contagens em contador de células sangui-

neas automatica ADVIA.
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Resultados e discussao

[00093] Uma unica inje¢cao subcutanea de 015-HH-EPO, EPO-HH-
018, HH-EPO-018B, AF37702 todos significativamente elevam a con-
tagem e percentagem de reticuldcitos de sangue periférico em camun-
dongo, em que os efeitos de 018B-HH-EPO sao relativamente fortes,
os efeitos de HH-018-EPO, AF37702 em seguida; e os efeitos de 015-
HH-EPO € o mais fraco, os efeitos de 018-HH-EPO e AF37702 séo
aproximadamente iguais (ver Tabela 4). HH-EPO-015, HH-EPO-018,
HH-EPO-018B e AF37702 elevam o hematdcrito de célula do sangue
periférico em camundongo, o conteudo de hemoglobina. Seus efeitos
sdo praticamente iguais, mas todos eles ndo tém influéncia significati-
va sobre a contagem de células sanguineas vermelhas periféricas
(Tabela 5).

[00094] Tabela 4: Efeitos de 015-HH-EPO, EPO-HH-018, HH-EPO-
018B e AF37702 sobre a eritropoiese de reticulécitos do sangue peri-

férico em camundongo

Grupo Camundongo Dose e progra- Eritropoiese Contagem de
(numero) mas de reticulose Eritropoiese
(x+SD) de reticulose
(x10%L,x+SD)
Controle 10 0,1%BSA em 2,8+1,0 195,+73,1
NS
HH-EPO-015 10 2,5mg/kg,sc,d1 6,9+2,1** 511,9+£191,7*
HH-EPO-015 10 5,0 8,9+2,4** 558,9+230,5**
mg/kg,sc,d1
HH-EPO-018 10 2,5mg/kg,sc,d1 16,2+3,5** 1137,3+240,2**
HH-EPO-018 10 5,0 16,043,2** 1113,2+210,7*
HH-EPO- 10 mg/kg,sc,d1 19,0+8,9** 1336,5+629,0**
018B 2,5mg/kg,sc,d1
HH-EPO- 10 5,0 20,0+5,3* 1440,3+416,5**

018B mg/kg,sc,d1
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AF37702 10 2,5mg/kg,sc,d1  13,5+4,1** 865,2+291,4**
AF37702 10 5,0mg/kg,sc,d1  17,2+5,3** 1202,8+355,4**

[00095] Tabela 5: Efeitos de HH-015-EPO, EPO-HH-018, HH-EPO-
018B e AF37702 em camundongo

Contagem de Hematécri-

Camun- hemo-
células sangui- tos de célula .
dongo Dose e pro- ] globi-
grupo neas verme- san-guinea
(nu- gramas na
Ihas (x10%L,x£S
mero) (g/dL)
(x10%/uL,x+SD) D)
0,1%BSA em 12,510
controle 10 6,9+0,5 38,61+2,8
NS 9
HH-EPO- 14,310
10 2,5mg/kg,sc,d1 7,5+0,3 42 7+1,8*
015 ,6™*
HH-EPO- 50 13,114
10 6,3+1,7 36,5+9,9
015 mg/kg,sc,d1 5
HH-EPO- 13,312
018 2,5mg/kg,sc,d1 2
10 7,0£0,3 40,6%1,6
HH-EPO- 5,0 14,210
10 7,0£0,3 41,5%1,2*
018 mg/kg,sc,d1 ,8%*
10 6,611,4 39,0+7,7
HH-EPO- 2,5mg/kg,sc,d1 14,210
018B ,6™*
HH-EPO- 50 14,410
10 7,0+0,4 41,6+2,6*
018B mg/kg,sc,d1 ,9%*
14,11
AF37702 10 2,5mg/kg,sc,d1 7,1£0,4 41,9+3,1* B
AF37702 10 5,0mg/kg,sc,d1 7,2+0,3 42,5+3,4* 14,010

*%
,8




1/8

REIVINDICACOES
1. Derivado de peptideo mimético de eritropoietina (EPO),
caracterizado pelo fato de que apresenta a féormula geral (1) e seus
sais farmaceuticamente aceitaveis,
R1-R2-(CH2)n1-R3-(CH2)n2-R4-Rs
(1)
em que R1, Rs sdo selecionados dentre peptideos ciclicos

tendo as sequéncias como segue:

| |
Ac-GGTYSCHF GPLTWVCRPQRG- B Ala- K-NH2(SEQ ID NO:5)

| |
Ac-GGTYSC-Nle-FGPLTWVCRPQRG- B Ala-K-NH2(SEQ ID NO:6)

[ |
Ac-GGTYSCHFGSLTWVCRPQRG- B Ala-K-NH2(SEQ ID NO:7)

| |
Ac-GGTYSCHFGALTWVCRPQRG- B Ala-K-NH2(SEQ ID NO:8)

| |
Ac-GGTYSKHFGPMTWVDRPQRG- B Ala- K-NH2(SEQ ID NO:12)

| |
Ac-GGTYSCHFGPITWVCRPQRG- B Ala- K-NH2(SEQ ID NO:13)

Ac-GGTYSCHFGPMTWV-Hoc-RPQRG- B Ala- K-NH2(SEQ ID NO: 14)

I ]
Ac-GGTYSCHF GPITWV-Hoc-RPQRG- B Ala- K-NH2(SEQ ID NO:15)

Ac-GGTYSC-Nle-FGPMTWV-Hoe-RPQRG- B Ala-K-NH2(SEQ 1D NO:16)

Ac-GGTYSé—Nle-FGPITWVéRPQRG— B Ala-K-NH2(SEQ ID NO:17)

|
Ac-GGTYS (IJHF GPLTWVCRPQRG- B Ala-K-NH2(SEQ ID NO: 18)

Ac-GGTYSCHFGSITWVCRPQRG- B Ala-K-NH2(SEQ ID NO:19)

[ |
Ac-GGTYSKHFGSMTWVERPQRG- B Ala-K-NH2(SEQ ID NO:20)

I |
Ac-GGTYSCHFGAMTWVCRPQRG- B Ala-K-NH2(SEQ ID NO:23)

| |
Ac-GGTYSCHF GAITWVCRPQRG- B Ala-K-NH2(SEQ ID NO:24)

Ac-GGTYSCHFGPITWVCRPQRG- f Ala-K-NH2(SEQ ID NO:25)

Ac-GGTYSCHFGPLTWVCRPQRG- B Ala-K-NH2(SEQ ID NO:26)
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| |
Ac-GGTYSCHFGPLTWV-Hoc-RPQRG- B Ala- K-NH2(SEQ ID NO:29)

ou

,Ac—GGTYS-PlIoc-HF GPLTWV(ERPQRG— B Ala- K-NH2(SEQ ID NO:30);
em que n1, N2 SAo0 numeros inteiros selecionados indepen-
dentemente dentre 0 a 10;

R2, R4 sdo selecionados dentre -CO ou -CHy;

Rs3 é selecionado dentre NCO(CH2)nsNHRe,
CHOCONH(CH2)nsNHRs ou CHSCON(CH2)nsNHRe,

ns € um numero inteiro selecionado dentre 2 a 10,

ns € um numero inteiro selecionado dentre 2 a 10,

e Re é selecionado dentre H ou derivados de metoxi polieti-
lenoglicol.

2. Derivado de peptideo mimético de EPO de acordo com a
reivindicagdo 1, e seus sais farmaceuticamente aceitaveis, caracteri-
zado pelo fato de que o N-terminal de R1, Rs sdo acetilados.

3. Derivado de peptideo mimético de EPO de acordo com a
reivindicagao 1 ou 2, e seus sais farmaceuticamente aceitaveis, carac-
terizado pelo fato de que R4, Rs sdo peptideos ciclicos ciclizados por
ligacbes de dissulfeto.

4. Derivado de peptideo mimético de EPO de acordo com
qualquer uma das reivindicacdes 1 a 3, e seus sais farmaceuticamente
aceitaveis, caracterizado pelo fato de que R1, Rs sdo separadamente

selecionados dentre peptideos ciclicos tendo as seguintes sequéncias:

| |
Ac-GGTYSCHFGPLTWVCRPQRG- B Ala- K-NH2(SEQ 1D NO:5)

| |
Ac-GGTYSC-Nle-FGPLTWVCRPQRG- B Ala-K-NH2(SEQ ID NO:6)

[ |
Ac-GGTYSCHFGSLTWVCRPQRG- B Ala-K-NH2(SEQ ID NO:7)

[ I
Ac-GGTYSCHFGALTWVCRPQRG- B Ala-K-NH2(SEQ ID NO:8)

5. Derivado de peptideo mimético de EPO de acordo com
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qualquer uma das reivindicacdes 1 a 4, e seus sais farmaceuticamente
aceitaveis, caracterizado pelo fato de que o peptideo mimético de EPO
€ selecionado dentre os seguintes peptideos, em que

n1, N2 séo 2, R2,R4 séo -CO, Rz € CHOCONH(CH2)nsNHRe,
ns é 2;

n1, N2 sao 1, R2,R4 sdo -CO, Rz € NCO(CH2)nsNHRs, ns € 2;

n1, N2 sao 2, R2,R4 sdo -CH2, R3 € CHOCONH(CH2)asNHRe,
nsé 2; ou

n1, N2 &0 1, R2,R4 sdo -CH2, Rz € NCO(CH2)naNHRe, ns € 2.

6. Derivado de peptideo mimético de EPO de acordo com
qualquer uma das reivindicacdes 1 a 5, e seus sais farmaceuticamente
aceitaveis, caracterizado pelo fato de que Re € H.

7. Derivado de peptideo mimético de EPO de acordo com
qualquer uma das reivindicacdes 1 a 6, e seus sais farmaceuticamente
aceitaveis, caracterizado pelo fato de que Res € derivados de metoxi
polietileno glicol.

8. Derivado de peptideo mimético de EPO de acordo com a
reivindicacao 7, e seus sais farmaceuticamente aceitaveis, caracteri-
zado pelo fato de que o peso molecular dos derivados de metodxi polie-
tileno glicol € selecionado dentre 5.000 a 100.000 daltons.

9. Derivado de peptideo mimético de EPO de acordo com a
reivindicagao 7 ou 8, e seus sais farmaceuticamente aceitaveis, carac-
terizado pelo fato de que a estrutura de derivados de metdxi polietileno
glicol é selecionada dentre o tipo ramificado ou linear.

10. Derivado de peptideo mimético de EPO de acordo com
a reivindicacao 9, e seus sais farmaceuticamente aceitaveis, caracteri-
zado pelo fato de que os derivados de metodxi polietileno glicol séo de
estrutura linear e tém peso molecular de 20.000 daltons, ou os deriva-
dos de metoxi polietileno glicol s&o estrutura linear e tém peso molecu-
lar de 40.000 daltons.
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11. Derivado de peptideo mimético de EPO de acordo com
qualquer uma das reivindicag¢des 1 a 10, e seus sais farmaceuticamen-
te aceitaveis, caracterizado pelo fato de que

n1, N2 sdo 2, R1, Rs sdo selecionados dentre SEQ ID NO:5 a
SEQ ID NO: 8, Rz, R4 sdo selecionados dentre -CO, -CH2, Rs é
CHOCONH (CH2) nsNHRs, onde ns € um numero inteiro selecionado
dentre 2 a 10, Re € um derivado de metdxi polietileno glicol com estru-
tura linear e peso molecular de 20.000 daltons;

n1, N2 sdo 1, R4, Rs sdo selecionados dentre SEQ ID NO: 5
a SEQ ID NO: 8, R2, R4 sdo selecionados dentre -CO, -CH2, R3 é
NCO(CH2)nsNHRs, onde ns € um numero interiro selecionado dentre 2
a 10 e, Re € um derivado de metoxi polietileno glicol com estrutura li-
near e peso molecular de 20.000 daltons;

n1, N2 sdo 2, R4, Rs s&do selecionados dentre SEQ ID NO: 5
a SEQ ID NO: 8, Rz, R4 séo selecionados dentre -CO, -CH2, R3 é
CHOCONH(CH2),sNHRs, onde ns € um numero inteiro selecionado
dentre 2 a 10 e, Rs € um derivado de metdxi polietileno glicol com es-
trutura linear e peso molecular de 40.000 daltons; ou

n1, N2 sdo 1, R1, Rs sdo selecionados dentre SEQ ID NO: 5
a SEQ ID NO: 8, Rz, R4 sdo selecionados dentre -CO, -CH2, R3 é
NCO(CH2)naNHRe, onde ns € um numero inteiro selecionado dentre 2 a
10 e, Re € um derivado de metdxi polietileno glicol com estrutura linear
e peso molecular de 40.000 daltons.

12. Derivado de peptideo mimético de EPO de acordo com
qualquer uma das reivindicacoes 1 a 11, e seus sais farmaceuticamen-
te aceitaveis, caracterizado pelo fato de que o referido derivado de
peptideo mimético de EPO e seus sais farmaceuticamente aceitaveis

sao
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13. Método para preparacdo de derivado de peptideo mi-
meético de EPO, como definido em qualquer uma das reivindicacdes 1
a 12, e seus sais farmaceuticamente aceitaveis do mesmo, caracteri-
zado pelo fato de que compreende:

(1) preparar R1H, RsH, em que Ri, Rs sdo selecionados
dentre peptideos ciclicos tendo as sequéncias de SEQ ID NOs: 5-8,
SEQ ID NOs: 12-20, SEQ ID NOs: 23-26, SEQ ID NOs: 29-30;

(2) preparar pequena molécula funcional de férmula geral
(1)

R7-CO-(CH2)n1-Z2-(CH2)n2-CO-Rs
(1)

em que n4, N2 sdo numeros inteiros independentemente se-
lecionados dentre 0 a 10;

R7, Rs sao selecionados dentre OH ou H;

Z é selecionado dentre NCO(CH2)n7NHR,
CHOCONH(CH2)nsNHR9, ou CHSCON(CH2)nsNHRg9, em que n7 € um
numero inteiro selecionado dentre 2 a 10, ng € um numero inteiro sele-
cionado dentre 2 a 10, Rg é selecionado dentre Boc ou CBz,

(3) reagir R4, Rs, com pequena molécula funcional de for-

mula (ll), através de amidacdo ou aminagao redutiva para preparar o
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composto de férmula (l11);
R1-R2-(CH2)n1-Z2-(CH2)n2-R4-Rs
(1),

em que Rz, R4 sdo independentemente selecionados dentre
-CO ou -CHz,

(4) realizar reacdo de amidacdo com metdxi polietileno gli-
col ativo ap6s Boc ou Cbz ser removido.

14. Método para preparacido de acordo com a reivindicagao
13, caracterizado pelo fato de que na referida férmula geral (II)

n1, N2 sdo 1 ou 2, Rz, Rs sdo OH, Z> é selecionado dentre
NCO(CH2)n7NHRgo ou CHOCONH(CH2)nsNHRg, n7 € um numero inteiro
selecionado dentre 2 a 10, ng € um numero inteiro selecionado dentre
2a 10, Roé Boc; ou

ni, n2 sdo 1 ou 2, R7, Rs sdo H, Z> é selecionado dentre
NCO(CH2)n7"NHR9 ou CHOCONH(CH2)neNHRg, n7 € um numero inteiro
selecionado dentre 2 a 10, ns € um numero inteiro selecionado dentre
2a 10, Roé Boc.

15. Composicdo farmacéutica, caracterizada pelo fato de
que compreende:

(1) o derivado de peptideo mimético de EPO, como definido
em qualquer uma das reivindicacdes 1 a 12, ou sais farmaceuticamen-
te aceitaveis do mesmo, e

(2) veiculos farmaceuticamente aceitaveis.

16. Uso de derivados de peptideo mimético de EPO, como
definidos em qualquer uma das reivindicacées 1 a 12, ou sais farma-
ceuticamente aceitaveis do mesmo, caracterizado pelo fato de que é
na preparacdo de um medicamento para o tratamento de disturbios
definidos por um baixo nivel de EPO ou grupo de células sanguineas
vermelhas insuficientes ou defectivas, em que os disturbios definidos

por um baixo nivel de EPO ou grupo de células sanguineas vermelhas
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insuficientes ou defectivas sao: insuficiéncia renal avangada ou dialise,
anemia relacionada com a AIDS, doencas autoimunes ou tumor malig-
no, fibrose cistica, anemia precoce, anemia relacionada a doenga in-
flamatdria crénica, lesdo da medula Ossea; perda aguda de sangue,
envelhecimento e cancer com produgcdo anormal de células sangui-
neas vermelhas.

17. Uso de uma composigao farmacéutica, como definida
na reivindicagéo 15, caracterizado pelo fato de que é na preparagao de
um medicamento para o tratamento de disturbios definidos por um bai-
xo nivel de EPO ou grupo de células sanguineas vermelhas insuficien-
tes ou defectivas, em que os disturbios definidos por um baixo nivel de
EPO ou grupo de células sanguineas vermelhas insuficientes ou de-
fectivas sao: insuficiéncia renal avancada ou dialise, anemia relacio-
nada com a AIDS, doengas autoimunes ou tumor maligno, fibrose cis-
tica, anemia precoce, anemia relacionada a doenca inflamatdria créni-
ca, lesdo da medula 6ssea; perda aguda de sangue, envelhecimento e

cancer com produg¢ao anormal de células sanguineas vermelhas.
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