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ANALOGOS DE PEPTIDOS DE CONOTOXINA Y USOS PARA EL TRATAMIENTO DEL DOLOR Y DE
LAS AFECCIONES INFLAMATORIAS

Referencia al listado de secuencias entregado electronicamente

Esta solicitud incorpora por referencia un listado de secuencias entregado con esta solicitud como
un archivo de texto titulado “SEQ_LISTING_14520-002-228.txt” creado el 3 de enero de 2019 y con un
tamafio de 66,707 bytes.

1. Campo de la Invencién

En el presente documento se proporcionan analogos de péptidos de alfa-conotoxina, los cuales
incluyen a los analogos de péptidos de alfa-conotoxina que se unen de una forma covalente al polietilen
glicol (PEG), y composiciones farmacéuticas de tales anélogos de péptidos de alfa-conotoxina. También
se proporcionan en este documento los métodos para tratar o prevenir una afeccion propicia para el
tratamiento o la prevencién por medio de la inhibiciéon de un receptor de acetilcolina nicotinico (nAChR) que
contiene a9 (por ejemplo, el subtipo a9a10 del nAChR) en un sujeto.

2. Antecedentes de la Invencién

Los caracoles marinos depredadores del género Conus tienen venenos que son ricos en péptidos
neurofarmacoldgicamente activos (péptidos de conotoxina o conotoxinas) (Olivera et al, 1990, Science 249:
257-263). Hay aproximadamente 500 especies de Conus, y entre aquellos que se han examinado hasta
ahora, una caracteristica conservada es la presencia de péptidos de alfa-conotoxina en su veneno. Los
péptidos de alfa-conotoxina nativos son péptidos altamente reticulados con disulfuro con un patrén de
puente de disulfuro de C1 a C3 y de C2 a C4 (Azam y Mcintosh, 2009, Acta Pharmacol. Sin. 30: 771-783).

Los péptidos de alfa-conotoxina generalmente han demostrado ser antagonistas del receptor de
acetilcolina nicotinico (NAChR) (Nicke et al, 2004, Eur. J. Biochem. 271: 2305-2319). Los nAChR son
canales de iones activados por ligandos pentaméricos ensamblados a partir de una o mas subunidades a
(a1 a a10) ya sea solas o junto con una o mas subunidades que no sean a (1 a p4) (Sine y Engel, 2006,
Nature 440: 448-455).

Las subunidades de nAChR a9a10 se expresan en diversos tejidos. En el oido interno, los nAChR
a9a10 median la transmision sinaptica entre las fibras olivococleares eferentes y las células ciliadas de la
coclea (Vetter et al, 1999, Neuron 23: 93-103). Las subunidades a9a10 también se encuentran en las
neuronas del ganglio de la raiz dorsal (Lips et al, 2002, Neuroscience 115: 1-5), en los linfocitos (Peng et
al, 2004, Life. Sci. 76: 263-280), en los queratinocitos de la piel (Nguyen et al, 2000, Am J. Pathol. 157:
1377-1391), y en la pars tuberalis de la pituitaria (Elgoyhen et al, 1994, Cell 79: 705-715; Zuo et al, 1999,
Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 96: 14100-14105).

Los compuestos que tienen un perfil farmacoldgico que incluye la actividad antagonista de a9a10
previenen o atenlan la expresion del dolor en varios modelos de roedores, el cual incluye el dolor
neuropatico inducido por la quimioterapia, por la lesién trauméatica de los nervios, y por la diabetes (véase
Hone y Mcintosh, 2018, FEBS Lett. 592: 1045-1062).

El péptido de conotoxina nativo RgIA tiene la secuencia de aminoacidos Gly-Cys-Cys-Ser-Asp-Pro-



10

15

20

25

30

35

Arg-Cys-Arg-Tyr-Arg-Cys-Arg (SEQ ID NO: 1) (Ellison et al, 2008, J. Mol. Biol. 377: 1216-1227). Se ha
demostrado que el péptido de alfa-conotoxina RgIA bloquea la actividad de nAChR a9a10 (Romero et al,
2017, Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 14: E1825-E1832).

RglA pertenece a la familia de a-conotoxinas a-4/3. La estructura nativa de RgIA se caracteriza por
dos bucles intra-cisteina compactos definidos por dos enlaces de disulfuro formados entre Cys2-Cys8 (a
veces denominado como Cysl-Cyslll) y Cys3-Cys12 (a veces denominado como Cysll-CyslV) (Ellison et
al, 2008, J. Mol. Biol. 377: 1216-1227; Armishaw, 2010, Toxins 2;: 1471-1499). En las a-conotoxinas, el
primero y el segundo residuos de cisteina estan siempre adyacentes, pero el numero de residuos de
aminoacidos entre la segunda y la tercera cisteinas, y entre el tercero y el cuarto residuos de cisteina puede
variar. Esto da lugar a dos bucles de aminoacidos interventores denotados como bucle 1 o el bucle my
bucle 2 o el bucle n. En RglA, el bucle 1 contiene 4 aminoacidos y el bucle 2 contiene 3 aminoacidos. Los
enlaces de disulfuro y, por lo tanto, la estructura secundaria de las a-conotoxinas, son inestables y estan
sujetos a un reordenamiento (Armishaw, 2010, Toxins 2: 1471-1499).

Los dos enlaces de disulfuro del a-conopéptido estan sujetos a un reordenamiento y pueden formar
estructuras tridimensionales alternativas, las cuales incluyen una forma de cinta (enlaces de disulfuro de
Cys2-Cys12 y Cys3-Cys8) y una forma de esfera (enlaces de disulfuro de Cys2-Cys3 y Cys8-Cysl12).
Mientras que la forma nativa o globular del péptido es activa en el nAChR a9a10, se cree que ni la forma
de cinta ni la forma de esfera son activas (Dekan et al, 2011, J. Am. Chem. Soc. 133: 15866-15869;
Armishaw et al, 2006, J. Bio. Chem. 281: 14136-14143).

Hargittai et al evaluaron cuatro derivados con puente de lactama de la alfa-conotoxina Sl, y s6lo uno
de los cuatro derivados con puente de lactama no perdié una actividad significativa en el enlace a las
células BC3H1 (Hargittai et al, 2000, J. Med. Chem. 43: 4787-4792). Bondebjerg et al evaluaron los
miméticos de tioéter sintetizados de la alfa-conotoxina Gl y encontraron que los dos is6meros ensayados
tenian una actividad farmacoldgica significativamente menor que el péptido nativo (Bondebjerg et al, 2003,
ChemBioChem 4: 186-194). Se evaluaron los analogos de dicarba no reducibles de alfa-Iml y en ambos
casos se encontrd que tienen una reduccion de aproximadamente 10 veces en la actividad farmacolégica
(MacRaild et al, 2009, J. Med. Chem. 52: 755-762). Ciertos derivados de selenocisteina y cistationina
especificos del Iml conservan la actividad en el bloqueo del nAChR a7 de la rata (Dekan et al, 2011, J. Am.
Chem. Soc. 133: 15866-15869; Armishaw et al, 2006, J. Bio. Chem. 281: 14136-14143).

Van Lierop evalud las sustituciones de dicarba de los enlaces de disulfuro de la alfa-conotoxina Vc1.1
y encontré que los analogos de dicarba [2, 8]-cis y [2, 8]-trans no tenian actividad en el nAChR a9a10 de
la rata, mientras que los isémeros [3, 16]-cis y [3, 16]-trans de Vc1.1 habian reducido en gran medida (de
10 a 100 veces) la actividad en el nAChR a9a10 de la rata (van Lierop et al, 2013, ACS Chemical Biology
8: 1815-1821). Yu et al crearon los derivados enlazados al péptido N-terminal a C-terminal del Vcl1.1 que
tenian uno o mas residuos de cisteina sustituidos con His o Phe. Estos derivados habian reducido
significativamente la potencia (de 20 a 40 veces mas baja) en el NAChR a9a10 humano en relacién con el
Vcl.1 nativo (Yu et al, 2015, Sci. Rep. 5: 13264). En un estudio separado por el mismo grupo, la sustitucion

de Cys2 por His y de Cys8 por Phe en el Vcl.1 en ausencia de la ciclacién de N- a C-terminal también dio
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como resultado la pérdida de la actividad en el NAChR a9a10 humano, a pesar del analisis que demostro
la conservacion de la estructura secundaria (Tabassum et al, 2017, ACS Omega 2: 4.621-4631).

Se han explorado esfuerzos similares para reemplazar los enlaces de disulfuro en RglA con enlaces
de dicarba (Chhabra et al, 2014, J. Med. Chem. 57: 993-9944). Aunque este estudio encontr6é que los
analogos de dicarba de RglA eran sintéticamente factibles, las comparaciones estructurales basadas en la
RMN del RglA nativo con los analogos de dicarba demostraron diferencias estructurales significativas en
el segundo bucle de los péptidos. En consonancia con estas diferencias estructurales y observaciones del
Vcl.1 relacionado, los analogos de dicarba [2, 8]-cis y [2, 8]-trans del RgIA no tuvieron ninguna actividad
en el nAChR a9a10 de la rata, mientras que los isémeros [3, 12]-cis y [3, 12]-trans tuvieron ambos
reducciones mayores de 100 veces en la inhibicién de las corrientes de a9a10 provocadas por la
acetilcolina. Chhabra et al no evaluaron las actividades de los analogos de RgIA con puentes de dicarba
en el nAChR a9a10 humano.

Knuhtsen et al (Knuhtsen et al, Chemical Science, 2019, articulo anticipado) estudiaron los analogos
de la alfa-conotoxina Gl en donde los enlaces de disulfuro de Cys2-Cys7 o Cys3-Cysl3 fueron
reemplazados con los puentes de 1, 2, 3-triazol 1, 5-disustituido.

El RglA nativo tiene aproximadamente 300 veces menor afinidad para el ser humano que el nAChR
a9a10 de la rata, y esta diferencia en la afinidad se ha asignado a la variaciéon en la secuencia de
aminoacidos de la subunidad alfa 9 dentro del bolsillo de enlace de RgIA (Azam et al, 2015, Mol. Pharmacol.
87: 855-864).

Se han reportado anélogos de péptidos de conotoxina del RgIA (Publicacion Internacional de Patente
No. WO 2008/011006; Romero et al, 2017, Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 14: E1825-E1832; Publicacion
Internacional de Patente No. WO 2016/073949).

Los estudios han demostrado un mayor grado de flexibilidad estructural en el bucle 2 de RglA, en
especial alrededor del término carboxilo, y la importancia de los residuos del bucle 2 en las interacciones
de enlace al receptor humano (Clark et al, 2008, FEBS Lett. 582 (5): 597-602). La espectroscopia de RMN
también indica que Cys12 de RglA puede interactuar con Tyrl0 en el péptido de tipo silvestre o nativo
(Ellison et al, 2008, J. Mol. Biol. 377: 1216-1227; Armishaw, 2010, Toxins 2: 1471-1499).

Los péptidos de conotoxina y sus analogos son inhibidores competitivos del nAChR a9a10 y se
enlazan en el sitio de enlace a la ACh, es decir, en la interfaz entre las subunidades adyacentes. La interfaz
de las subunidades entierra hasta un radio de sonda de 1.4 A un area de superficie de ~ 1300 A, en donde
estas conotoxinas interacttan con los residuos entre las subunidades que abarcan distancias de menos de
5 A (Hansen et al, 2005, EMBO J., 24 (20): 3635-3646).

La comparacion de aminoacidos con otras subunidades de nAChR conocidas indica que los nAChR
a9a10 estan estrechamente relacionados con el NAChR a7 (Elgoyhen et al, 1994, Cell 79 (4): 705-715;
Lustig et al, 2001, Genomics, 73 (3): 272-283; Sgard et al, 2002, Mol. Pharmacol. 61 (1): 150-159). El
nAChR a7 tiene efectos pleiotropicos en el sistema nervioso (Ellison et al, 2008, J. Mol. Biol. 377: 1216-
1227; Armishaw, 2010, Toxins 2: 1471-1499).

La unién no covalente o covalente a los polimeros de polietilen glicol (PEGilacion) puede cambiar
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las propiedades fisicas y quimicas de una biomolécula, tal como un péptido, tales como su conformacién,
su enlace electrostatico, y su hidrofobicidad (Veronese y Mero, 2008, BioDrugs, 22: 315-329; véase también
Harris et al, 2001, Clin. Farmacokinet. 40: 539-551).

La PEGilacién de una proteina terapéutica a menudo conduce a una pérdida en su afinidad de enlace
debido al impedimento estérico del polimero de PEG a la interaccion de enlace del farmaco-blanco
(Fishburn, 2008, J. Pharm. Sci. 97: 4167-4183). Las proteinas terapéuticas PEGiladas pueden perder la
actividad biolégica o potencia, ya sea a través de los efectos estéricos o bien a través de las interacciones
hidrofébicas-hidrofébicas entre el PEG y los dominios hidrofébicos dentro de la proteina (Parrott y
DeSimone, 2011, Nat. Chem. 4: 13-14).

Los estudios han indicado que los antagonistas de los nAChR que contienen a9 exhiben una
actividad analgésica en los modelos animales de dolor neuropatico (Hone, et al, 2018, British Journal of
Pharmacology, 175: 1915-1927). Los estudios también han demostrado que la inhibicién de la los NAChR
a9a10 en los roedores previene el dolor neuropatico inducido por la quimioterapia (Romero et al, 2018,
Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 114 (10): E1825-E1832). Véase también, Mohammadi y Christie, 2014,
Molecular Pain, 10: 64-72; Simard et al, 2013, Immunology and Cell Biology, 91: 195-200.

Existe una necesidad médica no satisfecha de analogos de péptidos de conotoxina con una
estabilidad metabdlica mejorada mientras que se mantenga suficiente actividad antagonista en los nAChR
que contienen a9. Los analogos de péptidos de conotoxina de la presente invencién satisfacen estas
necesidades.

La citacidn de una referencia en este documento no se debera interpretar como una admisién de que
esta sea el estado de la técnica anterior para la presente divulgacion.

3. Breve Descripcidn de la Invencién

La presente divulgacion proporciona analogos de péptidos de conotoxina de la férmula (I) (SEQ ID
NO: 93):

puente de triazol

HN NH, (0] NH, (|)
0 una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos,
en donde
X es Xaal 0 XaatXan?; en donde Xaal es Tyr, Phe, Trp, 0 un isémero D de Tyr, Phe o Trp, y Xaa? es N-
Me-Gly, D-Tyr o N-Me-Tyr;
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en donde el término C del analogo de péptido de conotoxina es un acido carboxilico o un grupo
amida.

En una modalidad especifica, el puente de triazol es

N:N N:N
N N~
(o] , en donde la linea ondulada individual ( «~~~r) indica el punto

de unién del puente de triazol para el carbono C! del anadlogo de péptido de conotoxina, y las lineas

™
onduladas dobles ( ™™™ ) indican el punto de unién del puente de triazol para el carbono C2 del analogo

de péptido de conotoxina; y endonde xes 1,2,304;eyes 2,304.

N:N\
X y
En una modalidad especifica, en donde el puente de triazol es .
N=N
( N\%\X
V& y
En una modalidad especifica, el puente de triazol es .

En una modalidad especifica, x es 1, 2 0 3.

En una modalidad especifica, x es 1.

En una modalidad especifica, y es 2 0 3.

En una modalidad especifica, y es 3.

En una modalidad especifica, xes 1,203,eyes 20 3.
En una modalidad especifica, xes 1, ey es 3.

En una modalidad especifica, x es 2, ey es 3.

En una modalidad especifica, x es 2, ey es 2.

En una modalidad especifica, xes 1, ey es 3.

En una modalidad especifica, x es 2, ey es 2.

~

. - . i .
En una modalidad especifica, el puente de triazol es ' , en donde la linea ondulada

individual (-~~~ indica el punto de union del puente de triazol para el carbono C?* del analogo de péptido

de conotoxina, y las lineas onduladas dobles ( SRR ) indican el punto de union del puente de triazol para
el carbono C2 del analogo de péptido de conotoxina.
En una modalidad especifica, X es Xaal.
En una modalidad especifica, X es XaalXaa2.
En una modalidad especifica, Xaa! se selecciona a partir del grupo que consiste en Tyr, D-Tyr y Phe.
En una modalidad especifica, X es Tyr.
En una modalidad especifica, el término C del analogo de péptido de conotoxina es OH.

En una modalidad especifica, el término C del analogo de péptido de conotoxina es NHz.



En una modalidad especifica, el analogo de péptido de conotoxina es de la formula (Ia) (SEQ ID NO
94)

° EZ/OH © \L © \L ° :L
10 - )\

(1a),
en donde R! es OH o NHa.

En una modalidad especifica, R* es OH
15 En una modalidad especifica, R es NH:

En una modalidad especifica, el analogo de péptido de conotoxina es de la formula (Ig) (SEQ ID NO
30):

2 L 4 ¢ Iﬁﬁ()w ﬁi( Y

YOH \L \L 1 \©\
NH,
HN NH, NH2
25 N:N\
N
h (19)-
En una modalidad especifica, el andlogo de péptido de conotoxina es de la formula (Ih) (SEQ ID NO
33):
30

VAT TN
S 1 \ .

HN NH, o

e

NH,

(Ih).



En una modalidad especifica, el analogo de péptido de conotoxina es de la féormula (li) (SEQ ID NO

10

e

15 42):

En una modalidad especifica, el analogo de péptido de conotoxina es de la férmula (k) (SEQ ID NO

(li).
RYATT NV
20 © %OH

iil

HN
25

.
aw

NH,

En una modalidad especifica, el andlogo de péptido de conotoxina es de la férmula (Il) (SEQ ID NO
30

(1K).
NYETPE ﬁw 4;9 .,
© »Z/OH

.
aw

NO: 48)

().

En una modalidad especifica, el analogo de péptido de conotoxina es de la férmula (Im) (SEQ ID
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H

(Im).

En una modalidad especifica, el andlogo de péptido de conotoxina es de la formula (In) (SEQ ID NO:
51)

(In).

En una modalidad especifica, el analogo de péptido de conotoxina es de la formula (lo) (SEQ ID NO:
54)

aw

(lo).

En una modalidad especifica, el analogo de péptido de conotoxina es de la férmula (Ip) (SEQ ID NO:
57)



10

15

20

25

30

35

a

(Ip).

También se proporcionan en este documento los andlogos de péptidos de conotoxina PEGilados o
una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos, en donde el anélogo de péptido de conotoxina es de
la formula (1) (SEQ ID NO: 93):

puente de triazol

HN NH, O NH, ),

en donde

X es Xaal 0 XaalXaa?; en donde Xaal es Tyr, Phe, Trp, o un isémero D de Tyr, Phe o Trp, y Xaa? es N-
Me-Gly, D-Tyr o N-Me-Tyr;

en donde el término C del analogo de péptido de conotoxina es un acido carboxilico o un grupo
amida; y

en donde el andlogo de péptido de conotoxina se une de una forma covalente directamente o por
medio de un grupo de enlace a uno o mas polimeros de polietilen glicol (PEG).

En una modalidad especifica, el puente de triazol es

N=N‘ :N:N
N N~
o , en donde la linea ondulada individual («~~~) indica el punto

de union del puente de triazol para el carbono C! del andlogo de péptido de conotoxina, y las lineas

™
onduladas dobles ( ™™™ ) indican el punto de unién del puente de triazol para el carbono C? del analogo

de péptido de conotoxina; y endonde xes 1,2,304;eyes 2,304.
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SN
7o
En una modalidad especifica, en donde el puente de triazol es .

N=N

VN
En una modalidad especifica, el puente de triazol es .
En una modalidad especifica, x es 1, 2 0 3.
En una modalidad especifica, x es 1.
En una modalidad especifica, y es 2 0 3.
En una modalidad especifica, y es 3.
En una modalidad especifica, xes 1,203,eyes 20 3.
En una modalidad especifica, xes 1, ey es 3.
En una modalidad especifica, x es 2, ey es 3.
En una modalidad especifica, x es 2, ey es 2.
En una modalidad especifica, xes 1, ey es 3.

En una modalidad especifica, x es 2, ey es 2.

w

En una modalidad especifica, el puente de triazol es K , e€n donde la linea ondulada

individual (-~~~ indica el punto de unién del puente de triazol para el carbono C?* del analogo de péptido

de conotoxina, y las lineas onduladas dobles ( v ) indican el punto de unién del puente de triazol para
el carbono C2 del analogo de péptido de conotoxina.

En una modalidad especifica, X es Xaal.

En una modalidad especifica, X es XaalXaa?.

En una modalidad especifica, Xaal se selecciona a partir del grupo que consiste en Tyr, D-Tyr y Phe.

En una modalidad especifica, X es Tyr.

En una modalidad especifica, el término C del analogo de péptido de conotoxina es OH.

En una modalidad especifica, el término C del analogo de péptido de conotoxina es NHa.

En una modalidad especifica, el analogo de péptido de conotoxina es de la formula (la) (SEQ ID NO:

W

(1a).
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En una modalidad especifica, R* es OH

En una modalidad especifica, R! es NH2

En una modalidad especifica, el analogo de péptido de conotoxina es de la férmula (Ig) (SEQ ID NO
30):
5

W

wHiilbL

HN NH,

o NH,
15

(19).
En una modalidad especifica, el analogo de péptido de conotoxina es de la férmula (l1h) (SEQ ID NO
33):

e

Wiil@

H2
25

RTINS

Hz

36):

En una modalidad especifica, el andlogo de péptido de conotoxina es de la férmula (li) (SEQ ID NO
30

i

2*"“111

HN NH,

i

(1i).
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En una modalidad especifica, el analogo de péptido de conotoxina es de la férmula (Ik) (SEQ ID NO
10

45).
15

(k).
En una modalidad especifica, el analogo de péptido de conotoxina es de la formula (ll) (SEQ ID NO
gt 4 ¢k )/YNQLOY Qk\JY
° Wro”
20
25
NO: 48)

30

En una modalidad especifica, el analogo de péptido de conotoxina es de la formula (Im) (SEQ ID

.
EYESTY m 4@ 1,
° W/OH

51)

(Im).

En una modalidad especifica, el andlogo de péptido de conotoxina es de la formula (In) (SEQ ID NO
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13

(In).
En una modalidad especifica, el analogo de péptido de conotoxina es de la formula (lo) (SEQ ID NO:
54)

H

(lo).
En una modalidad especifica, el analogo de péptido de conotoxina es de la formula (Ip) (SEQ ID NO:
57)

(Ip).
En una modalidad especifica, el analogo de péptido de conotoxina se une de una forma covalente a
un polimero de PEG.
En una modalidad especifica, el polimero de PEG se une de una forma covalente al término N del
anéalogo de péptido de conotoxina.

En una modalidad especifica, el polimero de PEG se une de una forma covalente al término C del
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analogo de péptido de conotoxina.
En una modalidad especifica, el polimero de PEG se une de una forma covalente a una posicion de
residuo de aminoacido que no es el término N o el término C del anélogo de péptido de conotoxina.
En una modalidad especifica, el polimero de PEG se une de una forma covalente al analogo de
péptido de conotoxina a través de un grupo de enlace.
En una modalidad especifica, el grupo de enlace es un enlazador de valerato que tiene una formula
0

En una modalidad especifica, el grupo de enlace es un butileno.

En una modalidad especifica, el grupo de enlace es un carbonilo.

En una modalidad especifica, el polimero de PEG es un polimero de PEG lineal o ramificado.

En una modalidad especifica, el polimero de PEG es un polimero de PEG lineal.

En una modalidad especifica, el polimero de PEG tiene un peso molecular en el intervalo de entre
10 kDa 'y 40 kDa.

En una modalidad especifica, el polimero de PEG es un polimero de PEG lineal de 30 kDa.

En una modalidad especifica, el polimero de PEG es un polimero de mPEG lineal de 30 kDa.

En una modalidad especifica, el analogo de péptido de conotoxina PEGilado es de la férmula (l1a)
(SEQ ID NO: 83):

linear 30kDa mPEG N\)k /</ QL I( QL()W/ QLB\WNQL /QE QL

WIIQO\

NH2 o NH,

N
= (l1a).
En una modalidad especifica, el analogo de péptido de conotoxina PEGilado es de la férmula (l11g)
(SEQ ID NO: 95):

B M4¢p»mwx ﬁl |
EOVOHI i l @

NH2 o NH,

= (lg).
En una modalidad especifica, el analogo de péptido de conotoxina PEGilado es de la férmula (11h)
(SEQ ID NO: 96):
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- M4¢§¢mwx éﬂ |
EOVOHI 1 A @

NHZ NHZ

En una modalidad especifica, el analogo de péptido de conotoxina PEGilado es de la férmula (l1i)
(SEQ ID NO: 97):

linear 30KDa mMPEG NQL 4 QL I( Qk()}(NQLB\( 5} Qk
° YOH

111@

\/ .

En una modalidad especifica, el analogo de péptido de conotoxina PEGilado es de la formula (I1k)
(SEQ ID NO: 98):

linear 30kDa mPEG N% 4 JL \/gf QL()W( %Bﬁ( fﬁ -
LS 1 1 L. QL

H2

Hz

(11K).
En una modalidad especifica, el analogo de péptido de conotoxina PEGilado es de la férmula (l11)
(SEQ ID NO: 99):

inear 30KDa MPEG N¢ 4N¢L I( QLQY ¢B\( f &L “Aon

L

NH2 H2

N=N,

N (.
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En una modalidad especifica, el analogo de péptido de conotoxina PEGilado es de la férmula (l1im)
(SEQ ID NO: 100):

linear 30kDa mPEG N\)k /gNJL I'r %()ﬁ( \)LB\WNJL /:(;;: \)k
°© %OH

Iil

NH2 o NH,

% (Im).
En una modalidad especifica, el analogo de péptido de conotoxina PEGilado es de la férmula (1In)
(SEQ ID NO: 101):

linear 30kDa mPEG NJL /4 \)k j;( JL()W/NJLB\W HJOL T
) W/OH \LN \LNH Oj/\NHz ) o
’ HNZ\ 2\

H
NH, 07 NH,

N:N\

<A (1n).
En una modalidad especifica, el analogo de péptido de conotoxina PEGilado es de la férmula (llo)
(SEQ ID NO: 102):

linear 30kDa mPEG N\)L /QN\)k ITN\)LQT \)LX(N\)k
© YOH

(llo).
En una modalidad especifica, el analogo de péptido de conotoxina PEGilado es de la formula (Ip)
(SEQ ID NO: 103):

linear 30kDa mPEG N\)L /</NJ X( Qk()\WNJLB\( /f % NJL'\N,|

SR R VeV o

HN NH, o NH,

N=N,

N

(Ip).
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También se proporcionan en este documento los analogos de péptidos de conotoxina de la férmula
(Ib) (SEQ ID NO: 104):

VAT WY AP
R ARV

HN NH, o NH,

aw

= (1b),

0 una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos,

en donde R? es OH o NHa.

En una modalidad especifica, R2 es OH.

En una modalidad especifica, R2 es NHa.

También se proporcionan en este documento los analogos de péptidos de conotoxina PEGilados o
una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos, en donde el anélogo de péptido de conotoxina es de
la formula (Ib) (SEQ ID NO: 104):

Hwtfﬁﬁlgwﬁwﬁﬁw é:l |
R o i i H. O

HN NH, o NH,

N

e (Ib),

en donde RZ es OH o NHz; y

en donde el andlogo de péptido de conotoxina se une de una forma covalente directamente o por
medio de un grupo de enlace a uno o mas polimeros de polietilen glicol (PEG).

En una modalidad especifica, R? es OH.

En una modalidad especifica, R? es NHz.

En una modalidad especifica, el analogo de péptido de conotoxina se une de una forma covalente a
un polimero de PEG.

En una modalidad especifica, el polimero de PEG se une de una forma covalente al término N del
analogo de péptido de conotoxina.

En una modalidad especifica, el polimero de PEG se une de una forma covalente al término C del

analogo de péptido de conotoxina.
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En una modalidad especifica, el polimero de PEG se une de una forma covalente a una posicion de
residuo de aminoacido que no es el término N o el término C del analogo de péptido de conotoxina.
En una modalidad especifica, el polimero de PEG se une de una forma covalente al analogo de
péptido de conotoxina a través de un grupo de enlace.
En una modalidad especifica, el grupo de enlace es un enlazador de valerato que tiene una formula
O

En una modalidad especifica, el grupo de enlace es un butileno.

En una modalidad especifica, el grupo de enlace es un carbonilo.

En una modalidad especifica, el polimero de PEG es un polimero de PEG lineal o ramificado.

En una modalidad especifica, el polimero de PEG es un polimero de PEG lineal.

En una modalidad especifica, el polimero de PEG tiene un peso molecular en el intervalo de entre
10 kDa 'y 40 kDa.

En una modalidad especifica, el polimero de PEG es un polimero de PEG lineal de 30 kDa.

En una modalidad especifica, el polimero de PEG es un polimero de mPEG lineal de 30 kDa.

En una modalidad especifica, el analogo de péptido de conotoxina PEGilado es de la férmula (l1b)
(SEQ ID NO: 105):

linear 30kDa mPEG N\)L /gN\)L I'r \)Lm \)LB\( /(< \)L
,2:’ ° YOH

NH2 o NH,

M\“ (Ilb).

También se proporcionan en este documento los analogos de péptidos de conotoxina seleccionados

a partir del grupo que consiste en los analogos de péptidos de conotoxina la, 1a’, Ib, Ib’, Ic, Id, le, If, Ig, Ih,
li, 1j, Ik, Il, Im, In, lo, Ip, Iq, Ir, Is, It, lu, y Iv, 0 una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos.

En una modalidad especifica, el analogo de péptido de conotoxina se selecciona a partir del grupo
que consiste en los analogos de péptidos de conotoxina la, Ia’, Ib, Ib’, Ig, Ih, li, Ik, Il, Im, In, lo, y Ip.

En una modalidad especifica, el andlogo de péptido de conotoxina se selecciona a partir del grupo
gue consiste en los analogos de péptidos de conotoxina la, la', Ib, y Ib" .

También se proporcionan en este documento las composiciones farmacéuticas que comprenden un
anélogo de péptido de conotoxina o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o un andlogo de
péptido de conotoxina PEGilado o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, como se describen en
este documento, y opcionalmente un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

También se proporcionan en este documento los métodos para tratar o prevenir una afeccion propicia

para el tratamiento o la prevencién por medio de la inhibicién de un receptor de acetilcolina nicotinico que
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contiene a9 (nAChR) en un sujeto, los cuales comprenden administrar al sujeto una cantidad
terapéuticamente eficaz de un analogo de péptido de conotoxina o de una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, o de un analogo de péptido de conotoxina PEGilado o de una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, o la composicidn farmacéutica que se describe en el presente documento.

También se proporcionan en este documento los métodos para el tratamiento o la prevencion de una
afeccion asociada con la activacion de un receptor de acetilcolina nicotinico que contiene a9 (nAChR) en
un sujeto, los cuales comprenden administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un analogo
de péptido de conotoxina o de una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o de un analogo de péptido
de conotoxina PEGilado o de una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o de la composicién
farmacéutica que se describe en el presente documento.

En una modalidad especifica, la afeccion que conduce al tratamiento o a la prevencién por medio de
la inhibicion del nAChR que contiene a9 es el dolor o la inflamacion.

En una modalidad especifica, la afeccion es el dolor.

En una modalidad especifica, el dolor se selecciona a partir del grupo que consiste en dolor general,
dolor crénico, dolor neuropatico, dolor nociceptivo, dolor inflamatorio, dolor visceral, dolor somatico, dolor
inducido por dafio en los nervios periféricos, dolor inducido por un trastorno inflamatorio, dolor inducido por
un trastorno metabdlico, dolor inducido por el cancer, dolor inducido por la quimioterapia, dolor inducido
por un procedimiento quirargico, y el dolor inducido por una qguemadura.

En una modalidad especifica, el dolor es el dolor cronico relacionado con el cancer.

En una modalidad especifica, la afeccién propicia para el tratamiento o la prevenciéon por medio de
la inhibicion del NnAChR que contiene a9 es una afeccion inflamatoria.

En una modalidad especifica, la afeccion inflamatoria se selecciona a partir del grupo que consiste
en inflamacién, inflamaciéon crénica, una enfermedad reumatica, sepsis, fibromialgia, enfermedad
inflamatoria del intestino, sarcoidosis, endometriosis, fiboromas uterinos, una enfermedad inflamatoria de la
piel, una afeccién inflamatoria de los pulmones, una enfermedad asociada con la inflamacién del sistema
nervioso, una enfermedad periodontal, y una enfermedad cardiovascular.

En una modalidad especifica, la afeccion inflamatoria es mediada por las células inmunitarias.

En una modalidad especifica, la afeccién inflamatoria es una inflamacion de largo plazo y/o
neuropatia periférica después de una lesion.

En una modalidad especifica, la afeccion propicia para el tratamiento o la prevencién por medio de
la inhibicién del nAChR que contiene a9 es el dolor y la inflamacién.

En una modalidad especifica, la afeccion propicia para el tratamiento o la prevenciéon por medio de
la inhibicion del nAChR que contiene a9 es la inflamacion y la neuropatia.

En una modalidad especifica, la afeccién propicia para el tratamiento o la prevencién por medio de
la inhibicién de un receptor de acetilcolina nicotinico que contiene a9 (nNAChR) es una afeccion propicia
para el tratamiento o la prevencion por medio de la inhibicién de un subtipo a9a10 de nAChR.

En una modalidad especifica, el sujeto es un ser humano.

También se proporcionan en este documento los métodos para el tratamiento o la prevencion del
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dolor o de la inflamaciéon en un sujeto, los cuales comprenden administrar al sujeto una cantidad
terapéuticamente eficaz de un analogo de péptido de conotoxina o de una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, o de un analogo de péptido de conotoxina PEGilado o de una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, o de la composicion farmacéutica que se describe en el presente documento.

También se proporcionan en este documento los analogos de péptidos de conotoxina o una sal
farmacéuticamente aceptable de los mismos, o los analogos de péptidos de conotoxina PEGilados o una
sal farmacéuticamente aceptable de los mismos, o las composiciones farmacéuticas que se describen en
el presente documento, para usarse en el tratamiento o en la prevencion de una afeccion propicia para el
tratamiento o la prevencion por medio de la inhibicién de un receptor de acetilcolina nicotinico que contiene
a9 (nAChR) en un sujeto.

También se proporcionan en este documento las composiciones farmacéuticas que comprenden un
anélogo de péptido de conotoxina o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o un analogo de
péptido de conotoxina PEGilado o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para usarse en el
tratamiento o en la prevencién de una afeccién propicia para el tratamiento o la prevencién por medio de
la inhibicion de un receptor de acetilcolina nicotinico que contiene a9 (nAChR) en un sujeto.

También se proporcionan en este documento los usos de un analogo de péptido de conotoxina o de
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o de un analogo de péptido de conotoxina PEGilado o de
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o de la composicién farmacéutica que se describe en el
presente documento, en la preparacion de un medicamento para tratar o prevenir una afeccion propicia
para el tratamiento o la prevencion por medio de la inhibicién de un receptor de acetilcolina nicotinico que
contiene a9 (nAChR) en un sujeto.

También se proporcionan en este documento los analogos de péptidos de conotoxina o una sal de
los mismos, en donde la secuencia de aminoacidos del analogo de péptido de conotoxina es

Gly-Cys-Xaa3-Thr-Asp-Pro-Arg-Cys-Xaa’-Trp-GIn-Xaal?-X (SEQ ID NO: 106),

en donde

Xaa® se selecciona a partir del grupo que consiste en (S)-propargil glicina, (S)-azidoalanina, (S)-
homopropargil glicina, (S)-azidohomoalanina, (S)-azidonorvalina y (S)-bishomopropargil glicina;

Xan® es citrulina;

Xaa'? se selecciona a partir del grupo que consiste en (S)-azidohomoalanina, (S)-homopropargil
glicina, (S)-azidonorvalina, y (S)-bishomopropargil glicina;

en donde cuando Xaa® se selecciona a partir del grupo que consiste en (S)-propargil glicina, (S)-
homopropargil glicina, y (S)-bishomopropargil glicina, Xaa!? es (S)-azidohomoalanina o (S)-azidonorvalina;
y cuando Xaa® se selecciona a partir del grupo que consiste en (S)-azidoalanina, (S)-azidohomoalanina, y
(S)-azidonorvalina, Xaa®? es (S)-homopropargil glicina o (S)-bishomopropargil glicina;

X es Xaal 0 XaalXaa?; en donde Xaal es Tyr, Phe, Trp, o un isémero D de Tyr, Phe o Trp, y Xaa? es N-
Me-Gly, D-Tyr o N-Me-Tyr; y

en donde el término C del analogo de péptido de conotoxina es un acido carboxilico o un grupo

amida.
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En una modalidad especifica, Xaa® es (S)-propargil glicina o (S)-azidoalanina.

En una modalidad especifica, Xaa'? es (S)-azidonorvalina o (S)-bishomopropargil glicina.

En una modalidad especifica, Xaa® es (S)-propargil glicina y Xaal? es (S)-azidonorvalina.

En una modalidad especifica, Xaa® es (S)-homopropargil glicina y Xaal? es (S)-azidonorvalina.

En una modalidad especifica, Xaa® es (S)-homopropargil glicina y Xaa!? es (S)-azidohomoalanina.

En una modalidad especifica, Xaa® es (S)-azidohomoalanina y Xaa!? es (S)-homopropargil glicina.

En una modalidad especifica, Xaa® es (S)-azidoalanina y Xaa2 es (S)-bishomopropargil glicina.

En una modalidad especifica, X es Xaal.

En una modalidad especifica, X es XaalXaa2.

En una modalidad especifica, Xaal se selecciona a partir del grupo que consiste en Tyr, D-Tyr y Phe.

En una modalidad especifica, X es Tyr.

En una modalidad especifica, el término C del analogo de péptido de conotoxina es OH.

En una modalidad especifica, el término C del analogo de péptido de conotoxina es NH2.

En una modalidad especifica, Xaa 2 es (S)-propargil glicina, Xaa? es (S)-azidonorvalina, y X es Tyr.

En una modalidad especifica, el término C del analogo de péptido de conotoxina es un grupo de
acido carboxilico.

En una modalidad especifica, el término C del analogo de péptido de conotoxina es un grupo amida.

En una modalidad especifica, Xaa 3 es (S)-homopropargil glicina, Xaa 12 es (S)-azidonorvalina, X es
Tyr; y en donde el término C del anédlogo de péptido de conotoxina es un grupo de acido carboxilico.

En una modalidad especifica, Xaa 2 es (S)-homopropargil glicina, Xaa 12 es (S)-azidohomoalanina, X
es Tyr; y en donde el término C del analogo de péptido de conotoxina es un grupo de &cido carboxilico.

En una modalidad especifica, Xaa 3 es (S)-azidohomoalanina, Xaa 1?2 es (S)-homopropargil glicina, X
es Tyr; y en donde el término C del analogo de péptido de conotoxina es un grupo de acido carboxilico.

En una modalidad especifica, Xaa3 es (S)-azidoalanina, Xaa 12 es (S)-bishomopropargil glicina, X es
Tyr; y en donde el término C del analogo de péptido de conotoxina es un grupo de acido carboxilico.

En una modalidad especifica, Xaa® es (S)-propargil glicina, Xaa 1?2 es (S)-azidonorvalina, X es Phe; y
en donde el término C del andlogo de péptido de conotoxina es un grupo de acido carboxilico.

En una modalidad especifica, Xaa 2 es (S)-propargil glicina, Xaa 12 es (S)-azidonorvalina, X es D-Tyr;
y en donde el término C del analogo de péptido de conotoxina es un grupo de acido carboxilico.

En una modalidad especifica, Xaa® es (S)-propargil glicina, Xaa 2 es (S)-azidonorvalina, X es Tyr-N-
Me-Gly; y en donde el término C del analogo de péptido de conotoxina es un grupo de &cido carboxilico.

En una modalidad especifica, Xaa® es (S)-propargil glicina, Xaa 2 es (S)-azidonorvalina, X es Tyr-D-
Tyr; y en donde el término C del analogo de péptido de conotoxina es un grupo de acido carboxilico.

En una modalidad especifica, Xaa 2 es (S)-propargil glicina, Xaa 12 es (S)-azidonorvalina, X es Tyr-N-
Me-Tyr; y en donde el término C del analogo de péptido de conotoxina es un grupo de acido carboxilico.

También se proporcionan en este documento los analogos de péptidos de conotoxina o una sal de
los mismos, en donde la secuencia de aminoacidos del analogo de péptido de conotoxina es

Gly-Cys-Xaa3-Thr-Asp-Pro-Arg-Cys-Xaa®-Xaal0-GIn-Xaat?-Tyr (SEQ ID NO: 107),
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en donde

Xaa 3 es (S)-propargil glicina;

Xaa® es citruling;

Xaa 10 es 3-yodo-Tyr;

Xaa 12 es (S)-azidonorvalina;

en donde el término C del analogo de péptido de conotoxina es un acido carboxilico o un grupo
amida.

En una modalidad especifica, el término C del analogo de péptido de conotoxina es un grupo de
acido carboxilico.

En una modalidad especifica, el término C del andlogo de péptido de conotoxina es un grupo amida.

También se proporcionan en este documento los métodos para hacer un analogo de péptido de

conotoxina de la férmula (1) (SEQ ID NO: 93) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,

puente de triazol

en donde

X es Xaal 0 XaalXaa?; en donde Xaal es Tyr, Phe, Trp, o un isémero D de Tyr, Phe o Trp, y Xaa? es N-
Me-Gly, D-Tyr, o N-Me-Tyr; y

en donde el término C del analogo de péptido de conotoxina de la formula (1) es un acido carboxilico
0 un grupo amida;

los cuales comprenden someter a un anélogo de péptido de conotoxina intermediario o a una sal del
mismo a condiciones de formacidn de triazol, en donde la secuencia de aminoacidos del analogo de péptido
de conotoxina intermediario es Gly-Cys-Xaa3-Thr-Asp-Pro-Arg-Cys-Xaa®-Trp-GIn-Xaal2-X (SEQ ID NO: 106),

en donde

Xan® se selecciona a partir del grupo que consiste en (S)-propargil glicina, (S)-azidoalanina, (S)-
homopropargil glicina, (S)-azidohomoalanina, (S)-azidonorvalina y (S)-bishomopropargil glicina;

Xaa® es citruling;

Xaa'? se selecciona a partir del grupo que consiste en (S)-azidohomoalanina, (S)-homopropargil
glicina, (S)-azidonorvalina, y (S)-bishomopropargil glicina;

en donde, cuando Xaa® se selecciona a partir del grupo que consiste en (S)-propargil glicina, (S)-
homopropargil glicina, y (S)-bishomopropargil glicina, Xaa?2 es (S)-azidohomoalanina o (S)-azidonorvalina;

y cuando Xaa® se selecciona a partir del grupo que consiste en (S)-azidoalanina, (S)-azidohomoalanina, y
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(S)-azidonorvalina, Xaa'? es (S)-homopropargil glicina o (S)-bishomopropargil glicina;

X es como se define anteriormente para el analogo de péptido de conotoxina de la formula (1); y

en donde el término C del analogo de péptido de conotoxina intermediario es como se define
anteriormente para el analogo de péptido de conotoxina de la férmula (1); y

en donde, bajo dichas condiciones de formacion de triazol Xaa reacciona con Xaa'? para formar el
puente de triazol en el analogo de péptido de conotoxina de la férmula (1).

También se proporcionan en este documento los métodos para hacer un analogo de péptido de

conotoxina de la férmula (Ib) (SEQ ID NO: 104) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,

(1b)
en donde el término C del analogo de péptido de conotoxina de la formula (Ib) es un acido carboxilico
0 un grupo amida,

los cuales comprenden someter a un analogo de péptido de conotoxina intermediario o a una sal del
mismo a condiciones de formacidn de triazol, en donde la secuencia de aminoacidos del analogo de péptido
de conotoxina intermediario es Gly-Cys-Xaa3-Thr-Asp-Pro-Arg-Cys-Xaa%-Xaa10-GIn-Xaa2-Tyr (SEQ ID NO:
107),

en donde

Xaa 2 es (S)-propargil glicina;

Xan® es citrulina;

Xaa 10 es 3-yodo-Tyr;

Xaa 1?2 es (S)-azidonorvalina; y

en donde el término C del analogo de péptido de conotoxina intermediario es como se define
anteriormente para el analogo de péptido de conotoxina de la férmula (Ib); y

en donde, bajo dichas condiciones de formacion de triazol, Xaa® reacciona con Xaa'? para formar un
puente de triazol como se representa en el analogo de péptido de conotoxina de la férmula (Ib).

También se proporcionan en este documento los métodos para la elaboracién de un analogo de
péptido de conotoxina PEGilado o de una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, los cuales
comprenden poner en contacto en condiciones de reaccién un analogo de péptido de conotoxina o una sal
del mismo, con uno o més polimeros reactivos de polietilen glicol (PEG) para formar un analogo de péptido
de conotoxina PEGilado, en donde los polimeros de PEG reactivos comprenden cada uno un grupo reactivo

enlazado de una forma covalente, opcionalmente a través de un grupo de enlace, a un polimero de PEG,
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y en donde cada grupo reactivo reacciona bajo las condiciones de reaccién para formar un enlace covalente
con el analogo de péptido de conotoxina por medio de lo cual el analogo de péptido de conotoxina se une
de una forma covalente directamente o por medio de un grupo de enlace a los uno o mas polimeros de
PEG,

en donde la secuencia de aminoacidos del analogo de péptido de conotoxina es Gly-Cys-Xaa3-Thr-
Asp-Pro-Arg-Cys-Xaa®-Trp-Gln-Xaal2-X (SEQ ID NO: 106),

en donde

Xaa® se selecciona a partir del grupo que consiste en (S)-propargil glicina, (S)-azidoalanina, (S)-
homopropargil glicina, (S)-azidohomoalanina, (S)-azidonorvalina y (S)-bishomopropargil glicina;

Xan® es citrulina;

Xaal? se selecciona a partir del grupo que consiste en (S)-azidohomoalanina, (S)-homopropargil
glicina, (S)-azidonorvalina, y (S)-bishomopropargil glicina;

en donde, cuando Xaa® se selecciona a partir del grupo que consiste en (S)-propargil glicina, (S)-
homopropargil glicina, y (S)-bishomopropargil glicina, Xaa!? es (S)-azidohomoalanina o (S)-azidonorvalina;
y cuando Xaa® se selecciona a partir del grupo que consiste en (S)-azidoalanina, (S)-azidohomoalanina, y
(S)-azidonorvalina, Xaa!? es (S)-homopropargil glicina o (S)-bishomopropargil glicina;

X es Xaal 0 XaalXaa?; en donde Xaal es Tyr, Phe, Trp, 0 un isémero D de Tyr, Phe o Trp, y Xaa? es N-
Me-Gly, D-Tyr o N-Me-Tyr; y

en donde el término C del andlogo de péptido de conotoxina es un acido carboxilico o un grupo
amida.

También se proporcionan en este documento los métodos para la elaboracion de un analogo de
péptido de conotoxina PEGilado o de una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, los cuales
comprenden poner en contacto en condiciones de reaccién un analogo de péptido de conotoxina o una sal
del mismo, con uno o mas polimeros reactivos de polietilen glicol (PEG) para formar un analogo de péptido
de conotoxina PEGilado, en donde los polimeros de PEG reactivos comprenden cada uno un grupo reactivo
enlazado de una forma covalente, opcionalmente a través de un grupo de enlace, a un polimero de PEG,
y en donde cada grupo reactivo reacciona bajo las condiciones de reaccidn para formar un enlace covalente
con el andlogo de péptido de conotoxina por medio de lo cual el andlogo de péptido de conotoxina se une
de una forma covalente directamente o por medio de un grupo de enlace a los uno o mas polimeros de
PEG,

en donde la secuencia de aminoacidos del analogo de péptido de conotoxina es Gly-Cys-Xaa3-Thr-
Asp-Pro-Arg-Cys-Xaa®-Xaat0-GIn-Xaa2-Tyr (SEQ ID NO: 107),

en donde

Xaa® es (S)-propargil glicina;

Xan® es citrulina;

Xaa 10 es 3-yodo-Tyr;

Xaa1? es (S)-azidonorvalina;

en donde el término C del analogo de péptido de conotoxina es un acido carboxilico o un grupo
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amida.

4, Breve Descripcion de las Figuras

Figura 1A a figura 1D: Mezcla en disulfuro de CSP-4-NH2 en suero humano. Figura 1 A: Se afiadio
CSP-4-NH2 al suero humano y se incubd a 37 °C durante el periodo especificado, después de lo cual las
muestras se congelaron, se purificaron por medio de una precipitacion y filtracion, y se analizaron por medio
de una RP-HPLC. Se observo una conversion dependiente del tiempo del pico principal al pico secundario
con un tiempo de retencidon mas rapido. Figura 1 B: Se analizaron las inyecciones individuales de los
isbmeros de cinta, esfera y nativos de CSP-4-NH2 sintéticamente construidos, junto con una muestra de
CSP-4-NH2 aislado a partir del suero humano. La comigracién de los picos derivados del suero indicé la
conversion de la forma nativa hasta el isomero de cinta. Figura 1C: El aislamiento del compuesto de CSP-
4-NH2 derivado del suero, seguido de liofilizacién, y el andlisis de espectrometria de masas indicaron que
tanto el isbmero nativo como el isémero de cinta tienen la misma proporcion de la masa a la carga. Figura
1D: La conversion de la forma globular hasta la forma de cinta por medio de la reduccidn con glutationa del
CSP-4-NH2 indic6 que la mezcla en disulfuro subyace a la isomerizacion.

Figura 2A y figura 2B: Andlisis de HPLC en fase inversa del analogo de péptido de conotoxina la y
el andlogo de péptido de conotoxina CSP-4-NH2 en el plasma de la rata. Figura 2A: Analisis de HPLC en
fase inversa del analogo de péptido de conotoxina la a las 0 h, 8 h 'y 24 h (linea de color negro: 0 h; linea
de color gris oscuro: 8 h; linea de color gris claro: 24 h). Figura 2B: Andlisis de HPLC en fase inversa del
anélogo de péptido de conotoxina CSP-4-NH 2 (la forma “nativa”, la cual consiste en dos enlaces de
disulfuro, uno entre Cys2 y Cys8, y un segundo enlace entre Cys3y Cys12) en el plasma de la rata a las 0
h, 8 hy 24 h (linea de color negro: 0 h; linea de color gris oscuro: 8 h; linea de color gris claro: 24 h).

Figura 3A y figura 3B: Las curvas de concentracion - respuesta de los analogos de péptidos de
conotoxina para la inhibicién de las corrientes activadas por ACh en el NAChR a9a10 humano. Figura 3 A:
Las curvas de concentracion - respuesta de los analogos de péptidos de conotoxina | a, 1a' y Ib' para la
inhibicién de las corrientes activadas por ACh en el NnAChR a9a10 humano (e: la; A: |1a’; o: Ib’). Figura 3
B: Las curvas de concentracion - respuesta de los analogos de péptidos de conotoxina CSP-4-NH2 y CSP-
4-OH para la inhibicién de las corrientes activadas por ACh en el nAChR a9a10 humano (e: CSP-4-NH2;
A: CSP-4-OH).

Figura 4: La comparacion de las secuencias de aminoacidos de RglA (SEQ ID NO: 1), Iml (SEQ ID
NO: 2) y Vcl.1 (SEQ ID NO: 3).

Figura 5A y figura 5B: Las curvas de concentracion - respuesta de los analogos de péptidos de
conotoxina para la inhibicién de las corrientes activadas por ACh en el NAChR a9a10 humano. Figura 5 A:
Las curvas de concentracion - respuesta de los analogos de péptidos de conotoxina CSP-4-OH y CSP-4-
desTyr-OH para la inhibicion de las corrientes activadas por ACh en el nAChR a9a10 humano (A: CSP-4-
OH; m: CSP-4-desTyr-OH). Figura 5B: Las curvas de concentracion - respuesta de los analogos de péptidos
de conotoxina lay 1q para la inhibicion de las corrientes activadas por ACh en el nAChR a9a10 humano
(o: 1a; m: 1Q).

Figura 6A y figura 6B: Trazas representativas de un ovocito inyectado bien con el NnAChR a9a10
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humano (a la izquierda) o de rata (a la derecha). Corrientes activadas por ACh antes y después de la
exposicién al compuesto del analogo de péptido de conotoxina PEGilado lla. Figura 6 A: Respuesta a ACh
del nAChR a9a10 humano. Figura 6 B: Respuesta a ACh del nAChR a9a10 de la rata.

Figuras 7A y 7B: Perfil farmacocinético de los analogos de péptidos de conotoxina PEGilados en las
ratas. Perfiles de la concentracién promedio contra el tiempo del analogo de péptido de conotoxina
PEGilado lla y del anadlogo de péptido de conotoxina la administrados por la via intravenosa y por la via

subcutdnea a las ratas en 1 mg por kg (n = 3). Figura 7A: Perfil farmacocinético del analogo de péptido de
conotoxina PEGilado lla ( ™* : Administracién IV en 1 mg por kg;<# : Administracién SC en 1 mg por kg).

Figura 7B: Perfil farmacocinético del analogo de péptido de conotoxina la (™* : Administracién IV en 1 mg
por kg;l : Administracion SC en 1 mg por kg).
Figura 8: Perfil farmacocinético del analogo de péptido de conotoxina PEGilado lla en los monos.

Perfil de la concentracion promedio contra el tiempo del compuesto 21 administrado por la via intravenosa

y por la via subcutanea a los monos macacos cinomolgos en 1 mg por kg (n = 3) (™ : Administracion IV
en 1 mg por kg;=# : Administracién SC en 1 mg por kg).

Figura 9: Eficacia analgésica y duracion del efecto del analogo de péptido de conotoxina Ib' en un
modelo de lesion por constriccion cronica (CCl) de la rata (m: 0.1 mg por kg al dia del analogo de péptido
de conotoxina Ib'; e: vehiculo).

Figura 10A a figura 10C: La eficacia analgésica y la duracién del efecto del analogo de péptido de
conotoxina CSP-4-NH2 y los derivados PEGilados de CSP-4-NH2 en el modelo de CIPN de la rata. Figura
10A: La hiperalgesia mecanica se midié por medio de la prueba de Randall-Selitto, que demostro la eficacia
analgésica (respuesta normalizada) del CSP-4-NH2 y de los péptidos de conotoxina PEGilados VIl 'y X en
el modelo de CIPN de la rata mas de 96 h después de la dosis. Figura 10 B: La hiperalgesia mecanica se
midié por medio de la prueba de Randall-Selitto, que demostré la eficacia analgésica (respuesta
normalizada) del CSP-4-NH2 y de los péptidos de conotoxina PEGilados VII, IX, XI'y XIl en el modelo de
CIPN de la rata mas de 96 h después de la dosis. Figura 10C: La grafica de compendio de duracién de la
eficacia del CSP-4-NH2 y de los derivados PEGilados del CSP-4-NH2 mostré que la duracion de la eficacia
se correlaciona tanto con la quimica de conjugacion de PEGilacién (ramificacion vs lineal) como con el
tamafio del polimero de PEG conjugado.

Figura 11A a figura 11C: Eficacia analgésica y duracion del efecto de los analogos de péptidos de
conotoxina la', la, y del analogo de péptido de conotoxina PEGilado Ila en un modelo de neuropatia
periférica inducida por la quimioterapia (CIPN) en la rata. Figura 11A: La administracion de una sola dosis
de 0.5 mg por kg del analogo de péptido de conotoxina la' a las ratas que tenian neuropatia periférica
inducida por oxaliplatino, 14 dias después de la induccion de la neuropatia, dio como resultado una
reduccion estadisticamente significativa de la hiperalgesia mecénica en comparacion con los animales de
control tratados con vehiculo por un maximo de 24 h. (m: 0.5 mg por kg del analogo de péptido de conotoxina
la'; e: vehiculo). Figura 11B: La administraciéon de una sola dosis de 0.5 mg por kg del la' a las ratas con

lesién del nervio intacto en el dia 14 después de la induccion quirdrgica del modelo dio como resultado una
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reduccion estadisticamente significativa en la hiperalgesia mecanica en comparacién con los animales de
control tratados con vehiculo por un maximo de 24 h (m: 0.5 mg por kg del analogo de péptido de conotoxina
Ia'; o: vehiculo). Figura 11C: La administracion de una sola dosis de 0.5 mg por kg del analogo de péptido
de conotoxina la o del analogo de péptido de conotoxina PEGilado lla a las ratas con neuropatia periférica
inducida por oxaliplatino, 14 dias después de la induccién de la neuropatia, dio como resultado una
reduccion significativa de la hiperalgesia mecanica en comparacion con los animales de control tratados

con vehiculo por un maximo de 4 h (analogo de péptido de conotoxina la) o de 72 h (analogo de péptido

de conotoxina PEGilado lla) después de la dosis (" : vehiculo; <. analogo de péptido de conotoxina
la; i : analogo de péptido de conotoxina PEGilado Ila). La hiperalgesia mecéanica se midi6é por medio del
umbral de retiro de la pata de Randall Selitto en gramos. El criterio de valoracion para todos los estudios
fue el umbral de retiro de la pata de Randall Selitto en gramos. ANOVA de dos vias, * p < 0.05, ** p < 0.01,
*% < 0.001.

5. Descripcion Detallada de la Invencién

Se debe entender que la divulgacién no se limita a las modalidades particulares que se estipulan en
el presente documento, y también se debe entender que la terminologia usada en este documento es para
el propésito de describir solamente las modalidades particulares, y no pretende ser limitante.

En el presente documento se proporcionan analogos de péptidos de alfa-conotoxina, los cuales
incluyen a los analogos de péptidos de alfa-conotoxina que se unen de una forma covalente al polietilen
glicol (PEG), y composiciones farmacéuticas de tales analogos de péptidos de alfa-conotoxina. También
se proporcionan en este documento los métodos para tratar o prevenir una afeccion propicia para el
tratamiento o la prevencién por medio de la inhibicién de un receptor de acetilcolina nicotinico (nAChR) que

contiene a9 (por ejemplo, el subtipo a9a10 del nAChR) en un sujeto.

5.1. Abreviaturas utilizadas en este documento
Abreviatura Significado
AcOH Acido acético
(Boc)2 0 Dicarbonato de di-ter-butilo
t Bu ter-Butilo
CH2Cl2 Diclorometano
CHsCN Acetonitrilo
CuSOq4 Sulfato de cobre (I1)
DBU 1, 8-diazabiciclo[5.4.0]Jundec-7-eno
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DIPEA N, N-diisopropiletilamina

DMF Dimetil formamida

DMSO Sulféxido de dimetilo

EDT 1,2-etanoditiol

FMOC Fluorenilmetiloxicarbonilo

Et20 Dietil éter

HOAt 1-hidroxi-7-azabenzotriazol

h Hora(s)

iPrOH Iso-propanol

HATU Hexafluorofosfato de 3-6xido de 1-[bis(dimetilamino)metileno]-1H-1, 2, 3-
triazolo[4, 5-b]piridinio

min Minuto(s)

MeOH Metanol

PBS Solucioén salina regulada con fosfato

Pbf 2,2, 4, 6, 7-pentametildihidrobenzofuran-5-sulfonilo

PEG Polietilen glicol

PPTS p-Toluensulfonato de piridinio

RT Tiempo de retencién

TBTU Tetrafluoroborato de O-(benzotriazol-1-il)-N, N, N', N'-tetrametiluronio

TEA Trietilamina

TFA Acido trifluoroacético

Trt

Trifenilmetilo
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Se apreciara que a través de toda esta divulgacién se hace referencia a los aminoacidos de acuerdo
con los cédigos de una sola letra o de tres letras. Los aminoacidos que forman la totalidad o una parte de
un péptido pueden ser de entre los 21 aminoacidos de origen natural conocidos, los cuales se denominan
tanto por sus abreviaturas de una sola letra como por sus abreviaturas de tres letras comunes. En las
secuencias de péptidos que se proporcionan en este documento, los residuos de aminoacidos
convencionales tienen su significado convencional. Por lo tanto, “Leu” es leucina, “lle” es isoleucina, “Nle”
es norleucina, y asi sucesivamente. Con el fin de ayudar al lector, los aminoacidos convencionales y sus

abreviaturas correspondientes de tres letras y de una sola letra son como sigue:

alanina Ala (A)
arginina Arg (R)
asparagina Asn (N)
acido aspértico Asp (D)
cisteina Cys ©)
acido glutdmico Glu (E)
glutamina Gin Q)
glicina Gly (G)
histidina His (H)
isoleucina lle (0]
leucina Leu (L)
lisina Lys (K)
metionina Met (M)
fenilalanina Phe (F)
prolina Pro P)
serina Ser (S)
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treonina Thr (M
triptéfano Trp (W)
tirosina Tyr Y)
valina Val V)

En las secuencias de péptidos que se proporcionan en este documento, otros aminoacidos y sus

correspondientes abreviaturas de tres letras son como sigue:

(S)-5-azidonorvalina 5-azidoNVa
(S)-propargil glicina Pra
(S)-3-azido-alanina 3-azidoAla
(S)-homopropargil glicina homoPra
(S)-y-azido-homoalanina azidohomoAla
(S)-bis-homopropargil glicina bishomoPra
Citrulina Cit

5.2. Anélogos de péptidos de conotoxina RglA
En un aspecto, en el presente documento se proporcionan los analogos de péptidos de conotoxina
de la formula (1) (SEQ ID NO: 93):

puente de triazol

HN NH, (6] NH, (|)

0 una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos,
en donde

X es Xaal 0 XaalXaa?; en donde Xaal es Tyr, Phe, Trp, 0 un isémero D de Tyr, Phe o Trp, y Xaa? es N-
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Me-Gly, D-Tyr o N-Me-Tyr;

en donde el término C del analogo de péptido de conotoxina es un acido carboxilico o un grupo
amida.

Las anotaciones de "(S)” cerca del carbono C' y C2? en la formula (1) indican la configuracién absoluta
del carbono Cty C2.

N:N\ ,N:N
N N~
A
En diversas modalidades, el puente de triazol es o} , en donde

la linea ondulada individual (-~~~ indica el punto de unién del puente de triazol para el carbono C! del

™
analogo de péptido de conotoxina, y las lineas onduladas dobles ( ~™~™™" ) indican el punto de union del

puente de triazol para el carbono C? del analogo de péptido de conotoxina; y en donde x es 1,2, 30 4;y

N=N

N
W \égé,
es 2, 3 0 4. En una modalidad especifica, el puente de triazol es . En una modalidad
N

N=

N
ey
especifica, el puente de triazol es .

En una modalidad especifica, x es 1, 2, 3 0 4. En una modalidad preferida, x es 1, 2 0 3. En una
modalidad especifica, x es 1 0 2. En una modalidad, x es 1. En otra modalidad, x es 2.

En una modalidad especifica, y es 2, 3 0 4. En una modalidad especifica, y es 2 0 3. En una
modalidad, y es 3. En otra modalidad, y es 2.

En una modalidad especifica, xes 1, 2 0 3, e y es 2 0 3. En una modalidad especifica, x es 1, 2 0 3,
ey es 2. En una modalidad especifica, x es 1, 2 0 3, e y es 3. En una modalidad especifica,xes 102, ey
es 2 0 3. En una modalidad especifica, x es 1 0 3, e y es 2 0 3. En una modalidad especifica, xes 20 3, e
y es 2 0 3. En una modalidad especifica, x es 1, e y es 2 0 3. En una modalidad especifica, x es 2, e y es
2 0 3. En una modalidad especifica, x es 3, e y es 2 0 3. En una modalidad preferida, x es 1, ey es 3. En
una modalidad preferida, x es 2, e y es 3. En una modalidad preferida, x es 2, e y es 2.

7~

En una modalidad especifica, el puente de triazol es e ~", en donde la linea ondulada

individual (-~~~ indica el punto de union del puente de triazol para el carbono C?* del analogo de péptido

e
de conotoxina, y las lineas onduladas dobles ( ™™™ ) indican el punto de unidn del puente de triazol para

el carbono C2 del analogo de péptido de conotoxina.

N=N

Y
En una modalidad especifica, el puente de triazol es , en donde la linea ondulada
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individual (-~~~ indica el punto de unién del puente de triazol para el carbono C* del analogo de péptido

e
de conotoxina, y las lineas onduladas dobles ( =™™™" ) indican el punto de unién del puente de triazol para

el carbono C2 del analogo de péptido de conotoxina.
En una modalidad especifica, X es Xaal. En una modalidad especifica, X es Xaal Xaa?.

En una modalidad especifica, Xaa® es Tyr, Phe, Trp, o un isémero D de Tyr, Phe o Trp. En una
modalidad especifica, Xaa® es Tyr, Phe o Trp. En una modalidad especifica, Xaa® es Tyr, D-Tyr o Phe. En
una modalidad especifica, Xaa! es Tyr o D-Tyr. En una modalidad especifica, Xaa® es Tyr o Phe. En una
modalidad especifica, Xaa! es D-Tyr o Phe. En una modalidad especifica, Xaa' es Phe. En una modalidad
especifica, Xaal es D-Phe. En una modalidad especifica, Xaal es Trp. En una modalidad especifica, Xaa!
es D-Trp. En una modalidad especifica, Xaal es D-Tyr. En una modalidad preferida, Xaal es Tyr.

En una modalidad especifica, Xaa? es N-Me-Gly, D-Tyr, o N-Me-Tyr. En una modalidad especifica,
Xaa? es N-Me-Gly o D-Tyr. En una modalidad especifica, Xaa? es D-Tyr o N-Me-Tyr. En una modalidad
especifica, Xaa2 es N-Me-Gly o N-Me-Tyr. En una modalidad especifica, Xaa2 es N-Me-Gly. En una
modalidad especifica, Xaa2 es N-Me-Tyr. En una modalidad especifica, Xaa2 es D-Tyr. En una modalidad
especifica, Xaa2 esta opcionalmente presente. En una modalidad especifica, Xaa2 esta presente. En una
modalidad especifica, Xaa? esta ausente.

En una modalidad especifica, X se selecciona a partir del grupo que consiste en Tyr, Phe, D-Tyr,
(Tyn)-(D-Tyr), (Tyr)-(N-Me-Gly), (Tyr)-(N-Me-Tyr), N-Me-Tyr, D-Arg, N-Me-D-Tyr, beta-Tyr, y N-Me-Arg. En
una modalidad especifica, X se selecciona a partir del grupo que consiste en Tyr, Phe, D-Tyr, (Tyr)-(D-Tyr),
(Tyr)-(N-Me-Gly), y (Tyr)-(N-Me-Tyr). En una modalidad especifica, X se selecciona a partir del grupo que
consiste en Tyr, Phe, y D-Tyr. En una modalidad especifica, X se selecciona a partir del grupo que consiste
en (Tyr)-(D-Tyr), (Tyr)-(N-Me-Gly), y (Tyr)-(N-Me-Tyr). En una modalidad especifica, X se selecciona a
partir del grupo que consiste en N-Me-Tyr, D-Arg, N-Me-D-Tyr, beta-Tyr, y N-Me-Arg. En una modalidad
especifica, X es Tyr. En una modalidad especifica, X es Phe. En una modalidad especifica, X es D-Tyr. En
una modalidad especifica, X es (Tyr) - (D-Tyr). En una modalidad especifica, X es (Tyr) - (N-Me-Gly). En
una modalidad especifica, X es (Tyr) - (N-Me-Tyr). En una modalidad especifica, X es N-Me-Tyr. En una
modalidad especifica, X es D-Arg. En una modalidad especifica, X es N-Me-D-Tyr. En una modalidad
especifica, X es beta-Tyr. En una modalidad especifica, X es N-Me-Arg.

En una modalidad especifica, el término C del analogo de péptido de conotoxina es un &cido
carboxilico o un grupo amida. En una modalidad preferida, el término C del andlogo de péptido de
conotoxina es OH. En una modalidad especifica, el término C del analogo de péptido de conotoxina es
NHo.

En las modalidades especificas, el analogo de péptido de conotoxina o la sal farmacéuticamente
aceptable de la férmula (1) es de la férmula (Ia) (SEQ ID NO: 94):
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(1a),
en donde R! es OH o NH2. En una modalidad especifica, R? es OH. En una modalidad especifica
R! es NHo.

En las modalidades especificas, el analogo de péptido de conotoxina o la sal farmacéuticamente
aceptable de la férmula (1) es de la formula (Ig) (SEQ ID NO: 30)
15

YTy

AL,
%OH i i l O
20
25 | .

(19).
En las modalidades especificas, el analogo de péptido de conotoxina o la sal farmacéuticamente
aceptable de la formula (1) es de la féormula (Ih) (SEQ ID NO: 33)

) HN¢L4¢LX§¢@Y¢L¥ X

JL JL
W/OH 1 1 j/\ @
35 )

(h).
En las modalidades especificas, el analogo de péptido de conotoxina o la sal farmacéuticamente
aceptable de la formula (1) es de la féormula (li) (SEQ ID NO: 36)
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aceptable de la formula (1) es de la férmula (Ik) (SEQ ID NO: 42)
15

NYATT IR
0 \%OH

iil

.
awt

HN NH,

o NH,
25

(Ik).
aceptable de la férmula (1) es de la formula (Il) (SEQ ID NO: 45)

En las modalidades especificas, el analogo de péptido de conotoxina o la sal farmacéuticamente

30

!

| 111@

(1.
aceptable de la férmula (1) es de la formula (Im) (SEQ ID NO: 48)

En las modalidades especificas, el analogo de péptido de conotoxina o la sal farmacéuticamente

().

En las modalidades especificas, el analogo de péptido de conotoxina o la sal farmacéuticamente
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HZNﬁgﬁlﬂwﬁ()\( JLBY /49
D o i i l

HN NH, o NH,

w

<N (Im).

En las modalidades especificas, el analogo de péptido de conotoxina o la sal farmacéuticamente
aceptable de la férmula (1) es de la formula (In) (SEQ ID NO: 51):

(In).

En las modalidades especificas, el analogo de péptido de conotoxina o la sal farmacéuticamente
aceptable de la férmula (1) es de la férmula (Io) (SEQ ID NO: 54);

H H H : H
R S R
0 NH NH
HN? “NH, O)\NHZ

aw

(lo).

En las modalidades especificas, el analogo de péptido de conotoxina o la sal farmacéuticamente
aceptable de la férmula (1) es de la formula (Ip) (SEQ ID NO: 57):
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AR W

NH NH 07 "NH,

A

HN? “NH, 07 "NH,

= 4 %%ﬁ% e 4;9 i,

!

>N (Ip).

En otro aspecto, en el presente documento se proporcionan los andlogos de péptidos de conotoxina
de la férmula (Ib) (SEQ ID NO: 104):

HZN%<(JL)/\OW%Q\W%BW é:l
P i i J

HN NH, o NH,

W

= (Ib),

0 una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos,

en donde R? es OH o NH..

En una modalidad especifica, R? es OH. En una modalidad especifica, R? es NHa.

En otro aspecto, en el presente documento se proporcionan los analogos de péptidos de conotoxina
seleccionados a partir del grupo que consiste en los analogos de péptidos de conotoxina la, 1a’, Ib, Ib’, Ic,
Id, le, If, Ig, Ih, i, 1j, Ik, Il, Im, In, lo, Ip, Iq, Ir, Is, It, lu, y Iv, 0 una sal farmacéuticamente aceptable de los
mismos.

En una modalidad especifica, el analogo de péptido de conotoxina se selecciona a partir del grupo
que consiste en los analogos de péptidos de conotoxina la, Ia’, Ib, Ib’, Ig, Ih, li, Ik, Il, Im, In, lo, y Ip.

En una modalidad especifica, el analogo de péptido de conotoxina se selecciona a partir del grupo
que consiste en los analogos de péptidos de conotoxina la, la', Ib, y Ib' . En una modalidad preferida, el
anélogo de péptido de conotoxina es el analogo de péptido de conotoxina la o la'. En una modalidad

preferida, el analogo de péptido de conotoxina es el andlogo de péptido de conotoxina la.
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5.3. Anélogos de péptidos de conotoxina RglA PEGilados

En una modalidad, los analogos de péptidos de conotoxina de la invencién son PEGilados, en
particular, se unen de una forma covalente a uno o mas polimeros de PEG.

En una modalidad especifica, un analogo de péptido de conotoxina se une de una forma covalente
a un polimero de PEG. En una modalidad especifica, un analogo de péptido de conotoxina se une de una
forma covalente a mas de un polimero de PEG. En una modalidad especifica, un analogo de péptido de
conotoxina se une de una forma covalente a dos polimeros de PEG. En una modalidad especifica, un
analogo de péptido de conotoxina se une de una forma covalente a tres polimeros de PEG.

En una modalidad preferida, un polimero de PEG se une de una forma covalente al término N de un
analogo de péptido de conotoxina, mas preferiblemente un polimero de PEG se une sélo al término N. En
una modalidad especifica, un polimero de PEG se une de una forma covalente al término C de un anélogo
de péptido de conotoxina. En una modalidad especifica, un polimero de PEG se une de una forma covalente
a una posicion de residuo de aminoécido que no es el término N o el término C del analogo de péptido de
conotoxina.

En una modalidad especifica, un polimero de PEG se une de una forma covalente al analogo de
péptido de conotoxina a través de un grupo de enlace. En una modalidad especifica, un polimero de PEG
se une de una forma covalente al analogo de péptido de conotoxina directamente.

En una modalidad preferida, el grupo de enlace es un enlazador de valerato que tiene una férmula

(0]

de M . En una modalidad especifica, el grupo de enlace es un butileno. En una modalidad
especifica, el grupo de enlace es un butileno. En una modalidad especifica, el grupo de enlace es un
carbonilo.

En una modalidad especifica, el polimero de PEG es un polimero de PEG lineal o ramificado. En una
modalidad especifica, el polimero de PEG es un polimero de PEG ramificado. En una modalidad preferida,
el polimero de PEG es un polimero de PEG lineal.

En una modalidad especifica, el polimero de PEG tiene un peso molecular en el intervalo de entre
10 kDa y 40 kDa. En una modalidad preferida, el polimero de PEG es un polimero de PEG de 30 kDa. En
las modalidades especificas, el polimero de PEG es un polimero de PEG lineal de 30 kDa. En las
modalidades especificas, el polimero de PEG es un polimero de mPEG lineal de 30 kDa.

En una modalidad preferida, un polimero de PEG se une en el término amino de un andlogo de
péptido de conotoxina, y el polimero de PEG se une a través de un grupo de enlace al analogo de péptido
de conotoxina, y el grupo de enlace es un enlazador de valerato que tiene una formula de

@)

M , 'y el polimero de PEG es un polimero de mPEG lineal de 30 kDa.

En una modalidad especifica, en el presente documento se proporciona un analogo de péptido de
conotoxina PEGilado o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde el analogo de péptido
de conotoxina es de la férmula (1) (SEQ ID NO: 93):
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puente de triazol

en donde

X es Xaal 0 XaalXaa?; en donde Xaal es Tyr, Phe, Trp, o un isémero D de Tyr, Phe o Trp, y Xaa? es N-
Me-Gly, D-Tyr o N-Me-Tyr;

en donde el término C del analogo de péptido de conotoxina es un acido carboxilico o un grupo
amida; y

en donde el analogo de péptido de conotoxina se une de una forma covalente directamente o por

medio de un grupo de enlace a uno o mas polimeros de polietilen glicol (PEG).

N:N\ !\l:N
N N~
LN Y
En diversas modalidades, el puente de triazol es o] , en donde la

linea ondulada individual (-~~~ indica el punto de unién del puente de triazol para el carbono C?! del

™
analogo de péptido de conotoxina, y las lineas onduladas dobles ( ~™~™™" ) indican el punto de union del
puente de triazol para el carbono C2 del analogo de péptido de conotoxina; y en donde x es 1,2,304;y
N=N

SN
2 *gﬁ
es 2, 3 0 4. En una modalidad especifica, el puente de triazol es . En una modalidad

N=N

especifica, el puente de triazol es .

En una modalidad especifica, x es 1, 2, 3 0 4. En una modalidad preferida, x es 1, 2 0 3. En una
modalidad especifica, x es 1 0 2. En una modalidad, x es 1. En otra modalidad, x es 2.

En una modalidad especifica, y es 2, 3 0 4. En una modalidad especifica, y es 2 o 3. En una
modalidad, y es 3. En otra modalidad, y es 2.

En una modalidad especifica, xes 1,2 0 3, e y es 2 0 3. En una modalidad especifica, xes 1,2 0 3,
ey es 2. En una modalidad especifica, x es 1, 2 0 3, e y es 3. En una modalidad especifica, xes 102, ey
es 2 o 3. En una modalidad especifica, x es 1 0 3, e y es 2 0 3. En una modalidad especifica, xes 2 0 3, e
y es 2 0 3. En una modalidad especifica, x es 1, e y es 2 0 3. En una modalidad especifica, x es 2, ey es
2 0 3. En una modalidad especifica, x es 3, e y es 2 0 3. En una modalidad preferida, x es 1, ey es 3. En

una modalidad preferida, x es 2, e y es 3. En una modalidad preferida, x es 2, e y es 2.
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/S/Nx‘
En una modalidad especifica, el puente de triazol es v, en donde la linea ondulada

individual («~~~~) indica el punto de union del puente de triazol para el carbono C?* del analogo de péptido

™
de conotoxina, y las lineas onduladas dobles ( ™™™ ) indican el punto de unién del puente de triazol para
el carbono C2 del analogo de péptido de conotoxina.

N=p

En una modalidad especifica, el puente de triazol es , en donde la linea ondulada

individual («~~~) indica el punto de unién del puente de triazol para el carbono C* del analogo de péptido

de conotoxina, y las lineas onduladas dobles ( SRR ) indican el punto de unién del puente de triazol para
el carbono C2 del analogo de péptido de conotoxina.

En una modalidad especifica, X es Xaal. En una modalidad especifica, X es Xaal Xaa?.

En una modalidad especifica, Xaal es Tyr, Phe, Trp, o un isomero D de Tyr, Phe o Trp. En una
modalidad especifica, Xaal es Tyr, Phe o Trp. En una modalidad especifica, Xaal es Tyr, D-Tyr o Phe. En
una modalidad especifica, Xaa! es Tyr o D-Tyr. En una modalidad especifica, Xaa! es Tyr o Phe. En una
modalidad especifica, Xaa! es D-Tyr o Phe. En una modalidad especifica, Xaa' es Phe. En una modalidad
especifica, Xaal es D-Phe. En una modalidad especifica, Xaal es Trp. En una modalidad especifica, Xaal
es D-Trp. En una modalidad especifica, Xaal es D-Tyr. En una modalidad preferida, Xaal es Tyr.

En una modalidad especifica, Xaa? es N-Me-Gly, D-Tyr, o N-Me-Tyr. En una modalidad especifica,
Xaa? es N-Me-Gly o D-Tyr. En una modalidad especifica, Xaa? es D-Tyr o N-Me-Tyr. En una modalidad
especifica, Xaa2 es N-Me-Gly o N-Me-Tyr. En una modalidad especifica, Xaa2 es N-Me-Gly. En una
modalidad especifica, Xaa2 es N-Me-Tyr. En una modalidad especifica, Xaa2 es D-Tyr. En una modalidad
especifica, Xaa? esta opcionalmente presente. En una modalidad especifica, Xaa? esta presente. En una
modalidad especifica, Xaa? esta ausente.

En una modalidad especifica, X se selecciona a partir del grupo que consiste en Tyr, Phe, D-Tyr,
(Tyn)-(D-Tyr), (Tyr)-(N-Me-Gly), (Tyr)-(N-Me-Tyr), N-Me-Tyr, D-Arg, N-Me-D-Tyr, beta-Tyr, y N-Me-Arg. En
una modalidad especifica, X se selecciona a partir del grupo que consiste en Tyr, Phe, D-Tyr, (Tyr)-(D-Tyr),
(Tyr)-(N-Me-Gly), y (Tyr)-(N-Me-Tyr). En una modalidad especifica, X se selecciona a partir del grupo que
consiste en Tyr, Phe, y D-Tyr. En una modalidad especifica, X se selecciona a partir del grupo que consiste
en (Tyr)-(D-Tyr), (Tyr)-(N-Me-Gly), y (Tyr)-(N-Me-Tyr). En una modalidad especifica, X se selecciona a
partir del grupo que consiste en N-Me-Tyr, D-Arg, N-Me-D-Tyr, beta-Tyr, y N-Me-Arg. En una modalidad
especifica, X es Tyr. En una modalidad especifica, X es Phe. En una modalidad especifica, X es D-Tyr. En
una modalidad especifica, X es (Tyr) - (D-Tyr). En una modalidad especifica, X es (Tyr) - (N-Me-Gly). En
una modalidad especifica, X es (Tyr) - (N-Me-Tyr). En una modalidad especifica, X es N-Me-Tyr. En una
modalidad especifica, X es D-Arg. En una modalidad especifica, X es N-Me-D-Tyr. En una modalidad

especifica, X es beta-Tyr. En una modalidad especifica, X es N-Me-Arg.
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En una modalidad especifica, el término C del analogo de péptido de conotoxina es un acido
carboxilico o un grupo amida. En una modalidad preferida, el término C del analogo de péptido de

conotoxina es OH. En una modalidad especifica, el término C del analogo de péptido de conotoxina es
NHo.

En las modalidades especificas, el analogo de péptido de conotoxina o la sal farmacéuticamente
aceptable de la férmula (1) es de la formula (Ia) (SEQ ID NO: 94)

. &ff %If S ﬁw 4;9

Wiil@

HN NH, NH2
3 -
e (1a),
1> en donde R! es OH o NH2. En una modalidad especifica, R! es OH. En una modalidad especifica,
R! es NHo.
En las modalidades especificas, el analogo de péptido de conotoxina o la sal farmacéuticamente
aceptable de la férmula (I) es de la formula (Ig) (SEQ ID NO: 30)
20

i 4N% %Nﬂ()ﬁ( %Sﬁ( fﬂ
| T i i b

NH2

(19).
En las modalidades especificas, el analogo de péptido de conotoxina o la sal farmacéuticamente
aceptable de la férmula (I) es de la formula (Ih) (SEQ ID NO: 33)
30

el

Wiilﬁ

Hz

35

annnt

Hz

(Ih).
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En las modalidades especificas, el analogo de péptido de conotoxina o la sal farmacéuticamente
aceptable de la férmula (1) es de la formula (li) (SEQ ID NO: 36)
5

: © »/OH
10 :

T

15

En las modalidades especificas, el analogo de péptido de conotoxina o la sal farmacéuticamente
aceptable de la formula () es de la formula (Ik) (SEQ ID NO: 42)

YA W]
20 © YOH

iil

HN
25

(1i).

W

\\
\

W\

NH,

En las modalidades especificas, el analogo de péptido de conotoxina o la sal farmacéuticamente
aceptable de la formula (1) es de la férmula (Il) (SEQ ID NO: 45)

(IK).

35

.
!

En las modalidades especificas, el analogo de péptido de conotoxina o la sal farmacéuticamente
aceptable de la férmula (1) es de la formula (Im) (SEQ ID NO: 48)

().
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H

(Im).

En las modalidades especificas, el analogo de péptido de conotoxina o la sal farmacéuticamente
aceptable de la férmula (1) es de la formula (In) (SEQ ID NO: 51):

(In).

En las modalidades especificas, el analogo de péptido de conotoxina o la sal farmacéuticamente
aceptable de la férmula (1) es de la formula (o) (SEQ ID NO: 54):

H H H : H
oL R . ’
0 NH NH
HNZ NH, O)\NHZ

aw

(lo).

En las modalidades especificas, el analogo de péptido de conotoxina o la sal farmacéuticamente
aceptable de la férmula (1) es de la formula (Ip) (SEQ ID NO: 57):
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\\\\\\

(Ip).
En las modalidades especificas, el analogo de péptido de conotoxina PEGilado es de la férmula (l1a)
(SEQ ID NO: 83):

. M4¢pwawx éi

e L, 1 bR ol
M“ (lla).

En las modalidades especificas, el analogo de péptido de conotoxina PEGilado es de la férmula (11g)
(SEQ ID NO: 95):

linear 30kDa MPEG N\)L /</ QL X( QL()\(NQLSW/ /é% QL
0 W/OH

111@

Hz Hz

\/&/N (||g)_

En las modalidades especificas, el analogo de péptido de conotoxina PEGilado es de la formula (11h)
(SEQ ID NO: 96):

o M4Mpwg4g 5l |
T \ \ L. O,

Hz

H,

(Ith).
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En las modalidades especificas, el analogo de péptido de conotoxina PEGilado es de la férmula (l1i)
(SEQ ID NO: 97):

linear 30KDa mPEG N\)L /</ QL );( JL()WT Jl‘/ /( Qﬁ
°© YOH

iil@

\/ .

En las modalidades especificas, el analogo de péptido de conotoxina PEGilado es de la formula (1K)
(SEQ ID NO: 98):

. M4¢¥J@M¥ él

Wiil@

(1k).
En las modalidades especificas, el analogo de péptido de conotoxina PEGilado es de la férmula (l11)
(SEQ ID NO: 99):

w 1 I l O

Hz Hz

N=N,

N (.
En las modalidades especificas, el analogo de péptido de conotoxina PEGilado es de la formula (1Im)
(SEQ ID NO: 100):

YA T VY
R 1 P

NHZ H2

% (Im).
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En las modalidades especificas, el analogo de péptido de conotoxina PEGilado es de la férmula (1In)
(SEQ ID NO: 101):

linear 30kDa mPEG N\)L /4 \)k I( \)k{)w‘/ \)LB\W /( \)L
° YOH

NHZ o NH,

A (1n).

En las modalidades especificas, el analogo de péptido de conotoxina PEGilado es de la férmula (l10)
(SEQ ID NO: 102):

linear 30kDa mPEG NJL /gNJk EN%Q( %X(Nﬁ Hﬂu
N SRRV

HN NH, o NH,

M\N (llo).

En las modalidades especificas, el analogo de péptido de conotoxina PEGilado es de la férmula (l1p)
(SEQ ID NO: 103):

linear 30kDa mPEG N% /g %x( Jk{)\'r %X‘/ /i;;: %
© »/OH

M‘” (Ip).

En otro aspecto, en el presente documento se proporcionan los analogos de péptidos de conotoxina

PEGilados o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos, en donde el analogo de péptido de
conotoxina es de la férmula (Ib) (SEQ ID NO: 104):
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H

NYEICY
o YO

\
\\‘\\\

(1b),

en donde RZ es OH o NHz; y

en donde el andlogo de péptido de conotoxina se une de una forma covalente directamente o por
medio de un grupo de enlace a uno o mas polimeros de polietilen glicol (PEG).

En una modalidad especifica de la férmula (Ib), R2 es OH. En una modalidad especifica de la férmula
(Ib), R2 es NH .

En las modalidades especificas, el analogo de péptido de conotoxina PEGilado es de la férmula (l1b)
(SEQ ID NO: 105):

. Mﬁﬁpxm¢¥ ﬁl |
"'——.,,__OVOH i i j/\ @

H2 NH2

\
w
a
W

% (Ib).
5.4. Composiciones Farmacéuticas
También se proporcionan en el presente documento las “composiciones farmacéuticas”, las cuales
comprenden un anélogo de péptido de conotoxina como se proporciona en el presente documento 0 un
anélogo de péptido de conotoxina PEGilado como se proporciona en este documento, y uno o mas
vehiculos farmacéuticamente aceptables. En una modalidad particular, un analogo de péptido de
conotoxina esta presente en una cantidad terapéuticamente eficaz. En una modalidad particular, un
anadlogo de péptido de conotoxina estd presente en una cantidad profilacticamente eficaz. Las
composiciones farmacéuticas se pueden utilizar de acuerdo con los métodos y usos que se proporcionan
en este documento. Por lo tanto, por ejemplo, las composiciones farmacéuticas se pueden administrar a
un sujeto con el fin de practicar los métodos de tratamiento o de prevencién y los usos que se proporcionan
en este documento. Las composiciones farmacéuticas que se proporcionan en este documento se pueden
formular de un modo tal como para que sean compatibles con el método o la via de administracion prevista;
las vias de administracién a modo de ejemplo se estipulan en el presente documento.

Las composiciones farmacéuticas comprenden por lo regular una cantidad terapéuticamente eficaz
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de por lo menos uno de los andlogos de péptidos de conotoxina o de los analogos de péptidos de
conotoxina PEGilados que se proporcionan en este documento, y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables adecuados incluyen, pero no se limitan a,
antioxidantes (por ejemplo, acido ascorbico), conservadores (por ejemplo, alcohol bencilico, metil
parabenos, p-hidroxibenzoato), agentes emulsionantes, agentes de suspension, agentes dispersantes,
disolventes, reguladores del pH, lubricantes, rellenos, y/o diluyentes. Por ejemplo, un vehiculo adecuado
puede ser una solucion salina fisioldgica. Los reguladores del pH tipicos que se pueden usar incluyen, pero
no se limitan a, los acidos débiles o las bases débiles farmacéuticamente aceptables, o las mezclas de los
mismos. Los componentes del regulador del pH también pueden incluir reactivos solubles en agua tales
como &cido fosférico, los &cidos tartaricos, acido succinico, acido citrico, 4cido acético, y las sales de los
mismos.

Un vehiculo puede contener otros excipientes farmacéuticamente aceptables para modificar o
mantener el pH, la osmolaridad, la viscosidad, o la estabilidad de la composicion farmacéutica. En una
modalidad especifica, el vehiculo es un regulador acuoso. En una modalidad especifica, un vehiculo
comprende, por ejemplo, cloruro de sodio.

Las composiciones farmacéuticas que se proporcionan en este documento pueden contener ain
otros agentes de formulacion farmacéuticamente aceptables para modificar o mantener la velocidad de
liberacibn de un andlogo de péptido de conotoxina descrito en este documento. Tales agentes de
formulacién incluyen, por ejemplo, aquellas sustancias conocidas por los expertos en la técnica para la
preparacion de formulaciones de liberacién sostenida o de liberacion controlada. En cuanto a los agentes
de formulacion farmacéuticamente aceptables, véanse, por ejemplo, Remington’s Pharmaceutical
Sciences, 182 ed. (1990, Mack Publishing Co., Easton, Pa. 18042) paginas 1435-1712, y The Merck Index,
12a Ed. (1996, Merck Publishing Group, Whitehouse, NJ).

En una modalidad especifica, una composicién farmacéutica se proporciona en un frasco estéril

como una solucién, suspension, gel, emulsién, o como un polvo deshidratado o liofilizado. Tales
composiciones, por ejemplo, se pueden almacenar ya sea en una forma lista para usarse, en una forma
liofilizada que requiera de su reconstitucién antes de usarse, o bien en una forma liquida que requiera de
su dilucion antes de usarse. En las modalidades especificas, una composicién farmacéutica se proporciona
en un envase de un solo uso (por ejemplo, en un frasco, una ampolleta, una jeringa, 0 un autoinyector de
un solo uso). En una modalidad especifica, una composicion farmacéutica se proporciona en un envase de
multiples usos (por ejemplo, en un frasco o cartucho de multiples usos). Se puede utilizar cualquier aparato
de suministro de medicamento para suministrar un analogo de péptido de conotoxina o un andalogo de
péptido de conotoxina PEGilado o una composicidon farmacéutica como se describe en el presente
documento, el cual incluye implantes (por ejemplo, bombas implantables) y catéteres. En una modalidad
especifica, se pueden utilizar inyecciones de depésito para liberar un analogo de péptido de conotoxina o
un analogo de péptido de conotoxina PEGilado o una composicién farmacéutica como se describen en el
presente documento durante un periodo de tiempo definido. Las inyecciones de depdsito se administran

en general por la via subcutanea o intramuscular.



10

15

20

25

30

35

48

Una composicién farmacéutica se puede formular de un modo tal como para ser compatible con su
via de administracion prevista, como se describe en el presente documento.

Las composiciones farmacéuticas pueden estar en la forma de una suspensién acuosa inyectable
estéril. Esta suspension se puede formular a través del uso de agentes dispersantes o humectantes y
agentes de suspensién conocidos por los expertos en la técnica. La preparacion inyectable estéril puede
ser también una soluciébn o suspension inyectable estéril en un diluyente o disolvente no téxico
parenteralmente aceptable. En una modalidad, la solucién inyectable estéril puede ser, por ejemplo, una
solucién en 1, 3-butano diol. Los diluyentes, disolventes o medios de dispersién aceptables que se pueden
emplear incluyen agua, soluciéon de Ringer, solucién salina, Cremophor ELMR, solucién salina regulada con
fosfato (PBS, por sus siglas en inglés), etanol, poliol (por ejemplo, glicerol o polietilen glicol liquido), y
mezclas de los mismos. La absorcion prolongada de las formulaciones inyectables particulares se puede
lograr por medio de la inclusién de un agente que retarde la absorcién (por ejemplo, monoestearato de
aluminio o gelatina).

Las composiciones farmacéuticas también pueden incluir vehiculos para proteger a la composicion
contra la degradacién o eliminacién del cuerpo. Se pueden incluir diversos agentes antibacterianos y
antifiingicos, por ejemplo parabenos, clorobutanol, acido ascérbico, o timerosal en la composicién
farmacéutica.

5.5. Métodos de tratamiento o prevencion

En una modalidad, en el presente documento se proporciona un método para tratar o prevenir una
afeccion propicia para el tratamiento o la prevencion por medio de la inhibicién de un receptor de acetilcolina
nicotinico que contiene a9 (nAChR), el cual comprende administrar a un sujeto una cantidad
terapéuticamente eficaz de un andlogo de péptido de conotoxina como se describe en el presente
documento o de una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o de un analogo de péptido de conotoxina
PEGilado como se describe en el presente documento o de una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, o de una composicion farmacéutica como se describe en este documento.

En una modalidad preferida, la afeccion propicia para el tratamiento o la prevencién por medio de la
inhibicién de un receptor de acetilcolina nicotinico que contiene a9 (nAChR) es una afeccién propicia para
el tratamiento o la prevencion por medio de la inhibicidn del subtipo a9a10 de nAChR.

En una modalidad especifica, la afeccion propicia para el tratamiento o la prevencién por medio de
la inhibicion de un nAChR que contiene a9, por ejemplo, el subtipo a9a10 de nAChR, es el dolor o la
inflamacion.

En una modalidad preferida, el método que se proporciona en la presente memoria descriptiva es un
método para el tratamiento de una afeccion propicia para el tratamiento por medio de la inhibiciéon de un
receptor de acetilcolina nicotinico que contiene a9 (nAChR), el cual comprende administrar a un sujeto una
cantidad terapéuticamente eficaz de un analogo de péptido de conotoxina como se describe en este
documento o de una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o de un anélogo de péptido de conotoxina
PEGilado como se describe en el presente documento o de una sal farmacéuticamente aceptable del

mismo, o de una composicion farmacéutica como se describe en este documento.
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En una modalidad preferida, la afeccién propicia para el tratamiento por medio de la inhibicién de un
receptor de acetilcolina nicotinico que contiene a9 (nAChR) es una afeccioén propicia para el tratamiento
por medio de la inhibicién del subtipo a9a10 de nAChR.

En una modalidad especifica, la afeccidn propicia para el tratamiento por medio de la inhibicion de
un nAChR que contiene a9, por ejemplo, el subtipo a9a10 de nAChR, es el dolor o la inflamacion.

En una modalidad preferida, el método que se proporciona en la presente memoria descriptiva es un
método para prevenir una afeccién propicia para la prevencion por medio de la inhibicion de un receptor de
acetilcolina nicotinico que contiene a9 (nAChR), el cual comprende administrar a un sujeto una cantidad
terapéuticamente eficaz de un analogo de péptido de conotoxina como se describe en este documento o
de una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o de un anélogo de péptido de conotoxina PEGilado
como se describe en el presente documento o de una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o de
una composicién farmacéutica como se describe en este documento.

En una modalidad preferida, la afeccidn propicia para la prevencion por medio de la inhibiciéon de un
receptor de acetilcolina nicotinico que contiene a9 (nAChR) es una afeccion propicia para el tratamiento
por medio de la inhibicién del subtipo a9a10 de nAChR.

En una modalidad especifica, la afeccién propicia para la prevencién por medio de la inhibiciéon de
un nAChR que contiene a9, por ejemplo, el subtipo a9a10 de nAChR, es el dolor o la inflamacién.

En una modalidad especifica, la afeccién propicia para el tratamiento o la prevencién por medio de
la inhibicién de un receptor de acetilcolina nicotinico que contiene a9, por ejemplo, el subtipo a9a10 de
nAChR, es el dolor. En una modalidad especifica, el dolor se selecciona a partir del grupo que consiste en
dolor general, dolor crénico, dolor neuropético, dolor nociceptivo, dolor inflamatorio, dolor inducido por dafio
a los nervios periféricos, dolor inducido por un trastorno inflamatorio, dolor inducido por un trastorno
metabdlico, dolor inducido por el cancer, dolor inducido por la quimioterapia, dolor inducido por un
procedimiento quirdrgico, y el dolor inducido por una quemadura. En una modalidad especifica, el dolor es
el dolor crénico relacionado con el cancer. En una modalidad especifica, el dolor es un dolor asociado con
la neuropatia que, a modo de ejemplo, puede ser una neuropatia inducida por farmacos (por ejemplo, por
la quimioterapia contra el cancer) o una neuropatia inducida por una infeccion. En una modalidad
especifica, el dolor es neuralgia, la cual incluye, pero no se limita a, neuralgia postherpética, por ejemplo,
neuralgia postherpética debida a herpes zoster.

En una modalidad especifica, la afeccion propicia para el tratamiento o la prevencién por medio de
la inhibicién de un receptor de acetilcolina nicotinico que contiene a9, por ejemplo, el subtipo a9a10 de
nAChR, es una afeccion inflamatoria. En una modalidad especifica, la afeccién inflamatoria se selecciona
a partir del grupo que consiste en inflamacioén, inflamacién crénica, una enfermedad reumatica, sepsis,
fibromialgia, enfermedad inflamatoria del intestino, sarcoidosis, endometriosis, fiboromas uterinos, una
enfermedad inflamatoria de la piel, una afeccion inflamatoria de los pulmones, una enfermedad asociada
con la inflamacion del sistema nervioso, una enfermedad periodontal, y una enfermedad cardiovascular.
En una modalidad especifica, la afeccién inflamatoria es mediada por las células inmunitarias. En una

modalidad especifica, la afeccion inflamatoria es una inflamacién de largo plazo y/o neuropatia periférica
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después de una lesion.

En una modalidad especifica, la afeccidén asociada con el receptor de acetilcolina nicotinico que
contiene a9, por ejemplo, el subtipo a9a10 de nAChR, es el dolor y la inflamaciéon. En una modalidad
especifica, la afeccion asociada con el subtipo a9a10 de nAChR es la inflamacion y la neuropatia.

En otro aspecto, en el presente documento se proporciona un método para el tratamiento o la
prevencion de una afeccidn asociada con la activacion de un nAChR que contiene a9, por ejemplo, el
subtipo a9a10 de nAChR, en un sujeto, el cual comprende administrar al sujeto una cantidad
terapéuticamente eficaz de un andlogo de péptido de conotoxina como se describe en el presente
documento o de una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o de un analogo de péptido de conotoxina
PEGilado como se describe en el presente documento o de una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, o de una composicion farmacéutica como se describe en este documento.

En otro aspecto, en el presente documento se proporciona un método para el tratamiento o la
prevencion del dolor o de la inflamacién en un sujeto, el cual comprende administrar al sujeto una cantidad
terapéuticamente eficaz de un andlogo de péptido de conotoxina como se describe en el presente
documento o de una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o de un analogo de péptido de conotoxina
PEGilado como se describe en el presente documento o de una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, o de una composicion farmacéutica como se describe en este documento. En una modalidad
especifica de un método para el tratamiento o la prevencién del dolor, el dolor es un dolor asociado con la
neuropatia, la cual, a modo de ejemplo, puede ser una neuropatia inducida por farmacos (por ejemplo, por
la quimioterapia contra el cancer) o una neuropatia inducida por una infeccion. En una modalidad
especifica, el dolor es neuralgia, la cual incluye, pero no se limita a, neuralgia postherpética, por ejemplo,
neuralgia postherpética debida a herpes zoster.

En una modalidad especifica, el método que se proporciona en la presente memoria descriptiva es
un método para el tratamiento del dolor o de la inflamacién. En una modalidad especifica, el método que
se proporciona en la presente memoria descriptiva es un método para el tratamiento del dolor. En una
modalidad especifica, el método que se proporciona en la presente memoria descriptiva es un método para
el tratamiento de la inflamacion.

En una modalidad especifica, el método que se proporciona en la presente memoria descriptiva es
un método para la prevencion del dolor o de la inflamacion. En una modalidad especifica, el método que
se proporciona en la presente memoria descriptiva es un método para la prevencion del dolor. En una
modalidad especifica, el método que se proporciona en la presente memoria descriptiva es un método de
prevencion de la inflamacion.

En una modalidad especifica, el método para la prevencion del dolor es para prevenir el dolor
asociado con la neuropatia. En una modalidad especifica de dicho método, el dolor asociado con la
neuropatia es neuralgia. En una modalidad especifica, la neuralgia es una neuralgia postherpética. En una
modalidad especifica, el método para la prevencion del dolor es para prevenir el dolor inducido por la
guimioterapia del cancer (y por lo tanto, se administra al paciente un analogo de péptido de conotoxina o

una sal farmacéuticamente aceptable del mismo antes de que se administre al paciente la quimioterapia
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del cancer). En una modalidad especifica, el método para la prevencién del dolor es para prevenir el dolor
inducido por un procedimiento quirtrgico; en una modalidad especifica de dicho método, se administra un
analogo de péptido de conotoxina o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo antes de, y/o
simultaneamente con, el procedimiento quirdirgico, en particular, cuando se espere razonablemente que el
procedimiento quirdrgico provoque dolor y/o inflamacion.

En otro aspecto, en el presente documento se proporciona un método para inhibir un receptor de
acetilcolina nicotinico que contiene a9 (nAChR), por ejemplo, el subtipo a9a10 de nAChR, en un sujeto, el
cual comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un analogo de péptido de
conotoxina como se describe en el presente documento o de una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, o de una composicién farmacéutica como se describe en este documento.

En las modalidades especificas, “tratar”, “tratando”, “tratamiento” y similares se refieren a una accién
(tal como a la administracion de un anélogo de péptido de conotoxina o de una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, o de una composicion farmacéutica que comprende un analogo de péptido de
conotoxina o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo) que se inicia después de que se ha
diagnosticado, observado, y similares, una enfermedad, trastorno o afeccion, o un sintoma de los mismos,
con el fin de eliminar, reducir, suprimir, mitigar o mejorar, ya sea de una forma temporal o permanente, por
lo menos una de las causas subyacentes de una enfermedad, trastorno o afeccién que aflija a un sujeto, o
por lo menos uno de los sintomas asociados con una enfermedad, trastorno, o afeccion que aflija a un
sujeto. Por lo tanto, el tratamiento puede incluir la inhibicion (es decir, detener el desarrollo o un mayor
desarrollo de la enfermedad, trastorno o afeccidn, o los sintomas clinicos asociados con la misma) de una
enfermedad activa.

En las modalidades especificas de la invencién en donde se lleva a cabo un método de prevencion,
no es necesario que la prevencion sea completa; en una modalidad especifica, la prevencién es una
inhibicién parcial o una prevenciéon parcial o una reduccion en la enfermedad, afeccién o trastorno en
relacién con lo que de algun otro modo se esperaria que ocurriera si estuviera ausente la administracion
del analogo de péptido de conotoxina o de la sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En las modalidades especificas, la administracién puede ser por medio de la inyeccién o de algin
otro modo el suministro fisico de un analogo de péptido de conotoxina a un paciente, tal como por medio
de un suministro a las mucosas, intradérmico, intravenoso, intramuscular y/o cualquier otro método de
suministro fisico descrito en este documento o conocido en la técnica. Cuando se esta tratando una
enfermedad, trastorno o afeccién, o un sintoma de los mismos, la administracion del analogo de péptido
de conotoxina o de la sal farmacéuticamente aceptable del mismo se produce por lo regular después de la
aparicion de la enfermedad, trastorno o afeccion, o del sintoma de los mismos. Cuando se esté previniendo
una enfermedad, trastorno o afeccion, o un sintoma de los mismos, la administracién del analogo de péptido
de conotoxina o de la sal farmacéuticamente aceptable del mismo se produce por lo regular antes de la
aparicién de la enfermedad, trastorno o afeccién, o del sintoma de los mismos. En una modalidad
especifica, un analogo de péptido de conotoxina o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo se

administra antes y después de la aparicion del dolor y/o de la inflamacion tanto para prevenir como para
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tratar el dolor y/o la inflamacién.

En diversas modalidades, un analogo de péptido de conotoxina, el cual incluye, pero no se limita a,
un analogo de péptido de conotoxina PEGilado, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o una
composicién farmacéutica, como se describe en el presente documento, se usa en cualquiera de los
métodos que se proporcionan en este documento. Por ejemplo, un analogo de péptido de conotoxina, el
cual incluye, pero no se limita a, un andlogo de péptido de conotoxina PEGilado, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, 0 una composicion farmacéutica, que se proporcionan en este
documento, se puede utilizar en un método para el tratamiento o la prevencion de una enfermedad o
trastorno o afeccién descritos en este documento. Por lo tanto, un analogo de péptido de conotoxina, el
cual incluye, pero no se limita a, un analogo de péptido de conotoxina PEGilado, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, o una composicion farmacéutica, como se proporcionan en el
presente documento, puede ser para usarse como un medicamento. Un anélogo de péptido de conotoxina,
el cual incluye, pero no se limita a, un andlogo de péptido de conotoxina PEGilado, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, o una composicion farmacéutica, como se proporcionan en este
documento, puede ser para usarse en un método para tratar o prevenir una afeccion propicia para el
tratamiento o la prevencion por medio de la inhibicién de un receptor de acetilcolina nicotinico que contiene
a9 (nNAChR), por ejemplo el subtipo a9a10 de nAChR. Un analogo de péptido de conotoxina, el cual incluye,
pero no se limita a, un analogo de péptido de conotoxina PEGilado, o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, o una composicién farmacéutica, como se proporcionan en este documento, puede ser para
usarse en un método para tratar o prevenir una afeccién propicia para el tratamiento o la prevencion por
medio de la inhibicién de un receptor de acetilcolina nicotinico que contiene a9 (nAChR), por ejemplo el
subtipo a9a10 de nAChR. Por ejemplo, un analogo de péptido de conotoxina, el cual incluye, pero no se
limita a, un analogo de péptido de conotoxina PEGilado, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
0 una composicion farmacéutica, como se proporcionan en el presente documento, pueden ser para usarse
en un método para el tratamiento o la prevencion del dolor o de la inflamacién.

5.6. Vias de administracion y dosificacion

Un analogo de péptido de conotoxina, el cual incluye, pero no se limita a, un anélogo de péptido de
conotoxina PEGilado, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o una composicion farmacéutica,
como se describen en este documento, se puede administrar a un paciente a través de cualquiera de una
variedad de vias. Estas incluyen, pero no se limitan a, las vias parenteral, intra-articular, intranasal,
intratraqueal, oral, intradérmica, tdpica, intramuscular, intraperitoneal, transdérmica, intravenosa,
intratumoral, conjuntival, subcutanea y pulmonar. En una modalidad especifica, un analogo de péptido de
conotoxina, el cual incluye, pero no se limita a, un analogo de péptido de conotoxina PEGilado, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, o una composicion farmacéutica, como se describen en este
documento, se administra a través de una administracion subcutanea. En una modalidad especifica, un
analogo de péptido de conotoxina, el cual incluye, pero no se limita a, un analogo de péptido de conotoxina
PEGilado, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o una composicion farmacéutica, como se

describen en este documento, se administra a través de una administracioén intravenosa. En una modalidad
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especifica, un analogo de péptido de conotoxina, el cual incluye, pero no se limita a, un analogo de péptido
de conotoxina PEGilado, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o una composicién
farmacéutica, como se describen en este documento, se administra a través de una administracion intra-
articular.

La cantidad de un andlogo de péptido de conotoxina, el cual incluye, pero no se limita a, un analogo
de péptido de conotoxina PEGilado, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, que se va a
administrar al paciente, dependera de la naturaleza de la enfermedad y de la condicién del paciente, y se
puede determinar por medio de las técnicas clinicas estandares y con el conocimiento del médico.

La dosis precisa y el régimen que se van a emplear en una composicidon dependeran también de la
via de administracién, y de la gravedad de la enfermedad, y se deben decidir de acuerdo con el juicio del
médico y las circunstancias de cada paciente. La determinacion de la dosificacién apropiada puede ser
determinada por un experto en la técnica médica. La dosificacion diaria total se puede dividir y administrar
en porciones durante todo el dia o a través de medios que proporcionen un suministro continuo.

En una modalidad especifica, un analogo de péptido de conotoxina o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo se administra a un sujeto humano en una dosis de entre 0.01 y aproximadamente 50
mg por kg de peso corporal. En una modalidad especifica, un analogo de péptido de conotoxina, por
ejemplo, un analogo de péptido de conotoxina PEGilado, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, se administra a un sujeto humano en una dosis de aproximadamente 0.5 mg por kg de peso
corporal. En las modalidades especificas, la dosis humana es de 1 a 1000 mg al dia. En las modalidades
especificas, la dosis humana diaria es de 1 a 750 mg al dia; o de 10 a 500 mg al dia.

Una anélogo de péptido de conotoxina, por ejemplo, un anélogo de péptido de conotoxina PEGilado,
0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o una composicién farmacéutica, como se dan a
conocer en este documento, se puede administrar todo a la vez, o mdultiples veces en intervalos de tiempo.
Se entiende que la dosificacién precisa y la duracion del tratamiento pueden variar con la edad, el peso y
el estado del paciente que se esté tratando, y se pueden determinar empiricamente a través del uso de los
protocolos de ensayo conocidos o por medio de una extrapolacion a partir delos datos de prueba o de
diagndstico in vivo o in vitro. Se entiende ademas que para cualquier individuo en particular, los regimenes
de dosificacién especificos se pueden ajustar a través del tiempo de acuerdo con la necesidad individual y
el juicio profesional de la persona que administre o supervise la administracion de las formulaciones.

5.7. Pacientes

El paciente al que se hace referencia en esta divulgacion, puede ser, pero no se limita a, un
vertebrado humano o no humano, tal como un animal salvaje, doméstico o de granja. En una modalidad
especifica, el paciente es un mamifero, por ejemplo, un ser humano, una vaca, un perro, un gato, una
cabra, un caballo, una oveja, un cerdo, un conejo, una rata, o un ratén. En una modalidad preferida, el
paciente es un paciente humano.

En una modalidad especifica, el paciente humano es un adulto (de por lo menos 16 afios de edad).
En otra modalidad especifica, el paciente humano es un adolescente (de 12 a 15 afios de edad). En otra

modalidad especifica, el paciente es un nifio (menor de 12 afios de edad).
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5.8. Métodos de preparacidon de analogos de péptidos de conotoxina

Esta divulgacién proporciona los métodos para la preparacion de los analogos de péptidos de
conotoxina, en donde los analogos de péptidos de conotoxina intermediarios (antes de la formacion del
puente de triazol) se someten a las condiciones de formacién de triazol para formar los analogos de
péptidos de conotoxina de la invencion.

5.8.1. Anélogos de péptidos de conotoxina intermediarios

Esta divulgacién proporciona las sintesis de los analogos de péptidos de conotoxina intermediarios
para la sintesis de los analogos de péptidos de conotoxina con un puente de triazol. Un analogo de péptido
de conotoxina intermediario, por ejemplo, se puede sintetizar a través del uso de la sintesis de péptidos en
fase sélida. Cuando se lleva a cabo la sintesis de péptidos en fase sdlida, se pueden introducir en el péptido
(por ejemplo, un péptido de conotoxina de RglA) los amino4cidos necesarios con los grupos de reaccion
apropiados (por ejemplo, un grupo azida o un grupo acetileno) para la formaciéon de un puente de triazol.
Los aminoacidos necesarios se pueden introducir en las posiciones 3 y 12 del analogo de péptido de
conotoxina de RglA.

En una de las posiciones 3 y 12 se introduce un residuo de aminoacido que lleva un grupo acetileno
(por ejemplo, (S)-propargil glicina, (S)-homopropargil glicina, o (S)-bishomopropargil glicina), y en la otra
posicion se introduce un aminoacido que lleva un grupo azida (por ejemplo, (S)-azidoalanina, (S)-
azidohomoalanina, (S)-azidonorvalina), por medio de lo cual el grupo acetileno y el grupo azida que estan
dentro del mismo péptido de conotoxina intermediario pueden formar un anillo de triazol cuando el péptido
de conotoxina intermediario se somete a las condiciones de formacion de triazol, con lo que se forma de
este modo un puente de triazol en el analogo de péptido de conotoxina resultante.

En una modalidad especifica, los aminoacidos necesarios para la formacién del puente de triazol se
seleccionan, por ejemplo, a partir del grupo de (S)-propargil glicina, (S)-azidoalanina, (S)-homopropargil
glicina, (S)-azidohomoalanina, (S)-azidonorvalina, y (S)-bishomopropargil glicina.

En otro aspecto, en el presente documento se proporciona un analogo de péptido de conotoxina
intermediario o una sal del mismo, en donde la secuencia de aminoacidos del andlogo de péptido de
conotoxina es

Gly-Cys-Xaa3-Thr-Asp-Pro-Arg-Cys-Xaa®-Trp-GIn-Xaal?-X (SEQ ID NO: 106),

en donde

Xan® se selecciona a partir del grupo que consiste en (S)-propargil glicina, (S)-azidoalanina, (S)-
homopropargil glicina, (S)-azidohomoalanina, (S)-azidonorvalina y (S)-bishomopropargil glicina;

Xaa® es citruling;

Xaal?2 se selecciona a partir del grupo que consiste en (S)-azidohomoalanina, (S)-homopropargil
glicina, (S)-azidonorvalina, y (S)-bishomopropargil glicina;

en donde cuando Xaa® se selecciona a partir del grupo que consiste en (S)-propargil glicina, (S)-
homopropargil glicina, y (S)-bishomopropargil glicina, Xas? es (S)-azidohomoalanina o (S)-azidonorvalina;
y cuando Xaa2 se selecciona a partir del grupo que consiste en (S)-azidoalanina, (S)-azidohomoalanina, y

(S)-azidonorvalina, Xaa'? es (S)-homopropargil glicina o (S)-bishomopropargil glicina;
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X es Xaal 0 XaalXaa?; en donde Xaal es Tyr, Phe, Trp, 0 un isémero D de Tyr, Phe o Trp, y Xaa? es N-
Me-Gly, D-Tyr, o N-Me-Tyr; y

en donde el término C del analogo de péptido de conotoxina intermediario es un acido carboxilico o
un grupo amida.

En una modalidad especifica, Xaa® es (S)-propargil glicina o (S)-azidoalanina. En una modalidad
especifica, en donde Xaa!? es (S)-azidonorvalina o (S)-bishomopropargil glicina. En una modalidad
especifica, Xaa® es (S)-propargil glicina y Xaa'? es (S)-azidonorvalina. En una modalidad especifica, Xaa® es
(S)-homopropargil glicina y Xaa'? es (S)-azidonorvalina. En una modalidad especifica, Xaa® es (S)-
homopropargil glicina y Xaa'? es (S)-azidohomoalanina. En una modalidad especifica, Xaa® es (S)-
azidohomoalanina y Xaa!? es (S)-homopropargil glicina. En una modalidad especifica, Xaa® es (S)-
azidohomoalanina y Xaa!? es (S)-homopropargil glicina.

En una modalidad especifica, X es Xaal. En una modalidad especifica, X es Xaal Xaa?.

En una modalidad especifica, Xaal es Tyr, Phe, Trp, o un isémero D de Tyr, Phe o Trp. En una
modalidad especifica, Xaal es Tyr, Phe o Trp. En una modalidad especifica, Xaal es Tyr, D-Tyr o Phe. En
una modalidad especifica, Xaa! es Tyr o D-Tyr. En una modalidad especifica, Xaa® es Tyr o Phe. En una
modalidad especifica, Xaa! es D-Tyr o Phe. En una modalidad especifica, Xaa! es Phe. En una modalidad
especifica, Xaa! es D-Phe. En una modalidad especifica, Xaa® es Trp. En una modalidad especifica, Xaa!
es D-Trp. En una modalidad especifica, Xaal es D-Tyr. En una modalidad preferida, Xaal es Tyr.

En una modalidad especifica, Xaa? es N-Me-Gly, D-Tyr, o N-Me-Tyr. En una modalidad especifica,
Xaa? es N-Me-Gly o D-Tyr. En una modalidad especifica, Xaa?2 es D-Tyr o N-Me-Tyr. En una modalidad
especifica, Xaa?2 es N-Me-Gly o N-Me-Tyr. En una modalidad especifica, Xas? es N-Me-Gly. En una
modalidad especifica, Xaa2 es N-Me-Tyr. En una modalidad especifica, Xaa2 es D-Tyr. En una modalidad
especifica, Xaa2 esta opcionalmente presente. En una modalidad especifica, Xaa? esta presente. En una
modalidad especifica, Xaa? esta ausente.

En una modalidad especifica, X se selecciona a partir del grupo que consiste en Tyr, Phe, D-Tyr,
(Tyn-(D-Tyr), (Tyr)-(N-Me-Gly), (Tyr)-(N-Me-Tyr), N-Me-Tyr, D-Arg, N-Me-D-Tyr, beta-Tyr, y N-Me-Arg. En
una modalidad especifica, X se selecciona a partir del grupo que consiste en Tyr, Phe, D-Tyr, (Tyr)-(D-Tyr),
(Tyn)-(N-Me-Gly), y (Tyr)-(N-Me-Tyr). En una modalidad especifica, X se selecciona a partir del grupo que
consiste en Tyr, Phe, y D-Tyr. En una modalidad especifica, X se selecciona a partir del grupo que consiste
en (Tyr)-(D-Tyr), (Tyr)-(N-Me-Gly), y (Tyr)-(N-Me-Tyr). En una modalidad especifica, X se selecciona a
partir del grupo que consiste en N-Me-Tyr, D-Arg, N-Me-D-Tyr, beta-Tyr, y N-Me-Arg. En una modalidad
especifica, X es Tyr. En una modalidad especifica, X es Phe. En una modalidad especifica, X es D-Tyr. En
una modalidad especifica, X es (Tyr) - (D-Tyr). En una modalidad especifica, X es (Tyr) - (N-Me-Gly). En
una modalidad especifica, X es (Tyr) - (N-Me-Tyr). En una modalidad especifica, X es N-Me-Tyr. En una
modalidad especifica, X es D-Arg. En una modalidad especifica, X es N-Me-D-Tyr. En una modalidad
especifica, X es beta-Tyr. En una modalidad especifica, X es N-Me-Arg.

En una modalidad especifica, el término C del anédlogo de péptido de conotoxina es un acido

carboxilico o un grupo amida. En una modalidad preferida, el término C del analogo de péptido de
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conotoxina es OH. En una modalidad especifica, el término C del analogo de péptido de conotoxina es
NHo.

En las modalidades especificas, Xaa® es (S)-propargil glicina, Xaa!? es (S)-azidonorvalina, X es Tyr.
En una modalidad, el término C del analogo de péptido de conotoxina es un grupo de acido carboxilico. En
otra modalidad, el término C del analogo de péptido de conotoxina es un grupo amida.

En una modalidad especifica, Xaa® es (S)-homopropargil glicina, Xaa!? es (S)-azidonorvalina, X es
Tyr; y en donde el término C del analogo de péptido de conotoxina es un grupo de acido carboxilico.

En las modalidades especificas, Xaa® es (S)-homopropargil glicina, Xaa!? es (S)-azidohomoalanina,
X es Tyr; y en donde el término C del analogo de péptido de conotoxina es un grupo de acido carboxilico.

En las modalidades especificas, Xaa® es (S)-azidohomoalanina, Xaal? es (S)-homopropargil glicina,
X es Tyr; y en donde el término C del analogo de péptido de conotoxina es un grupo de acido carboxilico.

En las modalidades especificas, Xaa® es (S)-azidoalanina, Xaa'? es (S)-bishomopropargil glicina, X
es Tyr; y en donde el término C del anélogo de péptido de conotoxina es un grupo de acido carboxilico.

En las modalidades especificas, Xaa® es (S)-propargil glicina, Xaa'? es (S)-azidonorvalina, X es Phe;
y en donde el término C del analogo de péptido de conotoxina es un grupo de acido carboxilico.

En las modalidades especificas, Xaa® es (S)-propargil glicina, Xaa'? es (S)-azidonorvalina, X es D-
Tyr; y en donde el término C del analogo de péptido de conotoxina es un grupo de acido carboxilico.

En las modalidades especificas, Xaa® es (S)-propargil glicina, Xaa!? es (S)-azidonorvalina, X es Tyr-
N-Me-Gly; y en donde el término C del andlogo de péptido de conotoxina es un grupo de &cido carboxilico.

En las modalidades especificas, Xaa® es (S)-propargil glicina, Xaa!? es (S)-azidonorvalina, X es Tyr-
D-Tyr; y en donde el término C del analogo de péptido de conotoxina es un grupo de acido carboxilico.

En las modalidades especificas, Xaa® es (S)-propargil glicina, Xaa'? es (S)-azidonorvalina, X es Tyr-
N-Me-Tyr; y en donde el término C del analogo de péptido de conotoxina es un grupo de acido carboxilico.

En otro aspecto, en el presente documento se proporciona un analogo de péptido de conotoxina
intermediario o una sal del mismo, en donde la secuencia de aminoacidos del analogo de péptido de
conotoxina es

Gly-Cys-Xaa3-Thr-Asp-Pro-Arg-Cys-Xaa%-Xaal0-GIn-Xaa?-Tyr (SEQ ID NO: 107),

en donde

Xaa 2 es (S)-propargil glicina;

Xaa® es citruling;

Xaa 10 es 3-yodo-Tyr;

Xaa1? es (S)-azidonorvalina;

en donde el término C del analogo de péptido de conotoxina intermediario es un acido carboxilico o
un grupo amida.

En una modalidad especifica, el término C del andlogo de péptido de conotoxina intermediario es un
grupo de acido carboxilico.

En una modalidad especifica, el término C del analogo de péptido de conotoxina intermediario es un

grupo amida.
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5.8.2. Formacioén de puente de triazol

Después de la sintesis de un péptido de conotoxina intermediario con los grupos necesarios para la
formacién de un puente de triazol en las posiciones 3y 12 (que llevan un grupo acetileno y un grupo azida,
respectivamente), el grupo acetileno y el grupo azida reaccionan bajo las condiciones de formacién de
triazol para proporcionar un triazol, con lo que se forma de este modo un puente de triazol en el analogo
de péptido de conotoxina resultante.

En una modalidad especifica, en el presente documento se proporciona un método para la
elaboracién de un anéalogo de péptido de conotoxina de la formula (I) (SEQ ID NO: 93) o de una sal

farmacéuticamente aceptable del mismo,

puente de triazol

on  NH
b0 o L0
N\)I\N N N\)J\N/CZH X
: : T Ne T
(0] \n/OH e} 0 < 0 < le}
J R R |
NH NH 07 “NH
HN” “NH, O)\NHz 0

en donde

X es Xaal 0 XaalXaa?; en donde Xaal es Tyr, Phe, Trp, o un isémero D de Tyr, Phe o Trp, y Xaa? es N-
Me-Gly, D-Tyr, o N-Me-Tyr; y

en donde el término C del andlogo de péptido de conotoxina de la formula (1) es un &cido carboxilico
0 un grupo amida;

los cuales comprenden someter a un anélogo de péptido de conotoxina intermediario o a una sal del
mismo a condiciones de formacién de triazol, en donde la secuencia de aminoacidos del analogo de péptido
de conotoxina intermediario es Gly-Cys-Xaa3-Thr-Asp-Pro-Arg-Cys-Xaa®-Trp-GIn-Xaa?-X (SEQ ID NO: 106),

en donde

Xaa® se selecciona a partir del grupo que consiste en (S)-propargil glicina, (S)-azidoalanina, (S)-
homopropargil glicina, (S)-azidohomoalanina, (S)-azidonorvalina y (S)-bishomopropargil glicina;

Xan® es citrulina;

Xaal?2 se selecciona a partir del grupo que consiste en (S)-azidohomoalanina, (S)-homopropargil
glicina, (S)-azidonorvalina, y (S)-bishomopropargil glicina;

en donde, cuando Xaa3 se selecciona a partir del grupo que consiste en (S)-propargil glicina, (S)-
homopropargil glicina, y (S)-bishomopropargil glicina, Xaa!? es (S)-azidohomoalanina o (S)-azidonorvalina;
y cuando Xaa2 se selecciona a partir del grupo que consiste en (S)-azidoalanina, (S)-azidohomoalanina, y
(S)-azidonorvalina, Xaa'? es (S)-homopropargil glicina o (S)-bishomopropargil glicina;

X es como se define anteriormente para el analogo de péptido de conotoxina de la formula (1); y

en donde el término C del analogo de péptido de conotoxina intermediario es como se define
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anteriormente para el analogo de péptido de conotoxina de la formula (1); y

en donde, bajo dichas condiciones de formacién de triazol Xaa® reacciona con Xaa!? para formar el
puente de triazol en el andlogo de péptido de conotoxina de la férmula (1).

En aun otro aspecto, en el presente documento se proporciona un método para la elaboracion de un
analogo de péptido de conotoxina de la férmula (Ib) (SEQ ID NO: 104) o de una sal farmacéuticamente

aceptable del mismo,

VAT TR NIV
D i i Ju. L

HN NH, o NH,

aw

= (Ib)

en donde el término C del analogo de péptido de conotoxina de la férmula (Ib) es un acido carboxilico
0 un grupo amida,

los cuales comprenden someter a un anélogo de péptido de conotoxina intermediario o a una sal del
mismo a condiciones de formacidn de triazol, en donde la secuencia de aminoacidos del analogo de péptido
de conotoxina intermediario es Gly-Cys-Xaa3-Thr-Asp-Pro-Arg-Cys-Xaa%-Xaal0-GIn-Xaa2-Tyr (SEQ ID NO:
107),

en donde

Xaa 3 es (S)-propargil glicina;

Xan® es citrulina;

Xaa 10 es 3-yodo-Tyr;

Xaa 1?2 es (S)-azidonorvalina; y

en donde el término C del analogo de péptido de conotoxina intermediario es como se define
anteriormente para el analogo de péptido de conotoxina de la férmula (Ib); y

en donde, bajo dichas condiciones de formacion de triazol, Xaa® reacciona con Xaa'? para formar un
puente de triazol como se representa en el analogo de péptido de conotoxina de la férmula (Ib).

En una modalidad especifica, las condiciones de formacion de triazol son las condiciones para la
“Quimica Clic” (es decir, la cicloadicién 1, 3-dipolar de azidas y alquinos terminales) que se describe en
Hein et al. Pharm. Res. 2008, 25 (10): 2216-2230. En una modalidad especifica, las condiciones de
formacién de triazol incluyen la presencia de un catalizador de cobre. En una modalidad especifica, las
condiciones de formacidn de triazol incluyen la presencia de un catalizador de cobre y un reactivo reductor.
En una modalidad, el catalizador de cobre es una sal de Cu (ll). En una modalidad, el catalizador de cobre

es CuSOa. En una modalidad, el reactivo reductor es L-acido ascérbico. En otra modalidad, el reactivo
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reductor es ascorbato de sodio. En una modalidad, las condiciones de formacién de triazol incluyen la
presencia de un catalizador de rutenio. En una modalidad, el catalizador de rutenio es Cp * RuCl (PPhs).
En algunas modalidades, las condiciones de formacién de triazol son las condiciones libres de catalizador.

En una modalidad especifica, una sal del analogo de péptido de conotoxina de la férmula (1) o (Ib)
se puede someter a los pasos de intercambio de sal para dar una sal farmacéuticamente aceptable. En
una modalidad, por ejemplo, una sal de TFA de un analogo de péptido de conotoxina de la férmula (1)
reacciona con una base en una solucién acuosa (pH de 7.0 a 8.0) y luego reacciona con un acido apropiado
para dar una sal farmacéuticamente aceptable del analogo de péptido de conotoxina de la féormula (). En
una modalidad, la base es NH4 HCOs (ac.). En una modalidad, después de la reaccion con una base en
una solucién acuosa, el analogo de péptido de conotoxina reacciona con acido acético para dar una sal de
acetato del analogo de péptido de conotoxina.

5.8.3. PEGilacién

Los anélogos de péptidos de conotoxina sintetizados ademas se pueden conjugar de una forma
covalente con uno o mas polimeros de polietilen glicol (PEG). Los analogos de péptidos de conotoxina, por
ejemplo, se pueden unir directamente o por medio de un grupo de enlace a uno 0 mas polimeros de PEG.

En una modalidad especifica, en el presente documento se proporciona un método para la
elaboracién de un analogo de péptido de conotoxina PEGilado o de una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, el cual comprende poner en contacto, bajo condiciones de reaccién, un analogo de péptido de
conotoxina o una sal del mismo, con uno o mas polimeros reactivos de polietilen glicol (PEG) con el fin de
formar un analogo de péptido de conotoxina PEGilado, en donde los polimeros reactivos de PEG
comprenden cada uno un grupo reactivo enlazado de una forma covalente, opcionalmente a través de un
grupo de enlace, a un polimero de PEG, y en donde cada grupo reactivo reacciona bajo las condiciones de
reaccioén para formar un enlace covalente con el analogo de péptido de conotoxina por medio de lo cual el
analogo de péptido de conotoxina se une directamente o por medio de un grupo de enlace a los uno o mas
polimeros de PEG. En una modalidad, el analogo de péptido de conotoxina es el analogo de péptido de
conotoxina de la formula (1) (SEQ ID NO: 93):

puente de triazol

en donde

X es Xaa! 0 XaalXan?; en donde Xaal es Tyr, Phe, Trp, o un isdmero D de Tyr, Phe o Trp, y Xaa? es N-
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Me-Gly, D-Tyr, o N-Me-Tyr;

en donde el término C del analogo de péptido de conotoxina es un acido carboxilico o un grupo
amida; y

en donde el analogo de péptido de conotoxina se une de una forma covalente directamente o por
medio de un grupo de enlace a uno o mas polimeros de polietilen glicol (PEG).

En una modalidad especifica, en el presente documento se proporciona un método para la
elaboracién de un analogo de péptido de conotoxina PEGilado o de una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, el cual comprende poner en contacto, bajo condiciones de reaccién, un analogo de péptido de
conotoxina o una sal del mismo, con uno o mas polimeros reactivos de polietilen glicol (PEG) con el fin de
formar un analogo de péptido de conotoxina PEGilado, en donde los polimeros reactivos de PEG
comprenden cada uno un grupo reactivo enlazado de una forma covalente, opcionalmente a través de un
grupo de enlace, a un polimero de PEG, y en donde cada grupo reactivo reacciona bajo las condiciones de
reaccion para formar un enlace covalente con el analogo de péptido de conotoxina por medio de lo cual el
analogo de péptido de conotoxina se une de una forma covalente directamente o por medio de un grupo
de enlace a los uno o0 mas polimeros de PEG,

en donde el analogo de péptido de conotoxina es el analogo de péptido de conotoxina de la férmula
(Ib) (SEQ ID NO: 104):

wwﬁﬂ%ﬁ%ﬂﬁ éﬁ

WL

NH NH 07 "NH,

HN? NH, 07 "NH,

\
W
W
W
W

e (Ib),
en donde R? es OH o NHa.

En una modalidad especifica, en el presente documento se proporciona un método para la
elaboracién de un analogo de péptido de conotoxina PEGilado o de una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, el cual comprende poner en contacto, bajo condiciones de reaccién, un analogo de péptido de
conotoxina o una sal del mismo, con uno o mas polimeros reactivos de polietilen glicol (PEG) con el fin de
formar un analogo de péptido de conotoxina PEGilado, en donde los polimeros reactivos de PEG
comprenden cada uno un grupo reactivo enlazado de una forma covalente, opcionalmente a través de un
grupo de enlace, a un polimero de PEG, y en donde cada grupo reactivo reacciona bajo las condiciones de
reaccion para formar un enlace covalente con el analogo de péptido de conotoxina por medio de lo cual el
anélogo de péptido de conotoxina se une de una forma covalente directamente o por medio de un grupo

de enlace a los uno 0 mas polimeros de PEG,
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en donde la secuencia de aminoacidos del analogo de péptido de conotoxina es Gly-Cys-Xaa2 Thr-
Asp-Pro-Arg-Cys-Xaa® Trp-Gln-Xaa'? -X (SEQ ID NO: 106),

en donde

Xaa® se selecciona a partir del grupo que consiste en (S)-propargil glicina, (S)-azidoalanina, (S)-
homopropargil glicina, (S)-azidohomoalanina, (S)-azidonorvalina y (S)-bishomopropargil glicina;

Xan® es citrulina;

Xaa'? se selecciona a partir del grupo que consiste en (S)-azidohomoalanina, (S)-homopropargil
glicina, (S)-azidonorvalina, y (S)-bishomopropargil glicina;

en donde, cuando Xaa® se selecciona a partir del grupo que consiste en (S)-propargil glicina, (S)-
homopropargil glicina, y (S)-bishomopropargil glicina, Xaa!? es (S)-azidohomoalanina o (S)-azidonorvalina;
y cuando Xaa® se selecciona a partir del grupo que consiste en (S)-azidoalanina, (S)-azidohomoalanina, y
(S)-azidonorvalina, Xaa®? es (S)-homopropargil glicina o (S)-bishomopropargil glicina;

X es Xaal 0 XaalXaa?; en donde Xaal es Tyr, Phe, Trp, 0 un isémero D de Tyr, Phe o Trp, y Xaa? es N-
Me-Gly, D-Tyr, o N-Me-Tyr; y

en donde el término C del analogo de péptido de conotoxina es un acido carboxilico o un grupo
amida.

En aun otro aspecto, en el presente documento se proporciona un método para la elaboracién de un
analogo de péptido de conotoxina PEGilado o de una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, el cual
comprende poner en contacto, en condiciones de reaccién, un analogo de péptido de conotoxina o una sal
del mismo, con uno o mas polimeros reactivos de polietilen glicol (PEG) con el fin de formar un anélogo de
péptido de conotoxina PEGilado, en donde los polimeros reactivos de PEG comprenden cada uno un grupo
reactivo enlazado de una forma covalente, opcionalmente a través de un grupo de enlace, a un polimero
de PEG, y en donde cada grupo reactivo reacciona bajo las condiciones de reaccién para formar un enlace
covalente con el analogo de péptido de conotoxina por medio de lo cual el analogo de péptido de conotoxina
se une de una forma covalente directamente o por medio de un grupo de enlace a los uno o0 mas polimeros
de PEG,

en donde la secuencia de aminoacidos del analogo de péptido de conotoxina es Gly-Cys-Xaa2 Thr-
Asp-Pro-Arg-Cys-Xaa®-Xaat0-GIn-Xaa2-Tyr (SEQ ID NO: 107),

en donde

Xaa® es (S)-propargil glicina;

Xaa® es citruling;

Xaa 10 es 3-yodo-Tyr;

Xaa1? es (S)-azidonorvalina;

en donde el término C del analogo de péptido de conotoxina es un acido carboxilico o un grupo
amida.

En una modalidad especifica, las condiciones de reaccion son las condiciones de PEGilacion

convencionales. En una modalidad, las condiciones de reaccién son las condiciones de formacién de amida



10

15

20

25

30

35

62

convencionales. Ciertas condiciones de formacién de amida convencionales se describen en Valeur y
Bradley, Chemical Society Reviews, 2009, 38: 606-631. En una modalidad, las condiciones de formacion
de amida incluyen la presencia de un reactivo de acoplamiento tal como diciclohexilcarbodiimida (DCC), 1-
hidroxi-1H-benzotriazol (HOBt), 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC), o hexafluorofosfato de
3-06xido de 1-[bis(dimetilamino)metileno]-1H-1, 2, 3-triazolo[4, 5-b]piridinio (HATU). En otra modalidad, las
condiciones de reaccion son las condiciones de formacion de amina convencionales. En una modalidad,

las condiciones de formacion de amina son las condiciones de aminacion reductora.

6. Ejemplos
Los siguientes ejemplos no limitantes dan a conocer las preparaciones y los ensayos de los analogos

de péptidos de conotoxina de RgIA y de los analogos de péptidos de conotoxina PEGilados de RglA.

Se debe entender que los siguientes ejemplos son ilustrativos y no limitantes.

6.1. Ejemplo 1. Mezcla en disulfuro de los analogos de péptidos de conotoxina de RglA
CSP-4-OH y CSP-4-NH2

Los andlogos de péptidos de conotoxina de RgIA CSP-4-OH y CSP-4-NH2 tienen una secuencia de
aminoacidos de Gly-Cys-Cys-Thr-Asp-Pro-Arg-Cys-(Cit)-(3-yodo-Tyr) GIn-Cys-Tyr; en donde CSP-4-OH
(SEQ ID NO: 4) tiene un grupo de acido carboxilico en el término C, y CSP-4-NH2 tiene un grupo amida en
el término C. CSP-4-desTyr-OH tiene una secuencia de aminoacidos de Gly-Cys-Cys-Thr-Asp-Pro-Arg-
Cys-(Cit)-(3-yodo-Tyr) -GIn-Cys (SEQ ID NO: 5), con un acido carboxilico en el término C.

Cuando se incubaron en plasma y suero humano y de rata, se encontré que los analogos de péptidos
de conotoxina CSP-4-OH y CSP-4-NH2 eran susceptibles a la mezcla en disulfuro. Esta reordenacién de
disulfuro dio como resultado la formacion de isémeros de los derivados de RgIA que perdieron su actividad
en el nAChR a9a10.

La conformacion activa de CSP-4-NH2 consiste en dos enlaces de disulfuro, uno entre Cys2 y Cys8,
y un segundo enlace entre Cys3 y Cys12. La forma “nativa” de Cys2-8, Cys3-12 del CSP-4-NH2 esta activa
tanto en el NAChR a9a10 humano como en el de la rata. Después de la exposicién al suero o plasma
humano y de rata, una porcion significativa de la forma nativa del CSP-4-NH2 experimentd una
isomerizacion en una forma de “cinta”, que contenia enlaces de disulfuro alternativos de Cys2-Cys12 y
Cys3-Cys8 y una forma de “esfera” que contenia enlaces de disulfuro alternativos de Cys2-Cys3 y Cys8-
Cysl2.

En las muestras de plasma y suero, el CSP-4-NH2 se isomeriz6 principalmente entre las formas
nativas y de cinta, con muy poca formacién de esferas (figuras 1A y 1B). Ni la forma de cinta ni de esfera
fueron activas en el NAChR a9a10 humano o de rata, lo que sugiere que la mezcla en disulfuro contribuye
a una reduccion en la potencia de la molécula. Ademas, la presencia de una amida C-terminal en el CSP-
4-NH2 no redujo la isomerizacién con respecto a un &cido carboxilico C-terminal en el CSP-4-OH. Por
ultimo, la isomerizacion con disulfuro también se presenté in vivo después de la inyeccion intravenosa y

subcutanea de una dosis de 1 mg por kg del compuesto 6 a las ratas Sprague Dawley. En 1 h después de
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la inyeccion, solo del 40 % al 50 % del péptido recuperado de la sangre se mantuvo en la forma nativa de
acuerdo con el analisis de HPLC-MS/MS, lo que indica que la isomerizacién con disulfuro se produce in
vivo de una forma similar a las observaciones in vitro.

La mezcla en disulfuro de los analogos de péptidos de conotoxina CSP-4-OH y CSP-4-NH2 se
demostré por medio de la incubacién de los péptidos en una concentracion final de 0.1 a 0.5 mg por mL en
el suero o el plasma de la rata Sprague Dawley y de humano in vitro a 37 °C hasta 24 h. Las muestras de
plasma se trataron con anticoagulantes, los cuales incluyeron citrato, K2 EDTA y heparina. Las muestras
de las incubaciones fueron retiradas en varios puntos del tiempo y para cada punto del tiempo, los isomeros
de péptidos resultantes se extrajeron a partir de la matriz por medio de la precipitacion de proteinas (3
volimenes de metanol) seguida de una centrifugacion de la muestra precipitada a 10,000 xg a través de
un filtro centrifugo Millipore Ultrafree-MC GV. La muestra clarificada resultante se recupero, y se inyectaron
5 pL en una Agilent 1260 Infinity HPLC equipada con una columna Phenomenex Aeris C-18 (2.1 x 150 mm,
3.6 ym). Los péptidos se separaron por medio de una elucién en gradiente a 0.3 mL por min con el 0 % al
50 % de B durante 45 min; fase mavil A (19: 1: 0.01 H20/CHsz CN/TFA), y fase movil B (CHs CN con TFA al
0.05 %). En estas condiciones, el tiempo de retencién relativo de los diversos isémeros de CSP-4-NH2 fue
el siguiente: cinta < esfera < nativo (figura 1B).

El tratamiento del CSP-4-NH2 (40 ug por mL) con una mezcla de 1. 1 de glutationa oxidada y
glutationa reducida (10 mM de cada una) durante 1 h, seguido del tratamiento (apagado) con acido férmico
al 8 %, dio como resultado la formacién del isémero de cinta con la misma masa y tiempo de retencién en
cromatografia que el producto observado en el suero o plasma, lo que indica que la isomerizacién en
disulfuro medi6 la inestabilidad del péptido en las matrices bioldgicas (figura 1D). La reduccién de glutationa
dio como resultado una mezcla de la forma nativa y de cinta.

Después de la resolucion, la recoleccion y la liofilizacion de cada pico de HPLC como anteriormente,
se determiné la identidad de cada isomero de CSP-4-OH y CSP-4-NH2 a través del uso del andlisis de LC-
MS en un Orbitrap Elite (figura 1C). Las alicuotas de la muestra no reducida se diluyeron a 1: 100 en agua:
acetonitrilo: &cido formico (98: 2: 0.1 %) hasta una concentracién estimada de 1.2 a 1.5 pmol por pL. Se
hizo una inyeccion de 10 pL por medio de un sistema Easy-nLC Il HPLC (Thermo Scientific) en una nano-
columna de silice fusionada de 75 um de diametro interno, PicoTipMR de 25 cm de largo (New Objective)
acoplada a una trampa de 2 cm de largo y 100 um de diametro interno, IntegraFritVR (New Objective). La
columna y la trampa se configuraron en una configuracion de ventilacion (Licklider, et al., Analytical
Chemistry, 2002, 74, 3076-3082), con la columna empaguetada con un medio de fase inversa Magic C18
AQ de un tamafio de 5 um (tamarfio de poros de 100 A, Michrom Bioresources, Auburn, CA) y la trampa
empaquetada con el mismo material (tamafio de poros de 200 A, Michrom). Las muestras se resolvieron
en la columna a través del uso de un gradiente consistente en la fase movil A [agua de grado ultrapura/
acido férmico (0.1 % en volumen)] y la fase mévil B [acetonitrilo/ &cido férmico (0.1 % en volumen)] a una
velocidad de flujo de 400 nL por min de acuerdo con lo siguiente: a partir del 95 % de “A” y el 5 % de “B”,
de 0 a 2 minutos en donde la fase movil “B” se aumenta gradualmente desde el 5 % hasta el 7 %, seguido

por un aumento desde el 7 % de “B” hasta el 35 % de “B” durante 60 minutos, seguido por un aumento
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desde el 35 % de “B” hasta el 50 % de “B” durante 2 minutos, en donde la “B” se mantiene durante 1 minuto,
seguido por un aumento desde el 50 % de “B” hasta el 90 % de “B” durante 5 minutos y se mantuvo durante
8 minutos, y por ultimo seguido de un periodo en donde la “B” se disminuye de regreso hasta el 5 % durante
1 minuto para la re-equilibracién hasta las condiciones de partida. El espectrometro de masas se hizo
funcionar en el modo dependiente de los datos a través de la gama de 400 a 1800 m/z. Para cada ciclo del
instrumento, los 3 primeros iones mas abundantes se seleccionaron a partir de una exploracion precursora
(con la resolucidn del orbitrap ajustada a 120 k en el modo de perfil). Los datos de MS/MS se recolectaron
en el modo centroide a través del uso de los mismos ajustes que se enlistan anteriormente, con la excepcién
de que la anchura del aislamiento se fij6 a 2.0 m/z. La configuracién de exclusion dindmica utilizada fue
como sigue: cuenta de repeticion de 1, una duracion de cuenta de 15 segundos, un tamafo de lista de
exclusién de 500 y una duracion de exclusion de 30 segundos. Los isémeros nativos y de cinta tuvieron la
misma proporcién de la masa a la carga como se determiné a través del uso de la espectrometria de masas,
lo que indica que los dos picos de HPLC tienen la misma identidad (figura 1C).

Se encontré que el isémero de cinta aislado CSP-4-NH2 no tenia ninguna actividad de bloqueo sobre
el nAChR a9a10 humano. EI CSP-4-NH2 se incubd en suero humano durante una hora como se ha descrito
anteriormente, seguido de la HPLC de preparacion y la recoleccién del pico correspondiente al isémero de
cinta. El isbmero de cinta también se sintetiz6 quimicamente con la conectividad de disulfuro de Cys2-
Cys12 y Cys3-Cys8. El isémero de cinta quimicamente sintetizado y el isémero aislado en seguida de la
incubacion en el suero humano se ensayaron para determinar su actividad en el NAChR a9a10 humano a
través del uso de la electrofisiologia de sujecién de voltaje de dos electrodos.

Se midio la capacidad de cada analogo para bloquear las corrientes de nAChR a9a10 inducido por
la acetilcolina en los ovocitos de Xenopus. Como se muestra en la tabla 1, el CSP-4-NH2 nativo en una
concentracion de 100 nM bloque6 > 99 % de las corrientes evocadas por ACh, mientras que tanto los
isbmeros de cinta quimicamente sintetizados como los derivados del suero del CSP-4-NH2 fueron inactivos
en concentraciones de 0.1 a 10 yM. Como se muestra en las figuras 1A y 1B, en las muestras de plasma
y suero, el analogo de péptido de conotoxina CSP-4-NH2 se isomeriz6 entre las formas nativas y de cinta,
con muy poca formacion de esferas.

La actividad reducida de la forma de cinta sobre el nAChR a9a10 humano o de rata sugirio que la
mezcla con disulfuro contribuye a una reduccién en la potencia de la molécula. Ademas, la presencia de
una amida C-terminal en el CSP-4-NH2 no redujo la isomerizacion con respecto a un &cido carboxilico C-
terminal en el CSP-4-OH. Por ultimo, la isomerizacion con disulfuro también se presento in vivo después
de la inyeccion intravenosa y subcutanea de una dosis de 1 mg por kg del CSP-4-OH a las ratas Sprague
Dawley. En 1 h después de la inyeccidn, sé6lo del 40 % al 50 % del péptido recuperado de la sangre se
mantuvo en la forma nativa de acuerdo con el analisis de HPLC-MS/MS, lo que indica que la isomerizacién

con disulfuro se produce in vivo de una forma similar a las observaciones in vitro.
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Tabla 1: Actividad de is6meros nativos y de cinta del CSP-4-NH2 sobre el nAChR a9a10 humano
expresada en ovocitos de Xenopus (Porcentaje de corriente inducida por acetilcolina 100 uM restante

en la presencia del compuesto en comparacion con la respuesta de control en ausencia del compuesto)

nAChR a9a10 humanos

NUmero de ovocitos

Compuesto (uM) 1 2 3 4 Promedio + SEM

CSP-4-NH2 nativo 0.1 pM 0.4 0.21 0.59 04+0.11

CSP-4-NH2 de cinta sintético

112.25 102.48 107.4+4.9
0.1 uM
CSP-4-NH2 de cinta sintético
95 102.48 84.56 105.07 96.8 + 4.6
10 uM
CSP-4-NH2 de cinta aislado
130.35 98.77 101.21 110.1 +10.1

del suero 1 uM

6.2. Ejemplo 1: Preparacién de analogos de péptidos de conotoxina
Ejemplo 1.1 Andlogo de péptido de conotoxina la (L-tirosina, glicil-L-cisteinil-L-alanil-L-

treonil-L-a-aspartil-L-prolil-L-arginil-L-cisteinil-N5-(aminocarbonil)-L-ornitil-L-triptofil-L-glutaminil-L-norvalil-
ciclico (2 — 8) -disulfuro-ciclico 33, 125- (1H-1, 2, 3-triazol-4, 1-diilo)) (SEQ ID NO: 6):

SYATE Y
AR

HN NH, o NH,

aw

w

<N (1a).
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Resina de 2-clorotritilo cargada con FMOC-Tyr (OtBu)-OH (1): Se afiadié una resina de cloruro
de 2-clorotritilo (MFCD00040399, 15.0 g, 18 mmol) a un recipiente de reaccion y se lavé con CH2Clz (100
mL) y después se hinché en CH2Cl2 (100 mL) durante 10 min. Después de drenar el recipiente de reaccion,
se afiadié una solucion de FMOC-Tyr (OtBu) -OH (2.5 g, 5.4 mmol) en CH2Cl2 (150 mL), seguida de la
adicion por goteo de DIPEA (1.8 mL, 10.8 mmol). A continuacion el recipiente de reaccion se agité a
temperatura ambiente durante 1.5 h. El disolvente se drend de la resina, la cual se lavé posteriormente con
DMF (6 x 100 mL), seguida de MeOH (2 x 100 mL) y por ultimo Et20 (2 x 100 mL). La resina se seco al

vacio durante 2 hy la prueba de carga de FMOC indic6 que la carga de péptido fue de 0.29 mmol por g.

Sintesis de péptidos en fase sélida (SPPS, por sus siglas eninglés) de lasecuenciade péptido
de FMOC-GIly-Cys(Trt)-Pra-Thr(tBu)-Asp(OtBu)-Pro-Arg(Pbf)-Cys(Trt)-Cit-Trp(Boc)-GIn(Trt)-5-azido-
NVa-Tyr(tBu)-O-(2-clorotritilo) sobre un soporte de poliestireno (2): La resina de 2-clorotritilo cargada
con el FMOC-Tyr(OtBu) (1, 17.3 g, 5 mmol) se lavé con DMF (100 mL) y después se drené por completo.
El grupo FMOC se retir6 del grupo Tyr atado por medio de su tratamiento con 1: 4 de piperidina/ DMF (2 x
100 mL, 15 min cada una), y después la resina se lavé con DMF (6 x 100 mL). Entonces, se afiadieron
HATU (3.80 g, 10 mmol), HOAt (1.35 g, 10 mmol), y DIPEA (2.5 mL, 15 mmol) con FMOC-5-azido-NVa-OH
(CAS # 1097192-04-5, 3.80 g, 10 mmol) en DMF (100 mL). El recipiente de reaccién se agité durante un
minimo de 2.5 h, seguido de un lavado con DMF (6 x 100 mL). La integridad de la reaccién se determiné
por medio del ensayo de la ninhidrina. Si fue negativo (incoloro), el acoplamiento se consideré completo y
se continué la sintesis. Si fue positivo (azul), se acoplé un segundo equivalente de la misma FMOC-
aminoacido (10 mmol) en DMF (100 mL) a través del uso de la resina y HATU/HOAt (10 mmol/10 mmol)
tal y como se describe anteriormente. Una vez que la prueba de la ninhidrina indicé que la reaccion estaba
completa, se eliminé el FMOC de cada uno de los aminoacidos que se afiadieron en secuencia, seguido
del acoplamiento del siguiente FMOC-aminoacido-OH en la secuencia peptidica tal y como se describe
anteriormente. Esto se llevo a cabo sucesivamente en el siguiente orden con FMOC-GIn(Trt)-OH (CAS #
132327-80-1, 6.1 g, 10 mmol), FMOC-Trp(Boc)-OH (CAS # 143824-78-6, 5.2 g, 10 mmol), FMOC-Cit-OH
(CAS # 133174-15-9, 3.9 g, 10 mmol), FMOC-Cys(Trt)-OH (CAS # 103213-32-7, 5.8 g, 10 mmol), FMOC-
Arg(Pbf)-OH (CAS # 154445-77-9, 6.4 g, 10 mmol), FMOC-Pro-OH (CAS # 71989-31-6, 3.3 g, 10 mmol),
FMOC-Asp(OtBu)-OH (CAS # 71989-14-5, 4.1 g, 10 mmol), FMOC-Thr(tBu)-OH (CAS # 71989-35-0, 3.9
g, 10 mmol), FMOC-Pra-OH (CAS # 198561-07-8, 3.3 g, 10 mmol), FMOC-Cys(Trt)-OH (5.8 g, 10 mmol),
y FMOC-GIly-OH (CAS # 29022-11-5, 2.9 g, 10 mmol). Después de que se completaron los acoplamientos
de los péptidos lineales, la resina se lavé con DMF (100 mL x 6), seguida de MeOH (100 mL x 2) y por

Gltimo Et20 (100 mL x 2) y, a continuacion, se sec6 al vacio durante 2 h.

Disociacién de la resina de la secuencia de aminoacidos de H-Gly-Cys-Pra-Thr-Asp-Pro-Arg-
Cys-Cit-Trp-Gln-5-azidoNVa-Tyr-OH (3) (SEQ ID NO: 7): A la resina seca (2, 28.0 g, 5.0 mmol) en un

matraz se le afiadieron 230 mL de una solucién de disociacion (TFA/EDT/tioanisol/anisol: 90: 3: 5: 2) y la
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mezcla se agité durante 2 h a temperatura ambiente. Después de este tiempo, la resina se filtré y se lavo
con TFA (2 x 50 mL). Los filtrados se combinaron, y se afiadié 10 veces el volumen de Et20 frio (0 °C), lo
gue dio como resultado la precipitacion del péptido. El péptido precipitado se centrifugd a 5000 rpm durante
10 min y se lavé con Et20 frio (0 °C) (3 x 50 mL). El producto crudo se sec6 al vacio durante 2 h para

obtener el 3 (6.8 g, 4.2 mmol, 84 %), el cual se uso6 sin purificacion adicional para el siguiente paso.

Formacion de puente de disulfuro de cisteina para producir el H-Gly-Cys-Pra-Thr-Asp-Pro-
Arg-Cys-Cit-Trp-GIn-5-azidoNVa-Tyr-OH, (Cys2 — Cys8) puente de disulfuro (4) (SEQ ID NO: 8): El
péptido 3 (2.0 g, 1.2 mmol) se disolvié en CHz CN (100 mL), DMSO (100 mL) y H20 (1800 mL). Entonces
se afiadi6 por goteo H20:2 (al 30 % en H20, 0.25 mL) y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante
1.5 h. Después de este tiempo, la mezcla se filtrd, y el filtrado se purificé por medio de una HPLC Método
J, para proporcionar 800 mg del compuesto del titulo 4 como un sélido blanco (rendimiento: 38 %, sal de
TFA). LC-MS (ESI) m/z: 540.7 [M + 3H] / 3%, 810.3 [M + 2H] / 2*, Pureza del 95 % (214 nm). Los 4.8 g
restantes del 3 se distribuyeron en dos lotes, y se oxidaron y se purificaron como se ha descrito para
obtener un total de 2.5 g del 4 (rendimiento global: 35 %).

Ciclacion 1, 3-dipolar / reaccion de clic (formacion de puente de triazol) para producir el
anélogo de péptido de conotoxina la: El péptido 4 (400 mg, 0.25 mmol) se disolvié en iPrOH (100 mL) y
H20 (300 mL). Luego se afiadio una solucién de CuSO4 (157 mg, 1 mmol) en H20 (2 mL), seguida de la
adicion por goteo de L-acido ascérbico (176 mg, 1 mmol) en H20 (2 mL). La mezcla se agitd a temperatura
ambiente durante 2 h. Después, la solucién se cargd directamente en una columna de evaporacion
instantanea (por ejemplo, Biotage® SNAP Ultra C18, 120 g) y se eluy6 con agua (TFA al 0.1 %) y CH3CN.
Las fracciones del eluato que contenian el analogo de péptido de conotoxina la se combinaron y se
liofilizaron para obtener 305 mg de la sal de TFA del analogo de péptido de conotoxina la como un soélido
blanco (305 mg, sal de TFA, rendimiento: 69 %). LC-MS (ESI) m/z: 540.7 [M + 3H] / 3*, 810.3 [M + 2H] / 2*,
Pureza del 90 % (214 nm). Los 2.1 g restantes del 4 se distribuyeron en tres lotes y cada uno se tratd con
las condiciones que se describen anteriormente, para proporcionar 1.7 g del analogo de péptido de
conotoxina la del titulo (rendimiento combinado general: 61 %, sal de TFA).

La sal de TFA del analogo de péptido de conotoxina la obtenida (1.0 g) se disolvié en H20 (20 mL)
y CHsCN (2 mL). A continuacion, se afiadié por goteo una solucion 20 mM de NH4HCOs (ac.) para ajustar
el pH de 7.0 a 8.0. Después, la mezcla se purificé a través del uso de HPLC método H. Las fracciones que
contenian el producto se liofilizaron para dar la sal de acetato del analogo de péptido de conotoxina la
como un solido blanco (650 mg, sal de acetato, rendimiento global: 62 %). Los 700 mg restantes del analogo
de péptido de conotoxina la - sal de TFA, se purificaron y se convirtieron en la sal de acetato de la misma
manera para dar 350 mg (48 %, sal de acetato). La cantidad total combinada obtenida fue de 1.0 g de la
sal de acetato del analogo de péptido de conotoxina la (56 %). LC-MS (ESI-TOF) m/z: 540.2 [M + 3H]/3%,
810.0 [M + 2H]/2*, 1617.66 [M + H]/*; HPLC método A; tiempo de retencion: 10.1 min; pureza del 95.7 %.
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La sintesis del analogo de péptido de conotoxina la se ilustra en el esquema 1:

Tr~.
& rlso

Paso 1 s %4\*1(%1( \»le \»L.. \»k,.
Repet|do para ¥ - I ”‘m b
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Ejemplo 1.2 Andlogo de péptido de conotoxina la' (L-tirosinamida, glicil-L-cisteinil-L-alanil-
L-treonil-L-a-aspartil-L-prolil-L-arginil-L-cisteinil-N5- ~ (aminocarbonil)  -L-ornitil-L-triptofil-L-glutaminil-L-
norvalil-ciclico (2 — 8) -disulfuro-ciclico 33, 125 - (1H-1, 2, 3-triazol-4, 1-diilo)) (SEQ ID NO: 9):

e

vwiilh

HN NH, NH2

W

N (1a).
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Anélogo de péptido de conotoxina intermediario Ya’ (H-Gly-Cys-Pra-Thr-Asp-Pro-Arg-Cys-Cit-
Trp-Gln-5-azidoNVa-Tyr-NH2) (SEQ ID NO: 10): El analogo de péptido de conotoxina intermediario Ya'
se sintetizdé por medio del mismo procedimiento que se describe para el compuesto 3 a través del uso de
una resina Rink Amida MFCDO00677976 en lugar de la resina de cloruro de 2-clorotritilo MFCD00040399.

Analogo de péptido de conotoxina intermediario Za’ (H-Gly-Cys-Pra-Thr-Asp-Pro-Arg-Cys-Cit-Trp-
GIn-5-azidoNVa-Tyr-NH2, (Cys2 — Cys8) puente de disulfuro) (SEQ ID NO: 11): El analogo de péptido
de conotoxina intermediario Za' se sintetizé por medio del mismo procedimiento que se describe para el
compuesto 4 a través del uso del andlogo de péptido de conotoxina intermediario Ya' en lugar del
compuesto 3.

El andlogo de péptido de conotoxina la' se sintetizdé por medio del mismo procedimiento que se
describe para el analogo de péptido de conotoxina la' a través del uso del analogo de péptido de conotoxina
intermediario Za' en lugar del compuesto 4. LC-MS (ESI cuadruple simple) m/z: 1617.5 (M + 1H)/* (MW
calculado: 1616.5); HPLC método E; tiempo de retencion: 14.0 min; pureza del 96.9 %.

Ejemplo 1.3 Andlogo de péptido de conotoxina Ib (L-tirosina, glicil-L-cisteinil-L-alanil-L-
treonil-L-a-aspartil-L-prolil-L-arginil-L-cisteinil-N5- (aminocarbonil) -L-ornitil-L-3 -yodotirosil-L-glutaminil-L-
norvalil-ciclico (2 — 8) -disulfuro-ciclico 33, 125 - (1H-1, 2, 3-triazol-4, 1-diilo)) (SEQ ID NO: 12):

HZNVMg(%IWN%Q\W ﬁlﬁ é}l |
RS o

HN NH, o NH,

W
\\
\
W\

A (Ib).

Anélogo de péptido de conotoxina intermediario Yb ( H-Gly-Cys-Pra-Thr-Asp-Pro-Arg-Cys-Cit-3-I-
Tyr-GIn-5-azidoNVa-Tyr-OH) (SEQ ID NO: 13): El analogo de péptido de conotoxina intermediario Yb se
sintetizé6 por medio del mismo procedimiento que se describe para el compuesto 3 a través del uso de
FMOC-3-I-Tyr-OH en lugar de FMOC-Trp (Boc) -OH en la sintesis del péptido del residuo en la posicion
10.

Analogo de péptido de conotoxina intermediario Zb ( H-Gly-Cys-Pra-Thr-Asp-Pro-Arg-Cys-Cit-3-I-
Tyr-GIn-5-azidoNVa-Tyr-OH, (Cys2 — Cys8) puente de disulfuro) (SEQ ID NO: 14): El analogo de
péptido de conotoxina intermediario Zb se sintetizd por medio del mismo procedimiento que se describe
para el compuesto 4 a través del uso del analogo de péptido de conotoxina intermediario Yb en lugar del
compuesto 3.

El andlogo de péptido de conotoxina Ib se sintetizé por medio del mismo procedimiento que se
describe para el analogo de péptido de conotoxina la a través del uso del analogo de péptido de conotoxina
intermediario Zb en lugar del compuesto 4. LC-MS (ESI-TOF) m/z: 574.7 [M + 3H] / 3*, 861.5 [M + 2H] / 2*
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(MW calculado: 1720.54); HPLC método C; tiempo de retencion: 11.7 min; pureza del 94.8 %.

Ejemplo 1.4a Anélogo de péptido de conotoxina Ib' (L-tirosinamida, glicil-L-cisteinil-L-alanil-
L-treonil-L-a-aspartil-L-prolil-L-arginil-L-cisteinil-N5- (aminocarbonil) -L-ornitil-L-3 -yodotirosil-L-glutaminil-
L-norvalil-ciclico (2 — 8) -disulfuro-ciclico 3%, 125 - (1H-1, 2, 3-triazol-4, 1-diilo)) (SEQ ID NO: 15):
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Anélogo de péptido de conotoxina intermediario Yb' ( H-Gly-Cys-Pra-Thr-Asp-Pro-Arg-Cys-Cit-3-
I-Tyr-Gln-5-azidoNVa-Tyr-NH2) (SEQ ID NO: 16): El analogo de péptido de conotoxina intermediario Yb'
se sintetizé por medio del mismo procedimiento que se describe para el analogo de péptido de conotoxina
intermediario Yb a través del uso de una resina Rink Amida MFCDO00677976 en lugar de la resina de cloruro
de 2-clorotritilo MFCD00040399 en la sintesis de péptidos en fase soélida.

Anélogo de péptido de conotoxina intermediario Zb' ( H-Gly-Cys-Pra-Thr-Asp-Pro-Arg-Cys-Cit-3-
I-Tyr-GIn-5-azidoNVa-Tyr-NH2, (Cys2 — Cys8) puente de disulfuro) (SEQ ID NO: 17): El analogo de
péptido de conotoxina intermediario Zb’ se sintetiz6 por medio del mismo procedimiento que se describe
para el compuesto 4 a través del uso del analogo de péptido de conotoxina intermediario Yb’ en lugar del
compuesto 3.

El analogo de péptido de conotoxina Ib' se sintetizd6 por medio del mismo procedimiento que se
describe para el analogo de péptido de conotoxina la a través del uso del analogo de péptido de conotoxina
intermediario Zb' en lugar del compuesto 4. LC-MS (ESI-TOF) m/z: 574.2 [M + 3H] / 3*, 860.8 [M + 2H] / 2*
(MW calculado: 1719.55); HPLC método B; tiempo de retencién: 10.5 min; pureza del 93.8 %.

Ejemplo 1.4b Analogo de péptido de conotoxina Ic (L-tirosinamida, glicil-L-alanil-L-cisteinil-
L-treonil-L-a aspartil-L-prolil-L-arginil-L-norvalil-N5- (aminocarbonil) -L-ornitil-L-3 -yodotirosil-L-glutaminil-L-
cisteinil-ciclico 23, 8° - (1H-1, 2, 3-triazol-4, 1-diilo) ciclico - (3 — 12) disulfuro) (SEQ ID NO: 18):
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Anélogo de péptido de conotoxina intermediario Yc ( H-Gly-Pra-Cys-Thr-Asp-Pro-Arg-5-azidoNVa-
Cit-3-1-Tyr-GIn-Cys-Tyr-NH2) (SEQ ID NO: 19): El analogo de péptido de conotoxina intermediario Yc se
sintetizé por medio del mismo procedimiento que se describe para el analogo de péptido de conotoxina
intermediario Yb' a través del uso de FMOC-Cys (Trt) -OH en lugar de FMOC-5-azido-NVa-OH (el residuo
en la posicion 12), FMOC-5-azido-NVa-OH en lugar de FMOC-Cys (Trt) -OH (el residuo en la posicion 8),
FMOC-Cys (Trt) -OH en lugar de FMOC-Pra-OH (el residuo en la posicién 3), y FMOC-Pra-OH en lugar de
FMOC-Cys (Trt) -OH (el residuo en la posicion 2) en la sintesis de péptidos en fase sélida.

Anélogo de péptido de conotoxina intermediario Zc ( H-Gly-Pra-Cys-Thr-Asp-Pro-Arg-5-azidoNVa-
Cit-3-I-Tyr-GIn-Cys-Tyr-NH2, (Cys3 — Cys12) puente de disulfuro) (SEQ ID NO: 20): El anélogo de
péptido de conotoxina intermediario Zc se sintetizé por medio del mismo procedimiento que se describe
para el compuesto 4 a través del uso del analogo de péptido de conotoxina intermediario Yc en lugar del
compuesto 3.

El andlogo de péptido de conotoxina Ic se sintetizé por medio del mismo procedimiento que se
describe para el analogo de péptido de conotoxina Ib' a través del uso del analogo de péptido de conotoxina
intermediario Zc en lugar del analogo de péptido de conotoxina intermediario Zb'. LC-MS (ESI-TOF) m/z:
574.2 [M + 3H] / 3*, 860.7 [M + 2H] / 2* (MW calculado: 1719.55); HPLC método B; tiempo de retencion:
10.2 min; pureza del 98.3 %.

Ejemplo 1.5 Analogo de péptido de conotoxina ld (L-tirosinamida, glicil-L-norvalil-L-cisteinil-
L-treonil-L-a-aspartil-L-prolil-L-arginil-L-alanil-N5- (aminocarbonil) -L-ornitil-L-3 -yodotirosil-L-glutaminil-L-
cisteinil-ciclico 25, 82 - (1H-1, 2, 3-triazol-1, 4-diilo) ciclico - (3 — 12) disulfuro) (SEQ ID NO: 21):

(1d).

Analogo de péptido de conotoxina intermediario Yd ( H-Gly-5-azidoNVa-Cys-Thr-Asp-Pro-Arg-Pra-
Cit-3-I-Tyr-GIn-Cys-Tyr-NH2) (SEQ ID NO: 22): El analogo de péptido de conotoxina intermediario Yd se
sintetizé por medio del mismo procedimiento que se describe para el andlogo de péptido de conotoxina
intermediario Yb' a través del uso de FMOC-Cys (Trt) -OH en lugar de FMOC-5-azido-NVa-OH (el residuo
en la posicién 12), FMOC-Pra-OH en lugar de FMOC-Cys (Trt) -OH (el residuo en la posicién 8), FMOC-
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Cys (Trt) -OH en lugar de FMOC-Pra-OH (el residuo en la posicién 3), y FMOC-5-azido-NVa-OH en lugar
de FMOC-Cys (Trt) -OH (el residuo en la posicién 2) en la sintesis de péptidos en fase sélida.

Analogo de péptido de conotoxina intermediario Zd ( H-Gly-5-azidoNVa-Cys-Thr-Asp-Pro-Arg-Pra-
Cit-3-1-Tyr-GIn-Cys-Tyr-NH2, (Cys3 — Cys12) puente de disulfuro) (SEQ ID NO: 23): El anélogo de
péptido de conotoxina intermediario Zd se sintetizd por medio del mismo procedimiento que se describe
para el analogo de péptido de conotoxina intermediario Zb' a través del uso del andlogo de péptido de
conotoxina intermediario Yd en lugar del analogo de péptido de conotoxina intermediario Yb'.

El analogo de péptido de conotoxina Id se sintetizd6 por medio del mismo procedimiento que se
describe para el analogo de péptido de conotoxina Ib' a través del uso del analogo de péptido de conotoxina
intermediario Zd en lugar del analogo de péptido de conotoxina intermediario Zb'. LC-MS (ESI-TOF) m/z:
860.7 [M + 2H] / 2* (MW calculado: 1719.55); HPLC método B; tiempo de retencion: 10.2 min; pureza del
99.2 %.

Ejemplo 1.6 Analogo de péptido de conotoxina le (L-tirosinamida, glicil-L-cisteinil-L-norvalil-
L-treonil-L-a-aspartil-L-prolil-L-arginil-L-cisteinil-N5- (aminocarbonil) -L-ornitil-L-3 -yodotirosil-L-glutaminil-
L-alanil-ciclico (2 — 8) -disulfuro-ciclico 3%, 123 - (1H-1, 2, 3-triazol-1, 4-diilo)) (SEQ ID NO: 24):

OH
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(le).

Anélogo de péptido de conotoxina intermediario Ye ( H-Gly-Cys-5-azidoNVa-Thr-Asp-Pro-Arg-
Cys-Cit-3-I-Tyr-GIn-Pra-Tyr-NH2) (SEQ ID NO: 25): El analogo de péptido de conotoxina intermediario Ye
se sintetizé por medio del mismo procedimiento que se describe para el andlogo de péptido de conotoxina
intermediario Yb' a través del uso de FMOC-Pra-OH en lugar de FMOC-5-azido-NVa-OH (el residuo en la
posicién 12) y FMOC-5-azido-NVa-OH en lugar de FMOC-Pra-OH (el residuo en la posicion 3) en la sintesis
de péptidos en fase sdlida.

Analogo de péptido de conotoxina intermediario Ze ( H-Gly-Cys-5-azidoNVa-Thr-Asp-Pro-Arg-
Cys-Cit-3-I-Tyr-GIn-Pra-Tyr-NH2, (Cys2 — Cys8) puente de disulfuro) (SEQ ID NO: 26): El analogo de
péptido de conotoxina intermediario Ze se sintetizé por medio del mismo procedimiento que se describe

para el analogo de péptido de conotoxina intermediario Zb' a través del uso del analogo de péptido de
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conotoxina intermediario Ye en lugar del analogo de péptido de conotoxina intermediario Yb'.

El andlogo de péptido de conotoxina le se sintetizé por medio del mismo procedimiento que se
describe para el analogo de péptido de conotoxina Ib' a través del uso del analogo de péptido de conotoxina
intermediario Ze en lugar del anélogo de péptido de conotoxina intermediario Zb'. LC-MS (ESI-TOF) m/z:
574.4 [M + 3H] / 3%, 861.1 [M + 2H] / 2* (MW calculado: 1719.55); HPLC método C; tiempo de retencion:
12.6 min; pureza del 92.1 %.

Ejemplo 1.7 Anélogo de péptido de conotoxina If (L-tirosinamida, glicil-L-cisteinil-L-alanil-L-
treonil-L-a-aspartil-L-prolil-L-arginil-L-cisteinil-N5- (aminocarbonil) -L-ornitil-L-3 -yodotirosil-L-glutaminil-L-
alanil-ciclico (2 — 8) -disulfuro-ciclico 33, 123 - (1H-1, 2, 3-triazol-4, 1-dii|o)) (SEQ ID NO: 27):

(1f).

Anélogo de péptido de conotoxina intermediario Yf ( H-Gly-Cys-Pra-Thr-Asp-Pro-Arg-Cys-Cit-3-I-
Tyr-GIn-3-azidoAla-Tyr-NH2) (SEQ ID NO: 28): El analogo de péptido de conotoxina intermediario Yf se
sintetizé por medio del mismo procedimiento que se describe para el andlogo de péptido de conotoxina
intermediario Yb' a través del uso de FMOC-3-azido-Ala-OH en lugar de FMOC-Pra-OH (el residuo en la
posicion 12) y FMOC-Pra-OH en lugar de FMOC-5-azido-NVa-OH (el residuo en la posicién 3) en la sintesis
de péptidos en fase sélida.

Anélogo de péptido de conotoxina intermediario Zf ( H-Gly-Cys-Pra-Thr-Asp-Pro-Arg-Cys-Cit-3-I-
Tyr-GIn-3-azidoAla-Tyr-NH2, (Cys2 — Cys8) puente de disulfuro) (SEQ ID NO: 29): El analogo de
péptido de conotoxina intermediario Zf se sintetizé por medio del mismo procedimiento que se describe
para el analogo de péptido de conotoxina intermediario Zb' a través del uso del analogo de péptido de
conotoxina intermediario Yf en lugar del andlogo de péptido de conotoxina intermediario Yb'.

El analogo de péptido de conotoxina If se sintetizd6 por medio del mismo procedimiento que se
describe para el analogo de péptido de conotoxina Ib' a través del uso del analogo de péptido de conotoxina
intermediario Zf en lugar del analogo de péptido de conotoxina intermediario Zb'. LC-MS (ESI-TOF) m/z:
847.1 [M + 2H] / 2*; 1693.1 [M + 1H] / * (MW calculado: 1691.52); HPLC método E; tiempo de retencion:
12.3 min; pureza del 94.6 %.

Ejemplo 1.8 Analogo de péptido de conotoxina Ig (L-tirosina, glicil-L-cisteinil-(2S)-2-
aminobutanoil-L-treonil-L-a-aspartil-L-prolil-L-arginil-L-cisteinil-N5-(aminocarbonil)-L-ornitil-L-triptofil-L-

glutaminil-L-norvalil-ciclico (2 — 8)-disulfuro-ciclico 34,125-(1H-1, 2, 3-triazol-4, 1-diilo)) (SEQ ID NO: 30):



10

15

20

25

30

35

74

e
AR S Ve A

HN NH, o NH,

NH,

(19).
Anélogo de péptido de conotoxina intermediario Yg (H-Gly-Cys-homoPra-Thr-Asp-Pro-Arg-Cys-

Cit-Trp-GIn-5-azidoNVa-Tyr-OH) (ID SEQ NO: 31): El analogo de péptido de conotoxina intermediario Yg
se sintetizd por medio del empleo del mismo procedimiento que se describe para el compuesto 3 a través
del uso de FMOC-homopropargil glicina en lugar de FMOC-Pra-OH (el residuo en la posicién 3) en la
sintesis de péptidos en fase sélida.

Anélogo de péptido de conotoxina intermediario Zg (H-Gly-Cys-homoPra-Thr-Asp-Pro-Arg-Cys-
Cit-Trp-Gln-5-azidoNVa-Tyr-OH, (Cys2 — Cys8) puente de disulfuro) (SEQ ID NO: 32): El analogo de
péptido de conotoxina intermediario Zg se sintetizé6 por medio del mismo procedimiento que se describe
para el compuesto 4 a través del uso del analogo de péptido de conotoxina intermediario Yg en lugar del
compuesto 3.

El analogo de péptido de conotoxina Ig se sintetizd6 por medio del mismo procedimiento que se
describe para el analogo de péptido de conotoxina la a través del uso del analogo de péptido de conotoxina
intermediario Zg en lugar del compuesto 4. LC-MS (ESI cuadruple simple) m/z;: 545.0 [M + 3H] / 3*, 817.3
[M + 2H] / 2* (MW calculado: 1631.67); HPLC método A; tiempo de retencion: 12.5 min; pureza del 98.2 %.

Ejemplo 1.9 Andlogo de péptido de conotoxina lh (L-tirosina, glicil-L-cisteinil-(2S)-2-
aminobutanoil-L-treonil-L-a-aspartil-L-prolil-L-arginil-L-cisteinil-N5-(aminocarbonil)-L-ornitil-L-triptofil-L-
glutaminil-L-(2S)-2-aminobutanoil-ciclico (2 — 8)-disulfuro-ciclico 34,124-(1H-1, 2, 3-triazol-4, 1-diilo)) (SEQ
ID NO: 33):

R
D 1 1 J. O

HN NH, o NH,

TSI

(Ih).
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Anélogo de péptido de conotoxina intermediario Yh (H-Gly-Cys-homoPra-Thr-Asp-Pro-Arg-Cys-
Cit-Trp-GlIn-azidohomoAla-Tyr-OH) (ID SEQ NO: 34): El analogo de péptido de conotoxina intermediario
Yh se sintetizé por medio del empleo del mismo procedimiento que se describe para el compuesto 3 a
través del uso de FMOC-homopropargil glicina en lugar de FMOC-Pra-OH (el residuo en la posicion 3) y
FMOC-y-azido-homoalanina en lugar de FMOC-5-azido-NVA-OH (el residuo en la posicién 12) en la
sintesis de péptidos en fase solida.

Anélogo de péptido de conotoxina intermediario Zh (H-Gly-Cys-homoPra-Thr-Asp-Pro-Arg-Cys-
Cit-Trp-GlIn-azidohomoAla-Tyr-OH, (Cys2 — Cys8) puente de disulfuro) (SEQ ID NO: 35):; El analogo
de péptido de conotoxina intermediario Zh se sintetiz6 por medio del mismo procedimiento que se describe
para el compuesto 4 a través del uso del analogo de péptido de conotoxina intermediario Yh en lugar del
compuesto 3.

El analogo de péptido de conotoxina lh se sintetizé por medio del mismo procedimiento que se
describe para el analogo de péptido de conotoxina la a través del uso del analogo de péptido de conotoxina
intermediario Zh en lugar del compuesto 4. LC-MS (ESI cuadruple simple) m/z: 540.6 [M + 3H] / 3+, 809.9
[M + 2H]/ 2* (MW calculado: 1617.66); HPLC método A; tiempo de retencion: 12.4 min; pureza del 83.9 %.

Ejemplo 1.10 Andlogo de péptido de conotoxina li (L-tirosina, glicil-L-cisteinil-(2S)-2-
aminobutanoil-L-treonil-L-a-aspartil-L-prolil-L-arginil-L-cisteinil-N5-(aminocarbonil)-L-ornitil-L-triptofil-L-
glutaminil-L-(2S)-2-aminobutanoil-ciclico (2 — 8)-disulfuro-ciclico 34, 124-(1H-1, 2, 3-triazol-4, 1-diilo)) (SEQ
ID NO: 36):

RYATTInNY P

Y"”iil@

HN NH, o NH,

RETTILA

().

Analogo de péptido de conotoxina intermediario Yi (H-Gly-Cys-azidohomoAla-Thr-Asp-Pro-Arg-
Cys-Cit-Trp-GIn-homoPra-Tyr-OH) (ID SEQ NO: 37): El analogo de péptido de conotoxina intermediario
Yi se sintetiz6 por medio del empleo del mismo procedimiento que se describe para el compuesto 3 a través
del uso de FMOC-y-azido-homoalanina en lugar de FMOC-Pra-OH (el residuo en la posicion 3) y FMOC-
homopropargil glicina en lugar de FMOC-5-azido-NVA-OH (el residuo en la posicion 12) en la sintesis de
péptidos en fase sdlida.

Analogo de péptido de conotoxina intermediario Zi (H-Gly-Cys-azidohomoAla-Thr-Asp-Pro-Arg-
Cys-Cit-Trp-GIn-homoPra-Tyr-OH, (Cys2 — Cys8) puente de disulfuro) (SEQ ID NO: 38): El analogo

de péptido de conotoxina intermediario Zi se sintetizé por medio del mismo procedimiento que se describe
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para el compuesto 4 a través del uso del analogo de péptido de conotoxina intermediario Yi en lugar del
compuesto 3.

El andlogo de péptido de conotoxina li se sintetizd por medio del mismo procedimiento que se
describe para el analogo de péptido de conotoxina la a través del uso del analogo de péptido de conotoxina
intermediario Zi en lugar del compuesto 4. LC-MS (ESI cuadruple simple) m/z: 540.7 [M + 3H] / 3*, 810.5
[M + 2H] / 2* (MW calculado: 1617.66); HPLC método A; tiempo de retencién: 12.3 min; pureza del 85.8 %.

Ejemplo 1.11 Anédlogo de péptido de conotoxina Ij (L-tirosina, glicil-L-cisteinil-(2S)-2-
aminopentanoil-L-alanil-L-treonil-L-a-aspartil-L-prolil-L-arginil-L-cisteinil-N5-(aminocarbonil)-L-ornitil-L-3-
yodotirosil-L-glutaminil-L-alanil-ciclico (2 — 8)-disulfuro-ciclico 3%, 123-(1H-1, 2, 3-triazol-4, 1-diilo)) (SEQ
ID NO: 39):

TITIEALAEATAEA

(1.
Anédlogo de péptido de conotoxina intermediario Yj (H-Gly-Cys-bishomoPra-Thr-Asp-Pro-Arg-

Cys-Cit-Trp-GIn-3-azidoAla-Tyr-OH) (ID SEQ NO: 40): El andlogo de péptido de conotoxina intermediario
Yj se sintetizé por medio del empleo del mismo procedimiento que se describe para el compuesto 3 a
través del uso de FMOC-bis-homopropargil glicina en lugar de FMOC-Pra-OH (el residuo en la posicién 3)
y FMOC-3-azido-Ala-OH en lugar de FMOC-5-azido-NVa-OH (el residuo en la posicién 12) en la sintesis
de péptidos en fase sdlida.

Andlogo de péptido de conotoxina intermediario Zj (H-Gly-Cys-bishomoPra-Thr-Asp-Pro-Arg-Cys-
Cit-Trp-GIn-3-azidoAla-Tyr-OH, (Cys2 — Cys8) puente de disulfuro ) (SEQ ID NO: 41): El analogo de
péptido de conotoxina intermediario Zj se sintetiz6 por medio del mismo procedimiento que se describe
para el compuesto 4 a través del uso del anadlogo de péptido de conotoxina intermediario Yj en lugar del
compuesto 3.

El andlogo de péptido de conotoxina Ij se sintetiz6 por medio del mismo procedimiento que se
describe para el analogo de péptido de conotoxina la a través del uso del analogo de péptido de conotoxina
intermediario Zj en lugar del compuesto 4. LC-MS (ESI cuédruple simple) m/z: 540.5 [M + 3H] / 3*, 810.1

[M + 2H] / 2* (MW calculado: 1617.66); HPLC método A; tiempo de retencion: 12.04 min; pureza del 97.6
%.
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Ejemplo 1.12 Anélogo de péptido de conotoxina Ik (L-tirosina, glicil-L-cisteinil-L-alanil-L-
treonil-L-a-aspartil-L-prolil-L-arginil-L-cisteinil-N5-(aminocarbonil)-L-ornitil-L-triptofil-L-glutaminil-L-(2S)-2-
aminopentanoil-ciclico (2 — 8)-disulfuro-ciclico 33, 125-(1H-1, 2, 3-triazol-1, 4-diilo)) (SEQ ID NO: 42):

(IK).

Anélogo de péptido de conotoxina intermediario Yk (H-Gly-Cys-3-azidoAla-Thr-Asp-Pro-Arg-Cys-
Cit-Trp-GlIn-bishomoPra-Tyr-OH) (SEQ ID NO: 43): El anédlogo de péptido de conotoxina intermediario Yk
se sintetizé por medio del empleo del mismo procedimiento que se describe para el compuesto 3 a través
del uso de FMOC-3-azido-Ala-OH en lugar de FMOC-Pra-OH (el residuo en la posicion 3) y FMOC-bis-
homopropargil glicina en lugar de FMOC-5-azido-NVa-OH (el residuo en la posicién 12) en la sintesis de
péptidos en fase sdlida.

Anélogo de péptido de conotoxina intermediario Zk (H-Gly-Cys-3-azidoAla-Thr-Asp-Pro-Arg-Cys-
Cit-Trp-GlIn-bishomoPra-Tyr-OH, (Cys2 — Cys8) puente de disulfuro) (SEQ ID NO: 44): El anélogo de
péptido de conotoxina intermediario Zk se sintetizé por medio del mismo procedimiento que se describe
para el compuesto 4 a través del uso del analogo de péptido de conotoxina intermediario Yk en lugar del
compuesto 3.

El andlogo de péptido de conotoxina Ik se sintetizé por medio del mismo procedimiento que se
describe para el analogo de péptido de conotoxina la a través del uso del analogo de péptido de conotoxina
intermediario Zk en lugar del compuesto 4. LC-MS (ESI cuadruple simple) m/z: 540.6 [M + 3H] / 3*, 810.0
[M + 2H] / 2* (MW calculado: 1617.66); HPLC método A; tiempo de retencion: 12.24 min; pureza del 97.6
%.

Ejemplo 1.13 Analogo de péptido de conotoxina Il (L-fenilalanina, glicil-L-cisteinil-L-alanil-L-
treonil-L-a-aspartil-L-prolil-L-arginil-L-cisteinil-N5-(aminocarbonil)-L-ornitil-L-triptofil-L-glutaminil-L-norvalil-
ciclico (2 — 8)-disulfuro-ciclico 33, 125-(1H-1, 2, 3-triazol-4, 1-diilo)) (SEQ ID NO: 45):
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HN NH, o NH,
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FMOC-Phe(OtBu)-OH (5) cargado con resina de 2-clorotritilo: El FMOC-Phe(OtBu)-OH cargado con
resina de 2-clorotritilo se sintetizé por medio del empleo del mismo procedimiento que se describe para la
resina de 2-clorotritilo 1 a través del uso de FMOC-Phe(OtBu)-OH en lugar de FMOC-Tyr(OtBu)-OH.

Anélogo de péptido de conotoxina intermediario Yl (H-Gly-Cys-Pra-Thr-Asp-Pro-Arg-Cys-Cit-Trp-
GIn-5-azidoNVa-Phe-OH) (ID SEQ NO: 46): El analogo de péptido de conotoxina intermediario Y| se
sintetizé por medio del empleo del mismo procedimiento que se describe para el compuesto 3 a través del
uso de FMOC-Phe(OtBu)-OH cargado con resina de 2-clorotritilo cargado con FMOC-Phe(OtBu)-OH (5) en
lugar de la resina de 2-clorotritilo cargada con FMOC-Tyr(OtBu) (1) como el inicio del término C en la
sintesis de péptidos en fase sélida.

Anélogo de péptido de conotoxina intermediario ZI (H-Gly-Cys-Pra-Thr-Asp-Pro-Arg-Cys-Cit-Trp-
GIn-5-azidoNVa-Phe-OH, (Cys2 — Cys8) puente de disulfuro) (SEQ ID NO: 47): El analogo de péptido
de conotoxina intermediario ZI se sintetizd por medio del mismo procedimiento que se describe para el
compuesto 4 a través del uso del analogo de péptido de conotoxina intermediario Y| en lugar del compuesto
3.

El analogo de péptido de conotoxina Il se sintetizé por medio del empleo del mismo procedimiento
que se describe para el anadlogo de péptido de conotoxina la a través del uso del analogo de péptido de
conotoxina intermediario ZI en lugar del compuesto 4. LC-MS (ESI cuadruple simple) m/z: 535.2 [M + 3H] /
3*,802.2 [M + 2H] / 2* (MW calculado: 1601.66); HPLC método A; tiempo de retencién: 13.47 min; pureza
del 95.6 %.

Ejemplo 1.14 Analogo de péptido de conotoxina Im (D-tirosina, glicil-L-cisteinil-L-alanil-L-
treonil-L-a-aspartil-L-prolil-L-arginil-L-cisteinil-N5-(aminocarbonil)-L-ornitil-L-triptofil-L-glutaminil-L-norvalil-
ciclico (2 — 8)-disulfuro-ciclico 33, 125-(1H-1, 2, 3-triazol-4, 1-diilo)) (SEQ ID NO: 48):

¢<r ﬁlg ¢L@Y QLSW (;gl
D s I i Fow

NH2 o NH,

AN (Im).
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FMOC-D-Tyr(OtBu)-OH cargado con resina de 2-clorotritilo (6): EI FMOC-D-Tyr(OtBu)-OH cargado
con resina de 2-clorotritilo se sintetiz6é por medio del empleo del mismo procedimiento que se describe para
la resina de 2-clorotritilo 1 a través del uso de FMOC-D-Tyr(OtBu)-OH en lugar de FMOC-Tyr(OtBu)-OH.

Analogo de péptido de conotoxina intermediario Ym (H-Gly-Cys-Pra-Thr-Asp-Pro-Arg-Cys-Cit-
Trp-GIn-5-azidoNVa-D-Tyr-OH) (ID SEQ NO: 49): El analogo de péptido de conotoxina intermediario Ym
se sintetizé por medio del empleo del mismo procedimiento que se describe para el compuesto 3 a través
del uso de resina de 2-clorotritilo cargada con FMOC-D-Tyr(OtBu)-OH (6) en lugar de la resina de 2-
clorotritilo cargada con FMOC-Tyr(OtBu) (1) como el inicio del término C en la sintesis de péptidos en fase
sélida.

Anélogo de péptido de conotoxina intermediario Zm (H-Gly-Cys-Pra-Thr-Asp-Pro-Arg-Cys-Cit-
Trp-Gln-5-azidoNVa-D-Tyr-OH, (Cys2 — Cys8) puente de disulfuro) (SEQ ID NO: 50): El an4logo de
péptido de conotoxina intermediario Zm se sintetizé por medio del mismo procedimiento que se describe
para el compuesto 4 a través del uso del analogo de péptido de conotoxina intermediario Ym en lugar del
compuesto 3.

El analogo de péptido de conotoxina Im se sintetizé por medio del empleo del mismo procedimiento
que se describe para el analogo de péptido de conotoxina la a través del uso del analogo de péptido de
conotoxina intermediario Zm en lugar del compuesto 4. LC-MS (ESI cuadruple simple) m/z: 540.6 [M + 3H]
/3*,810.0 [M + 2H] / 2* (MW calculado: 1617.66); HPLC método A; tiempo de retencién: 12.07 min; pureza
del 86.6 %.

Ejemplo 1.15 Analogo de péptido de conotoxina In (glicina, glicil-L-cisteinil-L-alanil-L-treonil-
L-a-aspartil-L-prolil-L-arginil-L-cisteinil-N5-(aminocarbonil)-L-ornitil-L-triptofil-L-glutaminil-L-norvalil-L-
tirosil-N-metil-ciclico (2—8)-disulfuro-ciclico 33, 125-(1H-1, 2, 3-triazol-4, 1-diilo)) (SEQ ID NO: 51):

(In).
FMOC-N-Me-Gly-OH cargado con resina de 2-clorotritilo (7): EI FMOC-N-Me-Gly-OH cargado con
resina de 2-clorotritilo se sintetizé por medio del empleo del mismo procedimiento que se describe para la
resina de 2-clorotritilo 1 a través del uso de FMOC-N-Me-Gly-OH en lugar de FMOC-Tyr(OtBu)-OH.
Anélogo de péptido de conotoxina intermediario Yn (H-Gly-Cys-Pra-Thr-Asp-Pro-Arg-Cys-Cit-Trp-
GIn-5-azidoNVa-Tyr-N-Me-Gly-OH) (SEQ ID NO: 52): El anélogo de péptido de conotoxina intermediario
Yn se sintetizdé por medio del empleo del mismo procedimiento que se describe para el compuesto 3 a

través del uso de resina de 2-clorotritilo cargada con FMOC-N-Me-Gly-OH (7) para afiadir de forma
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secuencial los aminoacidos, lo cual se lleva a cabo en el siguiente orden con FMOC-Tyr(OtBu)-OH, FMOC-
5-azido-NVa-OH, FMOC-GIn(Trt)-OH, FMOC-Trp(Boc)-OH, FMOC-Cit-OH, FMOC-Cys(Trt)-OH, FMOC-
Arg(Pbf)-OH, FMOC-Pro-OH, FMOC-Asp(OtBu)-OH, FMOC-Thr(tBu)-OH, FMOC-Pra-OH, FMOC-
Cys(Trt)-OH, y FMOC-Gly-OH.

Anélogo de péptido de conotoxina intermediario Zn (H-Gly-Cys-Pra-Thr-Asp-Pro-Arg-Cys-Cit-Trp-
GIn-5-azidoNVa-Tyr-N-Me-Gly-OH, (Cys2 — Cys8) puente de disulfuro) (SEQ ID NO: 53): El analogo
de péptido de conotoxina intermediario Zn se sintetizé por medio del mismo procedimiento que se describe
para el compuesto 4 a través del uso del analogo de péptido de conotoxina intermediario Yn en lugar del
compuesto 3.

El anadlogo de péptido de conotoxina In se sintetizé por medio del mismo procedimiento que se
describe para el analogo de péptido de conotoxina la a través del uso del analogo de péptido de conotoxina
intermediario Zn en lugar del compuesto 4. LC-MS (ESI cuadruple simple) m/z: 564.2 [M + 3H] / 3*, 846.0
[M + 2H]/ 2+ (MW calculado: 1688.69); HPLC método A; tiempo de retencidén: 11.63 min; pureza del 95.8%.

Ejemplo 1.16 Andlogo de péptido de conotoxina lo (D-tirosina, glicil-L-cisteinil-L-alanil-L-
treonil-L-a-aspartil-L-prolil-L-arginil-L-cisteinil-N5-(aminocarbonil)-L-ornitil-L-triptofil-L-glutaminil-L-norvalil-
L-tirosil-ciclico (2 — 8)-disulfuro-ciclico 3%, 125-(1H-1, 2, 3-triazol-4, 1-diilo)) (SEQ ID NO: 54):

o e ©
HoN \)kN N\_)LN
H o = H ¢

\\\\\\

(lo).

Anélogo de péptido de conotoxina intermediario Yo (H-Gly-Cys-Pra-Thr-Asp-Pro-Arg-Cys-Cit-Trp-
GlIn-5-azidoNVa-Tyr-D-Tyr-OH) (SEQ ID NO: 55): El analogo de péptido de conotoxina intermediario Yo
se sintetizé por medio del empleo del mismo procedimiento que se describe para el compuesto 3 a través
del uso de resina de 2-clorotritilo cargada con FMOC-D-Tyr(OtBu)-OH para afiadir de forma secuencial los
aminoacidos, lo cual se lleva a cabo en el siguiente orden con FMOC-Tyr(OtBu)-OH, FMOC-5-azido-NVa-
OH, FMOC-GIn(Trt)-OH, FMOC-Trp(Boc)-OH, FMOC-Cit-OH, FMOC-Cys(Trt)-OH, FMOC-Arg(Pbf)-OH,
FMOC-Pro-OH, FMOC-Asp(OtBu)-OH, FMOC-Thr(tBu)-OH, FMOC-Pra-OH, FMOC-Cys(Trt)-OH, y FMOC-
Gly-OH.

Anélogo de péptido de conotoxina intermediario Zo (H-Gly-Cys-Pra-Thr-Asp-Pro-Arg-Cys-Cit-Trp-
GIn-5-azidoNVa-Tyr-D-Tyr-OH, (Cys2 — Cys8) puente de disulfuro) (SEQ ID NO: 56): El analogo de
péptido de conotoxina intermediario Zo se sintetizd por medio del mismo procedimiento que se describe

para el compuesto 4 a través del uso del analogo de péptido de conotoxina intermediario Yo en lugar del
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compuesto 3.

El analogo de péptido de conotoxina lo se sintetiz6 por medio del empleo del mismo procedimiento
gue se describe para el analogo de péptido de conotoxina la a través del uso del andlogo de péptido de
conotoxina intermediario Zo en lugar del compuesto 4. LC-MS (ESI cuadruple simple) m/z: 595.0 [M + 3H]
/3*,891.7 [M + 2H] / 2* (MW calculado: 1780.72); HPLC método A; tiempo de retencion: 12.43 min; pureza
del 97.4 %.

Ejemplo 1.17 Anélogo de péptido de conotoxina Ip (L-tirosina, glicil-L-cisteinil-L-alanil-L-
treonil-L-a-aspartil-L-prolil-L-arginil-L-cisteinil-N5-(aminocarbonil)-L-ornitil-L-triptofil-L-glutaminil-L-norvalil-
L-tirosil-N-metil-ciclico (2—8)-disulfuro-ciclico 33, 125-(1H-1, 2, 3-triazol-4, 1-diilo)) (SEQ ID NO: 57):

(Ip).

FMOC-N-Me-Tyr-OH cargado con resina de 2-clorotritilo (8): EI FMOC-N-Me-Tyr-OH cargado con
resina de 2-clorotritilo se sintetizé por medio del empleo del mismo procedimiento que se describe para la
resina de 2-clorotritilo 1 a través del uso de FMOC-N-Me-Tyr-OH en lugar de FMOC-Tyr(OtBu)-OH.

Anélogo de péptido de conotoxina intermediario Yp () (SEQ ID NO: 58): El analogo de péptido de
conotoxina intermediario Yp se sintetizé por medio del empleo del mismo procedimiento que se describe
para el compuesto 3 a través del uso de resina de 2-clorotritilo cargada con FMOC-N-Me-Tyr-OH (8) para
afiadir de forma secuencial los aminoacidos, lo cual se lleva a cabo en el siguiente orden con FMOC-
Tyr(OtBu)-OH, FMOC-5-azido-NVa-OH, FMOC-GIn(Trt)-OH, FMOC-Trp(Boc)-OH, FMOC-Cit-OH, FMOC-
Cys(Trt)-OH, FMOC-Arg(Pbf)-OH, FMOC-Pro-OH, FMOC-Asp(OtBu)-OH, FMOC-Thr(tBu)-OH, FMOC-
Pra-OH, FMOC-Cys(Trt)-OH, y FMOC-Gly-OH.

Analogo de péptido de conotoxina intermediario Zp (H-Gly-Cys-Pra-Thr-Asp-Pro-Arg-Cys-Cit-Trp-
GIn-5-azidoNVa-Tyr-N-Me-Tyr-OH, (Cys2 — Cys8) puente de disulfuro) (SEQ ID NO: 59): El analogo
de péptido de conotoxina intermediario Zp se sintetizd por medio del mismo procedimiento que se describe
para el compuesto 4 a través del uso del analogo de péptido de conotoxina intermediario Yp en lugar del
compuesto 3.

El analogo de péptido de conotoxina Ip se sintetiz6 por medio del empleo del mismo procedimiento
gue se describe para el analogo de péptido de conotoxina la a través del uso del anadlogo de péptido de
conotoxina intermediario Zp en lugar del compuesto 4. LC-MS (ESI cuadruple simple) m/z: 599.7 [M + 3H]
/3*,898.7 [M + 2H] / 2* (MW calculado: 1794.74); HPLC método A; tiempo de retencién: 12.56 min; pureza
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del 95.5 %.

Ejemplo 1.18 Anélogo de péptido de conotoxina Iq (L-norvalina, glicil-L-cisteinil-L-alanil-L-
treonil-L-a-aspartil-L-prolil-L-arginil-L-cisteinil-N5-(aminocarbonil)-L-ornitil-L-triptofil-L-glutaminil-ciclico (2
— 8)-disulfuro-ciclico 32, 125-(1H-1, 2, 3-triazol-4, 1-diilo)) (SEQ ID NO: 60):

“z“ﬁfrﬂ);gﬂgwﬁﬁw 51 o
U i i b

HN NH, o NH,

W

N:N\
N
A (19).

FMOC-5-azido-NVa-OH cargado con resina de 2-clorotritilo (9): El FMOC-5-azido-NVa-OH cargado
con resina de 2-clorotritilo se sintetiz6é por medio del empleo del mismo procedimiento que se describe para
la resina de 2-clorotritilo 1 a través del uso de FMOC-5-azido-NVa-OH en lugar de FMOC-Tyr(OtBu)-OH.

Anélogo de péptido de conotoxina intermediario Yq (H-Gly-Cys-Pra-Thr-Asp-Pro-Arg-Cys-Cit-Trp-
GlIn-5-azidoNVa-OH) (ID SEQ NO: 61): El analogo de péptido de conotoxina intermediario Yq se sintetizé
por medio del empleo del mismo procedimiento que se describe para el compuesto 3 a través del uso de
resina de 2-clorotritilo cargada con FMOC-5-azido-NVa-OH (9) para afiadir de forma secuencial los
aminoacidos, lo cual se lleva a cabo en el siguiente orden con FMOC-GIn(Trt)-OH, FMOC-Trp(Boc)-OH,
FMOC-Cit-OH, FMOC-Cys(Trt)-OH, FMOC-Arg(Pbf)-OH, FMOC-Pro-OH, FMOC-Asp(OtBu)-OH, FMOC-
Thr(tBu)-OH, FMOC-Pra-OH, FMOC-Cys(Trt)-OH, y FMOC-Gly-OH.

Anélogo de péptido de conotoxina intermediario Zq (H-Gly-Cys-Pra-Thr-Asp-Pro-Arg-Cys-Cit-Trp-
GIn-5-azidoNVa-OH, (Cys2 — Cys8) puente de disulfuro) (SEQ ID NO: 62): El analogo de péptido de
conotoxina intermediario Zq se sintetizd6 por medio del mismo procedimiento que se describe para el
compuesto 4 a través del uso del analogo de péptido de conotoxina intermediario Yq en lugar del
compuesto 3.

El analogo de péptido de conotoxina Iq se sintetiz6 por medio del empleo del mismo procedimiento
que se describe para el andlogo de péptido de conotoxina la a través del uso del analogo de péptido de
conotoxina intermediario Zq en lugar del compuesto 4. LC-MS (ESI-TOF) m/z: 1455.5 (M + 1H) /* (MW
calculado: 1454.59); HPLC método A; tiempo de retencion: 11.4 min; pureza del 95.0 %.

Ejemplo 1.19 Analogo de péptido de conotoxina Ir (L-tirosina, glicil-L-cisteinil-L-alanil-L-
treonil-L-a-aspartil-L-prolil-L-arginil-L-cisteinil-N5-(aminocarbonil)-L-ornitil-L-triptofil-L-glutaminil-L-norvalil-
N-metil-ciclico (2 — 8)-disulfuro-ciclico 33, 125-(1H-1, 2, 3-triazol-4, 1-diilo)) (SEQ ID NO: 63):
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A0 ) (o
R AR

HN NH, o NH,

\
\\
W
N

X (In.

Anélogo de péptido de conotoxina intermediario Yr (H-Gly-Cys-Pra-Thr-Asp-Pro-Arg-Cys-Cit-Trp-
GlIn-5-azidoNVa-N-Me-Tyr-OH) (ID SEQ NO: 64): El analogo de péptido de conotoxina intermediario Yr se
sintetizé por medio del empleo del mismo procedimiento que se describe para el compuesto 3 a través del
uso de resina de 2-clorotritilo cargada con FMOC-N-Me-Tyr-OH para afiadir de forma secuencial los
aminoacidos, lo cual se lleva a cabo en el siguiente orden con FMOC-5-azido-NVa-OH, FMOC-GIn(Trt)-
OH, FMOC-Trp(Boc)-OH, FMOC-Cit-OH, FMOC-Cys(Trt)-OH, FMOC-Arg(Pbf)-OH, FMOC-Pro-OH,
FMOC-Asp(OtBu)-OH, FMOC-Thr(tBu)-OH, FMOC-Pra-OH, FMOC-Cys(Trt)-OH, y FMOC-Gly-OH.

Anélogo de péptido de conotoxina intermediario Zr (H-Gly-Cys-Pra-Thr-Asp-Pro-Arg-Cys-Cit-Trp-
GIn-5-azidoNVa-N-Me-Tyr-OH, (Cys2 — Cys8) puente de disulfuro) (SEQ ID NO: 65): El andlogo de
péptido de conotoxina intermediario Zr se sintetiz6 por medio del mismo procedimiento que se describe
para el compuesto 4 a través del uso del andlogo de péptido de conotoxina intermediario Yr en lugar del
compuesto 3.

El andlogo de péptido de conotoxina Ir se sintetizdé por medio del mismo procedimiento que se
describe para el analogo de péptido de conotoxina la a través del uso del analogo de péptido de conotoxina
intermediario Zr en lugar del compuesto 4. LC-MS (ESI cuadruple simple) m/z: 545.3 [M + 3H] / 3*, 817.0
[M + 2H] / 2* (MW calculado: 1631.67); HPLC método A; tiempo de retencién: 12.01 min; pureza del 96.4
%.

Ejemplo 1.20 Analogo de péptido de conotoxina Is (D-arginina, glicil-L-cisteinil-L-alanil-L-
treonil-L-a-aspartil-L-prolil-L-arginil-L-cisteinil-N5-(aminocarbonil)-L-ornitil-L-triptofil-L-glutaminil-L-norvalil-
ciclico (2 — 8)-disulfuro-ciclico 33, 125-(1H-1, 2, 3-triazol-4, 1-diilo)) (SEQ ID NO: 66):

HQN¢L4¢IOWN¢@W JLBW 4@ A
LT i i l

HN NH, o NH,

aw

N (s).
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FMOC-D-Arg-OH cargado con resina de 2-clorotritilo (10): EI FMOC-D-Arg-OH cargado con resina
de 2-clorotritilo se sintetizé por medio del empleo del mismo procedimiento que se describe para la resina
de 2-clorotritilo 1 a través del uso de FMOC-D-Arg-OH en lugar de FMOC-Tyr(OtBu)-OH.

Analogo de péptido de conotoxina intermediario Ys (H-Gly-Cys-Pra-Thr-Asp-Pro-Arg-Cys-Cit-Trp-
GIn-5-azidoNVa-D-Arg-OH) (ID SEQ NO: 67): El anadlogo de péptido de conotoxina intermediario Ys se
sintetizé por medio del empleo del mismo procedimiento que se describe para el compuesto 3 a través del
uso de resina de 2-clorotritilo cargada con FMOC-D-Arg-OH (10) para afiadir de forma secuencial los
aminoacidos, lo cual se lleva a cabo en el siguiente orden con FMOC-5-azido-NVa-OH, FMOC-GIn(Trt)-
OH, FMOC-Trp(Boc)-OH, FMOC-Cit-OH, FMOC-Cys(Trt)-OH, FMOC-Arg(Pbf)-OH, FMOC-Pro-OH,
FMOC-Asp(OtBu)-OH, FMOC-Thr(tBu)-OH, FMOC-Pra-OH, FMOC-Cys(Trt)-OH, y FMOC-Gly-OH.

Anélogo de péptido de conotoxina intermediario Zs (H-Gly-Cys-Pra-Thr-Asp-Pro-Arg-Cys-Cit-Trp-
Gln-5-azidoNVa-D-Arg-OH, (Cys2 — Cys8) puente de disulfuro) (SEQ ID NO: 68): El analogo de péptido
de conotoxina intermediario Zs se sintetizdé por medio del mismo procedimiento que se describe para el
compuesto 4 a través del uso del analogo de péptido de conotoxina intermediario Ys en lugar del compuesto
3.

El analogo de péptido de conotoxina Is se sintetizd por medio del empleo del mismo procedimiento
que se describe para el analogo de péptido de conotoxina la a través del uso del analogo de péptido de
conotoxina intermediario Zs en lugar del compuesto 4. LC-MS (ESI cuadruple simple) m/z: 539.2 [M + 3H]
/3*,807.0 [M + 2H] / 2* (MW calculado: 1610.69); HPLC método A; tiempo de retencién: 10.52 min; pureza
del 97.1 %.

Ejemplo 1.21 Analogo de péptido de conotoxina It (D-tirosina, glicil-L-cisteinil-L-alanil-L-
treonil-L-a-aspartil-L-prolil-L-arginil-L-cisteinil-N5-(aminocarbonil)-L-ornitil-L-triptofil-L-glutaminil-L-norvalil-
N-metil-ciclico (2 — 8)-disulfuro-ciclico 33, 125-(1H-1, 2, 3-triazol-4, 1-diilo)) (SEQ ID NO: 69):

R
D el 1 i J

HN NH, o NH,

w

N (1t).
FMOC-N-Me-D-Tyr-OH cargado con resina de 2-clorotritilo (11): EI FMOC-N-Me-Tyr-OH cargado
con resina de 2-clorotritilo se sintetizé por medio del empleo del mismo procedimiento que se describe para
la resina de 2-clorotritilo 1 a través del uso de FMOC-N-Me-D-Tyr-OH en lugar de FMOC-Tyr(OtBu)-OH.
Anélogo de péptido de conotoxina intermediario Yt (H-Gly-Cys-Pra-Thr-Asp-Pro-Arg-Cys-Cit-Trp-
GIn-5-azidoNVa-N-Me-D-Tyr-OH) (ID SEQ NO: 70): El analogo de péptido de conotoxina intermediario Yt
se sintetizé por medio del empleo del mismo procedimiento que se describe para el compuesto 3 a través

del uso de resina de 2-clorotritilo cargada con FMOC-N-Me-D-Tyr-OH para afiadir de forma secuencial los
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aminoacidos, lo cual se lleva a cabo en el siguiente orden con FMOC-5-azido-NVa-OH, FMOC-GIn(Trt)-
OH, FMOC-Trp(Boc)-OH, FMOC-Cit-OH, FMOC-Cys(Trt)-OH, FMOC-Arg(Pbf)-OH, FMOC-Pro-OH,
FMOC-Asp(OtBu)-OH, FMOC-Thr(tBu)-OH, FMOC-Pra-OH, FMOC-Cys(Trt)-OH, y FMOC-Gly-OH.

Analogo de péptido de conotoxina intermediario Zt (H-Gly-Cys-Pra-Thr-Asp-Pro-Arg-Cys-Cit-Trp-
GIn-5-azidoNVa-N-Me-D-Tyr-OH, (Cys2 — Cys8) puente de disulfuro) (SEQ ID NO: 71): El analogo de
péptido de conotoxina intermediario Zt se sintetizé por medio del mismo procedimiento que se describe
para el compuesto 4 a través del uso del analogo de péptido de conotoxina intermediario Yt en lugar del
compuesto 3.

El analogo de péptido de conotoxina It se sintetizé por medio del empleo del mismo procedimiento
que se describe para el andlogo de péptido de conotoxina la a través del uso del analogo de péptido de
conotoxina intermediario Zt en lugar del compuesto 4. LC-MS (ESI cuadruple simple) m/z: 545.3 [M + 3H]
/3*,817.0 [M + 2H] / 2* (MW calculado: 1631.67); HPLC método A; tiempo de retencién: 10.72 min; pureza
del 96.6 %.

Ejemplo 1.22 Andlogo de péptido de conotoxina Iu (acido (R)-3-(amino)-3-(4-
hidroxifenil)propionico, glicil-L-cisteinil-L-alanil-L-treonil-L-a-aspartil-L-prolil-L-arginil-L-cisteinil-N5-
(aminocarbonil)-L-ornitil-L-triptofil-L-glutaminil-L-norvalil-ciclico (2 — 8)-disulfuro-ciclico 33, 125-(1H-1, 2, 3-
triazol-4, 1-diilo)) (SEQ ID NO: 72):

M\
<N (Iu).

FMOC-beta-Tyr-OH cargado con resina de 2-clorotritilo (12): EI FMOC-beta-Tyr-OH cargado con
resina de 2-clorotritilo se sintetizé por medio del empleo del mismo procedimiento que se describe para la
resina de 2-clorotritilo 1 a través del uso de FMOC-beta-Tyr-OH en lugar de FMOC-Tyr(OtBu)-OH.

Analogo de péptido de conotoxina intermediario Yu (H-Gly-Cys-Pra-Thr-Asp-Pro-Arg-Cys-Cit-Trp-
GIn-5-azidoNVa-beta-Tyr-OH) (ID SEQ NO: 73): El analogo de péptido de conotoxina intermediario Yu se
sintetizé por medio del empleo del mismo procedimiento que se describe para el compuesto 3 a través del
uso de resina de 2-clorotritilo cargada con FMOC-beta-Tyr-OH (12) para afiadir de forma secuencial los
aminoacidos, lo cual se lleva a cabo en el siguiente orden con FMOC-5-azido-NVa-OH, FMOC-GIn(Trt)-
OH, FMOC-Trp(Boc)-OH, FMOC-Cit-OH, FMOC-Cys(Trt)-OH, FMOC-Arg(Pbf)-OH, FMOC-Pro-OH,
FMOC-Asp(OtBu)-OH, FMOC-Thr(tBu)-OH, FMOC-Pra-OH, FMOC-Cys(Trt)-OH, y FMOC-Gly-OH.

Analogo de péptido de conotoxina intermediario Zu (H-Gly-Cys-Pra-Thr-Asp-Pro-Arg-Cys-Cit-Trp-
GIn-5-azidoNVa-beta-Tyr-OH, (Cys2 — Cys8) puente de disulfuro) (SEQ ID NO: 74): El analogo de

péptido de conotoxina intermediario Zu se sintetizd por medio del mismo procedimiento que se describe
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para el compuesto 4 a través del uso del analogo de péptido de conotoxina intermediario Yu en lugar del
compuesto 3.

El analogo de péptido de conotoxina lu se sintetizé por medio del empleo del mismo procedimiento
gue se describe para el analogo de péptido de conotoxina la a través del uso del andlogo de péptido de
conotoxina intermediario Zu en lugar del compuesto 4. LC-MS (ESI cuadruple simple) m/z: 544.5 [M + 3H]
/3*,816.3 [M + 2H] / 2* (MW calculado: 1631.67); HPLC método A; tiempo de retencion: 10.28 min; pureza
del 98.8 %.

Ejemplo 1.23 Anélogo de péptido de conotoxina Iv (L-arginina, glicil-L-cisteinil-L-alanil-L-
treonil-L-a-aspartil-L-prolil-L-arginil-L-cisteinil-N5-(aminocarbonil)-L-ornitil-L-triptofil-L-glutaminil-L-norvalil-
N-metil-ciclico (2 — 8)-disulfuro-ciclico 33, 125-(1H-1, 2, 3-triazol-4, 1-diilo)) (SEQ ID NO: 75):

W
W
W
K

(Iv).
FMOC-N-Me-Arg-OH cargado con resina de 2-clorotritilo (13): El FMOC-N-Me-Arg-OH cargado con

resina de 2-clorotritilo se sintetizé por medio del empleo del mismo procedimiento que se describe para la

resina de 2-clorotritilo 1 a través del uso de FMOC-N-Me-Arg-OH en lugar de FMOC-Tyr(OtBu)-OH.

Anélogo de péptido de conotoxina intermediario Yv (H-Gly-Cys-Pra-Thr-Asp-Pro-Arg-Cys-Cit-Trp-
GlIn-5-azidoNVa-N-Me-Arg-OH) (ID SEQ NO: 76): El analogo de péptido de conotoxina intermediario Yv
se sintetizé por medio del empleo del mismo procedimiento que se describe para el compuesto 3 a través
del uso de resina de 2-clorotritilo cargada con FMOC-N-Me-Arg-OH (13) para afiadir de forma secuencial
los aminoacidos, lo cual se lleva a cabo en el siguiente orden con FMOC-5-azido-NVa-OH, FMOC-GIn(Trt)-
OH, FMOC-Trp(Boc)-OH, FMOC-Cit-OH, FMOC-Cys(Trt)-OH, FMOC-Arg(Pbf)-OH, FMOC-Pro-OH,
FMOC-Asp(OtBu)-OH, FMOC-Thr(tBu)-OH, FMOC-Pra-OH, FMOC-Cys(Trt)-OH, y FMOC-Gly-OH.

Anélogo de péptido de conotoxina intermediario Zv (H-Gly-Cys-Pra-Thr-Asp-Pro-Arg-Cys-Cit-Trp-
GIn-5-azidoNVa-N-Me-Arg-OH, (Cys2 — Cys8) puente de disulfuro) (SEQ ID NO: 77): El analogo de
péptido de conotoxina intermediario Zv se sintetizé por medio del mismo procedimiento que se describe
para el compuesto 4 a través del uso del analogo de péptido de conotoxina intermediario Yv en lugar del
compuesto 3.

El andlogo de péptido de conotoxina Iv se sintetizd por medio del empleo del mismo procedimiento
que se describe para el andlogo de péptido de conotoxina la a través del uso del analogo de péptido de
conotoxina intermediario Zv en lugar del compuesto 4. LC-MS (ESI cuadruple simple) m/z: 542.9 [M + 3H]
/3% 813.5 [M + 2H] / 2* (MW calculado: 1624.71); HPLC método A; tiempo de retencién: 9.29 min; pureza
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del 95.9 %.

Ejemplo 1.24 Anélogo de péptido de conotoxina Iw (L-tirosinamida, glicil-L-cisteinil-L-
glutamil-L-treonil-L-a-aspartil-L-prolil-L-arginil-L-cisteinil-N5-(aminocarbonil)-L-ornitil-L-3-yodotirosil-L-
glutaminil-L-lisil-ciclico (2 — 8)-disulfuro-ciclico-(3 — 12)-lactama) (SEQ ID NO: 78):

AT
AR VER UL o

HN NH, o NH,

\/ﬁ\
(Iw).

Sintesis de péptido lineal intermediario (X1) (SEQ ID NO: 79): SE lavo con DMF (10 mL) la resina
de MBHA de Rink amida cargada con FMOC-Tyr(OtBu) (1.7 g, 0.5 mmol) se lavé con DMF (10 mL) y luego
se dren6 por completo. El grupo FMOC se retird a partir del grupo Tyr atado por medio de su tratamiento

W

aw

Iz

con 1: 4 de piperidina/ DMF (2 x 10 mL, 15 min cada una), y después la resina se lavé con DMF (6 x 10
mL). A continuacion se afadieron HATU (CAS # 148893-10-1, 0.38 g, 1 mmol), HOAt (CAS # 39968-33-7,
0.14 g, 1 mmol) y DIPEA (0.25 mL, 1.5 mmol) con FMOC-Lys(ivDde)-OH (CAS # 204777-78-6, 0.57 g, 1
mmol) en DMF (10 mL). El recipiente de reaccién se agitd durante un minimo de 2.5 h, seguido de un
lavado con DMF (6 x 10 mL). La integridad de la reaccién se determind por medio del ensayo de la
ninhidrina. Si fue negativo (incoloro), el acoplamiento se consideré completo y se continud la sintesis. Si
fue positivo (azul), se acoplé un segundo equivalente de la misma FMOC-aminoé&cido (1 mmol) en DMF
(10 mL) a través del uso de la resina y HATU/HOAt (1 mmol/1 mmol) tal y como se describe anteriormente.
Una vez que la prueba de la ninhidrina indicé que la reaccion estaba completa, se eliminé el FMOC de cada
uno de los aminoacidos que se afadieron en secuencia, seguido del acoplamiento del siguiente FMOC-
aminoacido-OH en la secuencia peptidica tal y como se describe anteriormente. Esto se llevé a cabo
sucesivamente en el siguiente orden con FMOC-GIn(Trt)-OH (CAS # 132327-80-1, 0.61 g, 1 mmol), FMOC-
(3-1-Tyr)-OH (CAS # 134486-00-3, 0.53 g, 1 mmol), FMOC-Cit-OH (CAS # 133174-15-9, 0.39 g, 1 mmol),
FMOC-Cys(Trt)-OH (CAS # 103213-32-7, 0.58 g, 1 mmol), FMOC-Arg(Pbf)-OH (CAS # 154445-77-9, 0.64
g, 1 mmol), FMOC-Pro-OH (CAS # 71989-31-6, 0.33 g, 1 mmol), FMOC-Asp(OtBu)-OH (CAS # 71989-14-
5, 0.41 g, 1 mmol), FMOC-Thr(tBu)-OH (CAS # 71989-35-0, 0.39 g, 1 mmol), FMOC-Glu(ODmab) (CAS #
268730-86-5, 0.68 g, 1 mmol), FMOC-Cys(Trt)-OH (0.58 g, 1 mmol), y FMOC-Gly-OH (CAS # 29022-11-5,
0.29 g, 1 mmol). Después de que se completaron los acoplamientos de los péptidos lineales, la resina se
lavé con DMF (10 mL x 6), seguida de MeOH (10 mL x 2) y por dltimo Et20 (10 mL x 2) y, a continuacion,

se sec6 al vacio durante 2 h.
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IZ

X1

Formacion de lactama para producir el intermediario X2 sobre resina (SEQ ID NO: 80): Con el
fin de retirar los grupos de proteccion de ivDde y ODmab a partir de los residuos de Lys12 y Glu3,
respectivamente, la resina peptidica se lavé con DMF (10 mL) y luego se drené por completo, después la
resina se incub6 con hidrato de hidrazina al 2 % en DMF (10 mL) durante 1 h a rt. Posteriormente, la resina
se lavé con DMF (6 x 10 mL) y luego se volvio a suspender en DMF (10 mL), seguido del tratamiento con
HATU (0.38 g, 1 mmol), HOAt (0.14 g, 1 mmol) y DIPEA (0.25 mL, 1.5 mmol). El recipiente de reaccién se
agitd durante un minimo de 2.5 h, seguido de lavado con DMF (6 x 10 mL), luego MeOH (10 mL x 2) y por

Gltimo Et20 (10 mL x 2), y a continuacion se sec6 al vacio durante 2 h.

Tt

H X2

Disociacion de la resina para proporcionar el intermediario X3 (SEQ ID NO: 81): La lactama se
disoci6 de la resina por medio de la incubacion del intermediario X2 en 23 mL de la solucion de disociacion
(TFA/ EDT/ tioanisol/ anisol: 30: 3: 5: 2) y la mezcla se agit6 durante 2 h a temperatura ambiente. Después
de este tiempo, la resina se filtré y se lavo con TFA (2 x 5 mL). Los filtrados se combinaron, y se afiadié 10
veces el volumen de Et20 frio (0 °C), lo que dio como resultado la precipitaciéon del péptido. El péptido

precipitado se centrifugdé a 5000 rpm durante 10 min y se lavé con Et20 frio (0 °C) (3 x 5 mL). El producto
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crudo X3 se secdé al vacio durante 2 h para obtener el péptido lactamico 3 — 12 monociclico crudo

intermediario (X3, MW = 1727.7 g por mol, 0.4 g, 0.23 mmol, 46 %), el cual se utilizé sin purificacion
adicional.

an A 4 \)LIN \)L(l, \/‘Li( fgj\» o

W“\\l\@

i
“‘“‘“ll\ll

X3
Formacion de puente de disulfuro para proporcionar el andlogo de péptido de conotoxina Iw:

El intermediario X3 (0.4 g, 0.23 mmol) se disolvié en CHsCN (10 mL), DMSO (10 mL) y H20 (180 mL). A
continuacion, se afiadié por goteo H202 (al 30 % en H20, 25 uL), y la mezcla se agitdé a temperatura
ambiente durante 1.5 h. Después de este tiempo, la mezcla se filtrd, y el filtrado se purificé por medio de
una HPLC método J, para proporcionar 50 mg del analogo de péptido de conotoxina lw como un soélido
blanco (MW = 1725.6 g por mol, 29 umol, rendimiento de este paso: 12.6 %, sal de TFA). Pureza del 82 %
(230 nm).

El péptido se purificé ain més mientras que se intercambiaba el anion de TFA por acetato por medio
de una HPLC de preparacion de acuerdo con el método que se describe para los analogos de péptidos de
conotoxina la. El rendimiento aislado del analogo de péptido de conotoxina Iw (sal de acetato) fue de 20
mg (12 pmol, rendimiento global del 2.4 %). LC-MS (ESI cuadruple simple) m/z: 576.1 [M + 3H] / 3*, 863.5
[M + 2H] / 2* (MW calculado: 1723.56); HPLC método K; tiempo de retencién: 7.0 min; pureza del 97 %.

Ejemplo 1.25 Andlogo de péptido de conotoxina Ix (L-tirosinamida, glicil-L-cisteinil-L-lysil-L-
treonil-L-a-aspartil-L-prolil-L-arginil-L-cisteinil-N5-(aminocarbonil)-L-ornitil-L-3-yodotirosil-L-glutaminil-L-
glutamil-ciclico (2 — 8)-disulfuro-ciclico-(3 — 12)-lactama) (SEQ ID NO: 82):

RYAST RIS Y
0 YOH i i j/\ @

HN NH, o NH,

aw

(1x).
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El andlogo de péptido de conotoxina Ix se sintetiz6 por medio del empleo de los mismos
procedimientos que se describen para el analogo de péptido de conotoxina Iw a través del uso de FMOC-
Glu(ODmab) en lugar de FMOC-Lys(ivDde)-OH y FMOC-Lys(ivDde)-OH en lugar de FMOC-Glu(ODmab).
LC-MS (ESI trampa de iones) m/z: 862.9 [M + 2H] / 2*, 1724.3 [M + H] / *, (MW calculado: 1723.56); HPLC
método K; tiempo de retencién: 7.1 min; pureza del 95 %.

6.3. Ejemplo 2: Preparacion de anélogos de péptidos de conotoxina PEGilados

Ejemplo 2.1 Anélogo de péptido de conotoxina PEGilado lla (SEQ ID NO: 83) (30 kDa-

mPEG-valerato (VA)-analogo de péptido de conotoxina la):

linear 30kDa mMPEG NQK /</ QerNQK()\W Qkx( /( Qk

Wiil@

(la)

La sal de acetato del anadlogo de péptido de conotoxina la (25 mg, 0.015 mmol) se disolvié en el
regulador de PBS (pH = 8.0, 12.5 mL) seguido de la adicién de MPEG-30 kDa-VA-NHS éster (560 mg,
0.018 mmol; NOF América, SUNBRIGHT ME-300 HS; enlazador final = amida de &cido valérico (“VA”);

o}
H,C %
5 \O{\/OMO\N
o
n o}

; promedio n = 675) en H20 (20 mL). Después de agitar el recipiente de
reaccion durante 2 h a temperatura ambiente, el progreso de la reaccion se monitoreé por medio de una
HPLC analitica. Cuando se hubo consumido > 90 % del analogo de péptido de conotoxina la, de acuerdo
con lo determinado por el analisis de HPLC, el péptido PEGilado resultante, es decir, analogo de péptido
de conotoxina PEGilado lla, se purificé por medio de una HPLC método | para retirar el analogo de péptido
de conotoxina la sin reaccionar (RT = 5.0 min). El pico de HPLC para el analogo de péptido de conotoxina
PEGilado lla se fraccion6 en tercios y cada fraccion se analizé por medio de una HPLC método | con
deteccion de ELSD (en linea, después del detector UV) para determinar la pureza del péptido (UV RT =
16.65 min, tiempo de retencion de ELSD = 16.75 min) cantidad de PEG libre residual (ELSD RT = 17.00
min). Se combinaron y se liofilizaron las fracciones con > 95 % de pureza del péptido que contenian <5 %
de PEG libre, con base en la sefial de ELSD (PEG libre en relacion con la sefial de ELSD del péptido).
Rendimiento total aislado 0.21 g (44 %); HPLC método |: Pureza: 95 % (UV 214 nm), 97 % (ELSD). Los
datos de caracterizacion del andlogo de péptido de conotoxina PEGilado lla se enlistan en la tabla 2 a

continuacion.
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Tabla 2. Datos de caracterizacion para el analogo de péptido de conotoxina PEGilado lla

Analisis Resultado Método

Masa determinada

experimentalmente 32254.6 MALDI-TOF
Contenido de cobre <11 ppm ICP-AES
Karl Fischer Contenido de agua 0.40 % Anélisis KF culombimétrico
Contenido de nitrégeno 0.93% Analisis elemental

Célculo a través del uso del
] o 91.0 % (con base en el ] o
Contenido de péptidos contenido de nitrégeno en el
MW calculado: 31512) o
andlisis elemental

Contenido de AcOH 0.549 % Cromatografia de iones
Contenido de TFA 0.361 % Cromatografia de iones
Ejemplo 2.2 Analogo de péptido de conotoxina PEGilado IVa (SEQ ID NO: 84) (30 kDa-

mPEG-bAmina-analogo de péptido de conotoxina la):

(IVa)
La sal de acetato del analogo de péptido de conotoxina la (25 mg, 0.013 mmol) se disolvié en MeOH
(10 mL) seguido de la adicién de una solucién de mPEG-30 kDa-butiraldehido (CAS No. 9004-74-4, 414
mg, 0.013 mmol) en MeOH (10 mL). La mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante 3 h. Después de
este tiempo, se afiadié una solucion de PPTS (3.3 mg, 0.013 mmol) en MeOH (0.1 mL), seguida de la

adicion de una solucién de NaCNBH3 (1.6 mg, 0.026 mmol) en MeOH (0.1 mL). La agitacién se continud
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durante 12 h, y después de este tiempo la mezcla de reaccién se purificé directamente por medio de una
HPLC de preparacion método G para proporcionar la sal de TFA del analogo de péptido de conotoxina
PEGilado IVa (92 mg, rendimiento total: 21 %, sal de TFA). Pureza en HPLC: 95.7 % (UV 214 nm).

Se logré un intercambio de sal posterior por medio de la disolucion de la sal de TFA del analogo de
péptido de conotoxina PEGilado IVa (92 mg, 0.0027 mmol) de lo anterior, en 3 mL de agua. A esta solucion
se afiadid por goteo el NHsHCO:s (ac.) para ajustar el pH de 7.0 a 8.0. A continuacion, la mezcla se purifico
directamente por medio de una RP-HPLC de preparacién (fase moévil: A: AOH al 0.1 % en agua, B: AcOH
al 0.1 % en ACN), y se liofilizé para proporcionar la sal de acetato del analogo de péptido de conotoxina
PEGilado IVa como un solido blanco (31 mg, rendimiento total: 7 %, sal de acetato). Pureza en LC/MS:
95.5 % (UV 214 nm), 98.7 % (ELSD). Los datos de caracterizacion del analogo de péptido de conotoxina
PEGilado IVa se enlistan en la tabla 3 a continuacion.

Tabla 3. Datos de caracterizacion para el analogo de péptido de conotoxina PEGilado IVa

Andlisis Resultado Método

Masa determinada
_ 33465.4 MALDI-TOF
experimentalmente

Analisis de combustion C,

Contenido de nitrégeno 1.00 % HON

Célculo a través del uso
) o 98.05 % (con base en el ) o
Contenido de péptidos del contenido de nitrdgeno
MW calculado: 31571.8) o
en el andlisis elemental

Ejemplo 2.3 Analogo de péptido de conotoxina PEGilado Va en el término C (SEQ ID NO:
85) (analogo de péptido de conotoxina la-30 kDa-PEG)

N\)k /</ Qk I(NJ()}(N%\/R(N% f o \"">"linear 30kDa mPEG
0 \]]/OH \L \L j/\

NH2 o NH,

(Va)
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Anélogo de péptido de conotoxina con N-acetilo en el término N la intermediario (14): El analogo de
péptido de conotoxina la (75 mg, 46 pmol) se disolvido en DMF anhidra (35 mL) y luego se afiadieron AC20
(7.5 pL, 0.3 mmol) y piridina anhidra (32 pL, 0.4 mmol). La solucién se agité durante 2 h a temperatura
ambiente. A continuacién, el producto se purifico por medio de una HPLC de preparacion método G (tabla
7). Después de la liofilizacion de las fracciones que contenian el producto, el compuesto 14 se obtuvo como
un sélido blanquecino (44.5 mg, 27 pumol, 98 % de pureza, 59 % de rendimiento). LC-MS (ESI) m/z: 554.6
[M + 3H]/3* 831.0 [M + 2H] / 2*, Pureza del 98 % (UV 214 nm).

Anélogo de péptido de conotoxina PEGilado en el término C Va: El compuesto 14 (15 mg, 9.0
pmol) se disolvio en DMF anhidra (2.5 mL) y se afiadié una solucién de 30 kDa-mPEG-propilamina (300
mg, 10 ymol, 1.1 equiv.) en DMF anhidra (2.5 mL). A continuacién, se afadieron una solucién de HBTU
(3.7 mg, 9.7 umol) en DMF (0.3 mL) y una solucién de DIPEA (458 uL, 26 pmol) en DMF anhidra (45 mL).
La mezcla se agité a temperatura ambiente durante 2 h y luego se purificd por medio de una HPLC método
G (tabla 7). La liofilizacién del producto purificado proporcioné la sal de TFA del analogo de péptido de
conotoxina PEGilado Va en el término C (100 mg, 3.1 umol, rendimiento del 35 %), como una sal de TFA
(pureza del 91 % a 214 nm). A continuacion, esta sal de TFA se disolvié en H20: CH3CN (3 mL: 1 mL),
luego se afadié por goteo una solucion diluida de NH4HCOs (ac.) para obtener un pH = 7.0 a 8.0. La mezcla
entonces se purificé por medio de una HPLC método H (tabla 7) para proporcionar la sal de acetato del
analogo de péptido de conotoxina PEGilado Va en el término C. Después de la liofilizacién, se obtuvo un
sélido blanco (50 mg, rendimiento: 15.8 umol, 17.5 %, sal de acetato). Pureza en LC: 90.4 % (UV 214 nm),
99.3 % (ELSD). Los datos de caracterizacién para el analogo de péptido de conotoxina PEGilado Va se
enlistan en la tabla 4 a continuacion.

Tabla 4

Datos de caracterizacion para el analogo de péptido de conotoxina PEGilado Va

Andlisis Resultado Método

Masa determinada
] 31307.7 MALDI-TOF
experimentalmente

Analisis de combustion C,

Contenido de nitrégeno 0.71 % HON

Célculo a través del uso del
) o 66.77 % (con base en el ) o
Contenido de péptidos contenido de nitrégeno en
MW calculado: 31598.8) o
el analisis elemental
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Ejemplo 2.4 7-Arg-analogo de péptido de conotoxina PEGilado Vla (SEQ ID NO: 86) (Ac-
analogo de péptido de conotoxina la (Arg7-VA-30 kDa-PEG))

e 4 %1@% ﬁw f

NH H

HN™ "NH O NH,

Wlinear 30kDa mPEG

o)

N:N\
~_N

(Vla)

El analogo de péptido de conotoxina la con N-acetilo en el término N, intermediario 14 (15 mg, 9.0
pumol) se disolvié en DMF anhidra (2.5 mL) seguida de la adiciéon de una solucién del reactivo de mPEG-30
kDa-éacido valérico-NHS éster (0.54 g, 18 pumol) en DMF anhidra (2.5 mL). A continuacién, se afadi6é una
solucién de DBU (4 uL, 27 umol) en DMF (0.3 mL). La mezcla se calenté hasta 40 °C durante 4 hy, a
continuacion, el producto se purificé por medio de una HPLC método G (tabla 7). La liofilizacién posterior
proporciond 35 mg de la sal de acetato del 7-Arg-anélogo de péptido de conotoxina PEGilado Vla (tabla 6;
35 mg, 1.1 umol, 12.2 %, sal de TFA). Pureza del 80 % (UV 214 nm). El intercambio de sal se llevé a cabo
tal como se describié para proporcionar la sal de acetato del 7-Arg-analogo de péptido de conotoxina
PEGilado Vla como un sélido blanco (28 mg, 9.8 % de rendimiento total, sal de acetato). Pureza: 99.1 %
(UV 214 nm), 81.4 % (ELSD). Los datos de caracterizacion del analogo de péptido de conotoxina PEGilado
Vla se enlistan en la tabla 5 a continuacion.

Tabla 5

Datos de caracterizacion para anédlogo de péptido de conotoxina PEGilado Via

Andlisis Resultado Método

Masa determinada
) 32102.8 MALDI-TOF
experimentalmente

Analisis de combustion C,

Contenido de nitrégeno 0.55 % HON

Célculo a través del uso del
i o 54.0 % (con base en el MW ) o
Contenido de péptidos contenido de nitrégeno en
calculado: 31641.9) o
el andlisis elemental
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Tabla 6. Reactivos de PEGilacién

Reactivo de PEGilacién Estructura

mPEG-30 kDa-acido valérico-NHS éster

o]
H C\ o) O..
promedio n = 675. : 0{\’ M N
n Q
o]

Enlazador final = amida de acido valérico (“VA”)

mPEG-30 kDa-butiraldehido

: I o]
Enlazador final = enlazador de butilamina HSC’O{\/\O%\/\{
H
n

(‘bAmina”)

promedio n = 678

mPEG-30 kDa-propilamina o
Enlazador final = propilamida (“pAmida”) H,C” {\/\Oglr\/\NHz
n

promedio n = 678

Los métodos de HPLC que se describen en este documento se resumen en la tabla 7 a continuacion.

Tabla 7: Compendio de los métodos de HPLC

Método o
Descripcién
de HPLC
UV 214 nm; Columna: XBridge Péptido BEH C18, 4.6 x 150 mm, 3.5 um; Eluyente A:
A TFA al 0.05 % en agua; Eluyente B: TFA al 0.05 % en CH3CN; Tiempo (% B): 0 min (5),
20 min (65); Velocidad de flujo: 1.0 mL por min; temperatura de la columna de 40 °C.
UV 220 nm; Columna: Phenomenex Jupiter, 4.6 x 250 mm, 5 um, C18, 300 A; Eluyente
B A: TFA al 0.05 % en agua; Eluyente B: TFA al 0.05 % en CH3CN; Tiempo (% B): 0 min
(10), 30 min (70); Velocidad de flujo 1.0 mL por min; temperatura ambiente.
UV 220 nm; Columna: YMC-Pack-ODS-A, 4.6 x 250 mm, 5 ym, C18, 200 A; Eluyente A:
C TFA al 0.05 % en agua; Eluyente B: TFA al 0.05 % en CH3CN; Tiempo (% B): 0 min (5),
30 min (65); 1.0 mL por min; temperatura ambiente.
UV 220 nm; Columna: Phenomenex Jupiter, 4.6 x 250 mm, 5 um, C18, 300 A; Eluyente
D A: TFA al 0.05 % en agua; Eluyente B: TFA al 0.05 % en CH3CN; Tiempo (% B): 0 min
(10), 30 min (70); Velocidad de flujo 1.0 mL por min; temperatura ambiente.
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UV 220 nm; Columna: YMC-Pack-ODS-A, 4.6 x 250 mm, 5 um, C18, 200 A; Eluyente A:
E TFA al 0.05 % en agua; Eluyente B: TFA al 0.05 % en CH3CN; Tiempo (% B): 0 min (5),

30 min (65); 1.0 mL por min; temperatura ambiente.

UV 215 nm; Columna: YMC-Pack-ODS-A, 4.6 x 250 mm, 5 ym, C18, 200 A; Eluyente A:
F TFA al 0.1 % en agua; Eluyente B: TFA al 0.1 % en CHsCN; Tiempo (% B): 0 min (10),

30 min (40); 1.0 mL por min; temperatura ambiente.

UV 215 nm; Columna: XBridge Péptido BEH C18, 19 x 250 mm, 10 um, 300 A; Eluyente
A: TFA al 0.05 % en agua; Eluyente B: TFA al 0.05 % en CH3CN; Tiempo (% B): 0 min

G
(17), 3 min (32), 23 min (42), 28 (95); Velocidad de flujo: 25 mL por min; temperatura
ambiente.
UV 215 nm; Columna: XBridge Péptido BEH C18, 19 x 250 mm, 10 pm, 300 A; Eluyente
H A: AOH al 0.1 % en agua; Eluyente B: AOH al 0.1 % en CH3CN; tiempo (% B): 0 min (5),

5 min (25), 15 min (80), 20 (95); Velocidad de flujo: 20 mL por min; temperatura

ambiente.

Deteccion de UV 214 nm y ELSD; Columna: XBridge Péptido BEH C18, 4.6 x 150 mm,
3.5um, 300 A; Eluyente A: TFA al 0.05 % en agua; Eluyente B: TFA al 0.05 % en CHsCN;
Tiempo (% B): 0 min (15), 3 min (15), 20 min (75); Velocidad de flujo: 1.0 mL por min;

temperatura de la columna de 40 °C.

UV 215 nm; Columna: XBridge Péptido BEH C18, 19 x 250 mm, 10 um, 130 A; Eluyente
J A: TFA al 0.05 % en agua; Eluyente B: TFA al 0.05 % en CH3CN; Velocidad de flujo:

20.0 mL por min; elucién en gradiente del 5 % al 100 % de B; temperatura ambiente.

UV 230 nm; Columna: XBridge Péptido BEH C18, 2.1 x 150 mm, 3.5 um; eluyente A:
K TFA al 0.05 % en agua; Eluyente B: TFA al 0.05 % en CH3CN; Tiempo (% B): 0 min (5),

8 min (100); Velocidad de flujo: 0.3 mL por min; temperatura de la columna de 25 °C.

6.4. Analisis de estabilidad

Con el fin de abordar la inestabilidad del disulfuro en los derivados de RglA, se sintetizaron los
anélogos de péptidos de conotoxina con un puente de disulfuro sustituido por un puente de triazol, y se
evaluaron en plasma y suero humanos y de rata Sprague Dawley.

El andlisis de HPLC en fase inversa de las muestras de cada uno de los analogos de péptidos de

conotoxina estabilizados con triazol revel6 un Gnico pico aislado consistente con la conformacién nativa del
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péptido. Por ejemplo, la figura 2A muestra que el analogo de péptido de conotoxina la muestra un Unico
pico aislado en la HPLC en fase inversa en el plasma de la rata a las 0 h, 8 h y 24 h. No hubo ninguna
evidencia de un reordenamiento de disulfuro, lo que sugiere que la sustitucién de un enlace de disulfuro
nativo por un mimético de triazol es adecuado para prevenir la mezcla en disulfuro de los derivados de
RglA en el plasma.

Por el contrario, como se muestra en las trazas de la HPLC en fase inversa del analogo de péptido
de conotoxina, el CSP-4-NH: de la figura 2B, una porcién significativa del analogo de péptido de conotoxina
CSP-4-NH; (la forma “nativa”, la cual consiste en dos enlaces de disulfuro, uno entre Cys2 y Cys8, y un
segundo enlace entre Cys3 y Cys12) experimentd una isomerizacion en una forma de “cinta” que contenia
enlaces de disulfuro alternativos de Cys2-Cys12 y Cys3-Cys8, y en una forma de “esfera” que contenia
enlaces de disulfuro alternativos de Cys2-Cys3 y Cys8-Cys12. En las muestras de plasma y suero, el
anélogo del péptido de conotoxina CSP-4-NH; se isomerizé principalmente entre las formas nativa y de

cinta, con muy poca formacion de esferas (figura 2B).

6.5. Ensayos biolégicos
6.5.1. Método de sujecion de voltaje de dos electrodos para los NAChR de rata y
humanos

Ejemplo 4.1

Ensayo:

Se utilizaron los ovocitos de Xenopus laevis (Xenopus 1, MI) para expresar heterélogamente los
subtipos clonados de nAChR de rata o humano. Los registros se llevaron a cabo de 1 a 5 dias después de
la inyeccion. Brevemente, se colocé un ovocito en una camara de 100 pL (4 mm de diametro, 62 mm de
profundidad) fabricada de Sylgard y perfundida por gravedad con ND96 (NaCl 96 mM, CaCl. 1.8 mM, KCI
2.0 mM, MgClz 1.0 mM, HEPES 5 mM, pH de 7.1 a 7.5) a una velocidad de flujo constante (2 mL por min).
El potencial de membrana del ovocito se mantuvo a -70 mV por medio de un amplificador de sujecion de
voltaje de dos electrodos GeneClamp 500. Los nAChR se estimularon con pulsos de 1 segundo de
acetilcolina (ACh) 100 uM una vez cada minuto y se adquirieron las corrientes activadas por ACh. Después
de lograr una linea base constante de pulsos de ACh a través del uso de ND96, la solucién se cambié al
ND96 que contenia varias concentraciones del compuesto, y se observaron pulsos de ACh para una
respuesta de bloqueo. Las respuestas a la ACh del nAChR después de la aplicacion del péptido se
calcularon como el “% de respuesta” del que se observo en la linea base. Las curvas de concentracion-
respuesta para la inhibicion de las corrientes activadas por ACh se generaron por medio del ajuste de los
datos de cada ovocito a la ecuacion de Hill: % respuesta = 100 / {1 + ([toxina] / ICso}"H} por medio del
analisis de regresion no lineal y a través del uso de restriccion en la parte inferior igual a 0 y en la parte
superior igual a 100 (GraphPad Prism). Se ajustaron las curvas de respuesta a la concentracion
independientes por cada ovocito y se promediaron los valores de ICso . Los valores promedio de ICso se
notificaron como los promedios + SEM. Se utilizé la prueba t no emparejada de dos colas para las

diferencias de significacion (GraphPad Prism).
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Resultados:
6.5.1.1. La sustitucidon del puente de disulfuro por un puente de triazol mejora

la estabilidad y mantiene una actividad adecuada los nAChR tanto de la rata como del humano

Tabla 8. Inhibicion de los receptores de acetilcolina nicotinicos (nAChR) a9a10 de rata y humanos por

medio del péptido de conotoxina RglA y sus analogos

10

15

20

25

30

35

Péptido de conotoxina/ «9a10 NACHR 1Cso (NM)
anélogo Rata Humano
RglA 24+07 > 10,000
CSP-4-OH 0.9+0.6 15+0.5
CSP-4-NH2 04+0.2 35+15
CSP-4-desTyr NT 42 +0.1
la 143+1.8 0.7 £0.03
la’ 12.61 £ 0.08 264
Ib 7+0.7 37+1.3
Ib’ 23%+05 48 +9
Ic 6985 152 +71
Id 21000 21000
le 6.6 1.7 115 £ 56
If 125+ 8.7 1521 £ 116
g 22+1.1 19+1.2
g] 85+1.1 8+15
li 1.6+£0.6 34+£14
I 69 + 8.5 152 + 71
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Péptido de conotoxina / «9a10 NACHR 1Cso (NM)

andlogo Rata Humano
Ik 95+1.3 166+1.1
Il NT 11+14
Im NT 50+1.2
In <10 nM 37+15
lo <10 nM 59
Ip <10 nM 26+14
Iq 69 +2 > 300 nM
Ir 31+0.7 ~ 100
Is NT 59+1.7
It NT ~ 100 nM
lu <30 ~ 100 nM
Iv <30 ~ 100 nM
Iw 36+9 > 300
Ix 21+14 123 + 22

Nota: NT = No probado.

Se determinaron las actividades de los analogos de péptidos de conotoxina y de los analogos de
péptidos de conotoxina PEGilados preparados en las secciones 6.2 y 6.3 en los nAChR tanto de rata como
humanos, y los resultados se compendian en las tablas 8 y 9, respectivamente.

Como se muestra en la tabla 8, el CSP-4-NH2 mostr6 actividades nanomolares en los nAChR tanto
de rata como humanos (ICso: 0.4 + 0.2 nM en el nAChR a9a10 de ratay 3.5 £ 1.5 nM en el NnAChR a9a10
humano). No obstante, debido a que el CSP-4—-NH2 tiene dos puentes de disulfuro (un puente de disulfuro
entre los residuos de cisteina en las posiciones 2 y 8; y otro puente de disulfuro entre los residuos de

cisteina en las posiciones 3 y 8), el CSP-4—-NH2 sufrié de un problema de mezcla en disulfuro y tuvo una
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estabilidad deficiente (véanse la figura 1A a la figura 1D y la figura 2B).

Como se muestra en la tabla 8, los analogos de péptidos de conotoxina Iw y Ix con el puente de
disulfuro en las posiciones 3 y 12 reemplazado por un puente de lactama, no mantuvieron actividades
adecuadas en el nAChR a9a10 humano. Los analogos de péptidos de conotoxina Iw y Ix mostraron las
ICs0 de > 300 nM y de 123 + 22 nM, respectivamente. Ciertos analogos de péptidos de conotoxina que
tenian un puente de triazol formado entre un Pra en la posicion 3 y un AzidoNVa en la posiciéon 12
mantuvieron actividades biolégicas adecuadas en el NnAChR a9a10 humano (por ejemplo, ICso < 100 nM).
Por ejemplo, se midieron las ICso de los anélogos de péptidos de conotoxina la y la’ en el nAChR a9a10
humano y fueron de 0.7 £ 0.03 nM y de 26 + 4 nM, respectivamente. Las ICso de los analogos de péptidos
de conotoxina Ib y Ib’ en el nAChR a9a10 humano se midieron en 37 + 1.3 nM y 48 + 9 nM,
respectivamente. Los analogos de péptidos de conotoxina la y Ib, con un acido carboxilico en el término C,
y los analogos de péptidos de conotoxina la’ y Ib’, con un grupo amida en el término C, mantuvieron
actividades adecuadas. Los anélogos de péptidos de conotoxina la y Ib, ambos con un grupo amida en el
término C, mostraron cada uno valores de ICso mas bajos que el analogo de péptido de conotoxina
correspondiente con un acido carboxilico en el término C (lavs la’ y Ib vs Ib’).

Por el contrario, los analogos de péptidos de conotoxina Ic y Id que tenian un puente de triazol
formado entre las posiciones 2 y 8, no mantuvieron una actividad adecuada en el nAChR a9a10 humano.
Se midieron las ICspo de los analogos de péptidos de conotoxina Ic y Id y fueron de 152 + 71 nM y = 1000
nM, respectivamente. También en contraste, los anélogos de péptidos de conotoxina If y Ij que tenian un
puente de triazol formado entre las posiciones 3y 12, pero que tenian un puente de triazol formado a partir
de un Pra o un AzidoAla, respectivamente, en la posicidon 12 no mantuvieron una actividad adecuada en el
nNAChR a9a10 humano. Se midieron las ICso de los anélogos de péptidos de conotoxina If y Ij y fueron de
1521 £ 116 nM y de 152 + 71 nM, respectivamente.

Anteriormente se ha demostrado que la supresién del aminoacido terminal de RgIA y la sustitucion
por una amida (Cys12-amida) no tienen un impacto sustancial sobre el enlace del péptido al NAChR a9a10
de rata (Ellison et al, 2008, J. Mol. Biol. 377: 1216-1227; Armishaw, 2010, Toxins 2: 1471-1499; Patente de
los Estados Unidos de Norteamérica No. US 20120220539 Al). Ademas, otras alfa-conotoxinas, tales como
Vcl.1 e Iml, no tienen un aminoacido en la posicion 13 (véase la figura 4), lo que sugiere que este residuo
no seria esencial para el enlace del canal.

Sin embargo, se encontré que la supresion o el reemplazo del aminoacido C-terminal afecta de una
forma inesperada a la potencia del nAChR a9a10 humano en el contexto del analogo de péptido de
conotoxina la. De una forma especifica, tal como se muestra en la tabla 8, cuando el Tyr en la posicién 13
fue reemplazado por un Phe (analogo de péptido de conotoxina Il) o por un D-Tyr (anédlogo de péptido de
conotoxina Im), se redujo la potencia. Se midieron las ICso de los anélogos de péptidos de conotoxina Il y
Im, y fueronde 11 + 1.4 nM y de 50 + 1.2 nM, respectivamente. Por el contrario, cuando se suprimi6 el Tyr
en la posicién 13 (analogo de péptido de conotoxina Iq), fue sustituido por un N-Me-Tyr (andlogo de péptido
de conotoxina Ir), fue sustituido por un D-Arg (analogo de péptido de conotoxina Is), fue sustituido por un

N-Me-D-Tyr (analogo de péptido de conotoxina It), fue sustituido por un beta-Tyr (analogo de péptido de
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conotoxina lu) o fue sustituido por N-Me-Arg (analogo de péptido de conotoxina Iv), este proporcioné
analogos de péptidos de conotoxina con potencias mas bajas en el nAChR a9a10 humano.

Se evaluo el impacto de la supresién del residuo de aminoéacido en la posicion 13 de los analogos
de péptidos de conotoxina con un puente de triazol formado entre las posiciones 3 y 12 sobre su potencia
en el nAChR a9a10 humano en relacion con el impacto de la supresién del residuo en la posicion 13 del
CSP-4-OH (el analogo de péptido de conotoxina correspondiente con un puente de disulfuro en las
posiciones 3y 12). De una manera inesperada, con respecto al CSP-4-OH (puente de disulfuro Cys3, 12),
la supresiéon de Tyr en la posiciéon 13 dio como resultado una reduccion mayor de 20 veces en la afinidad
de enlace para el nAChR a9a10 humano (figura 5A). Sin embargo, con respecto al analogo de péptido de
conotoxina 1a (reemplazo con un puente de triazol entre las posiciones 3y 12), la supresion del aminoacido
13 dio como resultado una pérdida de actividad de aproximadamente 10 veces en el canal de la rata y una
pérdida de actividad mayor de 100 veces en el canal humano (analogos de péptidos de conotoxina la vs
1q) (tabla 8, figura 5B). Estos datos mostraron que la supresioén de un aminoacido en el término C (posicion
13) disminuy® las actividades de los analogos de péptidos de conotoxina con un puente de triazol entre las
posiciones 3y 12, pero no para aquellos con un puente de disulfuro entre las posiciones 3y 12. Estos datos
sugirieron que las interacciones a lo largo del bucle 2 y del término carboxilo del péptido son importantes
para determinar la potencia del canal humano en el contexto de un mimético de disulfuro estabilizado, y
que los cambios en la estructura secundaria del bucle 2 y del término carboxilo crean interacciones
impredecibles entre los analogos de péptidos de conotoxina RglA y el nAChR a9a10.

Més aun, la adicion de un amino&cido adicional en el término C del analogo de péptido de conotoxina
la (por ejemplo, un N-Me-Gly, D-Tyr, o N-Me-Tyr) para proporcionar los analogos de péptidos de conotoxina
In, lo, y Ip de 14 residuos, mantuvo su potencia en el NAChR a9a10 humano. Como se ilustra en la tabla
8, por ejemplo, se midieron las ICso de los analogos de péptidos de conotoxina In (un N-Me-Gly adicional
en la posicion 14 en comparacion con el la), lo (un D-Tyr adicional en la posicion 14 en comparacion con
el la) y Ip(un N-Me-Tyr adicional en la posiciéon 14 en comparacion con el la), y fueron de 37 + 15 nM, 59
nMy 26 + 1.4 nM, respectivamente.

Selectividad de enlace de canal: En una evaluacion de los posibles efectos fuera del objetivo que
implicaban a 88 receptores, transportadores, enzimas y cinasas, los anélogos de péptidos de conotoxina
gue contenian triazol Ia’ y Ib’ no demostraron efectos fuera del objetivo en 10 yM, con la excepcion de la
inhibicién parcial (52 % y 56 %, respectivamente) del nAChR a7. A este respecto, la sustitucién del puente
de disulfuro con el puente de triazol en el péptido de conotoxina RglA no alteré de una forma significativa
la selectividad de los analogos de péptidos de conotoxina.

6.5.1.2. La PEGilacién del anadlogo de péptido de conotoxina la en el término
N retiene de una manera inesperada una actividad adecuada en los nAChR tanto de rata como
humanos

La adicion de un valerato-PEG lineal de 30 kDa (acilacion N-terminal) al término N del analogo de
péptido de conotoxina la dio como resultado el analogo de péptido de conotoxina PEGilado lla. Cuando se

evaluo su actividad contra los NnAChR humanos y de rata, el analogo de péptido de conotoxina PEGilado
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Ila produjo un bloqueo similar sobre los NAChR a9a10 de rata y humanos (figura 6A y figura 6B) con bajas
potencias nanomolares. En el nAChR a9a10 humano, el analogo de péptido de conotoxina PEGilado Ila
dio como resultado una ICso casi idéntica (tabla 9; 0.7 £ 0.1 nM) a la del analogo de péptido de conotoxina
la no conjugado (0.7 + 0.03 nM). En contraste con la literatura que ensefia que la PEGilacion podria crear
potencialmente una restriccion estructural que daria como resultado una reduccion de la potencia de enlace
del péptido a los canales humanos y de roedores (Fishburn, 2008, J. Pharm. Sci. 97: 4167-4183; Parrott y
DeSimone, 2011, Nat. Chem. 4: 13-14), el analogo de péptido de conotoxina PEGilado Ila con un aumento
de peso molecular de aproximadamente 18.5 veces por medio de la unién al polimero de PEG de una
forma inesperada retuvo la potencia del péptido de conotoxina la (0.7 = 0.1 nM en el nAChR a9a10
humano).
Tabla 9. Inhibicion de los receptores de acetilcolina nicotinicos a9a10 de rata y humanos (nAChR) por
medio del anlogo de péptido de conotoxina la y sus analogos de péptidos de conotoxina PEGilados lla,
Illa, IVa, Vay Via

Péptido de conotoxina/ @9a10 NACHR ICso (NM)
andlogo Rata Humano
RglA 24+07 > 10,000
CSP-4-OH 1.5+£05 0.9+0.6
CSP-4-NH2 04+0.2 35+15
la 143+1.8 0.7 £0.03
la’ 7.7+0.7 264
lla NT 0.7x0.1
IVa NT 100
Va NT ~ 300
Via NT 300

Nota: NT = No probado.

Se evalué el impacto de la PEGilacion en diferentes posiciones de unién por medio de la prueba de
las actividades de los anélogos de péptidos de conotoxina PEGilados Va (en los que un polimero de mPEG

lineal se une de una forma covalente al término C del analogo de péptido de conotoxina la) y Vla (en donde
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un polimero de mPEG lineal se une de una forma covalente a la arginina en la posicion 7 del analogo de
péptido de conotoxina la) contra el NnAChR a9a10 humano. Se observé una ICso sustancialmente mas baja
contra el NnAChR humano para los dos analogos de péptidos de conotoxina PEGilados Va (ICso = ~ 300
nM) y Vla (ICso = 300 nM), en comparacion con la de los analogos de péptidos de conotoxina PEGilados
lla (ICs0 = 0.7 £ 0.1 nM), que tienen un polimero de mPEG lineal unido de una forma covalente al término
N del analogo de péptido de conotoxina la. La conjugacion con el PEG en el término C (Va) o en la posicion
7 (VIa) del analogo de péptido de conotoxina la no dio lugar a los analogos de péptidos de conotoxina
PEGilados con actividades adecuadas.

También se estudio la potencia de un analogo de péptido de conotoxina PEGilado con un enlazador
diferente. Se probd la actividad del analogo de péptido de conotoxina PEGilado 1Va, con un polimero de
mPEG lineal unido al término N del analogo de péptido de conotoxina la a través de un enlazador de
butileno, contra el nAChR a9a10 humano. Como se muestra en la tabla 9, la ICso del andlogo de péptido
de conotoxina PEGilado IVa fue mas de 100 veces superior (ICso = ~ 100 nM) a la de los analogos de
péptidos de conotoxina PEGilados lla (ICso = 0.7 £ 0.1 nM), en donde el polimero de PEG se une al término
N del péptido (analogo del péptido de conotoxina la) a través de un enlazador de valerato. Estos resultados
ilustraron que la eleccién del tipo de enlazador y de la posicion en el péptido al que se une el polimero de
PEG puede ser crucial para la derivacion de PEGilacién del analogo de péptido de conotoxina la con el fin
de retener su potencia contra el nAChR a9a10 humano. De una manera inesperada, se encontré que el
analogo de péptido de conotoxina PEGilado lla, con un mPEG lineal de 30 kDa unido de una forma
covalente al término N del andlogo de péptido de conotoxina la a través de un enlazador de valerato, es el
analogo de péptido de conotoxina PEGilado éptimo.

También se demostré un resultado inesperado similar con el CSP-4-OH PEGilado. Con la adicién de
un PEG de 30 kDa en el término N del CSP-4-OH a través de un enlazador de valerato, el analogo de
péptido de conotoxina PEGilado XI (MPEG-VA- CSP-4-NH2 lineal de 30 kDa) mantuvo una baja potencia
nanomolar en el nAChR a9a10 de la rata (ICso = 6.0 £ 0.1 nM), lo que sugiere que los términos N de estos
péptidos son permisivos para la adicibn de moléculas voluminosas sin que se altere de una forma
significativa su potencia bioldgica in vitro.

6.5.2. Estudios de farmacocinética de los analogos de péptidos de conotoxinay
los analogos de péptidos de conotoxina PEGilados en las ratas

Estudios de farmacocinética del analogo de péptido de conotoxina la en las ratas: El andlogo
de péptido de conotoxina la se inyecto por la via intravenosa o subcutanea en las ratas Sprague Dawley
machos de 10 semanas de edad (n = 3 por grupo) en 1 mg por kg en el vehiculo (fosfato de sodio 10 mM,
cloruro de sodio al 0.8 %, Tween 20 al 0.05 %, pH de 6.0). La sangre se recolecté en varios puntos del
tiempo (antes de la dosis y de 0.083 a 24 horas después de la dosis) a través de la vena de la cola en tubos
de recoleccién de K2 EDTA, se centrifugd, y el plasma se almacené de -60 °C a -90 °C hasta el analisis.
Las concentraciones del analogo de péptido de conotoxina 1a se determinaron por medio de un ensayo de
LC-MS/MS especifico del péptido, tal como se describe a continuacion. Se generaron los datos sin procesar

y se graficaron por medio de una regresién no lineal con una respuesta a la dosis sigmoidal (pendiente
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variable) con el GraphPad Prism. Los parametros farmacocinéticos se calcularon por medio del software
PKSolver 2.0.

Analisis de LC-MS/MS para las muestras de PK de plasma del analogo de péptido de
conotoxina la: Se llevaron a cabo los analisis de las muestras del analogo de péptido de conotoxina la
con un sistema de cromatografia de liquidos Shimadzu (Shimadzu UFLC-XR) y un espectrometro de masas
en tdndem de triple cuadrupolo AB Sciex APl 5000. El sistema de HPLC consistié en un sistema de
cromatografia de liquidos Shimadzu equipado con dos bombas LC-20AC XR, un médulo de comunicacion
CBM-20A, un muestreador automatico SIL-20AC XR, un termostato de columna CTO-20A y un detector de
UV SPD-20A en linea. La separacion cromatografica se llevd a cabo en una columna Thermo Scientific
Fluophase PFP (2.1 x 50 mm, 5 ym, 100 A) a 40 °C. La fase mévil A fue de agua con acido acético al 0.05
% y la fase mévil B fue de acetonitrilo con acido acético al 0.05 %. A una velocidad de flujo de 0.3 mL por
min, se aplicé un gradiente lineal de B (del 5 % al 90 %) durante 0 a 6 min, luego un 90 % durante 6.0 a
7.8 min y, a continuacion, se regreso al 5 % de B durante 2 min para el equilibrado de la columna. Las
muestras se mantuvieron a 4 °C en el muestreador automatico, y se inyecté un volumen de 5 puL en el
sistema de HPLC para cada analisis.

La deteccién espectrométrica de masas se llevd a cabo en un espectrémetro de masas en tandem
de triple cuadrupolo APl 5000) equipado con una fuente de pulverizacidn de iones turbo operada en el
modo de ionizacién negativa. Las condiciones de operacion de MS se optimizaron de la siguiente manera:
El voltaje de pulverizacion de iones se establecié en -4500 KV y la temperatura de la fuente se mantuvo a
500 °C; la energia de colisién se establecié en -35 V. Se utilizé nitrdgeno como el gas de colisiéon. Las
velocidades de flujo del gas de cortina, de la fuente de iones de gas 1 y gas 2 se ajustaron en 10, 40 y 40
L por min, respectivamente. La operacién de la LC-MS/MS y el analisis de datos se llevaron a cabo a través
del uso del software Analyst 2.1 (AB Sciex). Los datos de cuantificacion se obtuvieron a través del uso del
modo de monitoreo de reacciones multiples (MRM) de la transicién del analogo de péptido de conotoxina
laam/z 809.0/792.5.

Se hizo una curva estandar del anédlogo de péptido de conotoxina la (de 10 a 5000 ng por mL) en
plasma de rata con K2 EDTA (Bioreclamation) a partir de una soluciéon de suministro de 1.0 mg por mL del
péptido pesado con precision y con la pureza corregida en DMSO a través del uso de un dosificador digital
HP D300 (Tecan). 50 pL del plasma de muestra de PK, de los estandares del analogo de péptido de
conotoxina la, y de las muestras de QC del analogo de péptido de conotoxina la, se aplicaron en alicuotas
sobre una placa de eliminacion de fosfolipidos Phree (Phenomenex), se trataron con 450 uL de metanol
(dilucion a 1: 10) y se mezclaron por completo. A continuacion, las muestras se filtraron a través de la placa
Phree en una placa de muestras de 96 pozos profundos con un colector de vacio y se analizaron a través
del uso de los métodos de LC-MS/MS que se describieron. La concentracion del analogo de péptido de
conotoxina la se derivd a partir de la curva estandar a través del uso de una regresion no lineal de un
parametro con el software AB-Sciex MultiQuant, y se calcularon los parametros de PK a través del uso del
software PKSolver 2.0.

Estudios de farmacocinética (PK) del anadlogo de péptido de conotoxina PEGilado lla en las
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ratas: El analogo de péptido de conotoxina PEGilado lla se inyectd por la via intravenosa (“IV”’) o
subcutanea (“SC”) en las ratas Sprague Dawley machos de 10 semanas de edad (n = 3 por grupo) en 1
mg por kg (contenido de péptido central, ~ 19 mg por kg de contenido de péptido PEGilado) en el vehiculo
(fosfato de sodio 10 mM, cloruro de sodio al 0.8 %, Tween 20 al 0.05 %, pH de 6.0). La sangre se recolecto
en varios puntos del tiempo (antes de la dosis y de 0.083 a 120 horas después de la dosis) a través de la
vena de la cola en tubos de recoleccion de K2 EDTA, se centrifugo, y el plasma se almacené de -60 °C a -
90 °C hasta el analisis. La cantidad del analogo de péptido de conotoxina lla se cuantificd por medio de un
ensayo ELISA especifico del PEG-conjugado, tal como se describe a continuacién. Las concentraciones
en plasma derivadas (péptido neto) se generaron a través del uso de una regresién no lineal con una
respuesta a la dosis sigmoidal (pendiente variable) con el GraphPad Prism. Los pardmetros de PK se
calcularon a través del uso del software PKSolver 2.0.

Anticuerpos, reactivos y métodos de ELISA para el analisis de muestras de PK del analogo
de péptido de conotoxina PEGilado lla: Los anticuerpos de captura policlonales de conejo anti-
conopéptidos se generaron por medio de la inmunizacién de los conejos NZW sin tratamiento previo, con
el analogo de péptido de conotoxina la conjugado con una proteina portadora de KLH, y se reforzaron con
el analogo de péptido de conotoxina la. A continuacion, los anticuerpos de IgG policlonales se purificaron
a partir del suero inmunitario a través del uso de una columna de gravedad de proteina G y Sepharose de
afinidad (GE Healthcare Life Sciences), seguido de pulido e intercambio de reguladores del pH en una
columna de cromatografia de exclusién de tamafios (SEC, por sus siglas en inglés) 16/600 Superdex 75pG
(GE Healthcare Life Sciences) a través del uso de PBS como la fase movil. Las fracciones de la SEC que
contenian el anticuerpo purificado se agruparon, y las concentraciones se calcularon por medio del ensayo
de acido bicinconinico (ensayo de BCA). Se ha demostrado que los anticuerpos policlonales purificados
tienen una reactividad cruzada para reconocer el andlogo de péptido de conotoxina la y el analogo de
péptido de conotoxina lla. Los pozos de la placa de microtitulacién se recubrieron con 50 pL por pozo del
anticuerpo de captura (andlogo de péptido anti-conotoxina purificado la 7626R pAb, lote # 26R-1-D54-
0618, 5 pg por mL) en el regulador de recubrimiento (NaHCO3 0.1 M, pH de 9.6) durante 12ha4°Coa
37 °C con agitacion durante 1 h, y luego se bloquearon con 200 pL por pozo de BSA al 5% en PBS durante
2 h a temperatura ambiente. Las muestras de plasma, las muestras de control de calidad (QC, por sus
siglas en inglés) y los estandares (50 pL) se cargaron por duplicado y se incubaron durante 1.5a 2 h a
temperatura ambiente con agitacion, seguido de la adicion de 50 pL por pozo del anticuerpo anti-PEG (1
Mg por mL) en el regulador diluyente (BSA al 0.5 % en PBS) durante 1 h adicional a temperatura ambiente
con agitacion. Se afiadieron a la placa 50 pL por pozo de estreptavidina HRP diluida a 1: 200 en el regulador
diluyente, y se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente con agitacion, seguido de la adicién de 50
uL del sustrato cromogénico (TMB) que se incub6 a temperatura ambiente durante 5 a 6 min. La reaccion
se detuvo con 100 pL de H2S04, y se midi6 la absorbancia a 450 nm con un lector de placas de ELISA. Las
placas se lavaron 3 veces con el regulador de lavado (PBST, pH de 7.4, que contenia Tween 20 al 0.1 %
(v/v)), y luego de 3 a 6 veces con PBS después de cada paso. Como una referencia para la cuantificacion,

se establecio una curva estandar por medio de una dilucion en serie del analogo de péptido de conotoxina
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PEGilado Ila en plasma con EDTA Kz al 10 % (de rata o mono) (de 400 ng por mL a 0.06 ng por mL, peso
basado en el contenido de péptido central). La cantidad de analogo de péptido de conotoxina PEGilado lla
en cada muestra se cuantificé por medio de la extrapolacion de la sefial de la muestra al rango lineal (sefial
frente a concentracion) de la curva estandar.

Resultados: Como se discute a continuacién, se demostré que la PEGilacion del andlogo de péptido
de conotoxina la prolongaba su tiempo de circulacion. Se evaluo el perfil farmacocinético del péptido de
conotoxina PEGilado lla en las ratas, y se compar6 con el perfil PK y la eliminacién del analogo de péptido
de conotoxina la. En la figura 7A 'y en la figura 7B se muestran las graficas de las concentraciones promedio
del analogo de péptido de conotoxina la y del péptido de conotoxina PEGilado lla frente al tiempo en el
plasma después de una dosis Unica de 1 mg por kg IV o SC . Dos mejoras debidas a la PEGilacion fueron
claras cuando se hizo la comparacion del perfil PK del conjugado con PEG con el perfil del analogo de
péptido de conotoxina la no conjugado solo: (i) la vida media del andlogo de péptido de conotoxina la
aumentd sustancialmente por medio de la adicién de un grupo PEG, y (ii) la exposicidn total del péptido de
conotoxina PEGilado Ila fue mucho mayor que la del analogo de péptido de conotoxina la no conjugado.
Para los compuestos administrados por la via SC, la vida media de eliminacion del péptido de conotoxina
PEGilado lla fue aproximadamente 42 veces mayor que la del analogo de péptido de conotoxina la no
conjugado (21 h frente a 0.5 h, respectivamente). También se mejoraron la Cmax y la AUC para el péptido
de conotoxina PEGilado lla, en donde la Cmax del péptido de conotoxina PEGilado lla fue casi cuatro veces
mayor que la del anédlogo de péptido de conotoxina la no conjugado, y en donde la AUC del péptido de
conotoxina PEGilado lla fue casi 140 veces mayor que la AUC del andlogo de péptido de conotoxina la
(Cmax: Péptido de conotoxina PEGilado lla: 2518 ng por mL; andlogo de péptido de conotoxina la: 648 ng
por mL) (AUCo.. Péptido de conotoxina PEGilado lla: 137729 ng por mL * h; andlogo de péptido de
conotoxina la: 981 ng por mL * h). Los parametros farmacocinéticos (PK) y farmacodinamicos (PD) para el
analogo de péptido de conotoxina la: y el péptido de conotoxina PEGilado lla en las ratas se muestran en
la tabla 10 a continuacién.

Tabla 10. Parametros farmacocinéticos (PK) y farmacodinamicos (PD) para el analogo de péptido de

conotoxina la: y el péptido de conotoxina PEGilado lla en las ratas

Analogo de péptido de Analogo de péptido de
Parametro ] ] .
conotoxina la conotoxina PEGilado lla
Potencia in vitro (a9a10 humano
0.7 nM 0.7 nM

TEVC)
PK (Rata, SC - 1 mg por kg) Cmax 648 ng por mL 2518 ng por mL
PK (Rata, SC - 1 mg por kg) Cfinal 20 ng por mL 166 ng por mL
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Parametro

Anélogo de péptido de

conotoxina la

Analogo de péptido de
conotoxina PEGilado lla

PK (Rata, SC - 1 mg por kg) Tmax

0.25h

24 h

PK (Rata, SC - 1 mg por kg) Tfinal

3h

120 h

PK (Rata, SC - 1 mg por kg) AUC

981 ng por mL * h

137729 ng por mL * h

PK (Rata, SC - 1 mg por kg) T1/2

0.5h

21h

PD (Rata CIPN) Dosis requerida

0.5 mg por kg (péptido neto)

0.5 mg por kg (péptido neto)

para alcanzar la maxima eficacia

PD (Rata CIPN) Duracion del
efecto PD

4-24 h 48-72 h

Estabilidad metabdlica (dosis SC
de rata, % de péptido intacto que 66 % (porcentaje de péptido

intacto a las 0.25 h)

82 % (porcentaje de péptido
permanece en Tmax en relacion intacto a las 104 h)

con la pérdida de Tyr13)

También se observo en los monos una mejora del perfil de PK por medio de la PEGilacién del
anélogo de péptido de conotoxina la. A los monos macacos cinomolgos machos se les administro el péptido
de conotoxina PEGilado lla en 1 mg por kg (concentracién de péptido neto) por las vias IV y SC para un
estudio de PK. Después de la administracion 1V, la exposicién mas alta del péptido de conotoxina PEGilado
Ila fue a las 0.083 h después de la dosis con una Cmax de 42,200 ng por mL, y disminuyé hasta 109 ng
por mL a las 168 h después de la dosis. La AUC fue de 603,594 ng por mL * h. Después de la administracion
SC, la exposicion mas alta del péptido de conotoxina PEGilado lla fue a las 24 h después de la dosis con
una Cmax de 7,867 ng por mL, y disminuy6 hasta 216 ng por mL a las 168 h después de la dosis. La AUC
fue de 453,077 ng por mL * h y la biodisponibilidad del péptido de conotoxina PEGilado lla después de la
dosificacion SC fue del 75 %. Los perfiles y pardmetros de PK para el péptido de conotoxina PEGilado lla

en los monos se muestran en la figura 8 y en la tabla 11.



10

15

20

25

30

35

108

Tabla 11. Parametros farmacocinéticos del péptido de conotoxina PEGilado Ila después de la

administracion de una sola dosis de 1 mg por kg (IV o SC) en los monos

Péptido de Péptido de
) conotoxina conotoxina
Pardmetro Unidad . )
PEGilado lla 1 PEGilado lla 1
mg por kg IV mg por kg SC

Concentracién méxima en el

Crnax ng por mL 41764 7867
plasma
Ultima concentracion en el

Cfinal ng por mL 109 101
plasma
Tiempo de concentracion

) Tmax h 0.083 24
méxima en el plasma
Tiempo de la ultima
. Ttinal h 168 216

concentracién en el plasma
Vida media de eliminacién T h 28.3 29.8
Area bajo la curva AUC ot ng por mL * h 599144 448716
AUC extrapolada al infinito AUC o-obsint | ng por mL * h 448716 453077
Biodisponibilidad F % NT 87

Nota: NT = No probado.

6.5.3. Actividad analgésica en modelos de dolor de animales

El modelo de lesién por constriccion cronica (CClI, por sus siglas en inglés) es un modelo de
mononeuropatia inducida por ligadura al nervio ciatico (Bennett y Xie, 1988, Pain, 33 (1): 87-107). Se
implica el dafio a los nervios periféricos, con la infiltracion de mastocitos, granulocitos, macréfagos y
linfocitos T. Estas células, a través de la secrecién de los mediadores inflamatorios (por ejemplo, citocinas
y quimiocinas proinflamatorias), pueden contribuir a la generacién y el mantenimiento del dolor neuropatico.
El CCl es uno de los modelos comunes para la lesion del nervio periférico.

Ensayo: Las ratas Sprague Dawley machos se anestesiaron en una camara de induccion a través
del uso de isoflurano al 5 % (O2 a 1 L por min) en el dia 0. Una vez que se hubo alcanzado el plano

anestésico apropiado, se administro un flujo constante de isoflurano en un nivel de mantenimiento del 3 %
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por el cono de la nariz. Se realiz6 una incisién de la piel de 2 cm en la pierna trasera izquierda paralela al
fémur. Se expuso el nervio ciatico, y préximas a la trifurcacion del nervio ciatico, se ataron cuatro ligaduras
sueltas de intestino cromico 4-0 a aproximadamente 1 mm de distancia entre si. Se cerraron el musculo y
la piel, y se permitié la recuperacion de los animales. A partir del dia de la cirugia y diariamente durante 14
dias después, se administraron 0.1 mg por kg de analogo de péptido de conotoxina 1b’ en un vehiculo
compuesto de fosfato de sodio 10 mM, NaCl al 0.8 %, y Tween 20 al 0.05 % por medio de una inyeccion
subcutanea.

Resultados: Los datos de los animales tratados con el analogo de péptido de conotoxina 1b’ se
compararon con aquellos de los animales tratados con el control de vehiculo. La hiperalgesia mecanica se
midi6 en la pata trasera izquierda (n = 3 veces) a través del uso de un Analgesimetro Ugo Basile alos 7 y
14 dias después de la cirugia. El andlisis estadistico se llevé a cabo por medio de ANOVA bidireccional.
Como se muestra en la figura 9, el tratamiento diario con 0.1 mg por kg del analogo de péptido de
conotoxina 1b’ dio lugar a una mejora estadisticamente significativa en los umbrales de retirada de la pata
en relacion con los animales de control tratados con vehiculo en los dos dias de la medicion. Estos datos
indicaron que un analogo de RglA sustituido por triazol tratdé con eficacia el dolor neuropatico en el modelo
de CCI de la rata.

6.5.4. Modelo de neuropatia periférica inducida por quimioterapia

Ensayo: La neuropatia periférica inducida por quimioterapia (CIPN, por sus siglas en inglés) es
comun en los pacientes que se someten a quimioterapia con sales de platino. La neuropatia inducida por
quimioterapia en las ratas Sprague Dawley machos fue inducida por medio del tratamiento con 2.4 mg por
kg de oxaliplatino intravenoso (i.v.) dos veces por semana durante 3 semanas (6 inyecciones intravenosas).
Los umbrales nociceptivos en las ratas se determinaron con un analgesimetro (Ugo Basile, Varese, Italia).
Brevemente, se aplicd una presion en constante aumento a una pequefia area de la superficie dorsal de la
pata trasera a través del uso de una sonda cénica roma. La presién mecanica se aument6 hasta que se
produjo la vocalizacién o un reflejo de retirada. Los umbrales de vocalizacion o de reflejo de retirada se
expresaron en gramos. Para las medidas de analgesia, la aplicacién de presion mecénica se detuvo a 120
g. A lo largo de todo el periodo del estudio, los experimentadores fueron cegados en cuanto a la identidad
de los compuestos inyectados. Los datos se analizaron con un ANOVA unidireccional por medio de la
prueba de comparacién multiple de Dunnet (GraphPad Prism). El dolor neuropatico se midi6 en el dia 14
después de la administracion de una sola dosis subcutanea (por ejemplo, de 0.5 mg por kg) del analogo
de péptido de conotoxina.

6.5.4.1. Evaluacion de los derivados del analogo de péptido de conotoxina
PEGilado con diferentes polimeros de PEG

Se prepararon diferentes derivados PEGilados de CSP-4-NH2, los cuales incluyeron MPEG-VA-
CSP-4-NH2 lineal de 20 kDa (anélogo de péptido de conotoxina PEGilado VII, férmula (VII), SEQ ID NO:
87), MPEG-bAmina-CSP-4-NH2 lineal de 20 kDa (analogo de péptido de conotoxina PEGilado VIII, formula
(VII), SEQ ID NO: 88), mPEG-amine-CSP-4-NH2 ramificado de 2 x 10 kDa (analogo de péptido de
conotoxina PEGilado, 1X, formula (1X), SEQ ID NO: 89), mPEG-carbonato-CSP-4-NH2 ramificado de 2 x
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10 kDa (analogo de péptido de conotoxina PEGilado X, férmula (X), SEQ ID NO: 90), mPEG-VA-CSP-4-
NH2 lineal de 30 kDa (analogo de péptido de conotoxina PEGilado Xl, formula (XI), SEQ ID NO: 91) y
MPEG-VA-CSP-4-NH2 lineal de 40 kDa (analogo de péptido de conotoxina PEGilado XII, formula (XII),
SEQ ID NO: 92).
S——S
l 20kDa mPEG H—GI CI_C Thr-Asp-Pro-A :| (Cit)~(3-iodo-Tyr)-GIn-Cys-Tyr—NH
inear am \/\/\ﬂ/ y-Cys-Cys-Thr-Asp-Pro-Arg-Cys-(Cit)-(3-iodo-Tyr)-GIn-Cys-Tyr—NH,

O I—s SJ

(VI).
S——S
H—GI CI—C Thr-Asp-P A;| Cit)-(3-iodo-Tyr)-GIn-Cys-T NH
-Cys-Cys-Thr-Asp-Pro-Arg-Cys-(Cit)-(3-iodo-Tyr)-GIn-Cys-Tyr—
linear 20kDa MPEG™ " >~ y-Cy YI_ P 9-Cys-(Cit)-( yr) JY y 2
S S (VII).
linear 10kDa mPEG S— S
| H woo [ o
linear 10kDa mPEG O\/\/N\n/\/\n/N—GIy-Cys-Cys-Thr-Asp-Pro-Arg-Cys-(C|t)-(3-|od0-Tyr)-GIn-Cys-Tyr—NHz
(0] (0] |—S SJ
(IX).
linear 10kDa mPEG s— 5
| ' W[ PN
linear 10kDa mPEG O\n/N\/\/N—GIy-Cys-Cys-Thr-Asp-Pro-Arg-Cys-(C|t)-(3-|odo-Tyr)-GIn—Cys-Tyr—NH2
(0] S S
(X).

I—s———s—|

H
linear 30kDa mPEG\/\/\”/ N—Gly-Cys-Cys-Thr-Asp-Pro-Arg-Cys-(Cit)-(3-iodo-Tyr)-GIn-Cys-Tyr —NH,

O S SJ (XI).

I—s—s—|

H
linear 40kDa mPEG\/\/\n/ N—Gly-Cys-Cys-Thr-Asp-Pro-Arg-Cys-(Cit)-(3-iodo-Tyr)-GIn-Cys-Tyr —NH,

o S S (X1n).

Se evalué la duracion del efecto analgésico de varios derivados PEGilados de CSP-4-NH2 en el
modelo de CIPN de rata. Los derivados PEGilados analizados variaron en tamafio (de 20 kDa a 40 kDa) y
configuracién (unidos de una forma covalente a los polimeros de PEG lineales o ramificados). Se
determinaron la eficacia analgésica y la duracién del efecto farmacodinamico en el modelo de CIPN de rata
después de una sola dosis subcutanea de 4 ug por kg de CSP-NH2-500, las conotoxinas PEGiladas VII,
VIII, IX, X, Xl'y XIl. La eficacia analgésica se probo a los 30 min, 5 h, 24 h, 48 h, 72 h y 96 h después de la
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dosificacion. La hiperalgesia mecanica se midié por medio de la prueba de Randall-Selitto. Los umbrales
de dolor disminuyeron a través del tiempo después de la administracion IV de oxaliplatino dos veces por
semana, en donde se indujo la hiperalgesia mecénica de una forma significativa para el dia 7 después de
la dosificacion de oxaliplatino y continué aumentando hacia el dia 14. La eficacia del CSP-4-NH2 y de los
derivados de PEG del CSP-4-NH2 en la reduccion de la hiperalgesia mecénica se probo en el dia 14. Las
mediciones de hiperalgesia mecénica de Randall Selitto alcanzaron los niveles previos a la quimioterapia
a partir de las 0.5 a 5 h posteriores a la administracién del farmaco. La duracién de la eficacia analgésica
aumenté a medida que el peso molecular del PEG agregado aumentd hasta un PEG lineal de 30 kDa. La
duracion de la eficacia del CSP-4-NH2 PEGilado a través del uso del enlazador de n-butilo (VIII) fue
significativamente mas corta que la duracion de la eficacia del CSP-4-NH2 PEGilado a través del enlazador
de acido valérico (VII), (XI), (XII) (figuras 10A a 10C). No se obtuvo ningun beneficio adicional por medio
de la conjugacion con una molécula de PEG mayor que un PEG lineal de 30 kDa (XIl) o con un PEG de
cadena ramificada (IX y X) (figura 10C).
6.5.4.2. Evaluacion de la eficacia de los analogos de péptidos de conotoxina

lay la’ y del analogo de péptido de conotoxina PEGilado lla

Como se muestra en la figura 11A, una sola dosis subcutanea (0.5 mg por kg) del analogo de péptido
de conotoxina la’ dio lugar a mejoras estadisticamente significativas en la hiperalgesia mecanica a las 0.5
h, 4 h'y 24 h después de la dosis. Como se muestra en la figura 11B, la inyeccién subcutanea unica del
analogo de péptido de conotoxina la’ dio como resultado una mejora estadisticamente significativa en la
hiperalgesia mecanica a las 0.5 h, 4 h'y 24 h después de la dosis en relacion con los animales tratados con
vehiculo. La figura 11C muestra que la administracién de una sola dosis de 0.5 mg por kg del analogo de
péptido de conotoxina la o del o analogo de péptido de conotoxina PEGilado lla a las ratas a los 14 dias
después de la induccién de la neuropatia periférica inducida por oxaliplatino dio como resultado una
reduccion significativa de la hiperalgesia mecanica (hasta 4 h para el la o0 hasta 72 h para el lla). Estos
datos indicaron ademas el potencial terapéutico para el tratamiento o la prevencién del dolor neuropatico
con estos derivados de RglA estabilizados con triazol.
7. Incorporacion como referencia

Todas las referencias citadas en este documento se incorporan por referencia en su totalidad y para
todos los propdsitos en la misma medida que si cada publicacién o patente o solicitud de patente individual
fuera indicada de una forma especifica e individual como incorporada por referencia en su totalidad para
todos los propositos.

Se pueden hacer muchas modificaciones y variaciones de esta invencion sin apartarse de su espiritu
y alcance, como sera evidente para los expertos en la técnica. Las modalidades especificas que se
describen en el presente documento son ofrecidas a manera de ejemplo solamente, y la invencion va a ser
limitada solamente por los términos de las reivindicaciones adjuntas, junto con el alcance completo de los

equivalentes a los cuales tienen derecho tales reivindicaciones.



