10

15

20

25

30

COMPUESTOS DE CNP

CAMPO TECNICO DE LA INVENCION

Esta invencion se refiere a nuevos compuestos del péptido natriurético tipo C (CNP), composiciones

farmacéuticas que comprenden estos compuestos, y estos compuestos para Su USO COMO

medicamentos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los péptidos natriuréticos son una familia de tres hormonas relacionadas estructuralmente que

desempefian funciones distintivas dentro del sistema cardiovascular. El péptido natriurético auricular
(ANP) y el péptido natriurético cerebral (BNP) se expresan en el corazdn y se liberan en respuesta a
un estiramiento inducido por el volumen de las auriculas y los ventriculos, respectivamente. Sus
efectos fisioldgicos incluyen la regulacion de la estructura cardiaca, la presion arterial y el volumen
sanguineo.

El péptido natriurético tipo C (CNP) se expresa altamente en las células endoteliales, donde se libera
constitutivamente. Otras células dentro del sistema cardiovascular, lo que incluye los cardiomiocitos
y los fibroblastos, también producen CNP, aunque en menor medida. EI CNP tiene efectos directos
sobre la inflamacidn, la fibrosis, la contractilidad cardiaca, la funcién endotelial, la angiogénesis y
la presion arterial.

Existen tres receptores conocidos para los péptidos natriuréticos. El receptor del péptido natriurético-
1 (NPR1) es una guanililciclasa de particulas que cataliza la sintesis de GMPc tras la unién por ANP
0 BNP. NPR1 se expresa en rifion, pulmon, tejido adiposo, adrenales, cerebro, corazén, testiculos y
tejido muscular liso vascular. NPR2, que se expresa en hueso, cerebro, fibroblastos, corazon, rifidn,
higado, pulmon, utero y tejido muscular liso vascular, es homologo a NPR1, pero es activado
selectivamente por el CNP. Por el contrario, NPR3 contiene solo un dominio intracelular de 37
residuos y carece de actividad guanililciclasa. Controla las concentraciones locales de los péptidos
natriuréticos mediante internalizacion y degradacion mediadas por el receptor, pero hay pruebas
acumuladas de una funcién de sefializacion de NPR3. Los tres péptidos natriuréticos se unen a NPR3
con alta afinidad y este receptor es el que se expresa mas amplia y abundantemente de los tres
receptores. También existe un grado muy alto de conservacion de los tres receptores y, en linea con

el CNP, NPR2 es el mas altamente conservado.
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Los datos clinicos y preclinicos han demostrado un papel esencial del CNP y sus dos receptores para
la funcion cardio-renal-metabdlica, y también existen datos acumulados que respaldan que el
direccionamiento a este sistema guarda potencial terapéutico en una amplia gama de enfermedades
cardiovasculares, renales y metabdlicas (Int. J. Mol. Sci. 2019, 20, 2281; Cardiovasc. Res. 2022,
118, 2085-2102; Cardiovasc. Res. 25 de agosto de 2022; cvac125)”. De manera similar, la genética
humana, asi como también los datos preclinicos y clinicos, respaldan NPR2 y CNP como reguladores
del crecimiento 6seo, con potencial terapéutico en una amplia gama de indicaciones de baja estatura
que se relacionan con NPR2 y CNP (Lancet, 396:684; J Pharmacol Exp Ther, 370:459; Hisado-Oliva
(2018) Genet Med, 20:91, asi como también con la displasia esquelética relacionada con FGFR3
(Sabir y Cole Orphanet Journal of Rare Diseases (2019) 14:300; Krakow y Rimoin, Genetics in
Medicine (2010) 12:6, Decker y otros. Human Molecular Genetics (2011), 20:8) y RASopatias (Adv
Cancer Res. 153:305). Actualmente, dos compuestos de CNP estan en desarrollo clinico para la
acondroplasia, que es un tipo de enanismo (CNP BMN111(Vosoritida) y TransCon). La clinica
Mayo ha explorado previamente un compuesto de CNP disefiado para activar tanto NPR2 como
NPRL1 en la insuficiencia cardiaca (J Am Coll Cardiol. 1 de julio de 2008; 52(1): 60-68).

El aclaramiento del CNP en el plasma humano es muy rapido, con una semivida calculada de
minutos. Dada esta corta semivida, seria beneficioso desarrollar nuevos compuestos de CNP de
accion prolongada que puedan administrarse con menos frecuencia, al tiempo que retienen un perfil
clinico aceptable.

Se ha usado una gama de diferentes enfoques para modificar la estructura del CNP para proporcionar
un perfil de acciéon mas prolongado. El documento WO 2013/058833 describe péptidos de fusion de
CNP y dominios Fc. El documento WO 2018/175534 describe agonistas del NPR1 modificados con

acidos grasos.

COMPENDIO DE LA INVENCION
La invencién proporciona compuestos de CNP con propiedades farmacocinéticas mejoradas.

En un aspecto, la presente invencion proporciona un compuesto de CNP que comprende un péptido
CNP y un grupo modificador, en donde la carga neta del compuesto a pH fisiolégico es 0 0 negativa,
en donde el péptido CNP comprende una secuencia de aminoacidos de acuerdo con la Férmula I:
AAoi- AA2-AA3-AA0s-AAos-AAos-AA-AAs-AAsg-AA10-AA11-AA1-AA13-AA14-AA15-AAs6-
AA17-AA1s-AA19-AA20-AA21-AA22-AA23-AA2-AAs-AA6-AA27-AA28-AA2-AA30-AA31-AAs2-
AAz3-AAz4-AA35-AAss-AAsz7
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en donde

AAo: es GIn o esta ausente,

AAo2 es Glu o esta ausente,

AAoz es His 0 esta ausente,

AAuos es Pro o esté ausente,

AAos es Asn 0 GIn o Glu o esté ausente,
AAos es Ala o esté ausente,

AAo7 es Arg o His 0 Ala o esta ausente,
AAgg es Lys o Ser o His o est4 ausente,
AAog es Tyr o Glu o esté ausente

AAz es Lys o Glu o GIn o His o esta ausente,
AA11 es Gly,

AA12 es Ala,

AAz1z es GIno Asn o Glu,

AAus es Lys o His o Glu,

AAzs es Lys Ser o Glu o Thr o His,
AAss es Gly,

AAz17es Leuo Gly o Sero Val,

AAzg es Ser o His

AAzg es GIn o Ser o Lys o His,

AAy es Gly,

AA2; es Cys,

AA>; es Phe,

AA2; es Gly,

AA24 es Leu,

AAzs esProo Lys,

AAz es Leu,

AAz7 es Asp o Glu,

AAzs es Arg,

AAy es lle,

AAz es Gly,

AAgz; es Ser,



10

15

20

25

30

AA3z; es Leu 0 Nle 0 Met,

AAgs es Ser,

AAzs es Gly,

AAss es Leu,

AAss es Gly y

AAs7 es Cys;

en donde el grupo modificador comprende el Quim. A, el Quim. By el Quim. C;

en donde el Quim. A se selecciona del grupo que consiste en:

0 o
HOM *
(Quim. Al)y
NN o)
S
\
N .
H p
(Quim. A2),

en donde p es un numero entero en el intervalo de 14-20, y
donde * denota un enlace amida que conecta el Quim. Ay el Quim. B; y

en donde el Quim. B se selecciona del grupo que consiste en:

o OH
0 q

(Quim. B1)
y
0 OH
fgﬁ **
H U
(Quim. B2)
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en donde g es un numero entero en el intervalo de 1-8,
en donde * denota un enlace amida que conecta el Quim. A-y el Quim. B-,
en donde ** denota un enlace amida que conecta el Quim. B-y el Quim. C-;y

en donde el Quim. C se selecciona del grupo que consiste en:

O
; /fn\/\o/\/o\/&kr

(Quim. C1),
H/\ﬂ/ : Jw(
0] < I Fkk
(Quim.C2)y
(0]
”/ﬁ]/ H/ﬁ]/ *kk
0] o t
(Quim. C3)

en donde r es un numero entero en el intervalo de 0-4,

en donde s es un namero entero en el intervalo de 0-3,

en donde t es un numero entero en el intervalo de 0-1,

en donde ** denota un enlace amida que conecta el Quim. B-y el Quim. C-,

en donde *** denota un enlace amida que conecta el Quim. alfa-amino C- y N-terminal en el péptido
CNP.

En una modalidad, la presente invencion proporciona un compuesto de CNP, en donde el péptido
CNP tiene una cualquiera de las siguientes secuencias de aminoacidos:
GAQKKGSSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC (SEQ ID NO: 136),
ARKYKGAQKKGLSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC (SEQ ID NO: 77),
YKGAQKKGGSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC (SEQ ID NO: 88),

YKGAQKKGLSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC (SEQ ID NO: 103),
5
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QEHPQARKYKGAQKKGLSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC (SEQ ID NO: 67) y
QEHPQARKYKGAQKKGLSSGCFGLPLERIGSLSGLGC (SEQ ID NO: 104).

En otro aspecto, la presente invencidn proporciona una composicion farmacéutica que comprende
un compuesto de acuerdo con la invencidn, y uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables.
La presente invencion también proporciona en un aspecto, el uso de los compuestos de la invencion
como medicamentos para tratar o prevenir enfermedades cardio-renales-metabdlicas, lo que incluye
insuficiencia cardiaca y acondroplasia.

La corta semivida de aproximadamente dos minutos del CNP wt hace que el CNP no sea adecuado
para el uso farmacéutico. En la presente invencion, la semivida del CNP se extiende mediante la
acilacién con acidos grasos que facilita de unién a la albumina. Sin embargo, la combinacién del
péptido CNP con carga neta positiva (a pH fisioldgico) con una modificacion del aglutinante de
albimina de acido graso (donde el compuesto de CNP tiene carga general positiva) conduce a
reacciones significativas en el sitio de inyeccion tras la inyeccién subcutanea, asi como también a
una baja biodisponibilidad. Esto es sorprendente ya que un péptido CNP con carga neta positiva sin
un aglutinante de albdmina de &cido graso unido no muestra reacciones observables en el sitio de
inyeccion. Para resolver estos problemas, se han introducido sustituciones de aminoacidos en el
péptido CNP y se han introducido cargas negativas en el grupo modificador (que comprende el acido
graso). La combinacion de estas modificaciones da como resultado un compuesto de carga negativa
neta general a pH fisiol6gico que muestra una buena biodisponibilidad subcutanea y reacciones en
el sitio de inyeccion subcutanea de nulas a leves.

Sorprendentemente, la adicién de cargas negativas también reduce la potencia in vitro e in vivo de
los compuestos de CNP, de manera que la carga neta negativa mas alta generalmente se correlaciona
con una potencia in vivo mas baja. Para retener suficiente potencia de los compuestos de CNP, se
introduce solamente un nimero bajo de cargas netas negativas. Sin embargo, un nimero bajo de
cargas netas negativas reduce la solubilidad y la estabilidad biofisica de los compuestos de CNP
cuando se formulan para la administracion subcutinea a un pH fisioldgicamente relevante. La
presente descripcion alcanza un equilibrio con respecto a estos pardmetros y, sorprendentemente,
proporciona compuestos de CNP con suficiente potencia, y también suficiente solubilidad y
estabilidad biofisica para la formulacién liquida.

Ademas, el CNP wt no muestra la estabilidad deseada en la formulacion liquida necesaria para una

administracion farmacéutica conveniente. En la presente invencion, se introducen sustituciones de
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aminodcidos seleccionadas de la secuencia de CNP wt para facilitar la estabilidad quimica en la

formulacion.

La presente descripcion proporciona compuestos de CNP con semivida prolongada y buena

tolerabilidad para la administracion subcutanea mientras retiene suficiente potencia in vivo para el

uso terapéutico y alta estabilidad quimica y biofisica en la formulacion liquida.

La invencion también puede resolver problemas adicionales que resultaran evidentes a partir de la

descripcion de las modalidades ilustrativas.

DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
La Figura 1 muestra la respuesta farmacodindmica (GMPc) después de la administracion

compuesto ID 0776 a ratas como se describe en el ejemplo 11.
La Figura 2 muestra la respuesta farmacodinamica (GMPc) después de la administracion
compuesto ID 0312 a ratas como se describe en el ejemplo 11.
La Figura 3 muestra la respuesta farmacodinamica (GMPc) después de la administracion
compuesto ID 1225 a ratas como se describe en el ejemplo 11.
La Figura 4 muestra la respuesta farmacodinamica (GMPc) después de la administracion
compuesto ID 1233 a ratas como se describe en el ejemplo 11.
La Figura 5 muestra la respuesta farmacodinamica (GMPc) después de la administracion
compuesto ID 1227 a ratas como se describe en el ejemplo 11.
La Figura 6 muestra la respuesta farmacodindmica (GMPc) después de la administracion
compuesto ID 1241 a ratas como se describe en el ejemplo 11.
La Figura 7 muestra la respuesta farmacodinamica (GMPc) después de la administracion
compuesto ID 1351 a ratas como se describe en el ejemplo 11.
La Figura 8 muestra la respuesta farmacodindmica (GMPc) después de la administracion
compuesto ID 1354 a ratas como se describe en el ejemplo 11.
La Figura 9 muestra la respuesta farmacodinamica (GMPc) después de la administracion
compuesto ID 1356 a ratas como se describe en el ejemplo 11.
La Figura 10 muestra la respuesta farmacodindmica (GMPc) después de la administracion
compuesto ID 1375 a ratas como se describe en el ejemplo 11.
La Figura 11 muestra la respuesta farmacodindmica (GMPc) después de la administracion
compuesto ID 1376 a ratas como se describe en el ejemplo 11.

V.

V.

V.

V.

V.

V.

V.

V.

V.

i.V.

i.v.

del

del

del

del

del

del

del

del

del

del

del



10

15

20

25

30

La Figura 12 muestra la respuesta farmacodindmica (GMPc) después de la administracion
compuesto ID 1377 a ratas como se describe en el ejemplo 11.
La Figura 13 muestra la respuesta farmacodindmica (GMPc) después de la administracion
compuesto ID 1352 a ratas como se describe en el ejemplo 11.
La Figura 14 muestra la respuesta farmacodindmica (GMPc) después de la administracion
compuesto ID 1379 a ratas como se describe en el ejemplo 11.
La Figura 15 muestra la respuesta farmacodindmica (GMPc) después de la administracion
compuesto ID 1434 a ratas como se describe en el ejemplo 11.
La Figura 16 muestra la respuesta farmacodindmica (GMPc) después de la administracion
compuesto ID 9384 a ratas como se describe en el ejemplo 11.
La Figura 17 muestra la respuesta farmacodindmica (GMPc) después de la administracion
compuesto ID 9407 a ratas como se describe en el ejemplo 11.
La Figura 18 muestra la respuesta farmacodindmica (GMPc) después de la administracion
compuesto ID 1420 a ratas como se describe en el ejemplo 11.
La Figura 19 muestra la respuesta farmacodindmica (GMPc) después de la administracion
compuesto ID 1378 a ratas como se describe en el ejemplo 11.
La Figura 20 muestra la respuesta farmacodindamica (GMPc) después de la administracion
compuesto ID 1381 a ratas como se describe en el ejemplo 11.
La Figura 21 muestra la respuesta farmacodindmica (GMPc) después de la administracion
compuesto ID 1386 a ratas como se describe en el ejemplo 11.
La Figura 22 muestra la respuesta farmacodinamica (GMPc) después de la administracion
compuesto ID 1389 a ratas como se describe en el ejemplo 11.
La Figura 23 muestra la respuesta farmacodindmica (GMPc) después de la administracion
compuesto ID 1392 a ratas como se describe en el ejemplo 11.
La Figura 24 muestra la respuesta farmacodindmica (GMPc) después de la administracion
compuesto ID 1426 a ratas como se describe en el ejemplo 11.
La Figura 25 muestra la respuesta farmacodindmica (GMPc) después de la administracion
compuesto ID 9435 a ratas como se describe en el ejemplo 11.
La Figura 26 muestra la respuesta farmacodindmica (GMPc) después de la administracion
compuesto ID 1235 a ratas como se describe en el ejemplo 11.
La Figura 27 muestra la respuesta farmacodindmica (GMPc) después de la administracion

compuesto ID 9482 a ratas como se describe en el ejemplo 11.
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La Figura 28 muestra la respuesta farmacodindmica (GMPc) después de la administracion

compuesto ID 0312 a minicerdos Gottingen como se describe en el ejemplo 12.

La Figura 29 muestra la respuesta farmacodindmica (GMPc) después de la administracion

compuesto ID 0776 a minicerdos Gottingen como se describe en el ejemplo 12.

La Figura 30 muestra la respuesta farmacodindmica (GMPc) después de la administracion

compuesto ID 9384 a minicerdos Gottingen como se describe en el ejemplo 12.

La Figura 31 muestra la respuesta farmacodindmica (GMPc) después de la administracion

compuesto ID 9407 a minicerdos Gottingen como se describe en el ejemplo 12.

La Figura 32 muestra la respuesta farmacodindmica (GMPc) después de la administracion

compuesto ID 9435 a minicerdos Gottingen como se describe en el ejemplo 12.

La Figura 33 muestra la respuesta farmacodindmica (GMPc) después de la administracion

compuesto ID 9480 a minicerdos Gottingen como se describe en el ejemplo 12.

La Figura 34 muestra la respuesta farmacodindmica (GMPc) después de la administracion

compuesto ID 9482 a minicerdos Gottingen como se describe en el ejemplo 12.

La Figura 35 muestra la respuesta farmacodindmica (GMPc) después de la administracion i.v.

compuesto ID 9483 a minicerdos Gottingen como se describe en el ejemplo 12.

La Figura 36 muestra la respuesta farmacodindmica (GMPc) después de la administracion s.c.

compuesto ID 0312 a minicerdos Gottingen como se describe en el ejemplo 12.

La Figura 37 muestra la respuesta farmacodinamica (GMPc) después de la administracion s.c.

compuesto ID 0776 a minicerdos Gottingen como se describe en el ejemplo 12.

La Figura 38 muestra la respuesta farmacodindmica (GMPc) después de la administracion s.c.

compuesto ID 9384 a minicerdos Gottingen como se describe en el ejemplo 12.

La Figura 39 muestra la respuesta farmacodinamica (GMPc) después de la administracion s.c.

compuesto ID 9407 a minicerdos Gottingen como se describe en el ejemplo 12.

La Figura 40 muestra la respuesta farmacodinamica (GMPc) después de la administracion s.c.

compuesto ID 9435 a minicerdos Gottingen como se describe en el ejemplo 12.

La Figura 41 muestra la respuesta farmacodinamica (GMPc) despues de la administracion s.c.

compuesto ID 9480 a minicerdos Gottingen como se describe en el ejemplo 12.

La Figura 42 muestra la respuesta farmacodinamica (GMPc) después de la administracién s.c.

compuesto ID 9482 a minicerdos Gottingen como se describe en el ejemplo 12.

La Figura 43 muestra la respuesta farmacodinamica (GMPc) despues de la administracion s.c.

compuesto ID 9483 a minicerdos Gottingen como se describe en el ejemplo 12.
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La Figura 44 muestra la respuesta farmacodinamica (GMPc) despues de la administracion i.v. del
compuesto ID 0312 a cerdos LYD domésticos como se describe en el ejemplo 12.
La Figura 45 muestra la respuesta farmacodindmica (GMPc) después de la administracion i.v. del
compuesto ID 0776 a cerdos LYD domésticos como se describe en el ejemplo 12.
La Figura 46 muestra la respuesta farmacodinamica (GMPc) despues de la administracion i.v. del
compuesto ID 1225 a cerdos LYD domésticos como se describe en el ejemplo 12.
La Figura 47 muestra la respuesta farmacodindmica (GMPc) después de la administracion i.v. del
compuesto ID 1227 a cerdos LY D domésticos como se describe en el ejemplo 12.
La Figura 48 muestra la respuesta farmacodinamica (GMPc) despues de la administracion i.v. del
compuesto ID 1235 a cerdos LYD domésticos como se describe en el ejemplo 12.

DESCRIPCION DETALLADA

La presente invencion proporciona compuestos de CNP con propiedades farmacocinéticas

mejoradas. La presente invencion también proporciona composiciones farmacéuticas y el uso de los
compuestos y composiciones de la presente invencién como medicamentos para tratar enfermedades.
Péptido natriurético tipo C

El péptido natriurético tipo C (CNP) (nim. de acceso de GenBank NP 077720) es un péptido
pequefio monocatenario en una familia de péptidos (ANP, BNP, CNP) que tiene una estructura de
anillo disulfuro de residuo de 17 aminoéacidos y tiene funciones importantes en multiples procesos
bioldgicos. EI CNP interactta con el receptor del péptido natriurético 2 (NPR2, NPR-B, GC-B) para
estimular la generacién de monofosfato de guanosina ciclico (GMPc). EI CNP se expresa mas
ampliamente, lo que incluye en el sistema nervioso central, el tracto reproductivo, los huesos y el
endotelio de los vasos sanguineos. El aclaramiento del CNP en plasma humano es rapido, con una
semivida de minutos.

El gen y el polipéptido de CNP natural se han descrito previamente. La patente de Estados Unidos
nam. 5,352,770 describe el CNP-22 aislado y purificado de cerebro porcino idéntico en secuencia al
CNP humano (CNP-22 de tipo salvaje humano: GLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC (SEQ ID NO:
01)). La patente de Estados Unidos nim. 6,034,231 describe el gen y el polipéptido de pre-pro-CNP
humano (126 aminoéacidos) y el gen y el péptido de CNP-53 humano. EI CNP-37 de tipo salvaje
humano tiene la secuencia QEHPNARKYKGANKKGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC (SEQ ID
NO: 02).

Compuesto de CNP
10
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En un aspecto, la presente invencion proporciona un compuesto de CNP que comprende un péptido
CNP y un grupo modificador, en donde la carga neta del compuesto a pH fisioldgico es 0 o0 negativa.
Los compuestos de CNP como se describen en la presente descripcion, se han modificado por
ingenieria genética para lograr un compuesto de carga negativa neta o neutra general. Esto se logro
con laintroduccion de sustituciones de aminoacidos del péptido CNP, y con la introduccion de cargas
negativas en el grupo modificador. No es trivial reducir la carga del compuesto de CNP y aun asi
retener la actividad bioldgica del compuesto de CNP hacia el receptor NPR2.

El término “carga neta”, como se usa en la presente, se refiere a la suma de todas las cargas negativas
y positivas en el compuesto de CNP a un pH dado, donde las cargas se definen Unicamente por la
constante de disociacion de &cido de cada grupo ionizable en el compuesto de CNP.

En una modalidad, la carga neta del compuesto de CNP a pH fisiol6gico es negativa determinada
como se describe en el ejemplo 4.

En una modalidad, la carga neta del compuesto de CNP a pH fisioldgico es de 0 a -4, determinada
como se describe en el ejemplo 4.

El término "pH fisioldgico™, como se usa en la presente descripcion, se refiere a un pH en el intervalo
de 7.35 a 7.45 incluidos, més tipicamente 7.4 en promedio.

En un aspecto, los compuestos de CNP, descritos en la presente descripcion, tienen un puente
disulfuro intramolecular (enlace disulfuro entre dos residuos de cisteina), lo que da como resultado
una estructura ciclica.

Péptido CNP

El término “péptido CNP”, como se usa en la presente, se refiere a un péptido que tiene de 37 a 22
aminoacidos de largo que comprende la secuencia de aminoécidos de CNP-22 (SEQ ID NO: 01) y
las secuencias de aminoacidos de este que incluyen una o mas modificaciones de aminoacidos (por
ejemplo, una o mas sustituciones, adiciones y/o deleciones de aminoacidos). El término “péptido
CNP”, como se usa en la presente, abarca ademas variantes del CNP.

El término “variante del CNP”, como se usa en la presente, se refiere a un péptido CNP, que es una
variante de aminoacido de la secuencia del CNP-37 (SEQ ID NO: 02). En otras palabras, una variante
del CNP es un péptido CNP que incluye una o mas modificaciones de aminoacidos, es decir, en el
que al menos se ha cambiado un aminoacido en comparacion con la SEQ ID NO: 02. Estas
modificaciones pueden representar, independientemente, una 0 mas sustituciones, adiciones y/o

deleciones de aminoéacidos.
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Una variante del CNP puede describirse con referencia al nimero del residuo de amino&cido que se
cambia (es decir, la posicion correspondiente en la secuencia del CNP-37 (SEQ ID NO:02)) y el
cambio (por ejemplo, la identidad del residuo de aminoacido en la variante en la posicion dada). Es
decir, las referencias numéricas a residuos de aminoacidos especificos del péptido CNP, si no se
indica de cualquier otra manera, se refieren a la secuencia del CNP-37 (SEQ ID NO: 2) (es decir, el
residuo 1 es glutamina (Q1), y el residuo 37 es cisteina (C37). El siguiente es un ejemplo no limitante
de la nomenclatura de una variante adecuada: la variante del CNP des1-4, 5Q, 13Q, 32Nle designa
una secuencia del péptido CNP que, en comparacion con CNP-37, tiene los siguientes cambios de
aminoacidos: delecion de los residuos de aminodcidos en las posiciones 1—4, asi como también
sustituciones de asparagina (N) en la posicion 5 con glutamina (Q), de asparagina (N) en la posicion
13 con glutamina (Q), de metionina (M) en la posicién 32 con norleucina.

El término "aminoacido™ se refiere a cualquier aminoacido de origen natural (lo que incluye los 20
aminoacidos estandar que estan codificados por el cddigo genético estandar en los seres humanos) o
que no es de origen natural. Los residuos de aminoécidos pueden identificarse por su nombre
completo, su codigo de una letra y/o su codigo de tres letras, como es usual en la técnica. Estas tres
maneras son completamente equivalentes. El término “aminoécidos no codificados” se refiere a
todos los aminoécidos que no estan entre los 20 aminodcidos estdndar codificados por el codigo
genético estandar en los seres humanos. Los aminoacidos no codificados pueden existir en la
naturaleza o ser puramente sintéticos. Los ejemplos no limitantes de aminoacidos no codificados son
los isomeros D de los aminoacidos codificados, y residuos de glicina con una cadena lateral unida al
atomo de nitrogeno en lugar de al atomo de carbono alfa. Los isémeros D de los aminoacidos
codificados pueden denominarse como (i) “D- “seguido del nombre completo, seguido del codigo
de una letra, o seguido del cédigo de tres letras del aminoacido, o como (ii) el codigo de una letra en
minudscula del aminoacido. Mas abajo se presentan abreviaturas adicionales para los aminoacidos no

codificados usadas en esta solicitud.
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Abreviaturas Nombre del residuo

Nle (X)

L-Norleucina

En un aspecto de la invencion, el péptido CNP comprende una secuencia de aminoacidos de acuerdo

con la Formula I:

AA01-AA2-AA3-AA-AA-AA0-AA7-AA0s-AAps-AA10-AA11-AA1-AA13-AA1-AALs-AA16-
AA17-AA18-AA19-AA20-AA21-AA2-AA23-AA2-AA5-AA26-AA7-AA28-AA9-AA30-AA31-AA3-

AAz3-AAz4-AAss-AAss-AAs7

en donde

AAo1 es GIn o esta ausente,

AAo; es Glu o esta ausente,

AAgz es His o esté ausente,

AAos es Pro o esta ausente,

AAgs es Asn 0 GIn o Glu o esté ausente,
AAgs es Ala o esta ausente,

AAg7 es Arg 0 His o Ala o estéa ausente,
AAgg es Lys 0 Ser o His o esta ausente,
AAgg es Tyr o Glu o esta ausente

AAq es Lys o Glu o GIn o His o esta ausente,
AAu1; es Gly,

AA1 es Ala,

AAi3es GIno Asn o Glu,

AA14es Lys o His o Glu,

AAss es Lys Ser o Glu o Thr o His,
AAgs es Gly,

AAi7es Leuo Gly o Sero Val,

AAag es Ser o His

13
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AA1g es GIn o Ser o Lys o His,

AAx es Gly,

AAz es Cys,

AA2; es Phe,

AA23 es Gly,

AA2; es Leu,

AAzs es Proo Lys,

AAz es Leu,

AA>7 es Asp o Glu,

AAzs es Arg,

AAz es lle,

AAz es Gly,

AAg; es Ser,

AA3z es Leu 0 Nle 0 Met,

AAgz3 es Ser,

AAz; es Gly,

AAss es Leu,

AAz esGlyy

AAs7 es Cys.

En ciertas modalidades de la invencion, se introducen sustituciones de aminoacidos del péptido CNP
para reducir las cargas positivas del péptido CNP. Por ejemplo, Lys25 (AAz2s) se sustituye por Proy
Lys19 (AA19) se sustituye por GIn o Ser para eliminar la carga positiva.

En ciertas modalidades de la invencion, AAis del péptido CNP es GIn; AA es GIn o Ser; AAxs es
Pro; y AAszz es Leu.

En ciertas modalidades de la invencion, AAs del péptido CNP es GIn; AAzes GIn; AAg es Gln o
Ser; AA2s es Pro; y AAsz es Leu.

En ciertas modalidades de la invencion, el péptido CNP tiene una cualquiera de las siguientes
secuencias de aminoacidos:

GAQKKGSSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC (SEQ ID NO: 136),
ARKYKGAQKKGLSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC (SEQ ID NO: 77),
YKGAQKKGGSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC (SEQ ID NO: 88),

YKGAQKKGLSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC (SEQ ID NO: 103),
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QEHPQARKYKGAQKKGLSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC (SEQ ID NO: 67) y
QEHPQARKYKGAQKKGLSSGCFGLPLERIGSLSGLGC (SEQ ID NO: 104).

Grupo modificador

En un aspecto de la invencién, el compuesto de CNP comprende un grupo modificador unido
covalentemente a un residuo de aminoacido del péptido CNP.

En un aspecto de la invencion, el grupo modificador es capaz de formar asociaciones no covalentes
con la albumina y de esta manera promover la circulacion del compuesto de CNP en el torrente
sanguineo, lo que tiene el efecto de prolongar la exposicion plasmatica y extender la semivida
plasmética del compuesto de CNP en comparacion con la semivida plasmatica de CNP-22 (SEQ ID
NO: 01) y CNP-37 (SEQ ID NO: 02). El grupo modificador tiene el efecto de extender y prolongar
el tiempo de accion del compuesto de CNP, por tanto, también puede denominarse como grupo
prolongador.

En algunas modalidades de la invencion, el grupo modificador estd unido covalentemente al
amino&cido N-terminal del péptido CNP.

En algunas modalidades de la invencidn, el grupo modificador esta unido covalentemente al alfa-
amino N-terminal del péptido CNP.

En un aspecto de la invencion, el grupo modificador comprende el Quim. A, el Quim. B y el Quim.
C; en donde el Quim. A se selecciona del grupo que consiste en:

0 0
HOM .
(Quim. Al)y
//N\N (0]
N
\
N .
H p
(Quim. A2)

en donde p es un numero entero en el intervalo de 14-20, y
donde * denota un enlace amida que conecta el Quim. Ay el Quim. B;y

en donde el Quim. B se selecciona del grupo que consiste en:
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o OH

fN
H q

o]
(Quim. B1)
y
o) OH
\f” **
o) q
(Quim. B2)

en donde g es un numero entero en el intervalo de 1-8,

en donde * denota un enlace amida que conecta el Quim. A-y el Quim. B-,

en donde ** denota un enlace amida que conecta el Quim. B-y el Quim. C-;y

en donde el Quim. C se selecciona del grupo que consiste en:

(0]
, /fn\/\o/\/o\/lLFr

(Quim. C1),

Iz

_ O NH»

(Quim. C2) y

16

ooty

< *k%
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(Quim. C3)

(Quim C4),

Iz

en donde r es un numero entero en el intervalo de 0-4,

en donde s es un nimero entero en el intervalo de 0-3,

en donde t es un nimero entero en el intervalo de 0-1,

en donde u es un numero entero en el intervalo de 0-3,

*k%

en donde ** denota un enlace amida que conecta el Quim. B-y el Quim. C-,

en donde *** denota un enlace amida que conecta el Quim. alfa-amino C-y N-terminal en el péptido

CNP.

Mas abajo se presentan las abreviaturas para los elementos de los grupos modificadores usados en

esta solicitud:

Abreviaturas Quim. Num Estructura quimica
0
f ~ H 4
OEG Quim. C1 \/%\N\/\O/\/o\/u\'<
0 CHs
’ H\/U\ N
\N/\n/ : N
GQAP Quim. C2 S O !
j/\ T
o) NH,
0
GGG QUim C3 ?'\N N \,"\
. H H P
o] o}

17




10

15

20

25

30

Abreviaturas Quim. Num Estructura quimica
9Glu, Quim. B1
Glu Quim. B2
c18d Qu_lm. Al, donde p
esigual a 16
c20d Qu_lm. Al, donde p
esigual a 18
Tetrazol-C18 Qu_lm. A2, donde p
esigual a 16

En algunas modalidades de la invencion, el grupo modificador se selecciona de los siguientes
ejemplos no limitantes: Quim. E, Quim. F, Quim. G, Quim. H, Quim. I y Quim. J (en los que la linea
de puntos define la unién a través de un enlace amida al péptido CNP).

O

T

0] NH

0 0 0
k/o\/\ﬂ)k/\f/Nm/\/\/\/\/\/\/\/\)LOH
¢}

oj/\NH

2

07 >NOH

N
o}
(6]
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(Quim. E)

HOVO

ol o] o]
HOWN : N O N /\/o\)L O N

HO” 0

(Quim. G)

100 o o H
N N : N P N N~ /\/0\/U\ P NN N
I\/‘L /\/\n/ I\/kN O/\g/ o N /\([)]/

HO” N0 HO” 0

o

0
(0]

OH
(Quim. H)
(0]
k/\/\/\/\/\/\/\/ﬁ(“
HO
(0]
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N_. _O
o19~2° 0
HO : N o)
N/\/\n/ N Z
o) o) OH
HO" X0

(Quim. J)

El grupo modificador de la invencion puede existir en diferentes formas estereoisomeéricas que tienen
la misma férmula molecular y secuencia de &tomos unidos, pero que difieren solo en la orientacién
tridimensional de sus atomos en el espacio. El estereoisomerismo de los grupos modificadores
ejemplificados de la invencidn se indica en la seccion experimental, en los nombres, asi como
también en las estructuras, mediante el uso de la nomenclatura estandar. A menos que se establezca
de cualquier otra manera, la invencion se refiere a todas las formas estereocisoméricas de los grupos
modificadores reivindicados.

Propiedades funcionales

En algunos aspectos de la invencion, los compuestos de CNP tienen propiedades biofisicas
convenientes. Los compuestos de CNP exhiben una semivida in vivo extendida. También, los
compuestos de CNP de la invencidn tienen actividad bioldgica. Ademas, los compuestos de la
invencidn tienen una estabilidad conveniente. Ademas, los compuestos de la invencién tienen una
solubilidad conveniente. Ademas, los compuestos de la invencion pueden administrarse por via
subcutanea sin provocar un nivel de reaccion tisular local no conveniente, como la necrosis.
Actividad bioldgica

En un aspecto de la invencion, los compuestos tienen actividad bioldgica in vitro, que puede
determinarse como su capacidad para activar el receptor NPR2 in vitro en una linea celular que
expresa el receptor NPR2, que puede determinarse como su capacidad para aumentar la produccion
y concentracion de GMPc, que representa la activacion del receptor aguas abajo de NPR2, en la
célula. La actividad bioldgica in vitro puede determinarse, por ejemplo, como se describe en el

ejemplo 2.
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En un aspecto de la invencién, los compuestos tienen actividad bioldgica in vivo, que puede
determinarse como su capacidad para aumentar la concentracion de GMPc en plasma después de la
administracion i.v. 0 s.c. ya sea en ratas 0 minicerdos Gottingen o cerdos LYD domésticos.

La rata es un ejemplo de un modelo animal adecuado, y la actividad puede determinarse en dichas
ratas in vivo, por ejemplo, como se describe en el ejemplo 11.

Los minicerdos G6ttingen o los cerdos LYD domésticos son otros ejemplos de modelos animales
adecuados, y la actividad puede determinarse en tales cerdos in vivo, como se describe en el ejemplo
12.

Semivida plasmatica

En un aspecto de la invencion, los compuestos de CNP tienen una exposicion plasmatica prolongada
y tienen una semivida plasmatica in vivo extendida con relacion al CNP nativo, que puede
determinarse en un estudio farmacocinético in vivo adecuado. La exposicion plasmatica extendida
puede determinarse como semivida plasmatica (T%2) después de la administracion i.v. 0 s.c. a
animales tales como ratas, minicerdos Gottingen o cerdos LY D domésticos.

En algunas modalidades de la invencién, los compuestos de CNP tienen una semivida plasmatica
después de la administracion i.v. a ratas de al menos 4 horas, con mayor preferencia, al menos 8
horas, o con la mé&xima preferencia, al menos 10 horas, determinada como se describe en el ejemplo
11.

En algunas modalidades de la invencion, los compuestos de CNP tienen una semivida plasmatica in
vivo después de la administracion i.v. o s.c. a minicerdos G6ttingen de al menos 10 horas, con mayor
preferencia, al menos 40 horas o con la méaxima preferencia al menos 60 horas, determinada como
se describe en el ejemplo 12.

Biodisponibilidad

En un aspecto de la invencion, los compuestos tienen una biodisponibilidad adecuada después de la
inyeccion subcutanea. La biodisponibilidad (F%) puede determinarse como se conoce en la técnica
en cualquier modelo animal adecuado.

Los minicerdos Gottingen o los cerdos LYD domésticos son ejemplos de modelos animales
adecuados, y la biodisponibilidad puede determinarse en tales minicerdos Gottingen o cerdos LYD
domésticos in vivo, como se describe en el ejemplo 12.

En algunas modalidades de la invencion, los compuestos de CNP tienen una biodisponibilidad
después de la administracion s.c. a minicerdos Gottingen de al menos 40 %, 50 %, 60 % o 70 %.

Estabilidad
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En un aspecto de la invencion, los compuestos tienen una estabilidad fisica y quimica adecuada. La
ausencia de estabilidad fisica o quimica podria conducir a cambios en la estructura del compuesto
que conducen a la formacion de productos de la degradacién quimica que potencialmente tienen una
actividad bioldgica reducida, una solubilidad disminuida y/o un efecto inmunogénico aumentado en
comparacion con el compuesto intacto.

La estabilidad fisica puede evaluarse midiendo la propension a la formacion de fibrillas, por ejemplo,
mediante el uso de un ensayo ThT como se describe en el ejemplo 6.

La estabilidad quimica puede evaluarse midiendo la cantidad de productos de la degradacion quimica
(como isdmeros, isoAsp y productos de hidrdlisis) en diversos puntos temporales después de la
exposicion a diferentes condiciones como temperatura elevada, por ejemplo, como se describe en el
ejemplo 8.

La estabilidad también podria evaluarse al observar la capacidad de las moléculas para formar
dimeros y multimeros covalentes, denominados HMWP, por ejemplo, como se describe en el
ejemplo 7.

Solubilidad

De acuerdo con un aspecto funcional de la invencién, los compuestos de CNP tienen una solubilidad
conveniente. La baja solubilidad del CNP puede obstaculizar significativamente sus propiedades de
formulacién farmacéutica y uso terapéutico, por lo que desarrollar un compuesto de CNP con alta
solubilidad en formulaciones relevantes mejoraria la utilidad terapéutica.

Como se describe en la presente descripcion, la solubilidad se mide como se describe en el ejemplo
5.

En ciertas modalidades, los compuestos de CNP de la invencion tienen una solubilidad de al menos
2,000 uM, 3,000 uM o 4,000 uM de solubilidad a pH 4 o pH 6.5.

Composiciones farmacéuticas

En un aspecto, la invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende un compuesto
de acuerdo con la invencion, y excipientes farmacéuticamente aceptables. Las composiciones son
adecuadas para la administracion parenteral.

En una modalidad, el compuesto estd presente en la formulacion a una concentracion de
aproximadamente 0.1 mg/ml a aproximadamente 50 mg/ml. En otro aspecto, el compuesto esta
presente en la formulacion a una concentracion de aproximadamente 10 mg/ml a aproximadamente

30 mg/ml.
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En otra modalidad, la formulacidn tiene un pH de 3.0 a 8.0. En otra modalidad, la formulacion tiene
un pH de 3.5 a 5.5. En una modalidad adicional, la formulacién tiene un pH de 6.0 a 7.0. Las
composiciones farmacéuticas que contienen un compuesto de acuerdo con la presente invencion
pueden prepararse mediante técnicas convencionales, por ejemplo, como se describe en Remington’s
Pharmaceutical Sciences, 1985 o en Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 19% edicion,
1995.

La formulacion puede comprender ademas un sistema tampon, conservante(s), agente(s) de
isotonicidad, agente(s) quelante(s), estabilizantes y/o surfactantes. EIl uso de dichos excipientes en
composiciones farmacéuticas es bien conocido por los expertos. Por conveniencia, se hace referencia
a Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 192 edicién, 1995.

En una modalidad, la formulacion farmaceutica es una formulacion acuosa, es decir, una formulacion
que comprende agua. Dicha formulacién es tipicamente una solucién o una suspension. En una
modalidad adicional de la invencidn, la formulacion farmacéutica es una solucion acuosa. El término
“formulacion acuosa” se define como una formulacion que comprende al menos 50 % p/p de agua.
Igualmente, el término “solucidon acuosa” se define como una soluciéon que comprende al menos 50
% p/p de agua y el término “suspension acuosa” se define como una suspension que comprende al
menos 50 % p/p de agua.

En otra modalidad, la formulacién farmacéutica es una formulacion liofilizada, a la que el médico o
el paciente afiaden solventes y/o diluyentes antes de su uso. En otra modalidad, la formulacion
farmacéutica es una formulacion seca (por ejemplo, liofilizada o secada por atomizacién) lista para
su uso sin ninguna disolucién previa. Por el término “forma seca” se entiende la composicion
farmacéutica liquida o la formulacién que se seca ya sea por secado por congelacion (es decir,
liofilizacion; ver, por ejemplo, Williams y Polli (1984) J. Parenteral Sci. Technol. 38:48-59), secado
por atomizacion (ver Masters (1991) en Spray-Drying Handbook (5% ed; Longman Scientific and
Technical, Essez, Reino Unido), pp. 491-676; Broadhead y otros (1992) Drug Devel. Ind. Pharm.
18:1169-1206; y Mumenthaler y otros (1994) Pharm. Res. 11:12-20), o secado al aire (Carpenter y
Crowe (1988) Cryobiology 25:459-470; y Roser (1991) Biopharm. 4:47-53).

En una modalidad de la invencion adicional, el(los) tampon(ones) se seleccionan del grupo que
consiste en acetato, carbonato, citrato, glicilglicina, histidina, glicina, lisina, arginina, dihidrégeno
fosfato, hidrogeno fosfato, fosfato y tris(hidroximetil)-aminometano, bicina, tricina, acido malico,
acido lactico, succinato, acido maleico, &cido fumarico, acido tartarico, acido aspartico o mezclas de

estos. Cada uno de estos tampones especificos constituye una modalidad de la invencion alternativa.
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En otra modalidad de la invencién, la formulacion comprende ademés un conservante
farmacéuticamente aceptable. En una modalidad de la invencién adicional, la formulacién
comprende ademas un agente isoténico, por ejemplo, propilenglicol, manitol o glicerol. En una
modalidad de la invencion adicional, la formulacion comprende ademas un agente quelante.

En otra modalidad de la invencion adicional, la formulacion comprende ademas un estabilizante. El
uso de un estabilizante en las composiciones farmacéuticas es bien conocido por los expertos. Por
conveniencia, se hace referencia a Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 192 edicion,
1995.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden comprender ademas una cantidad de una
base de aminodcido suficiente para disminuir la formacién de agregados por el péptido durante el
almacenamiento de la composicion.

Por “base de aminoacido” se entiende un aminoacido o una combinacion de aminoacidos, donde
cualquier aminoécido dado estd presente ya sea en su forma de base libre o en su forma de sal.
Cuando se usa una combinacion de aminoéacidos, todos los aminoécidos pueden estar presentes en
sus formas de base libre, todos pueden estar presentes en sus formas de sal, o algunos pueden estar
presentes en sus formas de base libre, mientras que otros estan presentes en sus formas de sal. En
una modalidad, los aminoéacidos usados en la preparacién de las composiciones de la invencién son
aquellos que portan una cadena lateral cargada, tales como arginina, lisina, acido aspartico y acido
glutdmico. Cualquier estereoisémero (es decir, L, D o mezclas de estos) de un aminoacido en
particular (por ejemplo, metionina, histidina, imidazol, arginina, lisina, isoleucina, acido aspartico,
triptéfano, treonina y mezclas de estos) o combinaciones de estos estereoisomeros, puede estar
presente en las composiciones farmacéuticas de la invencion siempre que el aminoécido en particular
esté presente ya sea en su forma de base libre o en su forma de sal. En una modalidad, se usa el
estereoisomero L. Las composiciones de la invencion también pueden formularse con derivados de
estos aminoacidos. Los derivados de arginina adecuados incluyen, por ejemplo, aminoguanidina,
ornitina y N-monoetil L-arginina, los derivados de metionina adecuados incluyen etionina y
butionina, y los derivados de cisteina adecuados incluyen S-metil-L cisteina. Al igual que con los
otros aminoéacidos, los derivados de aminoacidos se incorporan en las composiciones en su forma de
base libre o en su forma de sal. En otra modalidad de la invencion, los aminoacidos o derivados de
aminoacidos se usan en una concentracion que es suficiente para evitar o retrasar la agregacion de

la proteina.
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En otra modalidad de la invencion, la formulacion comprende ademéas un surfactante. En otra
modalidad de la invencion, la formulacion comprende ademas inhibidores de proteasas. El uso de
un inhibidor de proteasa es Util particularmente en composiciones farmacéuticas que comprenden
zimogenos de proteasas para inhibir la autocatalisis.

Es posible que puedan estar presentes otros ingredientes en la formulacién farmacéutica de la
presente invencion. Dichos ingredientes adicionales pueden incluir agentes humectantes,
emulsionantes, antioxidantes, agentes de volumen, modificadores de la tonicidad, agentes quelantes,
iones metalicos, vehiculos oleaginosos, proteinas (por ejemplo, albumina sérica humana, gelatina o
proteinas) y un zwitterion (por ejemplo, un aminodcido tal como betaina, taurina, arginina, glicina,
lisina e histidina). Dichos ingredientes adicionales, por supuesto, no deben afectar adversamente la
estabilidad general de la formulacién farmacéutica de la presente invencion.

La composicion farmacéutica de acuerdo con la presente invencion puede administrarse a un
paciente que necesita dicho tratamiento en varios sitios, por ejemplo, en sitios topicos, por ejemplo,
en sitios de la piel y las mucosas, en sitios que no necesitan de la absorcion, por ejemplo, la
administracion en una arteria, en una vena, en el corazon y en sitios que implican la absorcién, por
ejemplo, administracion en la piel, debajo de la piel, en un madsculo o en el abdomen.

La administracion de composiciones farmaceuticas de acuerdo con la invencion puede realizarse a
través de varias vias de administracion, por ejemplo, lingual, sublingual, bucal, en la boca, oral, en
el estomago e intestino, nasal, pulmonar, por ejemplo, a través de los bronquiolos y alvéolos o sus
combinaciones, epidérmica, dérmica, transdérmica, vaginal, rectal, ocular, por ejemplo, a traves de
la conjuntiva, uretral, y parenteral a pacientes que necesitan dicho tratamiento.

Las composiciones de la presente invencién pueden administrarse en varias formas de dosificacion,
por ejemplo, como soluciones, suspensiones, emulsiones, microemulsiones, emulsiones maultiples,
espumas, pomadas, pastas, yesos, unglentos, comprimidos, comprimidos recubiertos, enjuagues,
capsulas, por ejemplo, capsulas de gelatina dura y capsulas de gelatina blanda, supositorios, capsulas
rectales, gotas, geles, atomizadores, polvos, aerosoles, inhalantes, gotas para los ojos, unguentos
oftdlmicos, enjuagues oftalmicos, pesarios vaginales, anillos vaginales, unglentos vaginales,
solucion para inyeccion, soluciones que se transforman in situ, por ejemplo, gelificacion in situ,
colocacion in situ, precipitacion in situ, cristalizacién in situ, solucién de infusion, e implantes.

Las composiciones de la invencion pueden ademéas combinarse, 0 unirse, por ejemplo, mediante
interacciones covalentes, hidrofobas y electrostaticas, con un portador farmacéutico, sistema de

suministro de farmacos y sistema de suministro de farmacos avanzado para potenciar adicionalmente
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la estabilidad del compuesto, aumentar la biodisponibilidad, aumentar la solubilidad, disminuir los
efectos adversos, lograr la cronoterapia bien conocida para los expertos en la técnica, y aumentar el
cumplimiento del paciente o cualquiera de sus combinaciones.

Las composiciones de la presente invencién son Utiles en la formulacion de solidos, semisolidos,
polvo y soluciones para la administracion pulmonar del compuesto de CNP de la presente invencion,
mediante el uso de, por ejemplo, un inhalador de dosis medida, un inhalador de polvo seco y un
nebulizador, todos ellos dispositivos bien conocidos para los expertos en la técnica.

Las composiciones de la presente invencion son utiles en la formulacién de sistemas de suministro
de farmacos de liberacion controlada, sostenida, prolongada, retardada y lenta.

La administracion parenteral puede realizarse mediante inyeccion subcutanea, intramuscular,
intraperitoneal o intravenosa por medio de una jeringa, opcionalmente una jeringa tipo pluma.
Alternativamente, la administracion parenteral puede realizarse por medio de una bomba de infusién.
Otra opcidn es una composicion que puede ser una solucion o suspension para la administracion del
compuesto de CNP de la presente invencién en forma de un atomizador nasal o pulmonar. Como
aun otra opcion, las composiciones farmacéuticas que contienen el péptido de la invencion también
pueden adaptarse a la administracion transdérmica, por ejemplo, mediante inyeccion sin aguja o
desde un parche, opcionalmente un parche iontoforético, o administracion transmucosal, por
ejemplo, bucal.

El compuesto de CNP de la presente invencion puede administrarse por la via pulmonar en un
vehiculo, como una solucion, suspension o polvo seco mediante el uso de cualquiera de los tipos
conocidos de dispositivos adecuados para el suministro pulmonar de farmacos. Los ejemplos de
estos comprenden, pero no se limitan a, los tres tipos generales de generacion de aerosoles para el
suministro pulmonar de farmacos, y pueden incluir nebulizadores de chorro o ultrasénicos,
inhaladores de dosis medida o inhaladores de polvo seco (consultar Yu J, Chien YW. Pulmonary
drug delivery: Physiologic and mechanistic aspects. Crit Rev Ther Drug Carr Sys 14(4) (1997) 395-
453).

En una modalidad de la invencion, la formulacion farmacéutica que comprende el compuesto de la
invencion es estable durante mas de 6 semanas de uso y durante mas de 3 afios de almacenamiento.
En otra modalidad de la invencion, la formulacién farmacéutica que comprende el compuesto de la

invencion es estable durante mas de 2 semanas de uso y durante mas de dos afios de almacenamiento.
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En un aspecto, un proceso para preparar una composicion farmacéutica que comprende el compuesto
de acuerdo con la invencién comprende mezclar un compuesto de acuerdo con la invencién con al
menos un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Indicaciones médicas

La presente invencion se refiere, ademas, a un compuesto para su uso como un medicamento.

El término “tratamiento”, como se usa en la presente, se refiere al tratamiento médico de cualquier
sujeto humano que necesite del mismo. EI momento y el propdsito de dicho tratamiento pueden
variar de un individuo a otro, de acuerdo con el estado de salud del sujeto. Dicho tratamiento puede
ser profiléctico, paliativo, sintomético y/o curativo.

En un aspecto, el compuesto de la invencion puede usarse para el tratamiento de enfermedades
cardio-renales-metabdlicas. Las enfermedades cardio-renales-metabdlicas incluyen, pero no se
limitan, al grupo que consiste de hipertension, arteriosclerosis, ateroesclerosis, reestenosis, infarto
agudo de miocardio, hipertension pulmonar, insuficiencia cardiaca aguda descompensada,
insuficiencia cardiaca congestiva, edema cardiaco, edema renal, edema hepatico*, insuficiencia renal
aguda, insuficiencia renal cronica, resistencia a la insulina y diabetes tipo 2.

En una modalidad, el compuesto de la invencion se usa para el tratamiento de la insuficiencia
cardiaca congestiva.

En una modalidad, el compuesto de la invencion se usa para el tratamiento de la insuficiencia
cardiaca aguda descompensada.

En un aspecto, el compuesto de la invencion puede usarse para el tratamiento de trastornos de
crecimiento, lo que incluye una estatura corta que puede relacionarse con la displasia esquelética
relacionada con FGFR3, y las comorbilidades relacionadas.

En algunas modalidades, el compuesto de la invencidén puede usarse en el tratamiento de una
enfermedad seleccionada del grupo que consiste en acondroplasia, hipocondroplasia, displasia
tanatoforica tipo 1 y tipo 2, deficiencia de SHOX, sindrome de Noonan, Costello, sindrome de
LEOPARD, estatura corta idiopatica, estatura corta autosémica dominante, deficiencia de hormona
del crecimiento, raquitismo hipofosfatémico, deficiencia de CNP, deficiencia de agrecano, mutacion
NPR2 heterocigética, artrosis, craniosinostosis, (por ejemplo, sindrome de Muenke, sindrome de
Crouzon, sindrome de Apert, sindrome de Jackson- Weiss, sindrome de Pfeiffer, o sindrome
crouzonodermosqueletal),  sindrome  lacrimo-auriculo-dento-digital ~ (LADD),  displasia
osteoglofénica, y SADDAN (acondroplasia grave con retraso en el desarrollo y acantosis nigricans).
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En algunas modalidades, el compuesto de la invencion puede usarse en el tratamiento de una
enfermedad seleccionada del grupo que consiste en osteogénesis imperfecta, acondrogénesis,
condrodisplasia punctata, acondroplasia homocigética, tipo rizomélico de condrodisplasia punctata,
displasia espondiloepifisaria congeénita, fémur corto congénito, displasia mesomeélica tipo Langer,
neurofibromatosis, sindrome de Legius y neurofibromatosis tipo 1.

En algunas modalidades, el compuesto de la invencion puede usarse en el tratamiento de fenotipos
relacionados con trastornos de crecimiento, lo que incluye una estatura corta que puede relacionarse
con la displasia esquelética relacionada con FGFR3, seleccionada del grupo que consiste en retraso
del crecimiento, deformidades del craneo, defectos de ortodoncia, compresion de la médula cervical,
estenosis espinal, dolor en relacion con la displasia esquelética, hidrocefalia, pérdida auditiva debida
a otitis crénica, enfermedad cardiovascular, enfermedad neurolégica y obesidad.

A menos que se indique de otra forma en la descripcion, los términos presentados en forma singular
pueden incluir, ademas, la situacion en plural.

Lista de modalidades

La invencion se describe adicionalmente mediante las siguientes modalidades no limitantes:
Modalidad 1: un compuesto de CNP que comprende un péptido CNP y un grupo modificador, en
donde la carga neta del compuesto a pH fisiologico es 0 o negativa, en donde el péptido CNP
comprende una secuencia de aminoacidos de acuerdo con la Formula I:

AAoi- AAo2-AAs-AA0s-AAos-AAos-AA7-AAos-AAog-AA10-AA11-AA12-AA13-AA1-AA15-AA16-
AA17-AA1s-AA19-AA20-AA21-AA2-AA23-AA2-AAs-AAR-AA7-AA28-AA29-AA30-AAz1-AAs32-
AA33-AAzs-AA3s-AAss-AAs7

en donde

AAo: es GIn o esta ausente,

AAo2 es Glu o esta ausente,

AAoz es His o esta ausente,

AAqs es Pro o esta ausente,

AAgs es Asn 0 GIn o Glu o est4 ausente,

AAgs es Ala o estd ausente,

AAo7 es Arg o His o Ala o estd ausente,

AAos es Lys o Ser o His o esta ausente,

AAos es Tyr o Glu o esta ausente

AAz1 es Lys o Glu o GIn o His o esta ausente,
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AA11 es Gly,

AA12 es Ala,

AAz1z es GIno Asn o Glu,

AA14 es Lys o His o Glu,

AAss es Lys Ser o Glu o Thr o His,
AAig es Gly,

AAz7es Leu o Gly o Ser o Val,
AAzg es Ser o His

AA1g es GIn o Ser o Lys o His,
AAx es Gly,

AA2; es Cys,

AA>; es Phe,

AAx3 es Gly,

AA2 es Leu,

AAzs es Pro o Lys,

AAz es Leu,

AA>7 es Asp o Glu,

AAzg es Arg,

AA es lle,

AAz es Gly,

AAz; es Ser,

AAz es Leu o Nle o Met,

AAgzz es Ser,

AAz, es Gly,

AAss es Leu,

AAz esGlyy

AAz7 es Cys;

en donde el grupo modificador comprende el Quim. A, el Quim. By el Quim. C;
en donde el Quim. A se selecciona del grupo que consiste en:

O O

HOM*
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(Quim. Al)y

(Quim. A2)

en donde p es un numero entero en el intervalo de 14-20, y

donde * denota un enlace amida que conecta el Quim. Ay el Quim. B;y

en donde el Quim. B se selecciona del grupo que consiste en: Quim. B1 y Quim. B2

(Quim.Bl)y

(Quim. B2)

0] OH
* Kok
T
o q

0] OH
hﬁ;
o) q

en donde g es un numero entero en el intervalo de 1-8,

en donde * denota un enlace amida que conecta el Quim. A-y el Quim. B-,

en donde ** denota un enlace amida que conecta el Quim. B-y el Quim. C-; y

en donde el Quim. C se selecciona del grupo que consiste en:

(Quim. C1),

(0]
, /fn\/\o/\/o\/ukr
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(Quim.C2)y

(Quim. C3)

H
* \\N/\H/N

o 3\
— O NH

(0]
H
N\/U\
N N
0] 0]

JY

2

en donde r es un nimero entero en el intervalo de 0-4,

en donde s es un numero entero en el intervalo de 0-3,

en donde t es un nimero entero en el intervalo de 0-1, en donde
** denota un enlace amida que conecta el Quim. B-y el Quim. C-,

en donde *** denota un enlace amida que conecta el Quim. alfa-amino C- y N-terminal en el péptido

CNP.

Modalidad 2: el compuesto de CNP de acuerdo con la modalidad 1, en donde AA1z del péptido CNP

es GIn; AA1g es GlIn o Ser; AAzs es Pro; y AAs; es Leu.

Modalidad 3: el compuesto de CNP de acuerdo con la modalidad 1, en donde AAs del péptido CNP

b *xx

*%k%

es GIn; AAzes GIn; AAw es Gln o Ser; AA2s es Pro; y AAs; es Leu.

Modalidad 4: el compuesto de CNP de acuerdo con la modalidad 1, en donde el péptido CNP

comprende una de las siguientes secuencias de aminoacidos:

YKGANKKGLSKGCFGLKLDRIGSXSGLGC

NARKYKGANKSGLSSGCFGLKLDRIGSXSGLGC

GANKKGLSKGCFGLKLDRIGSXSGLGC
GAQKKGLSKGCFGLKLDRIGSXSGLGC
YEGAQKKGLSKGCFGLKLDRIGSLSGLGC
EEGAQKKGLSKGCFGLKLDRIGSLSGLGC
YEGAQEKGLSKGCFGLKLDRIGSLSGLGC

31

SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:

© o N o
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YEGAQKKGLSSGCFGLKLDRIGSLSGLGC
YEGAQKKGLSKGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YEGAQEKGLSKGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YEGAQKKGLSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YEGAQEKGLSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
EKGAQEKGLSKGCFGLKLDRIGSLSGLGC
EKGAQEKGLSSGCFGLKLDRIGSLSGLGC
EQGAQEKGLSKGCFGLKLDRIGSLSGLGC
YKGAQEKGLSKGCFGLKLDRIGSLSGLGC
YKGAQKKGLSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
EHGAQEKGLSKGCFGLKLDRIGSLSGLGC
YHGAQEKGLSKGCFGLKLDRIGSLSGLGC
YHGAQEKGLSKGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YHGAQKKGLSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YHGAQEKGLSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YEGAEKKGLSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
EGAQEKGLSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
EGAQKEGLSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YEGAQKEGLSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YHGAQKTGLSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YHGAQKTGVSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YHGAQHTGLSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YKGAQHTGLSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
EHGAQKKGLSKGCFGLPLDRIGSLSGLGC
EHGAQKKGLSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
EHGAQKKGVSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
EHGAQKTGVSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YHGAQHHGLSKGCFGLKLERIGSLSGLGC
YKGAQHHGLSQGCFGLKLERIGSLSGLGC
YEGAQKKGLSSGCFGLPLERIGSLSGLGC
EGAQKKGLSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
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YKGAQHHGLSQGCFGLKLDRIGSLSGLGC
YKGAQHHGLSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YHGAQHHGLSKGCFGLKLDRIGSLSGLGC
YHGAQHHGLSKGCFGLPLDRIGSLSGLGC
GAQKKGLSHGCFGLPLDRIGSLSGLGC
GAQKKGLHSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
ARKYHGAQHTGLSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
ARKYHGAQHTGVSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
ARKYHGAQKTGVSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
ARKEHGAQKTGVSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
ARKEHGAQHTGVSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YEGAQKKGGSKGCFGLPLDRIGSLSGLGC
QEHPQARSYEGAQKKGLSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
QEHPEARSYEGAQKKGLSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
QEHPQAHKYHGAQHHGSSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
QEHPQAHKYKGAQKKGLSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
QEHPQAHKYHGAQKHGSSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
ARKYEGAQKKGLSKGCFGLPLDRIGSLSGLGC
ARKYKGAQKKGLSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
QEHPQARKYKGAQKKGLSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
QEHPQARKYEGAQKKGLSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YEGAQKKGLSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
QEHPQARKYEGAQKKGLSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
QEHPQAAKYEGAQKKGLSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
QEHPQARHYKGAQKKGSSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
QEHPQAHKYKGAQKKGGSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
QEHPQARKYKGAQKKGLSKGCFGLKLDRIGSLSGLGC
QEHPQARKYKGAQKKGLSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
QEHPQARKYKGAQKKGGSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
ARKYKGAQKKGLSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
ARKYHGAQHTGVSKGCFGLPLDRIGSLSGLGC
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ARKYKGAQKTGVSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
ARKYHGAQKKGVSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
ARKYHGAQKTGVSKGCFGLPLDRIGSLSGLGC
ARKYKGAQKTGVSKGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YHGAQKTGVSKGCFGLPLDRIGSLSGLGC
ARKYHGAQKSGLSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YEGAQKKGGSHGCFGLPLDRIGSLSGLGC
ARKYEGAQHKGGSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YHGAQKKGGSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YKGAQKKGGSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YKGAQKKGVSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YHGAQKKGVSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
QEHPQARKYEGAQKKGLSKGCFGLPLDRIGSLSGLGC
ARKYHGAQKKGVSSGCFGLPLERIGSLSGLGC
ARKYKGAQKKGLSKGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YHGAQKKGLSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
ARKYKGAQKKGLSQGCFGLKLDRIGSLSGLGC
ARKYKGANKKGLSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
ARKYKGAQKKGLSQGCFGLPLDRIGSMSGLGC
QEHPQARKYKGAQKKGLSKGCFGLPLDRIGSLSGLGC
ARKYKGAQKKGLSQGCFGLPLERIGSLSGLGC
YKGAQKKGLSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
QEHPQARKYKGAQKKGLSSGCFGLPLERIGSLSGLGC
YKGAQKKGGSQGCFGLPLERIGSLSGLGC
YKGAQKKGLSQGCFGLPLERIGSLSGLGC
GAQKKGLSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
GAQKKGLSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
GAQKKGGSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
GAQKKGGSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
GAQKKGLSQGCFGLKLDRIGSLSGLGC
GAQKKGLSSGCFGLKLDRIGSLSGLGC
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GAQKKGGSQGCFGLKLDRIGSLSGLGC
GAQKKGGSSGCFGLKLDRIGSLSGLGC
GANKKGLSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
GANKKGLSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
GANKKGGSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
GANKKGGSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
GAQKKGLSQGCFGLPLDRIGSMSGLGC
GAQKKGLSSGCFGLPLDRIGSMSGLGC
GAQKKGGSQGCFGLPLDRIGSMSGLGC
GAQKKGGSSGCFGLPLDRIGSMSGLGC
GAQKKGLSKGCFGLPLDRIGSLSGLGC
GAQKKGGSKGCFGLPLDRIGSLSGLGC
GAQKKGLSQGCFGLPLERIGSLSGLGC
GAQKKGLSSGCFGLPLERIGSLSGLGC
GANKKGLSQGCFGLPLDRIGSMSGLGC
GANKKGLSSGCFGLPLDRIGSMSGLGC
GANKKGLSQGCFGLPLERIGSMSGLGC
GANKKGLSSGCFGLPLERIGSMSGLGC
GAQKKGSSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
GAQKKGSSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
GAQKKGSSQGCFGLKLDRIGSLSGLGC
GAQKKGSSSGCFGLKLDRIGSLSGLGC
GANKKGSSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
GANKKGSSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
GAQKKGSSQGCFGLPLDRIGSMSGLGC
GAQKKGSSSGCFGLPLDRIGSMSGLGC
GAQKKGSSKGCFGLPLDRIGSLSGLGC

YKGAQKKGGSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YKGAQKKGLSQGCFGLKLDRIGSLSGLGC
YKGAQKKGLSSGCFGLKLDRIGSLSGLGC
YKGAQKKGGSQGCFGLKLDRIGSLSGLGC
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YKGAQKKGGSSGCFGLKLDRIGSLSGLGC
YKGANKKGLSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YKGANKKGLSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YKGANKKGGSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YKGANKKGGSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YKGAQKKGLSQGCFGLPLDRIGSMSGLGC
YKGAQKKGLSSGCFGLPLDRIGSMSGLGC
YKGAQKKGGSQGCFGLPLDRIGSMSGLGC
YKGAQKKGGSSGCFGLPLDRIGSMSGLGC
YKGAQKKGLSKGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YKGAQKKGGSKGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YKGAQKKGLSQGCFGLPLERIGSLSGLGC
YKGAQKKGLSSGCFGLPLERIGSLSGLGC
YKGANKKGLSQGCFGLPLDRIGSMSGLGC
YKGANKKGLSSGCFGLPLDRIGSMSGLGC
YKGANKKGLSQGCFGLPLERIGSMSGLGC
YKGANKKGLSSGCFGLPLERIGSMSGLGC
YKGAQKKGSSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YKGAQKKGSSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YKGAQKKGSSQGCFGLKLDRIGSLSGLGC
YKGAQKKGSSSGCFGLKLDRIGSLSGLGC
YKGANKKGSSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YKGANKKGSSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YKGAQKKGSSQGCFGLPLDRIGSMSGLGC
YKGAQKKGSSSGCFGLPLDRIGSMSGLGC
YKGAQKKGSSKGCFGLPLDRIGSLSGLGC

ARKYKGAQKKGGSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
ARKYKGAQKKGGSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
ARKYKGAQKKGLSSGCFGLKLDRIGSLSGLGC
ARKYKGAQKKGGSQGCFGLKLDRIGSLSGLGC
ARKYKGAQKKGGSSGCFGLKLDRIGSLSGLGC
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178
179
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ARKYKGANKKGLSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC SEQ ID NO: 180
ARKYKGANKKGLSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC SEQ ID NO: 181
ARKYKGANKKGGSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC SEQ ID NO: 182
ARKYKGANKKGGSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC SEQ ID NO: 183
ARKYKGAQKKGLSQGCFGLPLDRIGSMSGLGC SEQ ID NO: 184
ARKYKGAQKKGLSSGCFGLPLDRIGSMSGLGC SEQ ID NO: 185
ARKYKGAQKKGGSQGCFGLPLDRIGSMSGLGC SEQ ID NO: 186
ARKYKGAQKKGGSSGCFGLPLDRIGSMSGLGC SEQ ID NO: 187
ARKYKGAQKKGGSKGCFGLPLDRIGSLSGLGC SEQ ID NO: 188
ARKYKGAQKKGLSQGCFGLPLERIGSLSGLGC SEQ ID NO: 189
ARKYKGAQKKGLSSGCFGLPLERIGSLSGLGC SEQ ID NO: 190
ARKYKGANKKGLSQGCFGLPLDRIGSMSGLGC SEQ ID NO: 191
ARKYKGANKKGLSSGCFGLPLDRIGSMSGLGC SEQ ID NO: 192
ARKYKGANKKGLSQGCFGLPLERIGSMSGLGC SEQ ID NO: 193
ARKYKGANKKGLSSGCFGLPLERIGSMSGLGC SEQ ID NO: 194
ARKYKGAQKKGSSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC SEQ ID NO: 195
ARKYKGAQKKGSSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC SEQ ID NO: 196
ARKYKGAQKKGSSQGCFGLKLDRIGSLSGLGC SEQ ID NO: 197
ARKYKGAQKKGSSSGCFGLKLDRIGSLSGLGC SEQ ID NO: 198
ARKYKGANKKGSSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC SEQ ID NO: 199
ARKYKGANKKGSSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC SEQ ID NO: 200
ARKYKGAQKKGSSQGCFGLPLDRIGSMSGLGC SEQ ID NO: 201
ARKYKGAQKKGSSSGCFGLPLDRIGSMSGLGC SEQ ID NO: 202
ARKYKGAQKKGSSKGCFGLPLDRIGSLSGLGC SEQ ID NO: 203
GAQKKGSSQGCFGLPLERIGSLSGLGC SEQ ID NO: 232

Modalidad 5: el compuesto de CNP de acuerdo con la modalidad 1, en donde el péptido CNP tiene

una cualquiera de las siguientes secuencias de aminoacidos:

YKGANKKGLSKGCFGLKLDRIGSXSGLGC SEQ ID NO: 6
NARKYKGANKSGLSSGCFGLKLDRIGSXSGLGC SEQ ID NO: 7
GANKKGLSKGCFGLKLDRIGSXSGLGC SEQ ID NO: 8
GAQKKGLSKGCFGLKLDRIGSXSGLGC SEQ ID NO: 9
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YEGAQKKGLSKGCFGLKLDRIGSLSGLGC
EEGAQKKGLSKGCFGLKLDRIGSLSGLGC
YEGAQEKGLSKGCFGLKLDRIGSLSGLGC
YEGAQKKGLSSGCFGLKLDRIGSLSGLGC
YEGAQKKGLSKGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YEGAQEKGLSKGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YEGAQKKGLSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YEGAQEKGLSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
EKGAQEKGLSKGCFGLKLDRIGSLSGLGC
EKGAQEKGLSSGCFGLKLDRIGSLSGLGC
EQGAQEKGLSKGCFGLKLDRIGSLSGLGC
YKGAQEKGLSKGCFGLKLDRIGSLSGLGC
YKGAQKKGLSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
EHGAQEKGLSKGCFGLKLDRIGSLSGLGC
YHGAQEKGLSKGCFGLKLDRIGSLSGLGC
YHGAQEKGLSKGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YHGAQKKGLSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YHGAQEKGLSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YEGAEKKGLSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
EGAQEKGLSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
EGAQKEGLSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YEGAQKEGLSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YHGAQKTGLSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YHGAQKTGVSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YHGAQHTGLSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YKGAQHTGLSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
EHGAQKKGLSKGCFGLPLDRIGSLSGLGC
EHGAQKKGLSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
EHGAQKKGVSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
EHGAQKTGVSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YHGAQHHGLSKGCFGLKLERIGSLSGLGC

38

SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
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YKGAQHHGLSQGCFGLKLERIGSLSGLGC
YEGAQKKGLSSGCFGLPLERIGSLSGLGC
EGAQKKGLSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YKGAQHHGLSQGCFGLKLDRIGSLSGLGC
YKGAQHHGLSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YHGAQHHGLSKGCFGLKLDRIGSLSGLGC
YHGAQHHGLSKGCFGLPLDRIGSLSGLGC
GAQKKGLSHGCFGLPLDRIGSLSGLGC
GAQKKGLHSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
ARKYHGAQHTGLSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
ARKYHGAQHTGVSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
ARKYHGAQKTGVSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
ARKEHGAQKTGVSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
ARKEHGAQHTGVSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YEGAQKKGGSKGCFGLPLDRIGSLSGLGC
QEHPQARSYEGAQKKGLSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
QEHPEARSYEGAQKKGLSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
QEHPQAHKYHGAQHHGSSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
QEHPQAHKYKGAQKKGLSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
QEHPQAHKYHGAQKHGSSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
ARKYEGAQKKGLSKGCFGLPLDRIGSLSGLGC
ARKYKGAQKKGLSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
QEHPQARKYKGAQKKGLSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
QEHPQARKYEGAQKKGLSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YEGAQKKGLSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
QEHPQARKYEGAQKKGLSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
QEHPQAAKYEGAQKKGLSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
QEHPQARHYKGAQKKGSSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
QEHPQAHKYKGAQKKGGSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
QEHPQARKYKGAQKKGLSKGCFGLKLDRIGSLSGLGC
QEHPQARKYKGAQKKGLSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC

39

SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
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69
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71
72
73
74
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QEHPQARKYKGAQKKGGSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
ARKYKGAQKKGLSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
ARKYHGAQHTGVSKGCFGLPLDRIGSLSGLGC
ARKYKGAQKTGVSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
ARKYHGAQKKGVSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
ARKYHGAQKTGVSKGCFGLPLDRIGSLSGLGC
ARKYKGAQKTGVSKGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YHGAQKTGVSKGCFGLPLDRIGSLSGLGC
ARKYHGAQKSGLSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YEGAQKKGGSHGCFGLPLDRIGSLSGLGC
ARKYEGAQHKGGSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YHGAQKKGGSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YKGAQKKGGSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YKGAQKKGVSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YHGAQKKGVSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
QEHPQARKYEGAQKKGLSKGCFGLPLDRIGSLSGLGC
ARKYHGAQKKGVSSGCFGLPLERIGSLSGLGC
YHGAQKKGLSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
ARKYKGAQKKGLSKGCFGLPLDRIGSLSGLGC
ARKYKGAQKKGLSQGCFGLKLDRIGSLSGLGC
ARKYKGANKKGLSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
ARKYKGAQKKGLSQGCFGLPLDRIGSMSGLGC
QEHPQARKYKGAQKKGLSKGCFGLPLDRIGSLSGLGC
ARKYKGAQKKGLSQGCFGLPLERIGSLSGLGC
YKGAQKKGLSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
QEHPQARKYKGAQKKGLSSGCFGLPLERIGSLSGLGC
YKGAQKKGGSQGCFGLPLERIGSLSGLGC
YKGAQKKGLSQGCFGLPLERIGSLSGLGC
GAQKKGLSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
GAQKKGLSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
GAQKKGGSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC

40

SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:

76
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GAQKKGGSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
GAQKKGLSQGCFGLKLDRIGSLSGLGC
GAQKKGLSSGCFGLKLDRIGSLSGLGC
GAQKKGGSQGCFGLKLDRIGSLSGLGC
GAQKKGGSSGCFGLKLDRIGSLSGLGC
GANKKGLSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
GANKKGLSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
GANKKGGSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
GANKKGGSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
GAQKKGLSQGCFGLPLDRIGSMSGLGC
GAQKKGLSSGCFGLPLDRIGSMSGLGC
GAQKKGGSQGCFGLPLDRIGSMSGLGC
GAQKKGGSSGCFGLPLDRIGSMSGLGC
GAQKKGLSKGCFGLPLDRIGSLSGLGC
GAQKKGGSKGCFGLPLDRIGSLSGLGC
GAQKKGLSQGCFGLPLERIGSLSGLGC
GAQKKGLSSGCFGLPLERIGSLSGLGC
GANKKGLSQGCFGLPLDRIGSMSGLGC
GANKKGLSSGCFGLPLDRIGSMSGLGC
GANKKGLSQGCFGLPLERIGSMSGLGC
GANKKGLSSGCFGLPLERIGSMSGLGC
GAQKKGSSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
GAQKKGSSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
GAQKKGSSQGCFGLKLDRIGSLSGLGC
GAQKKGSSSGCFGLKLDRIGSLSGLGC
GANKKGSSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
GANKKGSSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
GAQKKGSSQGCFGLPLDRIGSMSGLGC
GAQKKGSSSGCFGLPLDRIGSMSGLGC
GAQKKGSSKGCFGLPLDRIGSLSGLGC

YKGAQKKGGSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC

SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:

115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
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143
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YKGAQKKGLSQGCFGLKLDRIGSLSGLGC
YKGAQKKGLSSGCFGLKLDRIGSLSGLGC
YKGAQKKGGSQGCFGLKLDRIGSLSGLGC
YKGAQKKGGSSGCFGLKLDRIGSLSGLGC
YKGANKKGLSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YKGANKKGLSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YKGANKKGGSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YKGANKKGGSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YKGAQKKGLSQGCFGLPLDRIGSMSGLGC
YKGAQKKGLSSGCFGLPLDRIGSMSGLGC
YKGAQKKGGSQGCFGLPLDRIGSMSGLGC
YKGAQKKGGSSGCFGLPLDRIGSMSGLGC
YKGAQKKGLSKGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YKGAQKKGGSKGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YKGAQKKGLSQGCFGLPLERIGSLSGLGC
YKGAQKKGLSSGCFGLPLERIGSLSGLGC
YKGANKKGLSQGCFGLPLDRIGSMSGLGC
YKGANKKGLSSGCFGLPLDRIGSMSGLGC
YKGANKKGLSQGCFGLPLERIGSMSGLGC
YKGANKKGLSSGCFGLPLERIGSMSGLGC
YKGAQKKGSSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YKGAQKKGSSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YKGAQKKGSSQGCFGLKLDRIGSLSGLGC
YKGAQKKGSSSGCFGLKLDRIGSLSGLGC
YKGANKKGSSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YKGANKKGSSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
YKGAQKKGSSQGCFGLPLDRIGSMSGLGC
YKGAQKKGSSSGCFGLPLDRIGSMSGLGC
YKGAQKKGSSKGCFGLPLDRIGSLSGLGC

ARKYKGAQKKGGSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
ARKYKGAQKKGGSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC

SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
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165
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169
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ARKYKGAQKKGLSSGCFGLKLDRIGSLSGLGC
ARKYKGAQKKGGSQGCFGLKLDRIGSLSGLGC
ARKYKGAQKKGGSSGCFGLKLDRIGSLSGLGC
ARKYKGANKKGLSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
ARKYKGANKKGLSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
ARKYKGANKKGGSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
ARKYKGANKKGGSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
ARKYKGAQKKGLSQGCFGLPLDRIGSMSGLGC
ARKYKGAQKKGLSSGCFGLPLDRIGSMSGLGC
ARKYKGAQKKGGSQGCFGLPLDRIGSMSGLGC
ARKYKGAQKKGGSSGCFGLPLDRIGSMSGLGC
ARKYKGAQKKGGSKGCFGLPLDRIGSLSGLGC
ARKYKGAQKKGLSQGCFGLPLERIGSLSGLGC
ARKYKGAQKKGLSSGCFGLPLERIGSLSGLGC
ARKYKGANKKGLSQGCFGLPLDRIGSMSGLGC
ARKYKGANKKGLSSGCFGLPLDRIGSMSGLGC
ARKYKGANKKGLSQGCFGLPLERIGSMSGLGC
ARKYKGANKKGLSSGCFGLPLERIGSMSGLGC
ARKYKGAQKKGSSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
ARKYKGAQKKGSSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
ARKYKGAQKKGSSQGCFGLKLDRIGSLSGLGC
ARKYKGAQKKGSSSGCFGLKLDRIGSLSGLGC
ARKYKGANKKGSSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
ARKYKGANKKGSSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
ARKYKGAQKKGSSQGCFGLPLDRIGSMSGLGC
ARKYKGAQKKGSSSGCFGLPLDRIGSMSGLGC
ARKYKGAQKKGSSKGCFGLPLDRIGSLSGLGC

43

SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
QEHPQARKYKGAQKKGGSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC ~ SEQ ID NO:
QEHPQARKYKGAQKKGLSQGCFGLKLDRIGSLSGLGC  SEQ ID NO:
QEHPQARKYKGAQKKGLSSGCFGLKLDRIGSLSGLGC ~ SEQ ID NO:
QEHPQARKYKGAQKKGGSQGCFGLKLDRIGSLSGLGC SEQ ID NO:
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QEHPQARKYKGAQKKGGSSGCFGLKLDRIGSLSGLGC
QEHPNARKYKGANKKGLSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
QEHPNARKYKGANKKGLSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
QEHPNARKYKGANKKGGSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
QEHPNARKYKGANKKGGSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
QEHPQARKYKGAQKKGLSQGCFGLPLDRIGSMSGLGC
QEHPQARKYKGAQKKGLSSGCFGLPLDRIGSMSGLGC
QEHPQARKYKGAQKKGGSQGCFGLPLDRIGSMSGLGC
QEHPQARKYKGAQKKGGSSGCFGLPLDRIGSMSGLGC
QEHPQARKYKGAQKKGGSKGCFGLPLDRIGSLSGLGC
QEHPQARKYKGAQKKGLSQGCFGLPLERIGSLSGLGC
QEHPNARKYKGANKKGLSQGCFGLPLDRIGSMSGLGC
QEHPNARKYKGANKKGLSSGCFGLPLDRIGSMSGLGC
QEHPNARKYKGANKKGLSQGCFGLPLERIGSMSGLGC
QEHPNARKYKGANKKGLSSGCFGLPLERIGSMSGLGC
QEHPQARKYKGAQKKGSSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
QEHPQARKYKGAQKKGSSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
QEHPQARKYKGAQKKGSSQGCFGLKLDRIGSLSGLGC
QEHPQARKYKGAQKKGSSSGCFGLKLDRIGSLSGLGC
QEHPNARKYKGANKKGSSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC
QEHPNARKYKGANKKGSSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC
QEHPQARKYKGAQKKGSSQGCFGLPLDRIGSMSGLGC
QEHPQARKYKGAQKKGSSSGCFGLPLDRIGSMSGLGC
QEHPQARKYKGAQKKGSSKGCFGLPLDRIGSLSGLGC
GAQKKGSSQGCFGLPLERIGSLSGLGC

una cualquiera de las siguientes secuencias de aminoacidos:

GAQKKGSSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC (SEQ ID NO: 136),
ARKYKGAQKKGLSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC (SEQ ID NO: 77),

SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:

Modalidad 6: el compuesto de CNP de acuerdo con la modalidad 1, en donde el péptido CNP tiene

YKGAQKKGGSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC (SEQ ID NO: 88),
YKGAQKKGLSQGCFGLPLDRIGSLSGLGC (SEQ ID NO: 103),
QEHPQARKYKGAQKKGLSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC (SEQ ID NO: 67) y

44
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QEHPQARKYKGAQKKGLSSGCFGLPLERIGSLSGLGC (SEQ ID NO: 104).

Modalidad 7: el compuesto de CNP de acuerdo con la modalidad 1, en donde el péptido CNP tiene
la siguiente secuencia de aminoacidos:
QEHPQARKYKGAQKKGLSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC (SEQ ID NO: 67).

Modalidad 8: el compuesto de CNP de acuerdo con una cualquiera de las modalidades anteriores, en
donde el grupo modificador est4 unido covalentemente al alfa-amino N-terminal del péptido CNP.
Modalidad 9: el compuesto de CNP de acuerdo con una cualquiera de las modalidades anteriores, en
donde el Quim. A del grupo modificador tiene una p de 16.

Modalidad 10: el compuesto de CNP de acuerdo con las modalidades1-8, en donde el Quim. A del
grupo modificador es el Quim. A2

//N\N (0]
" J\ML
\
N *
H P
(Quim. A2)
en donde p es 16.

Modalidad 11: el compuesto de CNP de acuerdo con una cualquiera de las modalidades anteriores,
en donde el Quim. B del grupo modificador tiene una g de 1-5.

Modalidad 12: el compuesto de CNP de acuerdo con una cualquiera de las modalidades anteriores,
en donde el grupo modificador se selecciona de los siguientes ejemplos no limitantes Quim. E, Quim.
F, Quim. G, Quim. H, Quim. I y Quim. J (en los que la linea de puntos define la unién a través de
un enlace amida al péptido CNP)

(@] (0] CHj
(0] © _j/\ © 0
H (@] NH,
(@] NH
\IV\O (0] (0]
K/O\/\H)K/\E/Nﬁ(\/\/\/\/\/\/\/\)% H
e

07 “oH
(Quim. E)
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HO\?O H

0 0N o) 0
HOJH """ \/U\N : N A ANGEON /\/O\/U\ P NN N
° /\/\g/ I\/U\N o/\g/ 0 N o/\g/

N

\l\; HO X0
S o}

’J\/OI

o

OHO\?O o o ’)
HOWLN : N A0 N~ /\/O\)L SO0 N
T Mg j\/\)kN o/}of o N /}O(

HO” N0

(Quim. G)

HO_ O

0 N 0 o H
N N E N P N N /\/O\/U\ SO0 N
j\/\/‘L /\/\[O]/ :(\/LN O/\g/ o N /\([)]/

HO” N0 HO” 0

(Quim. H)

46



10

15

20

25

30

N_. _O
o19~2° 0
HO : N o)
o) o) OH

(Quim. J).

HO” 0

Modalidad 13: el compuesto de CNP de acuerdo con una cualquiera de las modalidades anteriores,

en donde el grupo modificador es el Quim. 1.

Modalidad 14: un compuesto de CNP que comprende un péptido CNP y un grupo modificador que

comprende un Quim. A, un Quim. B y un Quim. C, en donde el compuesto esta de acuerdo con uno

cualquiera de los compuestos descritos en la Tabla 1 (ver méas abajo).

Modalidad 15: un compuesto de CNP que comprende un péptido CNP y un grupo modificador, en

donde el compuesto esta de acuerdo con uno cualquiera de los compuestos descritos en la Tabla 1a.

Tabla 1a:
ID del

compuesto Grupo modificador

9384
9407
9435
9480
9482
9483

C18d
C18d
C1l8d
C1l8d
C18d
C18d

gGlu-2xOEG-1xGQAP
5xgGlu-4xOEG
2xgGlu-4xOEG
3xgGlu-4xOEG
5xgGlu

4xgGlu

Péptido CNP: con modificaciones SEQ

de secuencia frente a CNP37 ID NO
des1-10, 13Q, 17S, 19Q, 25P, 32L 62
desl1-5, 13Q, 19Q, 25P, 32L 7
des1-8, 13Q, 17G, 19Q, 25P, 32L 88
des1-8, 13Q, 19Q, 25P, 32L 103
5Q, 13Q, 195, 25P, 32L 67
5Q, 13Q, 19S, 25P, 27E, 32L 104

Modalidad 16: un compuesto de CNP que comprende un péptido CNP y un grupo modificador, en

donde el

péptido

CNP tiene la

siguiente  secuencia de  aminoéacidos,

QEHPQARKYKGAQKKGLSSGCFGLPLDRIGSLSGLGC (SEQ ID NO: 67), y en donde el grupo

modificador es el Quim. I.

Modalidad 17: un compuesto de CNP de acuerdo con la Formula I1:
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(Formula I1).

Modalidad 18: un compuesto de CNP de acuerdo con una cualquiera de las Formulas I, |

Vliy VII.

0
o\)’k
J/ H/\H—QAPGAQKKG S s Q G-N
)

5

(Formula I11)

S
o CHs
o\)l\
J/ u R KY KGAQKK G L S Q G—-N F GLP LDR 1 GSLSGL G—u OH
H
o [e] [e]

5

(Férmula 1V)

jdk

07 oH

g

0P OH

Io} o
H
N
HOWVVY
o
Ho” o

OH

s

0P OH

KGAQKKGGSQGN%*FGLPLDRIGSLSGLG”jw—OH
0

Ox. _OH

S.

ENGELR

S,

S

/gvaGLPL DRIGSLSGLG—Njw—OH
H H

(0]
\n/\o/\/\/\NJk/\/\[(\/\/\/\/\/\/\/\/U\

S

OH
HN EHPQARKYK GAQKKGLSSG—”L"—FGLPLDRIG SLSGLG-HJY
O

o) 0©

I, 1V, V,

o

\n/\o/\/o\/\N)k/o\/\o/\/ Y\o/\/o\/\N)J\/\/ M w

I

ON\ANL\/\/\/WK\/\/\/\NMMJWWW(
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0/ OH
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(Férmula VII)
Modalidad 19: el compuesto de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 1-18, en donde la

carga neta del compuesto de CNP a pH fisiologico es de 0 a -4, determinada como se describe en el
ejemplo 4.

Modalidad 20: el compuesto de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 1-18, en donde el
compuesto tiene una semivida in vivo después de la administracion s.c. a minicerdos Gottingen de

al menos 10 horas, determinada como se describe en el ejemplo 12.
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Modalidad 21: el compuesto de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 1-18, en donde el
compuesto tiene una semivida in vivo después de la administracion s.c. a minicerdos Géttingen de
al menos 20 horas, determinada como se describe en el ejemplo 12.

Modalidad 22: el compuesto de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 1-18, en donde el
compuesto tiene una semivida in vivo después de la administracion s.c. a minicerdos Géttingen de
al menos 30 horas, determinada como se describe en el ejemplo 12.

Modalidad 23: el compuesto de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 1-18, en donde el
compuesto tiene una semivida in vivo después de la administracion s.c. a minicerdos Géttingen de
al menos 40 horas, determinada como se describe en el ejemplo 12.

Modalidad 24: el compuesto de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 1-18, en donde el
compuesto tiene una semivida in vivo después de la administracion s.c. a minicerdos Géttingen de
al menos 50 horas, determinada como se describe en el ejemplo 12.

Modalidad 25: el compuesto de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 1-18, en donde el
compuesto tiene una biodisponibilidad después de la administracién s.c. a minicerdos Goéttingen de
al menos 40 %, determinada como se describe en el ejemplo 12.

Modalidad 26: el compuesto de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 1-18, en donde el
compuesto tiene una biodisponibilidad después de la administracién s.c. a minicerdos Gottingen de
al menos 50 %, determinada como se describe en el ejemplo 12.

Modalidad 27: el compuesto de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 1-18, en donde el
compuesto tiene una biodisponibilidad después de la administracion s.c. a minicerdos Gottingen de
al menos 60 %, determinada como se describe en el ejemplo 12.

Modalidad 28: el compuesto de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 1-18, en donde el
compuesto tiene una biodisponibilidad después de la administracion s.c. a minicerdos Gottingen de
al menos 70 %, determinada como se describe en el ejemplo 12.

Modalidad 29: el compuesto de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 1-18, en donde el
compuesto tiene una solubilidad de al menos 2,000 uM a pH 4 o pH 6.5, medida como se describe
en el ejemplo 5.

Modalidad 30: el compuesto de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 1-18, en donde el
compuesto tiene una solubilidad de al menos 3,000 uM a pH 4 o pH 6.5, medida como se describe

en el ejemplo 5.
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Modalidad 31: el compuesto de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 1-18, en donde el
compuesto tiene una solubilidad de al menos 4,000 uM a pH 4 o pH 6.5, medida como se describe
en el ejemplo 5.

Modalidad 32: el compuesto de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 1-31 en donde el
compuesto comprende un puente disulfuro intramolecular que da como resultado una estructura
ciclica.

Modalidad 33: una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de acuerdo con una
cualquiera de las modalidades 1-32, y uno 0 mas excipientes farmacéuticamente aceptables.
Modalidad 34: el compuesto de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 1-32, o una
composicion de acuerdo con la modalidad 33, para el uso en el tratamiento o prevencion de
enfermedades cardio-renales-metabdlicas.

Modalidad 35: el compuesto de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 1-32, o una
composicion de acuerdo con la modalidad 33, para el uso en el tratamiento o la prevencion de
enfermedades cardio-renales-metabolicas, que incluyen el grupo que consiste en hipertension,
arteriosclerosis, ateroesclerosis, reestenosis, infarto agudo de miocardio, hipertension pulmonar,
insuficiencia cardiaca aguda descompensada, insuficiencia cardiaca congestiva, edema cardiaco,
edema renal, edema hepatico*, insuficiencia renal aguda, insuficiencia renal cronica, resistencia a la
insulina y diabetes tipo 2.

Modalidad 36: el compuesto de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 1-32, o una
composicién de acuerdo con la modalidad 33, para el uso en el tratamiento o prevencion de la
insuficiencia cardiaca congestiva.

Modalidad 37: el compuesto de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 1-32, o una
composicién de acuerdo con la modalidad 33, para el uso en el tratamiento o prevencion de la
insuficiencia cardiaca descompensada.

Modalidad 38: el compuesto de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 1-32, o una
composicion de acuerdo con la modalidad 33, para el uso en el tratamiento o prevencion de trastornos
del crecimiento, que incluyen una estatura corta que puede relacionarse con la displasia esquelética
relacionada con FGFR3, y las comorbilidades relacionadas.

Modalidad 39: el compuesto de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 1-32, o una
composicion de acuerdo con la modalidad 33, para el uso en el tratamiento o prevencion de la
acondroplasia, hipocondroplasia, displasia tanatoférica tipo 1 y tipo 2, deficiencia de SHOX,

sindrome de Noonan, Costello, sindrome de LEOPARD, estatura corta idiopatica, estatura corta
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autosomica dominante, deficiencia de hormona del crecimiento, raquitismo hipofosfatémico,
deficiencia de CNP, deficiencia de agrecano, mutacion NPR2 heterocigética, artrosis,
craniosinostosis, (por ejemplo, sindrome de Muenke, sindrome de Crouzon, sindrome de Apert,
sindrome de Jackson-Weiss, sindrome de Pfeiffer, o sindrome crouzonodermosqueletal), sindrome
lacrimo-auriculo-dento-digital (LADD), displasia osteoglofénica, y SADDAN (acondroplasia grave
con retraso en el desarrollo y acantosis nigricans).

Modalidad 40: el compuesto de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 1-32, o una
composicion de acuerdo con la modalidad 33, para el uso en el tratamiento o prevencion de la
osteogénesis imperfecta, acondrogénesis, condrodisplasia punctata, acondroplasia homocigotica,
tipo rizomélico de condrodisplasia punctata, displasia espondiloepifisaria congénita, fémur corto
congénito, displasia mesomélica tipo Langer, neurofibromatosis, sindrome de Legius y
neurofibromatosis tipo 1.

Modalidad 41: el compuesto de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 1-32, o una
composicion de acuerdo con la modalidad 33, para el uso en el tratamiento o la prevencion de
fenotipos relacionados con trastornos del crecimiento, que incluyen estatura corta que puede estar
relacionada con la displasia esquelética relacionada con FGFR3, seleccionados del grupo que
consiste en retardo del crecimiento, deformidades en el craneo, defectos de ortodoncia, compresion
de la médula cervical, estenosis espinal, dolor en relacién con la displasia esquelética, hidrocefalia,
pérdida auditiva debida a otitis cronica, enfermedad cardiovascular, enfermedad neuroldgica, y
obesidad.

Modalidad 42: un método para tratar o prevenir enfermedades cardio-renales-metabdlicas, que
comprende administrar a un paciente que lo necesita una cantidad efectiva del compuesto de acuerdo
con una cualquiera de las modalidades 1-32, o una composicién de acuerdo con la modalidad 33.
Modalidad 43: un método para tratar o prevenir enfermedades cardio-renales-metabolicas, que
incluyen el grupo que consiste en hipertension, arteriosclerosis, ateroesclerosis, reestenosis, infarto
agudo de miocardio, hipertension pulmonar, insuficiencia cardiaca aguda descompensada,
insuficiencia cardiaca congestiva, edema cardiaco, edema renal, edema hepatico*, insuficiencia renal
aguda, insuficiencia renal cronica, resistencia a la insulina, y diabetes tipo 2, que comprende
administrar a un paciente que lo necesita una cantidad efectiva del compuesto de acuerdo con una
cualquiera de las modalidades 1-32, o una composicion de acuerdo con la modalidad 33.
Modalidad 44: un metodo para tratar o prevenir trastornos de crecimiento, lo que incluye una estatura

corta que puede relacionarse con la displasia esquelética relacionada con FGFR3, y las
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comorbilidades relacionadas, que comprende administrar a un paciente que lo necesita una cantidad
efectiva del compuesto de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 1-32, 0 una composicion
de acuerdo con la modalidad 33.

Modalidad 45: un método para tratar o prevenir la acondroplasia, hipocondroplasia, displasia
tanatoforica tipo 1 y tipo 2, deficiencia de SHOX, sindrome de Noonan, Costello, sindrome de
LEOPARD, estatura corta idiopatica, estatura corta autosémica dominante, deficiencia de hormona
del crecimiento, raquitismo hipofosfatémico, deficiencia de CNP, deficiencia de agrecano, mutacion
NPR2 heterocigdtica, artrosis, craniosinostosis, (por ejemplo, sindrome de Muenke, sindrome de
Crouzon, sindrome de Apert, sindrome de Jackson-Weiss, sindrome de Pfeiffer, o sindrome
crouzonodermosqueletal),  sindrome  lacrimo-auriculo-dento-digital ~ (LADD),  displasia
osteoglofénica, y SADDAN (acondroplasia grave con retraso en el desarrollo y acantosis nigricans),
que comprende administrar a un paciente que lo necesita una cantidad efectiva del compuesto de
acuerdo con una cualquiera de las modalidades 1-32, 0 una composicion de acuerdo con la modalidad
33.

Modalidad 46: un método para tratar o prevenir la osteogénesis imperfecta, acondrogénesis,
condrodisplasia punctata, acondroplasia homocigética, tipo rizomélico de condrodisplasia punctata,
displasia congénita espondiloepifisaria, fémur corto congénito, displasia mesomélica de tipo Langer,
neurofibromatosis, sindrome de Legius y neurofibromatosis tipo 1, que comprende administrar a un
paciente que lo necesita una cantidad efectiva del compuesto de acuerdo con una cualquiera de las
modalidades 1-32, o una composicién de acuerdo con la modalidad 33.

Modalidad 47: un método para tratar o prevenir fenotipos relacionados con trastornos del
crecimiento, lo que incluye la estatura corta que puede relacionarse con la displasia esquelética
relacionada con FGFR3, seleccionados del grupo que consiste en retardo del crecimiento,
deformidades en el craneo, defectos de ortodoncia, compresion de la médula cervical, estenosis
espinal, dolor en relacion con la displasia esquelética, hidrocefalia, pérdida auditiva debida a otitis
cronica, enfermedad cardiovascular, enfermedad neurolégica, y obesidad, que comprende
administrar a un paciente que lo necesita una cantidad efectiva del compuesto de acuerdo con una

cualquiera de las modalidades 1-32, o una composicion de acuerdo con la modalidad 33.

EJEMPLOS

Materiales y métodos

Lista de abreviaturas
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2-CITrt
Aldritiol-4
AUC
BEH
Boc
c18d
C20d
CAD
GMPc
CL
CSH
DCM
DgGlu
DIC
DMEM
DMF
DMSO
DTT
EDTA
ESI

F%

Fd
Fmoc
FPLC
gGlu
HEPES
HFIP
HMWP
HSA
V.

IPA
LCMS

Resina 2-clorotritilo

Disulfuro de 4,4'-dipiridilo

Area bajo la curva

Hibrido con puente de etileno
Terc-butiloxicarbonilo

Acido octadecanodioico

Acido eicosanodioico

Detector de aerosol cargado
Monofosfato de guanosina ciclico
Aclaramiento

Hibrido de superficie cargada
Diclorometano

gamma-glutamoilo de configuracién D
N, N-diisopropilcarbodiimida

Medio Eagle modificado de Dulbecco
Dimetilformamida

Dimetilsulfoxido

Ditiotreitol

Acido etilendiaminotetracético
lonizacion por electropulverizacion
Biodisponibilidad

Faraday

Fluorenilmetiloxicarbonilo
Cromatografia liquida de proteina rapida

Gammaglutamoilo

Acido 2-[4-(2-hidroxietil) piperazin-1-il]etano-1-sulfonico

Hexafluoro-2-propanol
Proteina de alto peso molecular
Albumina sérica humana
Intravenosa

Isopropanol

Cromatografia liquida-espectrometria de masas
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LLOQ
LYD
MeCN
MMPX
MS
NAD
NCA
n.d.
Nle (X)
NMP
OEG
Oxyma Pure
Pbf
PBS
PD
PDA
PK

QC

RP
RPM
s.C.
SEC
SIL
SPPS
T%
tBu
Tetrazol-C18
TF
TFA
ThT
TIPS
Tris

Limite inferior de cuantificacion
Landrace, Yorkshire y Duroc
Acetonitrilo

8-Metoximetil-3-isobutil 1-metilxantina
Espectrometria de masas

No se detectaron anomalias

Analisis no compartimental

No detectado

Norleucina

N-metil-2-pirrolidona

Oligoetilenglicol
Cianohidroxiiminoacetato de etilo
2,2,4,6,7-Pentametildihidrobenzofuran-5-sulfonilo
Solucion salina tamponada con fosfato
Farmacodinamica

Deteccion de matriz con fotodiodos
Farmacocinética

Control de calidad

Fase inversa

Rondas por minuto

Subcuténea

Cromatografia de exclusion por tamafio
Marcado con is6topo estable

Sintesis de péptidos en fase sélida
Semivida

Terc-butilo

Acido 17-(2H-tetrazol-5-il)heptadecanoico
Tiempo de vuelo

Acido trifluoroacético

Tioflavina T

Triisopropilsilano

2-Amino-2-(hidroximetil)propano-1,3-diol
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Trt Tritilo

TUV TUV ajustable
UPLC Cromatografia liquida de ultra rendimiento
uv Ultravioleta

Métodos generales de preparacion

Método A: Sintesis de péptidos en fase sélida

Los péptidos pueden sintetizarse mediante sintesis de péptidos en fase sélida que se conoce bien en
la técnica, més abajo se describen métodos usados para sintetizar los compuestos ejemplificados de
la presente invencion.

La sintesis de compuestos se realizd en un sintetizador de péptidos en fase sélida SymphonyX
(GYROS Protein Technologies AB, Tucson, AZ).

Tipicamente, la sintesis se realizo mediante el uso de 450 pumol de resina, pero también se usaron
sintesis mediante el uso de 150 o 300 umol de resina. En una sintesis tipica, la resina se lavo en
DMF. Después del lavado con DMF, la resina se incub6 con aminoacido protegido con Fmoc (5 eq.,
0.3 M en Oxyma Pure 0.3 M en DMF, 7.5 ml), DIC (5 eq., 0.75 M en DMF, 3.0 ml) y colidina (5
eg., 0.75 M en DMF, 3.0 ml) durante 30 min. A continuacion, se afiadié DIC adicional (5 eq., 0.75
M en DMF, 3.0 ml) y la resina se incubd durante 90 min. Después de cada acoplamiento, la resina
se tap6 mediante tratamiento con anhidrido acético (1 M, 7.5 ml) y colidina (0.75 M, 3.0 ml) en
DMF durante 20 min. Los &cidos grasos se acoplaron mediante el uso de éster mono-terc-butilico de
acidos grasos (5 eg., 0.3 M en Oxyma Pure 0.3 M, 7.5 ml), DIC (5 eq., 0.75 M en DMF, 3.0 ml) y
colidina (5 eg., 0.75 M en DMF, 3.0 ml) durante 6 h.

Los aminoacidos protegidos con Fmoc usados fueron los estandares recomendados:

Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-Asp(OtBu)-OH, Fmoc-Cys(Trt)-
OH, Fmoc-GIn(Trt)-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-His(Trt)-OH, Fmoc-lle-OH,
Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Met-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-
Ser(tBu)-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-Trp(Boc)-OH, Fmoc-Tyr(tBu)-OH, Fmoc-Val-OH vy
Fmoc-Nle-OH, suministrados por, por ejemplo, Anaspec, Bachem, Iris Biotech o NovabioChem.
Donde no se especifica nada mas, se usaron las formas L de origen natural de los aminoacidos. En
los casos en que esta presente una serina o una treonina en el péptido, pueden usarse dipéptidos de

pseudoprolina (ver también W.R. Sampson y otros J. Pept. Sci. 1999, 5, 403-409).

56



10

15

20

25

30

Para los péptidos acilados en cualquier posicion durante la SPPS, los siguientes bloques de
construccion adecuadamente protegidos tales como, pero no limitados a, Fmoc-acido 8-amino-3,6-
dioxaoctandico y Boc-Glu(Fmoc)-OH se suministraron de, por ejemplo, Anaspec, Bachem, Iris
Biotech o Novabiochem.

Se preparo el éster mono-terc-butilico del &cido octadecanodioico y el éster mono-terc-butilico del
acido eicosanodioico como se conoce en la técnica, por ejemplo, como se describe en el documento
WO 2010102886 Al.

El &cido 17-(2H-tetrazol-5-il)heptadecanoico (Tetrazol-C18) se incorporo6 al acoplar el bloque de
construccion protegido &cido  (S)-4-(17-(1H-tetrazol-5-il)heptadecanamido)-5-(terc-butoxi)-5-
oxopentanoico que se sintetizd6 de acuerdo con el siguiente procedimiento: Se afiadieron
secuencialmente  tetrafluoroborato  de  5-cloro-1-((dimetilamino)(dimetiliminio)metil)-1H-
benzo[d][1,2,3]triazol 3-6xido (TCTU, 5.87 g, 16.5 mmol) y N-metilmorfolina (NMM, 8.00 ml, 72.8
mmol) a una suspension agitada de acido 17-(1H-tetrazol-5-il)heptadecanoico (5.10 g, 15.0 mmol)
en DMF seco (70 ml). La mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante 30 minutos. Se afiadié H-
L-Glu-OtBu (éster 1-terc-butilico del acido L-glutamico, 4.58 g, 22.5 mmol) en una porcién. La
suspension se convirtié en una solucion amarilla en 5 minutos. Se dejo reposar a temperatura
ambiente durante 4 horas y después se vertio en una solucién agitada helada de &cido clorhidrico (35
%, 20 ml) en agua (1 I). El producto crudo se filtré y se lavo con agua (3 x 100 ml) y se sec6 poco
después en una frita sinterizada de vidrio por succion y se volvié a disolver en DMF (70 ml). Esta
solucion se vertio en agua (1 1), la suspension resultante se agité durante 5 minutos y el solido se
filtro, se lavo con agua (3 x 100 ml) y se sec6 a vacio. El producto crudo se disolvié en acetato de
etilo (400 ml) y se filtr6 a través de una columna de gel de silice (gel de silice 60, 0.040-0.063 mm)
(100 g) y la columna se lavé mediante acetato de etilo (600 ml). El acetato de etilo se elimind a
vacio. El residuo solido se ebull6 en 1,2-dicloroetano (200 ml) con agitacion vigorosa durante 5
minutos, a continuacién, la emulsion se dejo enfriar a temperatura ambiente en 5 minutos y se dejé
cristalizar a la misma temperatura durante toda la noche. Los cristales cerosos se filtraron y lavaron
mediante 1,2-diclorometano (50 ml) y n-heptano (100 ml) y se secaron al aire. Esta etapa de
purificacion se repitié una vez mas. Finalmente, el compuesto se disolvio en 1,4-dioxano (50 ml) y
se secO por congelacion para proporcionar acido (S)-4-(17-(1H-tetrazol-5-il)heptadecanamido)-5-
(terc-butoxi)-5-oxopentanoico como un polvo blanquecino.

Para los péptidos que presentan una cisteina C-terminal, la resina fue una H-Cys(Trt)-2-CITrt

precargada (por ejemplo, de Bachem o Novabiochem).
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Método B: Escision del péptido de la resina.

Después de la sintesis la resina se lavo con DCM, y el péptido se escindié de la resina mediante un
tratamiento de 2-3 horas con TFA/TIPS/agua/DTT (por ejemplo, en las relaciones 90:5:2.5:2.5 o
92.5:2.5:2.5:5) seguido de precipitacion con éter dietilico. El precipitado se centrifugd y se lavo
varias veces con eéter dietilico.

Método C: Formacién de puentes disulfuro

El CNP nativo contiene un puente disulfuro que, si se reduce, suprime la union al receptor NPR2.
Los métodos para la formacion de puentes disulfuro para los péptidos sintéticos se conocen bien en
la técnica, mas abajo se describen tres métodos usados para preparar los compuestos ejemplificados
de la presente invencion.

Plegamiento mediante el uso de aldritiol-4

El péptido precipitado crudo de una sintesis de 150 pmol se disolvié en 10 ml de DMSO, seguido
de la adicién de agua a 700 ml y la adicion adicional de 100 ml de MeCN. Finalmente, se afiadieron
2 ml de tampdon NaOAc 0.5 M pH 5.0 a la solucién peptidica. EI pH se ajusté con NaOH 1 M a pH
5-6.5 hasta que la solucion era transparente. La cantidad de péptido en solucién se cuantificd
mediante el uso de CAD y se prepar6 una solucién madre nueva de aldritiol-4 (2 mg/ml en MeOH).
Se afiadid 1.0 eq. de aldritiol-4 en MeOH en comparacion con el contenido del péptido durante 5-10
min bajo agitacion vigorosa. La solucion se agitd durante 10 min y se afiadi6 0.5 0 1.0 eq. adicionales
de solucién madre de aldritiol-4. La reaccién se inactivo con 2 ml de TFA una vez completada segin
se determind mediante LCMS. EIl péptido se purifico mediante RP-HPLC como se describe mas
abajo.

Plegamiento mediante el uso de DMSO

El precipitado peptidico crudo de una sintesis de 450 pmol se disolvié en MeCN/agua 1:1 (50 ml),
y se afiadio a un tampon Tris-HCI 500 mM pH 8.0 (1 1) y se diluyé con agua (1.4 1) y DMSO (600
ml). La solucion se dejo con agitacion suave durante 16-24 h a TA. La reaccidn se inactivd mediante
la adicion de 5.0 eq. de yodoacetamida (50 mM en agua), a continuacién, se acidifico después de 10
min con TFA apH 2y se diluyé a 5 | con agua. El péptido se purifico mediante RP-HPLC como se
describe mas abajo.

Plegamiento mediante el uso de tampdn redox de cisteina/cistina o cisteamina/cistamina

El precipitado peptidico crudo a partir de una sintesis de 150 umol se disolviéo en DMSO (20 ml) y
se afiadio a un tampon Tris-HCI 50 mM, cisteina 3 mM, cistina 0.3 mM pH 8,2 (800 ml) o un tampon

Tris-HCI 50 mM, cisteamina 3 mM, cistamina 0.3 mM pH 8,2. La solucion se dejo con agitacion
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suave durante 16-24 h a TA. La reaccién se inactivo mediante la adicion de 3 ml de TFA, se diluy6
con 100 ml de MeCN vy se purificé mediante RP-HPLC como se describe més abajo.

Método D: Purificacion

Los métodos de purificacion de péptidos se conocen bien en la técnica, mas abajo se describen dos
métodos usados para purificar los compuestos ejemplificados de la presente invencion.

HPLC preparativa de fase inversa mediante el uso de eluyentes acidos

Los peptidos plegados crudos se purificaron mediante HPLC preparativa de fase inversa en un
Waters Delta Prep 4000 o un sistema Gilson Modelo 322 H2 equipado con una columna C18, por
ejemplo, una Waters Xbridge Prep C18 OBD, 5 um, 250 x 50 mm o una Phenomenex Gemini Axia
NX C18, 5 um, 250 x 30 mm. El péptido se eluy6 de la columna mediante el uso de un gradiente
lineal de los eluyentes A (TFA al 0.1 % en agua) y B (TFA al 0.1 % en acetonitrilo), por ejemplo,
del eluyente B al 27-42 % durante 30 min a un régimen de flujo constante de 25 ml/min (columna
@30 mm) o del eluyente B al 30-40 % durante 10 min a 120 ml/min (columna @50 mm). Las
fracciones de péptido con pureza aceptable se recolectaron, se combinaron y se liofilizaron para
producir la sal de TFA del péptido como un polvo incoloro.

HPLC preparativa de fase inversa mediante el uso de eluyentes casi neutros

Si se requirid més purificacion, la sal de TFA del péptido liofilizado se purifico en un sistema de
HPLC preparativa similar en un eluyente de pH neutro o casi neutro, por ejemplo, eluyente A:
NaOAc 100 mM pH 6.5, MeCN al 5 %; eluyente B: MeCN. El péptido se eluyé de la columna
mediante el uso de un gradiente lineal de los eluyentes Ay B, por ejemplo, del eluyente B al 25-55
% durante 30 min a un régimen de flujo constante de 60 ml/min (columna @50 mm). Las fracciones
del péptido con pureza aceptable se recolectaron, se combinaron y desalaron mediante el uso de
cualquiera de los métodos descritos mas abajo.

Método E: Resalar y desalar

En algunos casos, fue conveniente cambiar el contraion a sodio para facilitar la formulacién a pH
6.5. Los métodos para intercambiar los contraiones del péptido se conocen bien en la técnica, mas
abajo se describe un método usado para cambiar el contraion para algunos de los compuestos
ejemplificados de la presente invencion.

Desalacion mediante exclusion por tamafio

El contraidn se intercambi0 al solubilizar la sal de TFA del péptido en NaOAc 400 mM pH 6.5y
MeCN al 20 % a 2-3 mg/ml. El péptido disuelto se desald a continuacion en un sistema FPLC Akta

Purifer mediante el uso de una columna de desalacion HiPrep 26/10. La columna se equilibrd
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previamente con MeCN al 20 % y el péptido se inyecto y eluyo6 sobre 1.5 CV de MeCN al 20 %
isocratico a 6 ml/min. El péptido se recolectd, se cuantificé mediante andlisis CAD y se liofilizé para
producir la sal de sodio del péptido como un polvo incoloro.

Métodos generales de deteccion y caracterizacion:

Para confirmar la identidad, medir la pureza y cuantificar la cantidad de un péptido sintético
preparado, el péptido se caracteriza mediante el uso de métodos tales como LCMS y UPLC de fase
inversa, que se conocen bien en la técnica. Mas abajo se describen los métodos usados para
caracterizar los compuestos ejemplificados de la presente invencion.

Método F: Métodos de cromatografia analitica

Los compuestos de CNP preparados se caracterizaron mediante RP-UPLC y LCMS vy la cantidad
preparada se cuantific6 mediante RP-UPLC/CAD.

LCMS34

La LCMS se realiz6 en una configuracion que consiste de un sistema UPLC Waters Acquity y un
espectrometro de masas QTOF Xevo G2-XS. El sistema se equip6 con una columna UPLC Waters
ACQUITY BEH C18, 1.7 um, 2.1 mm x 50 mm, temperatura de la columna 60 °C. La deteccion por
UV fue a 214 nm. El modo de ionizacion de MS fue ESI+.

Eluyente A: &cido férmico al 0.1 % en agua; eluyente B: &cido férmico al 0.1 % en acetonitrilo. El
andlisis se realiz6 mediante la inyeccién de un volumen apropiado de la muestra (preferentemente,
1-10 pl) sobre la columna que se eluy6 con un gradiente lineal de los eluyentes A y B del eluyente
B al 5-95 % durante 4.0 min a un régimen de flujo constante de 0.4 ml/min.

RP-UPLC107:

Alternativamente, la LCMS se realizd en una configuracién que consiste de un sistema UPLC Waters
ACQUITY y un detector de masa Waters QDA. El sistema se equip6 con una columna UPLC Waters
ACQUITY BEH C18, 1.7 um, 2.1 mm x 50 mm, temperatura de la columna 40 °C. La deteccion por
UV fue a 214 nm.

Eluyente A: TFA al 0.05 % en agua; eluyente B: TFA al 0.05 % en acetonitrilo. El analisis se realiz6
mediante la inyeccién de un volumen apropiado de la muestra (preferentemente, 1-10 ul) sobre la
columna que se eluyé con un gradiente lineal de los eluyentes A'y B del eluyente B al 5-60 % durante
1.6 min a un régimen de flujo constante de 0.9 ml/min.

RP-UPLCO02:

La RP-UPLCO02 se realizd en un sistema UPLC Waters ACQUITY con un detector TUV o PDA. El

sistema se equip6 con una columna UPLC Waters ACQUITY BEH C18, 1.7 pum, 2.1 mm x 150 mm,
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temperatura de la columna 40 °C. La deteccién por UV fue a 214 nm. Eluyente A: TFA al 0.05 % en
agua; eluyente B: TFA al 0.05 % en acetonitrilo.

El analisis se realizé mediante la inyeccidn de un volumen apropiado de la muestra (preferentemente,
1-10 pl) sobre la columna que se eluy6 con un gradiente lineal de los eluyentes A y B del eluyente
B al 5-95 % durante 16.0 min a un régimen de flujo constante de 0.4 ml/min.

RP-UPLC61:

La RP-UPLC61 se realizd en un sistema UPLC Waters ACQUITY con un detector TUV o PDA. El
sistema se equipd con una columna UPLC Waters ACQUITY BEH Shield C18, 1.7 um, 2.1 mm x
150 mm, temperatura de la columna 60 °C. La deteccion por UV fue a 214 nm. Eluyente A: Na>SO4
20 mM, Na2HPO4 2 mM, NaH2PO4 2 mM en agua/MeCN 9:1, pH 7.2; eluyente B: MeCN/agua 7:3.
El analisis se realizé mediante la inyeccidn de un volumen apropiado de la muestra (preferentemente,
1-10 pl) en la columna que se eluy6 con un gradiente lineal de los eluyentes Ay B de B al 5-20 %
durante 3 min, después B al 20-80 % durante 17 min, después B al 80-90 % durante 1 min a un
régimen de flujo constante de 0.4 ml/min.

Cuantificacion del péptido por CADO02:

El CAD se realizd en un sistema UPLC Thermo Scientific Vanquish con UV-DAD y CAD (detector
de aerosol cargado). El sistema se equip6 con una columna UPLC Waters ACQUITY CSH C18, 1.7
um, 2.1 mm x 50 mm, temperatura de la columna 40 °C. La deteccion por UV fue a 214 nm. Eluyente
A: TFA al 0.1 % v/v en agua; eluyente B: TFA al 0.1 % v/v en MeCN. El analisis se realizé mediante
la inyeccion de un volumen apropiado de la muestra sobre la columna que se eluy6 con un gradiente
lineal de los eluyentes A y B de B al 0-95 % durante 4 min a un régimen de flujo constante de 0.45
ml/min. La calibracion se realizd6 mediante el uso de una curva estandar generada mediante la
inyeccion de un estandar externo de insulina aspart, 3.55 mg/ml.

Método G — Preparacion de formulaciones de compuestos de CNP para experimentos in vivo

Las formulaciones para los estudios in vivo se prepararon de acuerdo con los principios descritos
mas abajo.

Procedimiento: Las formulaciones usadas para los estudios in vivo se prepararon al disolver el
péptido liofilizado en tampones de formulacion con composiciones idénticas a las formulaciones
finales (la composicion de la formulacion final se especifica en el ejemplo 9 al ejemplo 15). Se han
usado las siguientes composiciones de formulacion final:

* pH 4.0: acetato de sodio 5 mM, glicerol 250 mM, pH 4.0

* pH 4.0: acetato de sodio 5 mM, propilenglicol 240 mM, pH 4.0
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* pH 4.0: acetato de sodio 5 mM, glicerol 250 mM, polisorbato 20 al 0.007 %, pH 4.0

» pH 6.0: fosfato de sodio 20 mM, propilenglicol 223 mM, pH 6.0

» pH 6.5: fosfato de sodio 8 mM, glicerol 250 mM, pH 6.5

* pH 7.4: fosfato de sodio 8 mM, glicerol 250 mM, pH 7.4

* pH 7.4: fosfato de sodio 8 mM, glicerol 250 mM, polisorbato 20 al 0.007 %, pH 7.4

» pH 7.5: fosfato de sodio 8 mM, glicerol 250 mM, pH 7.5

» pH 5.5: monohidrato de acido citrico 1.33 mM; citrato 3.67 mM, trisédico; trehalosa 52 mg/ml;
D-manosa 15 mg/ml; L-metionina 0.73 mg/ml; polisorbato 80 0.05 mg/ml, pH 5.5

El procedimiento de formulacion fue por razones practicas ligeramente diferente para las
formulaciones de pH 6.5 en comparacion con las formulaciones de otros pH objetivos.
Formulaciones a pH 6.5: El péptido liofilizado se disolvio en un tampon pH 7.4 (fosfato de sodio 8
mM, glicerol 250 mM, pH 7.4) a una concentracion nominal de 20-50 % por encima de la
concentracion del péptido objetivo y el pH se ajustd a pH 6.5 mediante el uso de NaOH 0.2 N o HCI
0.2 N. La concentracion real del péptido se determiné mediante el uso de CAD (Método F, CAD02)
y se afiadié un volumen de un tampén pH 6.5 (fosfato de sodio 8 mM, glicerol 250 mM, pH 6.5)
para alcanzar una concentracion nominal correspondiente a la concentracién del péptido objetivo y
el pH se ajust6 a pH 6.5 mediante el uso de NaOH 0.2 N o HCI 0.2 N. La concentracion real del
péptido se determind mediante el uso de CAD (Método F, CADO02). La formulacién se esteriliz6 por
filtracion (0.22 pm), la concentracion final del péptido se determindé mediante el uso de CAD
(Método F, CADO02) y la formulacion se llend en contenedores estériles.

Formulaciones a pH 4.0, pH 6.0, pH 7.4 y pH 7.5: El péptido liofilizado se disolvid en un tampdn
de formulacioén con una composicion correspondiente a la composicion de la formulacion final
(especificada en el ejemplo 9 al ejemplo 15) a una concentracién nominal de 20-50 % por encima
de la concentracion del péptido objetivo y el pH se ajust6 al objetivo mediante el uso de NaOH 0.2
N o HCI 0.2 N. La concentracién del péptido real se determin6 mediante el uso de CAD (Método F,
CADO02) y se afiadio un volumen del mismo tampdn de formulacién para alcanzar una concentracion
nominal correspondiente a la concentracion del péptido objetivo y el pH se ajusto al objetivo
mediante el uso de NaOH 0.2 N o HCI 0.2 N. La concentracion real del péptido se determind
mediante el uso de CAD (Método F, CADO2). La formulacion se esterilizo por filtracion (0.22 pum),
la concentracion final del péptido se determind mediante el uso de CAD (Método F, CADOQ2) y la
formulacion se llend en contenedores esteriles.

Ejemplo 1: Sintesis de compuestos de CNP
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Los compuestos de CNP se sintetizaron y caracterizaron de acuerdo con los métodos generales de
preparacion descritos anteriormente. Los compuestos de CNP ejemplificados y sus constituyentes se
resumen en la Tabla 1. Los elementos prolongadores y enlazadores, de la Tabla 1, forman juntos el
grupo modificador de los compuestos de CNP.

Tabla 1: Resumen de los compuestos ejemplificados Quim. 1-148

Quim. 1D del Prolongador  Enlazador Modificaciones de secuencia de SEQ

NUm. compuesto (Quim A) (Quim B-C) CNP37 ID

1 0065 des1-15 (CNP22) 1

2 1510 (CNP37) 2
gGlu-

3 0312 clad 2XOEG desl-4, 5Q, 13Q, 32Nle 3
gGlu-

4 0776 clad 2XOEG desl-5, 13Q, 27E, 32L 4
gGlu-

5 1235 clad 2XOEG des1-8, 9E, 10H, 13Q, 32L 5

6 0262 c1l8d 6xgGlu des1-8, 32Nle 6

7 0296 clad 6xgGlu desl-4, 15S, 19S, 32Nle 7

8 0313 ciad 5xgGlu des1-10, 32Nle 8

9 0334 clad 5xgGlu des1-10, 13Q, 32Nle 9
gGlu-

10 1221 clad 2XOEG des1-8, 10E, 13Q, 32L 10
gGlu-

11 1222 clad 2X0OEG des1-8, 9E, 10E, 13Q, 32L 11
gGlu-

12 1223 clad 2X0OEG des1-8, 10E, 13Q, 14E, 32L 12
gGlu-

13 1224 clad 2X0OEG des1-8, 10E, 13Q, 19S, 32L 13
gGlu-

14 1225 clad 2X0OEG des1-8, 10E, 13Q, 25P, 32L 14
gGlu-

15 1226 clad 2X0OEG des1-8, 10E, 13Q, 14E, 25P, 32L 15
gGlu-

16 1227 clad 2X0OEG des1-8, 10E, 13Q, 19S, 25P, 32L 16
gGlu- des1-8, 10E, 13Q, 14E, 19S, 25P,

17 1228 clad 2X0OEG 32L 17
gGlu-

18 1229 clad 2XOEG des1-8, 9E, 13Q, 14E, 32L 18
gGlu-

19 1230 clad 2XOEG des1-8, 9E, 13Q, 14E, 19S, 32L 19
gGlu-

20 1231 clad 2XOEG des1-8, 9E, 10Q, 13Q, 14E, 32L 20
gGlu-

21 1232 clad 2XOEG des1-8, 13Q, 14E, 32L 21
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22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

1233

1236

1237

1240

1241

1242

1274

1287

1288

1289

1290

1302

1303

1304

1305

1309

1310

1311

1312

1322

1323

1324

1338

ciad

ciad

ciad

ciad

ciad

ciad

ciad

ciad

ciad

ciad

ciad

ciad

ciad

cilad

cilad

cilad

cilad

ciad

ciad

ciad

ciad

ciad

ciad

gGlu-
2xOEG
gGlu-
2xOEG
gGlu-
2xOEG
gGlu-
2xOEG
gGlu-
2xOEG
gGlu-
2xOEG
gGlu-
2xOEG
gGlu-
2XOEG
gGlu-
2XOEG
gGlu-
2XOEG
2xgGlu-
2XOEG
gGlu-
2XOEG
gGlu-
2XOEG
gGlu-
2XOEG
gGlu-
2XOEG
gGlu-
2XOEG
gGlu-
2XOEG
gGlu-
2XOEG
gGlu-
2XOEG
gGlu-
2xOEG
2xgGlu-
2XxOEG
2xgGlu-
2XxOEG
gGlu-
2xOEG

des1-8, 13Q, 19S, 25P, 32L
des1-8, 9E, 10H, 13Q, 14E, 32L
des1-8, 10H, 13Q, 14E, 32L
des1-8, 10H, 13Q, 14E, 25P, 32L

des1-8, 10H, 13Q, 19S, 25P, 32L
desl-8, 10H, 13Q, 14E, 19S, 25P,
32L

des1-8, 10E, 13E, 19Q, 25P, 32L
desl-9, 10E, 13Q, 14E, 19S, 25P,
32L

desl-9, 10E, 13Q, 15E, 19S, 25P,
32L

des1-8, 10E, 13Q, 15E, 19S, 25P,
32L

des1-8, 10E, 13Q, 19S, 25P, 32L
des1-8, 10H, 13Q, 15T, 19S, 25P,
32L

des1-8, 10H, 13Q, 15T, 17V, 19S,
25P, 32L

des1-8, 10H, 13Q, 14H, 15T, 19S,
25P, 32L

des1-8, 13Q, 14H, 15T, 19S, 25P,
32L

des1-8, 9E, 10H, 13Q, 25P, 32L
desl-8, 9E, 10H, 13Q, 19S, 25P,
32L

desl1-8, 9E, 10H, 13Q, 17V, 19S,
25P, 32L

desl1-8, 9E, 10H, 13Q, 15T, 17V,
19S, 25P, 32L

desl1-8, 10H, 13Q, 14H, 15H, 27E,
32L

desl1-8, 10H, 13Q, 14H, 15H, 27E,
32L

desl1-8, 13Q, 14H, 15H, 19Q, 27E,
32L

des1-8, 10E, 13Q, 19S, 25P, 27E,
32L
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45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59
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1339

1340

1341

1345

1346

1347

1348

1350

1351

1352

1353

1354

1355

1356

1357

1359

1360

1375

1376

1377

1378

1379

1380

ciad

ciad

ciad

ciad

ciad

ciad

ciad

ciad

ciad

ciad

ciad

ciad

ciad

cilad

cilad

cilad

cilad

ciad

ca0d

ciad

C1l8d

C1l8d

C1l8d

gGlu-
2xOEG
gGlu-
2xOEG
gGlu-
2xOEG
gGlu-
2xOEG
gGlu-
2xOEG
gGlu-
2xOEG
gGlu-
2xOEG
gGlu-
2XOEG
gGlu-
2XOEG
gGlu-
3XOEG
gGlu-
3XOEG
2xgGlu-
2XOEG
gGlu-
3XOEG
2xgGlu-
3XOEG
2xgGlu-
3XOEG
gGlu-
2XOEG
gGlu-
2XOEG
gGlu-
4XOEG
gGlu-
2XOEG
gGlu-
2xOEG
gGlu-
2XOEG-
GGG
gGlu-
2xOEG
gGlu-
2XOEG

des1-9, 10E, 13Q, 19S, 25P, 32L

des1-8, 13Q, 14H, 15H, 19Q, 32L
des1-8, 13Q, 14H, 15H, 19Q, 25P,
32L

des1-8, 10H, 13Q, 14H, 15H, 32L
des1-8, 10H, 13Q, 14H, 15H, 25P,
32L

des1-10, 13Q, 19H, 25P, 32L
des1-10, 13Q, 18H, 19S, 25P, 32L
desl-5, 10H, 13Q, 14H, 15T, 19S,
25P, 32L

desl-5, 10H, 13Q, 14H, 15T, 17V,
19S, 25P, 32L

des1-8, 10H, 13Q, 15T, 17V, 198,
25P, 32L

des1-8, 9E, 10H, 13Q, 25P, 32L
desl-5, 10H, 13Q, 15T, 17V, 195,
25P, 32L

des1-8, 13Q, 19S, 25P, 32L

des1-8, 13Q, 19S, 25P, 32L

des1-8, 9E, 10H, 13Q, 32L

desl-5, 9E, 10H, 13Q, 15T, 17V,
19S, 25P, 32L

desl-5, 9E, 10H, 13Q, 14H, 15T,
17V, 19S, 25P, 32L

des1-8, 10E, 13Q, 25P, 32L

des1-8, 10E, 13Q, 25P, 32L

des1-8, 10E, 13Q, 17G, 25P, 32L

des1-8, 10E, 13Q, 19S, 25P, 32L
5Q, 8S, 10E, 13Q, 19S, 25P, 32L

SE, 8S, 10E, 13Q, 19S, 25P, 32L
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68

69

70

71

72
73

74

75
76
77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

1381

1382

1383

9384

1385
1386

1387

1388
1389
1390

1391

1392

1393

1394

1395

1396

1398

1399

1400

1401

1402

1403

1404

1405

1406

ciad

ciad

ciad

ciad

ciad
ciad

ciad

ciad
C18d
ciad

ciad

ciad

ciad

ciad

ciad

ciad

ciad

ca0d

ciad

ciad

C1l8d

C1l8d

C1l8d

C20d

C1l8d

gGlu-
2xOEG
3xgGlu-
2xOEG
2xgGlu-
2xOEG
gGlu-
2xOEG-
GQAP
4xgGlu
4xgGlu
4xgGlu-
GGG
4xgGlu-
GGG
4xgGlu
4xgGlu
gGlu-
4XOEG
gGlu-
4XOEG
gGlu-
4XOEG
gGlu-
2XOEG
gGlu-
2XOEG
2xgGlu-
2XOEG
4xgGlu-
2XOEG
4xgGlu-
2XOEG
4xgGlu-
2XOEG
8xgGlu-
2XOEG
6xgGlu-
2xOEG
6xgGlu-
2xOEG
6xgGlu-
4XOEG
6xgGlu-
2XOEG
5xgGlu-
4xOEG

5Q, 7H, 10H, 13Q, 14H, 15H, 17S,

19Q, 25P, 32L

5Q, 7H, 13Q, 19Q, 25P, 32L

5Q, 7H, 10H, 13Q, 15H, 17S, 190,

25P, 32L

des1-10, 13Q, 17S, 19Q, 25P, 32L
desl-5, 10E, 13Q, 25P, 32L
desl-5, 13Q, 19S, 25P, 32L

des1-8, 13Q, 19S, 25P, 32L

des1-8, 13Q, 25P, 32L
5Q, 13Q, 19S, 25P, 32L
5Q, 10E, 130Q, 19S, 25P, 32L

des1-8, 10E, 13Q, 17G, 25P, 32L
des1-8, 10E, 13Q, 19S, 25P, 32L
des1-8, 10E, 13Q, 19Q, 25P, 32L
5Q, 10E, 13Q, 19Q, 25P, 32L
5Q, 7A, 10E, 13Q, 19Q, 25P, 32L
5Q, 10E, 13Q, 19Q, 25P, 32L
5Q, 8H, 13Q, 17S, 19Q, 25P, 32L
5Q, 8H, 13Q, 17S, 19Q, 25P, 32L
5Q, 7H, 13Q, 17G, 19Q, 25P, 32L
5Q, 13Q, 32L

5Q, 13Q, 19Q, 25P, 32L

5Q, 13Q, 17G, 190Q, 25P, 32L
5Q, 13Q, 19Q, 25P, 32L

5Q, 13Q, 19Q, 25P, 32L

5Q, 130, 19Q, 25P, 32L

66

59

60

61

62

63
64

65

66
67
68

55

16

69

70

71

70

72

72

73

74

75

75

75

75
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93

94

95

96

97

98

99

100

101

102

103

104

105

106

107
108

109

110

111

112

113

114

115

116

9407

1419

1420

1421

1422

1423

1424

1425

1426

1431

1432

1434

9435

1436

1437
1448

1449

1450

1451

1452

1453

1454

1455

1456

C1l8d
Cl8d
Cl8d
Cl8d
Cl8d
C1l8d
C18d
C18d
Tetrazole-
C18
C18d
C18d
C18d
C1l8d
C1l8d

cilad
ciad

ciad

ciad

cilad

C1l8d

C1l8d

C1l8d

C1l8d

C1l8d

5xgGlu-
4XOEG
2xgGlu-
2XOEG
3xgGlu-
2XOEG
3xgGlu-
2XOEG
3xgGlu-
2XOEG
3xgGlu-
2XOEG
4xgGlu-
2XOEG
2xgGlu-
4XOEG
2xgGlu-
2XOEG
gGlu-
4XOEG
2xgGlu-
4XOEG
2xgGlu-
4XOEG
2xgGlu-
4XOEG
2xgGlu-
4XOEG
2xgGlu-
4XOEG
4xgGlu
3xgGlu-
2xXOEG
3xgGlu-
2xXOEG
3xgGlu-
2X0OEG
5xgGlu-
3XOEG
5xgGlu-
2XOEG
4xgGlu-
4XOEG
4xgGlu-
3XOEG
4xgGlu-
2XOEG

des1-5, 13Q, 19Q, 25P, 32L
desl-5, 10H, 13Q, 14H, 15T, 17V,
19S, 25P, 32L

desl-5, 10H, 13Q, 14H, 15T, 17V,
25P, 32L

desl-5, 13Q, 15T, 17V, 19S, 25P,
32L

desl-5, 10H, 13Q, 17V, 19S, 25P,
32L

desl-5, 10H, 13Q, 15T, 17V, 25P,
32L

des1-5, 13Q, 15T, 17V, 25P, 32L
des1-8, 10H, 13Q, 15T, 17V, 25P,
32L

des1-5, 10H, 13Q, 15S, 19Q, 25P,
32L

des1-8, 10E, 13Q, 17G, 19H, 25P,
32L

des1-5, 10E, 13Q, 14H, 17G, 19Q,
25p, 32L

des1-8, 10H, 13Q, 17G, 19Q, 25P,
32L

des1-8, 13Q, 17G, 19Q, 25P, 32L

des1-8, 13Q, 17V, 19Q, 25P, 32L
des1-8, 10H, 13Q, 17V, 19Q, 25P,
32L

5Q, 10E, 13Q, 25P, 32L

des1-5, 10H, 13Q, 14H, 15T, 17V,
19S, 25P, 32L

des1-5, 10H, 13Q, 15T, 17V, 19S,
25p, 321

des1-5, 10H, 13Q, 17V, 19S, 25P,
27E, 32L

des1-5, 13Q, 19Q, 25P, 32L
des1-5, 13Q, 19Q, 25P, 32L
des1-5, 13Q, 19Q, 25P, 32L
des1-5, 13Q, 19Q, 25P, 32L

des1-5, 13Q, 19Q, 25P, 32L

67

77

o1

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90
91

o1

52

92

77

77

77

77

77
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117

118

119

120

121

122

123

124

125

126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136
137
138

1457

1458

1459

1460

1461

1462

1463

1464

1465

1470

1471

1472

1473

1474

1475

1476

1477

1478

9480

1481
9482
9483

ciad

ciad

ciad

ciad

ciad

ciad

ciad

ciad

ciad

ciad

ciad

ciad

ciad

ciad

ciad

ciad

ciad

ciad

ciad

ciad
ciad
ciad

gGlu-
2XOEG-
3XGQAP
gGlu-
2XOEG-
2XGQAP
4xgGlu-
2xOEG-
GQAP
6xgGlu-
2XOEG
2xgGlu-
4XOEG
5xgGlu-
4XOEG
5xgGlu-
4XOEG
5xgGlu-
4XOEG
5xgGlu-
4XOEG
5xgGlu-
2XOEG
5xgGlu-
2XOEG
4xgGlu-
2XOEG
4xgGlu-
2XOEG
5xgGlu-
2XOEG
5xGlu-
4XOEG
4x(Glu-
Gly)-Glu-
2XOEG
5xgGlu-
4XOEG
2xgGlu-
4XOEG
3xgGlu-
4XOEG
3XGlu-
4XOEG
5xgGlu
4xgGlu

des1-10, 13Q, 19Q, 25P, 32L

des1-10, 13Q, 17S, 19Q, 25P, 32L

des1-5, 13Q, 17S, 19Q, 25P, 32L
des1-5, 13Q, 25P, 32L

des1-8, 10H, 13Q, 19Q, 25P, 32L
des1-5, 13Q, 25P, 32L

des1-5, 13Q, 19Q, 32L

des1-5, 19Q, 25P, 32L

des1-5, 13Q, 19Q, 25P

des1-5, 13Q, 25P, 32L

5Q, 13Q, 19Q, 25P, 32L

5Q, 13Q, 19Q, 25P, 32L

5Q, 13Q, 19S, 25P, 32L

5Q, 13Q, 25P, 32L

des1-5, 13Q, 19Q, 25P, 32L

des1-5, 13Q, 19Q, 25P, 32L
des1-5, 13Q, 19Q, 25P, 27E, 32L
des1-8, 13Q, 19Q, 25P, 32L
des1-8, 13Q, 19Q, 25P, 32L

des1-8, 13Q, 19Q, 25P, 32L
5Q, 13Q, 19§, 25P, 32L
5Q, 13Q, 195, 25P, 27E, 32L

68

93

94

95

96

97

96

98

99

100

96

75

75

67

101

77

77

102

103

103

103
67
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139

140

141

142

143

144

145

146
147
148

149
150

151

152

153

1484

1486

1487

1488

1489

1493

1511

1512
1513
1514

1265
0106

0089

0230

0231

ciad

ciad

ciad

ciad

ciad

ciad

ciad

ciad

ciad
ciad

cilad

ciad

cilad

cilad

gGlu-
2XOEG-
GQAP
gGlu-
2XOEG-
GQAP
gGlu-
2xOEG-
3XGQAP
gGlu-
3XGQAP
2xgGlu-
4XOEG
2xgGlu-
4XOEG
Glu-
2XOEG-
GQAP
2XGlu-
4XOEG
5xGlu
4xGlu

DgGlu-
2xXOEG

gGlu-
2XOEG
gGlu-
2XOEG-
5XGQAP
gGlu-
8XOEG

Quim. 1; Compuesto ID 0065; SEQ ID NO: 1

hCNP22

HZN%L S K G=N
H

(0]

des1-10, 13Q, 19Q, 25P, 32L

des1-10, 13Q, 17S, 19Q, 25P, 27E,
32L

des1-10, 13Q, 19Q, 25P, 32L

des1-10, 13Q, 19Q, 25P, 32L
des1-8, 13Q, 17G, 19Q, 25P, 27E,
32L

des1-8, 13Q, 19Q, 25P, 27E, 32L

des1-10, 13Q, 17S, 19Q, 25P, 32L

des1-8, 13Q, 17G, 19Q, 25P, 32L
5Q, 13Q, 19S, 25P, 32L

5Q, 13Q, 19S, 25P, 27E, 32L
desl1-5, 6a, 7r, 8K, 9y, 10k, 12a, 13q,
14k, 15k, 171, 18s, 19k, 21c, 22f,
241, 25Kk, 261, 27e, 28r, 29i, 31s, 32I,
33s, 351, 37c

-2P, -1G

des1-15

des1-15

des1-15

F G L K

LDR I GSMSGL G—H

69

105

106

107

107

108

109

62

88

110
111

233

234

235

OH
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Peso molecular: 2,197.6008. LCMS34: m/3 calculado: 733.5336; m/3 encontrado: 733.7000; m/4
calculado: 550.4002; m/4 encontrado: 550.280
Quim. 2; Compuesto ID 1510; SEQ ID NO: 2

hCNP37
HoN o
s s
OH
HoN EHPNAREKYK GANKKGLSKG—ﬁ/ngGLKLDRle SMSGLG—HJ\N
0 o} o

Peso molecular: 3,948.5589. UPLC107UPLC107: m/3 calculado: 1,317.1863

Quim. 3; Compuesto ID 0312; SEQ ID NO: 3
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetil]), desl-4,

5Q, 13Q, 32Nle]-hCNP37

HaN o

S S

Q
O\)L H f
J/ N A RKYKGAAQ QK K G L S K G-H F G L K LDRIG S—N\/U—S G L G-H OH
H Y
o) (@) (0]

°
H 0 Q \L
H
HN\H/\O/\/O\/\NJJ\/\:/NWN/\/\/\/\/\/\/\/\)LOH CHa
H
o A__ O

0% ~OH

Peso molecular: 4,182.9477. LCMS34LCMS34: m/3 calculado: 1,395.3159; m/3 encontrado:
1,395.1200; m/4 calculado: 1,046.7369; m/4 encontrado: 1,046.600

Quim. 4; Compuesto ID 0776; SEQ ID NO: 4
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetil]), desl-5,
13Q, 27E, 32L]-hCNP37

S

s
O  CHj
O\)I\
J/ ” RKYKGAQKKGLSKG—” FGLKLERlGSLSGLG—” OH
o o o} o

H [0} [0}
H
HN o. JJ\/\/N
\n/\o/\/ \/\H \H/\/\/\/\/\/\/\/\/lLOH
o i_ O
0Z Non
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Peso molecular: 4,068.8451. LCMS34LCMS34: m/3 calculado: 1,357.2817; m/3 encontrado:
1,357.2694; m/4 calculado: 1,018.2113; m/4 encontrado: 1,018.2089

Quim. 5; Compuesto ID 1235; SEQ ID NO: 5
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetil]amino]etoxi]etoxi]acetil]), des1-8,
9E, 10H, 13Q, 32L]-hCNP37

S

Q
\)]\ OH
J/ HGAQKKGL SKG— N FGLKLDRIGSL SGLG— N
0]
\n/\o/\/ \/\NJJ\/\/\H/\/\/\/\/\/\/\/\/U\

o/ OH

Peso molecular: 3,674.2904. UPLC107: m/3 calculado: 1,225.7635; m/3 encontrado: 1,225.5700
Quim. 6; Compuesto ID 0262; SEQ ID NO: 6
[N-terminal([(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[ (4S)-4-
carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]Jamino]butanoil]Jamino]butanoil]Jamino]butan
oillJamino]butanoil]), des1-8, 32Nle]-hCNP37

OH
Ox
(0] H (0] .
HO N)k/\/\/\/\/\/\/\/\(()
o) H 0

07 NH
(_OH
oﬁoo OH
HN OH
N yKEANKKGL S KN FGLKLDRIGSN\)LSGLGN
H 0

O~ "OH I

Peso molecular: 4,040.6131. LCMS34LCMS34: m/3 calculado: 1,347.8710; m/3 encontrado:
1,347.7200; m/4 calculado: 1,011.1533; m/4 encontrado: 1,010.7900

Quim. 7; Compuesto ID 0296; SEQ ID NO: 7
[N-terminal([(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[ (4S)-4-
carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-

71
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carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]amino]butanoil]amino]butanoil]amino]butan
oillJamino]butanoil]), des1-4, 15S, 19S, 32Nle]-hCNP37

NH,

s
o
o
H
HN ARKYKGANEK s6LSS 6N F G L K L DR I G s5— s G L oe—N OH
o o v o

Peso molecular: 4,427.9616. LCMS34LCMS34: m/3 calculado: 1,476.9872; m/3 encontrado:
1,476.9200; m/4 calculado: 1,107.9904; m/4 encontrado: 1,108.1700

Quim. 8; Compuesto ID 0313; SEQ ID NO: 8
[N-terminal([(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[ (4S)-4-
carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]Jamino]butanoil]Jamino]butanoil]Jamino]butan
oil]), des1-10, 32Nle]-hCNP37

OH
¢}
0] H Y O H o)
HO ”)k/j: \ﬂ/\/\/\/\/\/\/\/\/lLOH
© @) ODQ
O” °NH
OH

Q
o o, s s
HN H OH
NN-ANK KGLSKGN N FGL kLDRIGsN _Jsc Loen
H J H S H J
07 OH

Peso molecular: 3,620.1536. LCMS34: m/3 calculado: 1,207.7179; m/3 encontrado: 1,207.6400;
m/4 calculado: 906.0384; m/4 encontrado: 905.9900

Quim. 9; Compuesto ID 0334; SEQ ID NO: 9
[N-terminal([(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-
carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]amino]butanoil]amino]butanoil]amino]butan
oil]), des1-10, 13Q, 32Nle]-hCNP37
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o.. OH
o} H XY O H o
HO H)K/I WLOH
© oo
O” °NH

S

I oH
Q
o °, s
HN H Q OH
N NAQK KGLSKGN FGL KLDRI1GsN Lse LGN
H J HoJ H

O~ "OH ©

Peso molecular: 3,634.1801. LCMS34: m/3 calculado: 1,212.3934; m/3 encontrado: 1,212.3100;
m/4 calculado: 909.5450; m/4 encontrado: 909.2400

Quim. 10; Compuesto ID 1221; SEQ ID NO: 10
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetil]), des1-8,
10E, 13Q, 32L]-hCNP37

S
Qk on
EGAQKKGLSKG— FGLKLDRIGSL SGLG— N
0]
\n/\o/\/ \/\NJJ\/\/\H/\/\/\/\/\/\/\/\/U\

Peso molecular: 3,700.3243. UPLC107: m/3 calculado: 1,234.4414; m/3 encontrado: 1,234.2700
Quim. 11; Compuesto ID 1222; SEQ ID NO: 11
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetil]amino]etoxi]etoxi]acetil]), des1-8,
9E, 10E, 13Q, 32L]-hCNP37
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S S
Qk on
J/ EGAQKKGL SKG— N FGLKLDRIGSL SGLG— H

0

\HAO/\/ \/\NM M\/\/\/\/\)L

Peso molecular: 3,666.2651. LCMS34: m/3 calculado: 1,223.0884; m/3 encontrado: 1,222.9000; ;
Quim. 12; Compuesto 1D 1223; SEQ ID NO: 12
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetil]), des1-8,
10E, 13Q, 14E, 32L]-hCNP37

S
Q{ on
EGAQEKGLSKG— FGLKLDRIGSL SGLG— N
O
\I‘]/\O/\/\/\NJJ\/\/\H/\/\/\/\/\/\/\/\/U\

Peso molecular: 3,701.266. LCMS34: m/3 calculado: 1,234.7553; m/3 encontrado: 1,234.5800; ;
Quim. 13; Compuesto ID 1224; SEQ ID NO: 13
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetil]), des1-8,
10E, 13Q, 19S, 32L]-hCNP37
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S
Q{ on
EGAQKKGL S SG— N FGLKLDRIGSL SGLG— ”
0]
\n/\o/\/ \/\NJJ\/\/\H/\/\/\/\/\/\/\/\/U\

o/ OH

Peso molecular: 3,659.2294. LCMS34: m/3 calculado: 1,220.7431; m/3 encontrado: 1,220.3212;
m/4 calculado: 915.8074; m/4 encontrado: 915.7400

Quim. 14; Compuesto ID 1225; SEQ ID NO: 14
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetil]), des1-8,
10E, 13Q, 25P, 32L]-hCNP37

S
\)k OH
J/ EGAQKKGLSKG— FGLPLDRIGSL SGLG—N
H
o)
\n/\o/\/ \/\NJJ\/\/ \H/\/\/\/\/\/\/\/\)J\

Peso molecular: 3,669.2672. UPLC107: m/3 calculado: 1,224.0891; m/3 encontrado: 1,223.9400
Quim. 15; Compuesto ID 1226; SEQ ID NO: 15
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetil]amino]etoxi]etoxi]acetil]), des1-8,
10E, 13Q, 14E, 25P, 32L]-hCNP37
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S,
\)J\ OH
J/ EGAQEKGLSKG— N FGLPLDRIGSL SGLG— N
(0]
\n/\o/\/ \/\NJJ\/\/\H/\/\/\/\/\/\/\/\/U\

Peso molecular: 3,670.2089. UPLC107: m/3 calculado: 1,224.4030; m/3 encontrado: 1,224.2000
Quim. 16; Compuesto ID 1227; SEQ ID NO: 16
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetil]amino]etoxi]etoxi]acetil]), des1-8,
10E, 13Q, 19S, 25P, 32L]-hCNP37

S
QL ok
EGAQKKGL SSG— N FGLPLDRIGSL SGLG— N
(0]
\H/\O/\/ \/\NJJ\/\/\H/\/\/\/\/\/\/\/\)J\

Peso molecular: 3,628.1723. LCMS34: m/3 calculado: 1,210.3908; m/3 encontrado: 1,210.4200;
m/4 calculado: 908.0431; m/4 encontrado: 908.0900

Quim. 17; Compuesto ID 1228; SEQ ID NO: 17
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetil]amino]etoxi]etoxi]acetil]), des1-8,
10E, 13Q, 14E, 19S, 25P, 32L]-hCNP37
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S,

\)’I\ OH
EGAQEKGLSSGN FGLPLDRIGSL SGLG—N
H

(e}

\n/\o/\/ \/\NJJ\/\/ \ﬂ/\/\/\/\/\/\/\/\)J\

Peso molecular: 3,629.114. LCMS34: m/3 calculado: 1,210.7047; m/3 encontrado: 1,210.5790; m/4
calculado: 908.2785; m/4 encontrado: 908.1400

Quim. 18; Compuesto ID 1229; SEQ ID NO: 18
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetil]), des1-8,
9E, 13Q, 14E, 32L]-hCNP37

HO o

S S

[¢]
(0]
\)k OH
H KGAQEKGLSKG—H FGLKLDRIGSL SGLG—N
H
le} (e} 0] (¢}

H 0 0
H
HN o JJ\/\/N
\n/\o/\/ \/\H \H/\/\/\/\/\/\/\/\)J\OH
o} o
0% NoH

Peso molecular: 3,666.2651. UPLC107: m/3 calculado: 1,223.0884; m/3 encontrado: 1,222.9300
Quim. 19; Compuesto 1D 1230; SEQ ID NO: 19
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetil]amino]etoxi]etoxi]acetil]), desl1-8,
9E, 13Q, 14E, 19S, 32L]-hCNP37
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HO. O

s s
0
O\)J\ OH
J/ N KGAQEKGLSSG—N FGLKLDRIGSLSGLG—N
o 0 o

O

H (o] (e}
H
HN 0 JJ\/\/N
\n/\o/\/ \/\” \H/\/\/\/\/\/\/\/\)J\OH
(e} : (6]
0% NoH

Peso molecular: 3,625.1701. UPLC107: m/3 calculado: 1,209.3900; m/3 encontrado: 1,209.2800
Quim. 20; Compuesto ID 1231; SEQ ID NO: 20
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetil]amino]etoxi]etoxi]acetil]), des1-8,
9E, 10Q, 13Q, 14E, 32L]-hCNP37

S S
\)k OH
J/ QGAQEKGL SKG— N FGLKLDRIGSLSGLG—
\n/\o/\/ \/\NJJ\/\/\H/\/\/\/\/\/\/\/\/U\

o/ OH

Peso molecular: 3,666.222. UPLC107: m/3 calculado: 1,223.0740; m/3 encontrado: 1,222.9700
Quim. 21; Compuesto ID 1232; SEQ ID NO: 21
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetil]), des1-8,
13Q, 14E, 32L]-hCNP37
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Peso molecular: 3,700.3243. UPLC107: m/3 calculado: 1,234.4414; m/3 encontrado: 1,234.2100
Quim. 22; Compuesto ID 1233; SEQ ID NO: 22
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetil]amino]etoxi]etoxi]acetil]), des1-8,
13Q, 19S, 25P, 32L]-hCNP37

S,
\)k OH
KGAQKKGLSSG— FGLPLDRIGSLSGLG—
¢}
\n/\o/\/ \/\NJJ\/\/\H/\/\/\/\/\/\/\/\/U\

o/ OH

Peso molecular: 3,627.2306. UPLC107: m/3 calculado: 1,210.0769; m/3 encontrado: 1,209.9600
Quim. 23; Compuesto ID 1236; SEQ ID NO: 23
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil]), des1-8,
9E, 10H, 13Q, 14E, 32L]-hCNP37
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Peso molecular: 3,675.2321. LCMS34: m/3 calculado: 1,226.0774; m/3 encontrado: 1,225.8900; ;
Quim. 24; Compuesto ID 1237; SEQ ID NO: 24
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetil]amino]etoxi]etoxi]acetil]), des1-8,
10H, 13Q, 14E, 32L]-hCNP37

S
Qk o
HGAQEKGLSKG— FGLKLDRIGSLSGLGu
(e}
\n/\o/\/ \/\NJJ\/\/\H/\/\/\/\/\/\/\/\)J\

o/ OH

Peso molecular: 3,709.2913. UPLC107: m/3 calculado: 1,237.4304; m/3 encontrado: 1,237.3400
Quim. 25; Compuesto ID 1240; SEQ ID NO: 25
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil]), des1-8,
10H, 13Q, 14E, 25P, 32L]-hCNP37
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Peso molecular: 3,678.2342. UPLC107: m/3 calculado: 1,227.0781; m/3 encontrado: 1,226.9500
Quim. 26; Compuesto ID 1241; SEQ ID NO: 26
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetil]), des1-8,
10H, 13Q, 19S, 25P, 32L]-hCNP37

s
\)K OH
HGAQKKGLSSG—N FGLPLDRIGSL SGLGN

(0]

\n/\o/\/ \/\NJJ\/\/ \H/\/\/\/\/\/\/\/\)J\

Peso molecular: 3,636.1976. LCMS34: m/3 calculado: 1,213.0659; m/3 encontrado: 1,213.1011,
m/4 calculado: 910.0494; m/4 encontrado: 910.0900

Quim. 27; Compuesto 1D 1242; SEQ ID NO: 27
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetil]amino]etoxi]etoxi]acetil]), desl1-8,
10H, 13Q, 14E, 19S, 25P, 32L]-hCNP37
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Peso molecular: 3,637.1393. UPLC107: m/3 calculado: 1,213.3798; m/3 encontrado: 1,213.2100
Quim. 28; Compuesto ID 1274; SEQ ID NO: 28
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetil]), des1-8,
10E, 13E, 19Q, 25P, 32L]-hCNP37

S
\)]\ OH
EGAEKKGL SQG— N FGLPLDRIGSL SGLG— N
o
\n/\o/\/ \/\NMW/\/\/\/\/\)J\

Peso molecular: 3,670.2089. LCMS34: m/3 calculado: 1,224.4030; m/3 encontrado: 1,224.3150;
m/4 calculado: 918.5522; m/4 encontrado: 918.4840

Quim. 29; Compuesto ID 1287; SEQ ID NO: 29
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetil]amino]etoxi]etoxi]acetil]),  des1-9,
10E, 13Q, 14E, 19S, 25P, 32L]-hCNP37
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Peso molecular: 3,465.9407. LCMS34: m/3 calculado: 1,156.3136; m/3 encontrado: 1,156.5100;
m/4 calculado: 867.4852; m/4 encontrado: 867.3800

Quim. 30; Compuesto ID 1288; SEQ ID NO: 30
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetil]amino]etoxi]etoxi]acetil]), des1-9,
10E, 13Q, 15E, 19S, 25P, 32L]-hCNP37

S S,

\/U\ GAQKEGLSSGN%FGLPLDR|GSLSGLGHjW—OH
e} o
o
HN N
\n/\o/\/\/\N . oH
0 . O
0% >oH

Peso molecular: 3,465.9407. LCMS34: m/3 calculado: 1,156.3136; m/3 encontrado: 1,155.8400;
m/4 calculado: 867.4852; m/4 encontrado: 867.3800

Quim. 31; Compuesto ID 1289; SEQ ID NO: 31
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil]), des1-8,
10E, 13Q, 15E, 19S, 25P, 32L]-hCNP37
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Peso molecular: 3,629.114. LCMS34: m/3 calculado: 1,210.7047; m/3 encontrado: 1,210.5500; m/4
calculado: 908.2785; m/4 encontrado: 908.1600

Quim. 32; Compuesto ID 1290; SEQ ID NO: 16
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]Jamino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]a

cetil]), des1-8, 10E, 13Q, 19S, 25P, 32L]-hCNP37

OH

S S

o
o\/u\ OH
N EGAQKKGLS S GN FGLPLDRIGSLSGL GN
o 0 o]
o
Os_ _OH
o X
H o
HN o N
R RN N N
H OH
0% NoH o

Peso molecular: 3,757.2862. LCMS34: m/3 calculado: 1,253.4287; m/3 encontrado: 1,253.5700;
m/4 calculado: 940.3216; m/4 encontrado: 940.1700

Quim. 33; Compuesto ID 1302; SEQ ID NO: 32
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil]), des1-8,
10H, 13Q, 15T, 19S, 25P, 32L]-hCNP37

OH

S S

[¢]
o\)l\ o
J/ H H G A Q K T G L S S G—u F G L P L DR I G S L 8 G L G—u
o o o o]

H Q o]
HN\n/\O/\/O\/\HJ\/YHW/\/\/\/\/\/\/\/\/lLO”
o /E\ o

07 TOH
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Peso molecular: 3,609.1292. LCMS34: m/3 calculado: 1,204.0431; m/3 encontrado: 1,203.7523,;
m/4 calculado: 903.2823; m/4 encontrado: 903.3355

Quim. 34; Compuesto ID 1303; SEQ ID NO: 33
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetil]amino]etoxi]etoxi]acetil]), des1-8,
10H, 13Q, 15T, 17V, 19S, 25P, 32L]-hCNP37

OH

S s
o)
J/ N HGAQKTGV S s 6-N F G L P L DR 6 s L s oL 6N
I
o o o 0
o) o)
HN o JJ\/\/H
\n/\o/\/ \/\H ' OH
o : o
0% NoH

Peso molecular: 3,595.1026. LCMS34: m/3 calculado: 1,199.3675; m/3 encontrado: 1,199.3210;
m/4 calculado: 899.7757; m/4 encontrado: 899.7320

Quim. 35; Compuesto ID 1304; SEQ ID NO: 34
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetil]amino]etoxi]etoxi]acetil]), des1-8,
10H, 13Q, 14H, 15T, 19S, 25P, 32L]-hCNP37

OH

s S

(9]
J/ N H G A Q H T G L S S G—u F G L P L DR I G S L 8 G L G—H
H
[e] o [e]
T\ 0 0
HN o )J\/\/H
\n/\o/\/ \/\H ' oH
o A__©

07 TOH

Peso molecular: 3,618.0962. LCMS34: m/3 calculado: 1,207.0321; m/3 encontrado: 1,206.7366;
m/4 calculado: 905.5241; m/4 encontrado: 905.5760

Quim. 36; Compuesto ID 1305; SEQ ID NO: 35
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetil]amino]etoxi]etoxi]acetil]), desl1-8,
13Q, 14H, 15T, 19S, 25P, 32L]-hCNP37
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Peso molecular: 3,609.1292. LCMS34: m/3 calculado: 1,204.0431; m/3 encontrado: 1,204.0040;
m/4 calculado: 903.2823; m/4 encontrado: 903.2470

Quim. 37; Compuesto ID 1309; SEQ ID NO: 36
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetil]amino]etoxi]etoxi]acetil]), des1-8,
9E, 10H, 13Q, 25P, 32L]-hCNP37

S S
\)J\ OH
H G A Q K K G L s KG—H F G L P L DR IGSLSGLG—H
o o

o/ OH

Peso molecular: 3,643.2333. LCMS34: m/3 calculado: 1,215.4111; m/3 encontrado: 1,215.4546;
m/4 calculado: 911.8083; m/4 encontrado: 911.8567

Quim. 38; Compuesto ID 1310; SEQ ID NO: 37
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil]), des1-8,
9E, 10H, 13Q, 19S, 25P, 32L]-hCNP37

S S
\)I\ OH
H G A Q K K G L S§ SG—H F G L P L DR IGSLSGLG—N
o] [e]

o Q

H
HN\H/\O/\/O\/\H NWLOH
5 o)
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Peso molecular: 3,602.1383. LCMS34: m/3 calculado: 1,201.7128; m/3 encontrado: 1,201.7507;
m/4 calculado: 901.5346; m/4 encontrado: 901.5770

Quim. 39; Compuesto ID 1311; SEQ ID NO: 38
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetil]amino]etoxi]etoxi]acetil]), des1-8,
9E, 10H, 13Q, 17V, 19S, 25P, 32L]-hCNP37

S S
\)I\ OH
H G A Q K K G V 8 SG—H F G L P L DR IGSLSGLG—N
o] o]

o/ OH

Peso molecular: 3,588.1117. LCMS34: m/3 calculado: 1,197.0372; m/3 encontrado: 1,197.0725;
m/4 calculado: 898.0279; m/4 encontrado: 898.0776

Quim. 40; Compuesto 1D 1312; SEQ ID NO: 39
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetil]), des1-8,
9E, 10H, 13Q, 15T, 17V, 19S, 25P, 32L]-hCNP37

S S
\)l\ o
H G A Q K T G V S8 SG—H F G L P L D R IGSLSGLG—N
o o

(o}

o
HN o N
\n/\o/\/ \/\u ' OH
5 o

Peso molecular: 3,561.0433. LCMS34: m/3 calculado: 1,188.0144; m/3 encontrado: 1,187.9800;
m/4 calculado: 891.2608; m/4 encontrado: 891.2320

Quim. 41; Compuesto ID 1322; SEQ ID NO: 40
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetil]amino]etoxi]etoxi]acetil]), desl1-8,
10H, 13Q, 14H, 15H, 27E, 32L]-hCNP37
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molecular: 3,740.3102. LCMS34: m/3 calculado: 1,247.7701; m/3 encontrado: 1,247.6970; m/4
calculado: 936.0776; m/4 encontrado: 936.0280

Quim. 42; Compuesto 1D 1323; SEQ ID NO: 40
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoilJamino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]a
cetil]), des1-8, 10H, 13Q, 14H, 15H, 27E, 32L]-hCNP37

OH

S S

[0}
N HGAQHHGTL S K G—H F GLKLER I G S L S G L G—”
H
[¢] o o
O

o OH
\ 0 X o
HN o M“ OH
\n/\o/\/ \/\N . u
0 i © )
0% NoH

Peso molecular: 3,869.4242. LCMS34: m/3 calculado: 1,290.8081; m/3 encontrado: 1,290.7130;
m/4 calculado: 968.3561; m/4 encontrado: 968.2840

Quim. 43; Compuesto ID 1324; SEQ ID NO: 41
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]Jamino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]a
cetil]), des1-8, 13Q, 14H, 15H, 19Q, 27E, 32L]-hCNP37
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Peso molecular: 3,860.4141. LCMS34: m/3 calculado: 1,287.8047; m/3 encontrado: 1,287.7150;
m/4 calculado: 966.1035; m/4 encontrado: 966.0310

Quim. 44; Compuesto ID 1338; SEQ ID NO: 42
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetil]amino]etoxi]etoxi]acetil]), des1-8,
10E, 13Q, 19S, 25P, 27E, 32L]-hCNP37

OH

S S

[0}
O\v/ﬂ\ OH
H E G A Q K K G L s s G—H F G L P L ER I G S L S G L G—N
[¢] (¢] o

Peso molecular: 3,642.1988. LCMS34: m/3 calculado: 1,215.0663; m/3 encontrado: 1,214.9827,
m/4 calculado: 911.5497; m/4 encontrado: 911.2273

Quim. 45; Compuesto ID 1339; SEQ ID NO: 43
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetil]amino]etoxi]etoxi]acetil]), des1-9,
10E, 13Q, 19S, 25P, 32L]-hCNP37
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Peso molecular: 3,464.999. LCMS34: m/3 calculado: 1,155.9997; m/3 encontrado: 1,155.9600; m/4
calculado: 867.2498; m/4 encontrado: 866.9667

Quim. 46; Compuesto ID 1340; SEQ ID NO: 44
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetil]amino]etoxi]etoxi]acetil]), des1-8,
13Q, 14H, 15H, 19Q, 32L]-hCNP37

OH

S S

(o]
O\)L OH
J/ N K GAQHHGL S QG-” FGLKLDR R IGSLSGLG-H
H
o o o o}

H 0 0
H
HN o MN
wl/\o/\/ \/\u . WLOH
o)
0% SoH

Peso molecular: 3,717.2736. LCMS34: m/3 calculado: 1,240.0912; m/3 encontrado: 1,240.0320;
m/4 calculado: 930.3184; m/4 encontrado: 930.2630

Quim. 47; Compuesto ID 1341; SEQ ID NO: 45
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetil]amino]etoxi]etoxi]acetil]), des1-8,
13Q, 14H, 15H, 19Q, 25P, 32L]-hCNP37
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Peso molecular: 3,686.2165. LCMS34: m/3 calculado: 1,229.7388; m/3 encontrado: 1,229.6760;
m/4 calculado: 922.5541; m/4 encontrado: 922.5020

Quim. 48; Compuesto 1D 1345; SEQ ID NO: 46
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetil]), des1-8,
10H, 13Q, 14H, 15H, 32L]-hCNP37

OH

S S

(o]
O\)L
J/ N HGAQHHGTL S KG-” F GLKLDTR IGSLSGLG-H OH
[¢] o

(0]

(o)

H o] o)
H
HN 0. MN
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O : o
0% >oH

Peso molecular: 3,726.2836. LCMS34: m/3 calculado: 1,243.0945; m/3 encontrado: 1,243.0310;
m/4 calculado: 932.5709; m/4 encontrado: 932.5240

Quim. 49; Compuesto 1D 1346; SEQ ID NO: 47
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetil]), des1-8,
10H, 13Q, 14H, 15H, 25P, 32L]-hCNP37
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Peso molecular: 3,695.2265. LCMS34: m/3 calculado: 1,232.7422; m/3 encontrado: 1,232.6930;
m/4 calculado: 924.8066; m/4 encontrado: 924.7340

Quim. 50; Compuesto 1D 1347; SEQ ID NO: 48
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil]), des1-10,
13Q, 19H, 25P, 32L]-hCNP37

S S
(0]
o M o
”/\”7/\ Q K KGL S H G—H FGLPLDRIG S LS GL G—H
(0] (0] (0]
o
\ o (0]
HN o) M“
j(\o/\/ \/\H E oH
(0] /-"-\ (0]

07 “OH

Peso molecular: 3,385.947. LCMS34: m/3 calculado: 1,129.6490; m/3 encontrado: 1,129.2775; m/4
calculado: 847.4868; m/4 encontrado: 847.2063

Quim. 51; Compuesto 1D 1348; SEQ ID NO: 49
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetil]amino]etoxi]etoxi]acetil]), des1-10,
13Q, 18H, 19S, 25P, 32L]-hCNP37
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S

S
(o}
O\/lL OH
J/ H%AQKKGLHSG—H FGLPLDRIG SLSGLG—H
¢}

(e} o
O

H (0] (o]
AN P RN M“M
I(\o N /\ I OH

0% “OH

Peso molecular: 3,385.947. LCMS34: m/3 calculado: 1,129.6490; m/3 encontrado: 1,129.2775; m/4
calculado: 847.4868; m/4 encontrado: 847.4684

Quim. 52; Compuesto 1D 1350; SEQ ID NO: 50
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetil]), desl-5,
10H, 13Q, 14H, 15T, 19S, 25P, 32L]-hCNP37

S S

O  CHs
O\JL OH
J/ N RKYHGAQHT GLSSGN FGLP LDRIGSLSGL GN
o o

o) o}
H o) o)
HN o )J\/\/H
\n/\o/\/ \/\H oH
o] A o}
0% oH

Peso molecular: 3,973.532. LCMS34: m/3 calculado: 1,325.5107; m/3 encontrado: 1,325.3463; m/4
calculado: 994.3830; m/4 encontrado: 994.2843

Quim. 53; Compuesto ID 1351; SEQ ID NO: 51
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetil]amino]etoxi]etoxi]acetil]),  desl-5,
10H, 13Q, 14H, 15T, 17V, 19S, 25P, 32L]-hCNP37
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S S,
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o
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Peso molecular: 3,959.5054. LCMS34: m/3 calculado: 1,320.8351; m/3 encontrado: 1,320.6271,
m/4 calculado: 990.8764; m/4 encontrado: 990.7383

Quim. 54; Compuesto ID 1352; SEQ ID NO: 33
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etox

iletoxi]acetil]), des1-8, 10H, 13Q, 15T, 17V, 19S, 25P, 32L]-hCNP37

OH

S S

o
OH

o ” HGAQKTGV S SG—H FGLPLDR R IGSLSGLG—H
J/ °© o o
o
HN °© )J\/O H_U\/\/“

\n/\o/\/\/\H \/\0/\/ . OH

(o] : o

0% >oH

Peso molecular: 3,740.259. LCMS34: m/3 calculado: 1,247.7530; m/3 encontrado: 1,247.3048; m/4
calculado: 936.0648; m/4 encontrado: 935.9911

Quim. 55; Compuesto ID 1353; SEQ ID NO: 36
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etox
i]etoxi]acetil]), des1-8, 9E, 10H, 13Q, 25P, 32L]-hCNP37

HO [¢]
S S
(o]

O\),I__H HGAQKIKGL S KG—H F GLPLDR IGSLSGLG—” OH
J/ o o [e]
(o]
HN 0 )k/o H_U\/\/H

\n/\o/\/ \/\H \/\o/\/ . OH

°© /'\ o

0% ~OH
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Peso molecular: 3,788.3897. LCMS34: m/3 calculado: 1,263.7966; m/3 encontrado: 1,263.6780;
m/4 calculado: 948.0974; m/4 encontrado: 947.7735

Quim. 56; Compuesto ID 1354; SEQ ID NO: 52
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]Jamino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]a
cetil]), des1-5, 10H, 13Q, 15T, 17V, 19S, 25P, 32L]-hCNP37

S

S
CHj
0
J/O\)J—” R KYHGAQKT GVSSG—H F GL P LDR 1 GSLSGL G—N OH
o o)

(¢}
o

H o] (o} (0]
" N\nﬂo/\/"V\”/U\/y“—”\/\i/“\H/\/\/\/\/\/\/\/\/ILOH

a F
0% NoH 0% >oH

Peso molecular: 4,079.6524. LCMS34: m/3 calculado: 1,360.8841; m/3 encontrado: 1,360.7530;
m/4 calculado: 1,020.9131; m/4 encontrado: 1,020.8160

Quim. 57; Compuesto 1D 1355; SEQ ID NO: 22
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etox

iJetoxi]acetil]), des1-8, 13Q, 19S, 25P, 32L]-hCNP37

OH

s s
0
OH

o N KGAQKKGLS s G-N FGLPLDR 16SLSGLGN
J/ © o ¢}
o
H 2 o 0
HN 0 )J\/o H—U\/\/H

\ﬂ/\O/\/\/\N ~ o TN ; OH

0 i O

07 o

Peso molecular: 3,772.387. LCMS34: m/3 calculado: 1,258.4623; m/3 encontrado: 1,258.3439; m/4
calculado: 944.0968; m/4 encontrado: 944.0223

Quim. 58; Compuesto ID 1356; SEQ ID NO: 22
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]a
cetillamino]etoxi]etoxi]acetil]), des1-8, 13Q, 19S, 25P, 32L]-hCNP37
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Peso molecular: 3,901.501. LCMS34: m/3 calculado: 1,301.5003; m/3 encontrado: 1,301.3470; m/4
calculado: 976.3753; m/4 encontrado: 976.2725

Quim. 59; Compuesto ID 1357; SEQ ID NO: 5
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]Jamino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]a
cetillamino]etoxi]etoxi]acetil]), des1-8, 9, 10H, 13Q, 32L]-hCNP37

HO o

S,

s
0
oH
o HGAQKKGLS K G- FGLKLDR 16SLSGLGN
H H
J/ ° o o
o

H o] Q o] 0
H °© )J\/o H—IJ\/\/H—”\/\/H
N\n/\o/\/ ~" ~ N N . . N. on
H H H
0% SoH o? >or°

o

Peso molecular: 3,948.5608. LCMS34: m/3 calculado: 1,317.1869; m/3 encontrado: 1,317.0300;
m/4 calculado: 988.1402; m/4 encontrado: 988.0348

Quim. 60; Compuesto 1D 1359; SEQ ID NO: 53
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetil]), desl-5,
9E, 10H, 13Q, 15T, 17V, 19S, 25P, 32L]-hCNP37

S S

CHy
o
OH

0 N RKEHGAQKT GV SSG-N FGLP LDRIGSLSGL G-N
J/ o o o
o

o

HN N

o o

07 >oH
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Peso molecular: 3,916.4792. LCMS34: m/3 calculado: 1,306.4931; m/3 encontrado: 1,306.0170;
m/4 calculado: 980.1198; m/4 encontrado: 979.7797

Quim. 61; Compuesto ID 1360; SEQ ID NO: 54
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetil]amino]etoxi]etoxi]acetil]),  desl-5,
9E, 10H, 13Q, 14H, 15T, 17V, 19S, 25P, 32L]-hCNP37

S S

CHj
0
OH

O\J—u RKEHGAQHT GV SSGN FGLP LDRIGSLSGL 6N
J/ © 0 [e]
o

o

HN N

\n/\o/\/\/\N . OH

o 0

0% oH

Peso molecular: 3,925.4462. LCMS34: m/3 calculado: 1,309.4821; m/3 encontrado: 1,309.3323,;
m/4 calculado: 982.3616; m/4 encontrado: 982.2667

Quim. 62; Compuesto ID 1375; SEQ ID NO: 14
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etox
i]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetil]), des1-8, 10E, 13Q, 25P, 32L]-hCNP37

OH
S S

0
O\/U\N EGAQKKGLSKG—N/‘;rFGLPLDRIGSLSGLG—NjﬁrOH
j H H H
0 o 0o o)

h\l (6) JOJ\/O H O i H i
\n/\o/\/ \/\N \/\O/\/ \n/\o/\/ \/\N \ﬂ/\/\/\/\/\/\/\/\/U\OH
o) H o) H A0
07 oH

Peso molecular: 3,959.5801. LCMS34: m/3 calculado: 1,320.8600; m/3 encontrado: 1,320.7200;
m/4 calculado: 990.8950; m/4 encontrado: 990.5400

Quim. 63; Compuesto ID 1376; SEQ ID NO: 14
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(19-
carboxinonadecanoilamino)butanoillamino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil]),  des1-8,
10E, 13Q, 25P, 32L]-hCNP37
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Peso molecular: 3,697.3204. LCMS34: m/3 calculado: 1,233.4401; m/3 encontrado: 1,233.3500;
m/4 calculado: 925.3301; m/4 encontrado: 925.2600

Quim. 64; Compuesto ID 1377; SEQ ID NO: 55
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetil]), des1-8,

10E, 13Q, 17G, 25P, 32L]-hCNP37

OH

S S

o
o\/u\ OH
J/ N EGAQKKG®GGS KGN FGLPLDRIGSLSGL GN

(¢} o o

o

H o o]
H
HN o )J\/\/N
\n/\o/\/ \/\H WLOH
o} i_ O
0% oH

Peso molecular: 3,613.1609. LCMS34: m/3 calculado: 1,205.3870; m/3 encontrado: 1,205.3100;
m/4 calculado: 904.2902; m/4 encontrado: 903.9800

Quim. 65; Compuesto ID 1378; SEQ ID NO: 56
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetil]), desl-5,
6G, 7G, 8G, 10E, 130Q, 19S, 25P, 32L]-hCNP37

S S

o]
oM
J/ N/\”—GGYEGAQK KGLSSG—N F G L P LDRI GS L § G LG—N OH
(e} [e]

o

o}
H
N
: OoH
o

0% o

Q

H N\[]/\O/\/O\/\N
o
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Peso molecular: 3,799.3262. LCMS34: m/3 calculado: 1,267.4421; m/3 encontrado: 1,267.3470;
m/4 calculado: 950.8316; m/4 encontrado: 950.7240

Quim. 66; Compuesto ID 1379; SEQ ID NO: 57
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetil]amino]etoxi]etoxi]acetil]), 5Q, 8S,
10E, 13Q, 19S, 25P, 32L]-hCNP37

s
\)'I\J{ P Q AR S Y EGAQK KGLSSG—N%FGLPLDRIGS LSGLG-j\"f
(]

o

o
HN 0. H
\n/\o/\/ \/\H . OH
i_ o

Peso molecular: 4,562.14. LCMS34: m/3 calculado: 1,521.7133; m/3 encontrado: 1,521.3220; m/4
calculado: 1,141.5350; m/4 encontrado: 1,141.2370

Quim. 67; Compuesto 1D 1380; SEQ ID NO: 58
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil]), 5E, 8S,
10E, 13Q, 19S, 25P, 32L]-hCNP37

S

P EARSYEGAAOQK KGLSSG—N%FGLPLDRIGS LSGLG-j\"'
[e]
O

Peso molecular: 4,563.1248. LCMS34: m/3 calculado: 1,522.0416; m/3 encontrado: 1,521.8490;
m/4 calculado: 1,141.7812; m/4 encontrado: 1,141.6240

Quim. 68; Compuesto ID 1381; SEQ ID NO: 59
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil]), 5Q, 7H,
10H, 13Q, 14H, 15H, 17S, 19Q, 25P, 32L]-hCNP37
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Peso molecular: 4,625.1195. LCMS34: m/3 calculado: 1,542.7065; m/3 encontrado: 1,542.3070;
m/4 calculado: 1,157.2799; m/4 encontrado: 1,156.9700

Quim. 69; Compuesto 1D 1382; SEQ ID NO: 60
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]Jamino]butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetil]Jami

noJetoxiletoxi]acetil]), 5Q, 7H, 13Q, 19Q, 25P, 32L]-hCNP37

H,N o

S S

o
O\)I\ OH
J/ H EHPQAHKYK GAQKKGL SsAQ G—N FGLPLDRIG S LSGL G—H
o} o o

Oy _OH

WwJVVYQEMWAA

Peso molecular: 4,882.5268. LCMS34: m/3 calculado: 1,628.5089; m/3 encontrado: 1,628.2280;
m/4 calculado: 1,221.6317; m/4 encontrado: 1,221.2810

Quim. 70; Compuesto ID 1383; SEQ ID NO: 61
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]a
cetil]), 5Q, 7H, 10H, 13Q, 15H, 17S, 19Q, 25P, 32L]-hCNP37

(0]

HoN o

S S

o]
O\/IL OH
J/ EHPQAHKYH G AQKHGS S AQ G—N FGLPLDRIG S LSGL G—E
o o

Oy _OH

ONwMYQUWMW

Peso molecular: 4,745.2665. LCMS34: m/3 calculado: 1,582.7555; m/3 encontrado: 1,582.5080;

m/4 calculado: 1,187.3166; m/4 encontrado: 1,186.9970
100
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Quim. 71; Compuesto 1D 9384; SEQ ID NO: 62
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetil]), des1-6,
7G, 8Q, 9A, 10P, 13Q, 17S, 19Q, 25P, 32L]-hCNP37

S s

o
o
J/ N/\”_Q AP GAQKKSG S S Q G_H FGLPL DRI GSL SGL G—H OH
o o [e] o]
H o] o]
HN [e] H
\n/\o/\/ \/\” ' oH

o o
0% oH

Peso molecular: 3,704.2302. LCMS34: m/3 calculado: 1,235.7434; m/3 encontrado: 1,235.5400;
m/4 calculado: 927.0576; m/4 encontrado: 926.9010

Quim. 72; Compuesto ID 1385; SEQ ID NO: 63
[N-terminal([(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]Jamino]butanoillamino]butanoil]), des1-5,
10E, 13Q, 25P, 32L]-hCNP37

S

s
CHs
HN)\”—RKYEGAQKK G L s KGN FGLP LDR I GSLSGHL 6N oH
o] o

o

o o
H
XN S N
H H
OH H

i 0 o
0Z SoH

Peso molecular: 4,121.7322. LCMS34: m/3 calculado: 1,374.9107; m/3 encontrado: 1,374.6120;
m/4 calculado: 1031,4331; m/4 encontrado: 1,031.2130

Quim. 73; Compuesto ID 1386; SEQ ID NO: 64
[N-terminal([(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]Jamino]butanoillamino]butanoil]), des1-5,
13Q, 19S, 25P, 32L]-hCNP37
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Peso molecular: 4,079.6955. LCMS34: m/3 calculado: 1,360.8985; m/3 encontrado: 1,360.7680;
m/4 calculado: 1,020.9239; m/4 encontrado: 1,020.8160

Quim. 74; Compuesto 1D 1387; SEQ ID NO: 65
[N-terminal([(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]lamino]butanoil]Jamino]butanoil]), des1-5, 6G,
7G, 8G, 13Q, 19S, 25P, 32L]-hCNP37

S S

’)I\H—GGYKGAQKK GLSSG—N/("fFGLP L DR I G S L S G L G—ﬂjﬁrOH

o o (0]

)
Peso molecular: 3,895.4136. LCMS34: m/3 calculado: 1,299.4712; m/3 encontrado: 1,299.3300;
m/4 calculado: 974.8534; m/4 encontrado: 974.7500
Quim. 75; Compuesto 1D 1388; SEQ ID NO: 66
[N-terminal([(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]Jamino]butanoil]amino]butanoil]), des1-5, 6G,
7G, 8G, 13Q, 25P, 32L]-hCNP37
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Peso molecular: 3,936.5086. LCMS34: m/3 calculado: 1,313.1695; m/3 encontrado: 1,313.0250;
m/4 calculado: 985.1272; m/4 encontrado: 985.2870

Quim. 76; Compuesto 1D 1389; SEQ ID NO: 67
[N-terminal([(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]lamino]butanoillJamino]butanoil]), 5Q, 13Q,
19S, 25P, 32L]-hCNP37

HaN (¢}

S,

s
HN EHPQAREKYK GAQKKGLSSG—N/["—FGLPLDRIG SLSGLG—mj\"VOH
H

[¢] [¢] o
[e}

j’

O _OH

o MYVUVWMA(

H
o/ OH

Peso molecular: 4,699.3224. LCMS34: m/3 calculado: 1,567.4408; m/3 encontrado: 1,567.4835;
m/4 calculado: 1,175.8306; m/4 encontrado: 1,176.1075

Quim. 77; Compuesto ID 1390; SEQ ID NO: 68
[N-terminal([(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]lamino]butanoillamino]butanoil]), 5Q, 10E,
13Q, 19S, 25P, 32L]-hCNP37
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o o o)
o
X
HO™ ™ .
o

Peso molecular: 4,700.2641. LCMS34: m/3 calculado: 1,567.7547; m/3 encontrado: 1,567.5480;
m/4 calculado: 1,176.0660; m/4 encontrado: 1,175.8970

Quim. 78; Compuesto ID 1391; SEQ ID NO: 55
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etox
i]etoxi]acetillJamino]etoxi]etoxi]acetil]), des1-8, 10E, 13Q, 17G, 25P, 32L]-hCNP37

OH

S

s
o)
o N
N E G A QKK GG S K G—N F G LPLDRIGS L S G L G—N OH
H H H
o o o

o

I\I o ] o]
HN\L(\O/\/O\/\”JJ\/O\/\O/VE\L(\O/\/O\/\m)J\/\/{HWOH

0% “OH

Peso molecular: 3,903.4738. LCMS34: m/3 calculado: 1,302.1579; m/3 encontrado: 1,302.0100;
m/4 calculado: 976.8685; m/4 encontrado: 976.5200

Quim. 79; Compuesto ID 1392; SEQ ID NO: 16
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etox
i]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetil]), des1-8, 10E, 13Q, 19S, 25P, 32L]-hCNP37

OH

S,

s
(o}
o M
N E G A Q KK G L S S8 G—N F GG L P L DR 1 G S L S G L G—N OH
H H H
o o o

o}

H [e] (9] [e]
: N\n/\o/\/ov\uj\/ov\o/\/n\ﬂ/\o/\/ov\”)j\/\rn\n/\MAMAA/ILoH
o] /'-\ o)

0% “OH
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Peso molecular: 3,918.4851. LCMS34: m/3 calculado: 1,307.1617; m/3 encontrado: 1,307.3500;
m/4 calculado: 980.6213; m/4 encontrado: 980.5300

Quim. 80; Compuesto ID 1393; SEQ ID NO: 69
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etox
i]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetil]), des1-8, 10E, 13Q, 19Q, 25P, 32L]-hCNP37

OH

S

o)

O\/U\N EGAQKKGLSQG—N%’FGLPLDRIGSLSGLG—Njw'fOH
S T T
o

O/\/\/\JJ\/\/\/\/\H/\/\/\/\)J\/\/\H/\/\/\/\/\/\/\/\/U\

O/ OH

Peso molecular: 3,959.5371. LCMS34: m/3 calculado: 1,320.8457; m/3 encontrado: 1,321.0300;
m/4 calculado: 990.8843; m/4 encontrado: 990.7800

Quim. 81; Compuesto ID 1394; SEQ ID NO: 70
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil]), 5Q, 10E,
13Q, 19Q, 25P, 32L]-hCNP37

s
\)’I\J{ P Q ARKYEGAAQ QK KGLSQG—HJ:”—FGLPLDRIGS LSGLG~j\’rO

Q

o]
HN 0. H
\n/\o/\/ \/\H . OH
o 3 o

Peso molecular: 4,644.2869. LCMS34: m/3 calculado: 1,549.0956; m/3 encontrado: 1,548.7900;
m/4 calculado: 1,162.0717; m/4 encontrado: 1,161.8500

Quim. 82; Compuesto ID 1395; SEQ ID NO: 71
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil]), 5Q, 7A,
10E, 13Q, 19Q, 25P, 32L]-hCNP37
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S S

P QA AKYEGAQK KGLSQG—N%FGLPLDRIGS LSGLG~j\’r0
o

(9} o]

Y\/\/\/\/\/\/\/\/‘LQH
o

Peso molecular: 4,559.1791. LCMS34: m/3 calculado: 1,520.7264; m/3 encontrado: 1,520.4600;
m/4 calculado: 1,140.7948; m/4 encontrado: 1,140.600

Quim. 83; Compuesto ID 1396; SEQ ID NO: 70
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]Jamino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]a
cetil]), 5Q, 10E, 13Q, 19Q, 25P, 32L]-hCNP37

if
z
§

S

P Q ARKYEGAAQK KGLSQG—/KHVFGLPLDRIGS LSGLG-j\’rO

Peso molecular: 4,773.4009. LCMS34: m/3 calculado: 1,592.1336; m/3 encontrado: 1,592.1600;
m/4 calculado: 1,194.3502; m/4 encontrado: 1,194.3700

Quim. 84; Compuesto ID 1398; SEQ ID NO: 72
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-
carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]Jamino]butanoil]Jamino]butanoil]Jamino]etoxi]
etoxi]acetil]amino]etoxi]etoxi]acetil]), 5Q, 8H, 13Q, 17S, 19Q, 25P, 32L]-hCNP37

H; N, o

S

s
\/U\ on
J/ EHPQARHYK G AQKKGS s Q G—N FGLPLDRIG S L SGL G—u

o

o
Oy _OH Oy _OH

ONMJVTYQUVOVWAIWW
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Peso molecular: 5,013.5738. LCMS34: m/3 calculado: 1,672.1913; m/3 encontrado: 1,672.1528;
m/4 calculado: 1,254.3935; m/4 encontrado: 1,254.1224

Quim. 85; Compuesto ID 1399; SEQ ID NO: 72
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-
carboxi-4-(19-
carboxinonadecanoilamino)butanoillamino]butanoil]amino]butanoil]Jamino]butanoil]amino]etoxi]e

toxi]acetillJamino]etoxi]etoxi]acetil]), 5Q, 8H, 13Q, 17S, 19Q, 25P, 32L]-hCNP37

H,N o

S,

OH
J/\/U\ EHPQARHYK GAQKKGSSQG—N/QVVFGLPLDRIG SLSGLGNJ\’(

o o

Oy _OH Os. _OH

W$MYJMYJMW

O/ OH O/ OH

Peso molecular: 5,041.627. LCMS34: m/3 calculado: 1,681.5423; m/3 encontrado: 1,681.5050; m/4
calculado: 1,261.4068; m/4 encontrado: 1,261.1331

Quim. 86; Compuesto 1D 1400; SEQ ID NO: 73
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-
carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoilJamino]butanoil]Jamino]butanoil]Jamino]etoxi]

etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetil]), 5Q, 7H, 13Q, 17G, 19Q, 25P, 32L]-hCNP37

H; N. o

S,

c

vlk o
J/ EHPQAHIKYK GAQKKGGSQG—N FGLPLDRIG S L S G L G-N
:

[¢]

o
O _OH Ox. _OH

ONMMYQEMMW

o/ OH o/ OH

Peso molecular: 4,955.5344. LCMS34: m/3 calculado: 1,652.8448; m/3 encontrado: 1,652.8279;
m/4 calculado: 1,239.8836; m/4 encontrado: 1,239.8716

Quim. 87; Compuesto ID 1401; SEQ ID NO: 74
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-
carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]Jamino]butanoil]amino]butanoil]Jamino]butan
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oillamino]butanoillamino]butanoil]amino]butanoillamino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]ace
til]), 5Q, 13Q, 32L]-hCNP37

HyN o
S S
Q
0\)]\ OH
J/ EHPQARKYK GAQKKGLSKG—N FGLKLDRIG SLSGLG—”
[o] o o
O\OH O\OH
O O O/OH

Peso molecular: 5,578.2432. LCMS34: m/3 calculado: 1,860.4144; m/3 encontrado: 1,860.2654;
m/4 calculado: 1,395.5608; m/4 encontrado: 1,395.4623

Quim. 88; Compuesto ID 1402; SEQ ID NO: 75
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-
carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]amino]butanoil]amino]butanoil]amino]butan
oillamino]butanoillamino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil]), 5Q, 13Q, 19Q, 25P, 32L]-
hCNP37

HoN o

S S

9}
o\/U\
J/ EHPQARKYK GAQKKGLSQG—N FGLPLDRIG SLSGLG—H OH
o

Ox. _OH O _OH Oy _OH

ONV\MY\IMY\IMY\I I

o> OH
HO.

o

(0]

Peso molecular: 5,288.9151. LCMS34: m/3 calculado: 1,763.9717; m/3 encontrado: 1,763.8729;
m/4 calculado: 1,323.2288; m/4 encontrado: 1,323.1718

Quim. 89; Compuesto ID 1403; SEQ ID NO: 76
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-
carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
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carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]amino]butanoil]amino]butanoil]amino]butan
oil]Jamino]butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetil]), 5Q, 13Q, 17G, 19Q, 25P,
32L]-hCNP37

H,N o
S S
(o}
J/ EHPQARKYK GAQKKGGSQG—N FGLPLDRIG SLSGLG—u
(o] o o
oM, O\OH Ox. _OH
(o]

o/ OH o/ OH 0/ OH

HO.

(0]

Peso molecular: 5,232.8088. LCMS34: m/3 calculado: 1,745.2696; m/3 encontrado: 1,744.8611,
m/4 calculado: 1,309.2022; m/4 encontrado: 1,309.1547

Quim. 90; Compuesto ID 1404; SEQ ID NO: 75
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[ (4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-
carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoilJamino]butanoil]Jamino]butanoil]Jamino]butan
oillJamino]butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil]ami

noJetoxi]etoxi]acetil]), 5Q, 13Q, 19Q, 25P, 32L]-hCNP37

Ho N o

S

Q
O\)I\ OH
J/ N EHPQARKYK GAQKKGLSQG—N FGLPLDRIG SLSGLOGN
H H
o o o o

H\n/\o/\/\/\)J\/\/\o/\/\n/\/\/\/\J\/\/w‘/\oj[w)]\/\/‘Jk/\/m

0# >on 0#> g

Peso molecular: 5,579.228. LCMS34: m/3 calculado: 1,860.7427; m/3 encontrado: 1,860.6008; m/4
calculado: 1,395.8070; m/4 encontrado: 1,395.7069

Quim. 91; Compuesto ID 1405; SEQ ID NO: 75
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-

carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(19-
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carboxinonadecanoilamino)butanoillamino]butanoil]Jamino]butanoil]Jamino]butanoil]Jamino]butano
ilJamino]butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetil]), 5Q, 13Q, 19Q, 25P, 32L]-
hCNP37

HaN o
S S
(o]
o\)]\ oH
J/ EHPQARKYK GAQKKGLSQG—N FGLPLDRIG SLSGLG—H
(o] o o
ENGLLE N, ENGCLE
O/OH O/OH o

[¢]

Peso molecular: 5,316.9683. LCMS34: m/3 calculado: 1,773.3228; m/3 encontrado: 1,773.2192;
m/4 calculado: 1,330.2421; m/4 encontrado: 1,330.1785

Quim. 92; Compuesto ID 1406; SEQ ID NO: 75
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[ (4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-
carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]Jamino]butanoil]Jamino]butanoil]Jamino]butan
oillJamino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]ac
etil]), 5Q, 13Q, 19Q, 25P, 32L]-hCNP37

HoN o
s s
o}
O\)]\ OH
J/ EHPQARKYK GAQKKGLSQG—N FGLPLDRIG SLSGLGN
o o o)
Ox. _OH
° JJ\/ )J\/\/
O/\/\/\ \/\O/\/\n/\o/\/\/\N Y\Iw
O/OH

Peso molecular: 5,450.114. LCMS34: m/3 calculado: 1,817.7047; m/3 encontrado: 1,817.5808; m/4
calculado: 1,363.5285; m/4 encontrado: 1,363.4484
Quim. 93; Compuesto ID 9407; SEQ ID NO: 77
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[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[ (4S)-4-carboXi-4-[[(4S)-4-
carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]Jamino]butanoil]amino]butanoil]Jamino]butan
oillJamino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]ac
etil]), des1-5, 13Q, 19Q, 25P, 32L]-hCNP37

S

CH3
O\/ﬁ\
/J/ ” R K'Y KGA Q K K G L S Q G—” FGLP LDRI GSL SGL G—H OH
o o

o

SNGLLR

T\\H/\o/\/ O™ J\/O\/\o/\/ \n/\o/\/ ~ Ny i/v \H/\I w

o/ OH

Peso molecular: 4,830.4871. LCMS34: m/3 calculado: 1,611.1624; m/3 encontrado: 1,610.8330;
m/4 calculado: 1,208.6218; m/4 encontrado: 1,208.3823

Quim. 94; Compuesto ID 1419; SEQ ID NO: 51
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]Jamino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]a
cetil]), des1-5, 10H, 13Q, 14H, 15T, 17V, 19S, 25P, 32L]-hCNP37

S

S
CHj,
o
o OH
H RKYHGAQHT G V S s G—H FGLP LDR I GSL SGL G—N
J ! !

(¢}
o

»
\n/\o/\/ V\N/U\/\/ _”\/\/ \H/\/\/\/\/\/\/\/\/U\

o/ OH

Peso molecular: 4,088.6194. LCMS34: m/3 calculado: 1,363.8731; m/3 encontrado: 1,363.6902;
m/4 calculado: 1,023.1549; m/4 encontrado: 1,023.0371
Quim. 95; Compuesto ID 1420; SEQ ID NO: 78
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[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]amino]butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetil]Jami
noJetoxi]etoxi]acetil]), des1-5, 10H, 13Q, 14H, 15T, 17V, 25P, 32L]-hCNP37

S

s
CH3
(o}
O\)-I—H RKYHGAQHT GVSKG—H FGLP LDRI GSLSGL G—N OH
J/ o o o

o/ OH o/ OH o/ OH

Peso molecular: 4,258.8284. LCMS34: m/3 calculado: 1,420.6095; m/3 encontrado: 1,420.3875;
m/4 calculado: 1,065.7071; m/4 encontrado: 1,065.5448

Quim. 96; Compuesto 1D 1421; SEQ ID NO: 79
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]Jamino]butanoil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil]Jami
noJetoxi]etoxi]acetil]), desl1-5, 13Q, 15T, 17V, 19S, 25P, 32L]-hCNP37

S S

CHg
o
OH
o ” R KY KGAQKT GVSSG—N FGLP LDR I GS L SGL G—u
T ] ]

(o}

o/ OH o/ OH o/ OH

Peso molecular: 4,199.7994. LCMS34: m/3 calculado: 1,400.9331; m/3 encontrado: 1,400.7268;
m/4 calculado: 1,050.9499; m/4 encontrado: 1,050.8062

Quim. 97; Compuesto ID 1422; SEQ ID NO: 80
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]amino]butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetil]ami
noJetoxi]etoxi]acetil]), desl1-5, 10H, 13Q, 17V, 19S, 25P, 32L]-hCNP37
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S S

CH3
[¢]
OH
o H R KYHGAAQKK GVSSG—” FGLP LDR I GSLSGL G—H
J/ ° o (¢}

o/ OH 0/ OH o/ OH

Peso molecular: 4,235.8348. LCMS34: m/3 calculado: 1,412.9449; m/3 encontrado: 1,412.7313,;
m/4 calculado: 1,059.9587; m/4 encontrado: 1,059.8075

Quim. 98; Compuesto ID 1423; SEQ ID NO: 81
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]amino]butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetil]ami
noJetoxi]etoxi]acetil]), des1-5, 10H, 13Q, 15T, 17V, 25P, 32L]-hCNP37

S

s
CHs
[¢]
OH
o N R KYHGAQKT GVSKG—” FGLP LDR I GSLSGL G—u
J/ °© o (e}

o/ OH o/ OH o/ OH

Peso molecular: 4,249.8614. LCMS34: m/3 calculado: 1,417.6205; m/3 encontrado: 1,417.3965;
m/4 calculado: 1,063.4654; m/4 encontrado: 1,063.3148

Quim. 99; Compuesto ID 1424; SEQ ID NO: 82
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-
carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoilJamino]butanoil]Jamino]butanoil]Jamino]etoxi]
etoxi]acetil]amino]etoxi]etoxi]acetil]), des1-5, 13Q, 15T, 17V, 25P, 32L]-hCNP37

113



10

15

20

25

30

S

s
CHy
o
OH
O\)J—-N RKYKGAQKT G V S K G-N FGLP LDR I GSLSGL G-
H H
J/ o o o

H o/ OH o/ OH o>

[e)

Peso molecular: 4,370.0084. LCMS34: m/3 calculado: 1,457.6695; m/3 encontrado: 1,457.4309;
m/4 calculado: 1,093.5021; m/4 encontrado: 1,093.5833

Quim. 100; Compuesto ID 1425; SEQ ID NO: 83
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[ (4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]Jamino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]a
cetillamino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil]), des1-8, 10H, 13Q, 15T, 17V, 25P, 32L]-
hCNP37

OH

S

O\J)fN HGAQKTGVS KG*N%’FGLPLDR IGSLSGLGfN)}TOH
" [¢] " o " o
p

0/ OH O/ OH

Peso molecular: 4,055.6244. LCMS34: m/3 calculado: 1,352.8748; m/3 encontrado: 1,352.6941;
m/4 calculado: 1,014.9061; m/4 encontrado: 1,014.5325

Quim. 101; Compuesto ID 1426; SEQ ID NO: 84
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[17-(1H-tetrazol-5-
il)heptadecanoilamino]butanoillamino]butanoil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil])
, des1-5, 10H, 13Q, 15S, 19Q, 25P, 32L]-hCNP37

S S

0 CH,
O\)k
J/ N RKYH GAQKSGLSaQG—N FGLPLDRIG SLSGLGN OH
o o

(0] (0]

O _OH

SUUYUS UUVS ¢ BUUUUUUUIA

HN\
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Peso molecular: 4,144.7323. LCMS34: m/3 calculado: 1,382.5774; m/3 encontrado: 1,382.3732;
m/4 calculado: 1,037.1831; m/4 encontrado: 1,037.0341

Quim. 102; Compuesto ID 1431; SEQ ID NO: 85
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etox
i]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetil]), des1-8, 10E, 13Q, 17G, 19H, 25P, 32L]-hCNP37

OH

S

s
o)
o N
N E G A QK K GG S H G—N F GLPLDRIGS L S G L G—N OH
H H H
o o o

o

[¢] o [¢]

I\I H H

HN\n/\o/\/o\/\”JJ\/O\/\O/\/N\n/\o/\/o\/\m = N\n/\/\/\/\/\/\/\/\/U\OH
o o i

o
07 o

Peso molecular: 3,912.4408. LCMS34: m/3 calculado: 1,305.1469; m/3 encontrado: 1,304.9080;
m/4 calculado: 979.1102; m/4 encontrado: 978.9250

Quim. 103; Compuesto ID 1432; SEQ ID NO: 86
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[ (4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]Jamino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]a
cetillamino]etoxi]etoxi]acetil]amino]etoxi]etoxi]acetil]), des1-5, 10E, 13Q, 14H, 17G, 19Q, 25P,
32L]-hCNP37

S

g
0 S
o . o
N RKYEGAQHK GGSQG-N FGLP LDRIGSLSGL GN
H O H O H
? OH
‘\v Q H Q Hoo 9
HNj(\O/\/O\/\N)K/O\/\O/\/Nj(\O/\/O\/\NJK/\/N NWVW(O H
H H H
o o . O o
07 oH

Peso molecular: 4,396.9476. LCMS34: m/3 calculado: 1,466.6492; m/3 encontrado: 1,466.3500;
m/4 calculado: 1,100.2369; m/4 encontrado: 1,100.0354

Quim. 104; Compuesto ID 1434; SEQ ID NO: 87
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[ (4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]Jamino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]a
cetilJamino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetil]), des1-8, 10H, 13Q, 17G, 19Q, 25P, 32L]-
hCNP37
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OH

s S

I\)k HGAQKKGGSQGN%FGLPLDR\GSLSGLGNjwaH
H H
o

O/ OH

Peso molecular: 4,040.57. LCMS34: m/3 calculado: 1,347.8567; m/3 encontrado: 1,347.9714; m/4
calculado: 1,011.1425; m/4 encontrado: 1,011.2499

Quim. 105; Compuesto ID 9435; SEQ ID NO: 88
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]Jamino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]a
cetillamino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil]), desl-8, 13Q, 17G, 19Q, 25P, 32L]-
hCNP37

OH

S s

/r\)k KGAQKKGGSQGN%*FGLPLDR\GSLSGLGNijOH
o

O/ OH

Peso molecular: 4,031.603. LCMS34: m/3 calculado: 1,344.8677; m/3 encontrado: 1,344.7600; m/4
calculado: 1,008.9008; m/4 encontrado: 1,008.8210

Quim. 106; Compuesto ID 1436; SEQ ID NO: 89
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoilJamino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]a
cetillamino]etoxi]etoxi]acetil]amino]etoxi]etoxi]acetil]), des1-8, 13Q, 17V, 19Q, 25P, 32L]-
hCNP37

OH

S S

/r\)k KGAQKKGVSQGN%*FGLPLDR\GSLSGLGNijOH
o

O/ OH

Peso molecular: 4,073.6828. LCMS34: m/3 calculado: 1,358.8943; m/3 encontrado: 1,358.6617;
m/4 calculado: 1,019.4207; m/4 encontrado: 1,019.2703
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Quim. 107; Compuesto ID 1437; SEQ ID NO: 90
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[ (4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]Jamino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]a
cetillamino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil]), des1-8, 10H, 13Q, 17V, 19Q, 25P, 32L]-
hCNP37

OH

S S

/r\)k HGAQKKGVSQGN%*FGLPLDR\GSLSGLGN%*OH
o

O/ OH

Peso molecular: 4,082.6498. LCMS34: m/3 calculado: 1,361.8833; m/3 encontrado: 1,361.7580;
m/4 calculado: 1,021.6625; m/4 encontrado: 1,021.5750

Quim. 108; Compuesto ID 1448; SEQ ID NO: 91
[N-terminal([(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]lamino]butanoillamino]butanoil]), 5Q, 10E,
13Q, 25P, 32L]-hCNP37

S,

s
HN EHPQARZKYE GAQKKGLSKG—N/[N—FGLPLDRIG SLSGLG—”j\"rOH
H
o o

ENGLELR

o/ OH

Peso molecular: 4,741.359. LCMS34: m/3 calculado: 1,581.4530; m/3 encontrado: 1,581.2060; m/4
calculado: 1,186.3398; m/4 encontrado: 1,186.0240

Quim. 109; Compuesto ID 1449; SEQ ID NO: 51
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]Jamino]butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetil]Jami
noJetoxi]etoxi]acetil]), desl1-5, 10H, 13Q, 14H, 15T, 17V, 19S, 25P, 32L]-hCNP37
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S

CH,
[0}
OH
o H RKYHGAQHT GV s 8§ G—N F GLP LDR 1 GSLSGL G—H
(¢}

j 6 8
0
0 OH
H o} X o} o}
\n/\o/\/ \/\H y N . OH
e} o o
0% > oH 0? oH

Peso molecular: 4,217.7334. LCMS34: m/3 calculado: 1,406.9111; m/3 encontrado: 9,407.0500;
m/4 calculado: 1,055.4334; m/4 encontrado: 1,055.300

Quim. 110; Compuesto ID 1450; SEQ ID NO: 52
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]amino]butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetil]Jami
noJetoxi]etoxi]acetil]), desl1-5, 10H, 13Q, 15T, 17V, 19S, 25P, 32L]-hCNP37

S

s
CH,
(o}
OH
[} H RKYHGAQKT GV s s G—H FGLP LDR 1 GSLSGL G—”

/J/ (0] (0] (0]

Os_ _OH
o N 0
N © “ )J\/\/n
\n/\o/\/ ~ . N . OH
o o
0P > oH 0% NoH

Peso molecular: 4,208.7664. LCMS34: m/3 calculado: 1,403.9221; m/3 encontrado: 1,403.7330;
m/4 calculado: 1,053.1916; m/4 encontrado: 1,053.0130

Quim. 111; Compuesto ID 1451; SEQ ID NO: 92
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]Jamino]butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetil]Jami
nojetoxi]etoxi]acetil]), des1-5, 10H, 13Q, 17V, 19S, 25P, 27E, 32L]-hCNP37
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S S

CH,
o
OH
o N RKYHGAQKK GV SSGN FGLP LERIGSLSGL 6N
J/ 0 0 o

O _OH

S et Ok 0 & S

o> OH 0% NoH

Peso molecular: 4,249.8614. LCMS34: m/3 calculado: 1,417.6205; m/3 encontrado: 1,417.4290;
m/4 calculado: 1,063.4654; m/4 encontrado: 1,063.3310

Quim. 112; Compuesto ID 1452; SEQ ID NO: 77
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-
[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]amino]butanoil]amino]butanoil]amino]butan
oillJamino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil]), desl1-5, 13Q, 19Q,
25P, 32L]-hCNP37

s s
\)]\)w—RKYKGAQKK GLSQGu%—FGLP LDRI1GSLSGL G—ij'rOH
o o
ENGLLN
O/OH

Peso molecular: 4,685.3307. LCMS34: m/3 calculado: 1,562.7769; m/3 encontrado: 1,562.3981,;
m/4 calculado: 1,172.3327; m/4 encontrado: 1,172.3179

Quim. 113; Compuesto ID 1453; SEQ ID NO: 77
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-
carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]amino]butanoil]amino]butanoil]amino]butan
oillamino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil]), des1-5, 13Q, 19Q, 25P, 32L]-hCNP37

119



10

15

20

25

30

S

\/lk)H]rRKYKGAQKK GLSQGN/g'VFGLP LDR I GSLSGL G-Nj\"'OH
H
0

H o/\/\/\/u\/\/\n/\oiojj\/\/ \’(\OIOJJ\/\/W/\/\/\/\/\/\/\/\/lL

0/ OH o/ OH 0/ on’

Peso molecular: 4,540.1743. LCMS34: m/3 calculado: 1,514.3914; m/3 encontrado: 1,514.0494;
m/4 calculado: 1,136.0436; m/4 encontrado: 1,135.8064

Quim. 114; Compuesto ID 1454; SEQ ID NO: 77
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-
carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]amino]butanoil]Jamino]butanoil]Jamino]etoxi]
etoxi]acetil]amino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetil]),  desl-5,
13Q, 19Q, 25P, 32L]-hCNP37

S S

0 CHy
o
J/\)]\H)ﬁ]—RKYKGAQKK GLSQG—”J;'—FGLP LDRIGSLSGL G—HjﬁrOH
oH o 0 )
\n/\o/\/\/\)J\/v\/\/\n/\/\/v\/U\/\/w
0% >oH

Peso molecular: 4,701.3732. LCMS34: m/3 calculado: 1,568.1244; m/3 encontrado: 1,567.7415;
m/4 calculado: 1,176.3433; m/4 encontrado: 1,176.0765

Quim. 115; Compuesto ID 1455; SEQ ID NO: 77
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-
[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]Jamino]butanoil]Jamino]butanoil]Jamino]etoxi]
etoxi]acetil]amino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetil]), desl-5, 13Q, 19Q, 25P, 32L]-
hCNP37
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S S

oA, o
I RKYKGAQKK GLSQGN FGLP LDRIGSLSGL GN
fo) (0]
g O«
HN}(\O/\/O\/\NJK/O\/\O/\/Nj(\/\[ M j(\/\[ M \FKW\/\/\/\/\/\)L
/\

(e

Peso molecular: 4,556.2167. LCMS34: m/3 calculado: 1,519.7389; m/3 encontrado: 1,519.3893,;
m/4 calculado: 1,140.0542; m/4 encontrado: 1,139.8102

Quim. 116; Compuesto ID 1456; SEQ ID NO: 77
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-
carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]Jamino]butanoil]Jamino]butanoil]amino]etoxi]
etoxiJacetil]amino]etoxi]etoxi]acetil]), des1-5, 13Q, 19Q, 25P, 32L]-hCNP37

S

s
\)I\JWVRKYKGAQKK GLSQGN/’;rFGLP LDRI1GSLSGL G-ujerH

Os. _OH O _OH

\IK\O/\/OV\)J\/O\/Y\IJ\/\/W\/\I)W

0Z NoH

Peso molecular: 4,411.0603. LCMS34: m/3 calculado: 1,471.3534; m/3 encontrado: 1,471.0409;
m/4 calculado: 1,103.7651; m/4 encontrado: 1,103.5541

Quim. 117; Compuesto ID 1457; SEQ ID NO: 93
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetil]), -2G, -1Q,
2P, 3G, 4Q, 5A, 6P, 7G, 8Q, 9A, 10P, 13Q, 19Q, 25P, 32L]-hCNP37

S S

(o]
IOAN%QAPGQAPGQ APGAQKKGSS QG—NJ/YFGLPLDR IGSLSGLG—Nj\(OH
o} H o H o H o
% o H o
HNﬁ/\O/\/O\/\NJK/\E/Nj(\/\/\/\/\/\/\/\)LOH
o) H J_ 0
07 oH
Peso molecular: 4,410.9775. LCMS34: m/3 calculado: 1,471.3258; m/3 encontrado: 1,471.0251;

m/4 calculado: 1,103.7444; m/4 encontrado: 1,103.7853
Quim. 118; Compuesto ID 1458; SEQ ID NO: 94
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[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]Jamino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetil]),  desl1-2,
3G, 4Q, 5A, 6P, 7G, 8Q, 9A, 10P, 13Q, 17S, 19Q, 25P, 32L]-hCNP37

S,

0
o _I_
J/ N/\"—QAPGQAPGA Q KKGS S Q G=N F 6 LPLDR I GSL S G L GoN oH
H H H

o o o

H i 9
H
o
H

Peso molecular: 4,057.6038. LCMS34: m/3 calculado: 1,353.5346; m/3 encontrado: 1,353.3113,;
m/4 calculado: 1,015.4010; m/4 encontrado: 1,015.2496

Quim. 119; Compuesto ID 1459; SEQ ID NO: 95
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-
carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]amino]butanoil]Jamino]butanoil]amino]etoxi]
etoxi]acetil]amino]etoxi]etoxi]acetil]), desl, 2G, 3Q, 4A, 5P, 13Q, 17S, 19Q, 25P, 32L]-hCNP37

S

/r\)k Q AP AR K Y K G AQKKGSSQGN%?FGLPLDR\GS LSGLGNJWVOH

‘\’7(\ ~° \AM j(\oiolk/\/ \r(:j[ow

O/ OH O/ OH

Peso molecular: 4,738.3536. LCMS34: m/3 calculado: 1,580.4512; m/3 encontrado: 1,580.0658;
m/4 calculado: 1,185.5884; m/4 encontrado: 1,185.5701

Quim. 120; Compuesto ID 1460; SEQ ID NO: 96
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-
carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]Jamino]butanoil]Jamino]butanoil]Jamino]butan
oillamino]butanoil]lamino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil]), desl-5, 13Q, 25P, 32L]-
hCNP37
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S S

o) CHj
o
J/ N RKYKGAQKK 6L sKGN FGLP LDR1GSLSGL G-N OH

o o 0 0

O _OH

HWNwMMMW

0P OH

Peso molecular: 4,669.3313. LCMS34: m/3 calculado: 1,557.4438; m/3 encontrado: 1,557.4031,
m/4 calculado: 1,168.3328; m/4 encontrado: 1,168.0756

Quim. 121; Compuesto ID 1461; SEQ ID NO: 97
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoilJamino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]a
cetillamino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil]), des1-8, 10H, 13Q, 19Q, 25P, 32L]-
hCNP37

OH

S S

/r\)k HGAQKKGLSQGN%*FGLPLDR\GSLSGLGNijOH
o

%ﬁ(\/\/\/\)&/\/\o/\/ﬁ(\/\/\/\)k/\/ﬁ(\oj[ow

o> OH

Peso molecular: 4,096.6763. LCMS34: m/3 calculado: 1,366.5588; m/3 encontrado: 1,366.3214;
m/4 calculado: 1,025.1691; m/4 encontrado: 1,025.0148

Quim. 122; Compuesto ID 1462; SEQ ID NO: 96
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[ (4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-
carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]Jamino]butanoil]Jamino]butanoil]Jamino]butan
oilJamino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil]amino]etoxi]etoxi]ac
etil]), des1-5, 13Q, 25P, 32L]-hCNP37
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S

s
\)I\)w—RKYKGAQKK GLSKGNJ;'—FGLP LDRIGSLSGL G—ujWVOH
o

Os. _OH

e T wMMW
S b

Peso molecular: 4,830.5302. LCMS34: m/3 calculado: 1,611.1767; m/3 encontrado: 1,611.1900;
m/4 calculado: 1,208.6326; m/4 encontrado: 1,208.6500

Quim. 123; Compuesto ID 1463; SEQ ID NO: 98
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-
carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]amino]butanoil]amino]butanoil]amino]butan

oillJamino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]ac
etil]), des1-5, 13Q, 19Q, 32L]-hCNP37

S

s
(o} CH3
o
/J/ H R K'Y KGA QKK G L S AQ G—N FGLK LDR I GSLSGL G—N OH
o o o

O OH

T\\[]/\O/\/V\L\/\/\/Y\o/\/\/\”/lj\/\/\ﬂ/\lw

o> OH

HO

Peso molecular: 4,861.5442. LCMS34: m/3 calculado: 1,621.5147; m/3 encontrado: 1,621.1760;

m/4 calculado: 1,216.3861; m/4 encontrado: 1,216.1420

Quim. 124; Compuesto ID 1464; SEQ ID NO: 99

[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-

carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-

carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]amino]butanoil]amino]butanoil]amino]butan
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oillamino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil]amino]etoxi]etoxi]ac
etil]), des1-5, 19Q, 25P, 32L]-hCNP37

S S

0 CHs
o
J/ N RKYKGANKK GLSQGN FGLP LDRIGSLSGL G-N OH
o 0 o o

H\n/\o/\/\/\J\/\/\/\/\n/\o/\/\/\/U\/\/m/\o/jim‘

0P OH
o)
H
N
HO
o]
HO o

Peso molecular: 4,816.4606. LCMS34: m/3 calculado: 1,606.4869; m/3 encontrado: 1,606.1700;
m/4 calculado: 1,205.1152; m/4 encontrado: 1,204.8820

Quim. 125; Compuesto ID 1465; SEQ ID NO: 100
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[ (4S)-4-carboxXi-4-[[(4S)-4-
carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-

carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]Jamino]butanoil]Jamino]butanoil]Jamino]butan

oillamino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]ac
etil]), des1-5, 13Q, 19Q, 25P]-hCNP37

S

s
\/U\ OH
R KY KGAQK K GLSQGu FGLP LDR I GSMSGL G—'l:l'
o

Os. OH

o/\/\/\k\/\/\/\n/\o/\/\/\J\/;o?‘/\Ij\/\/\L
HOMEL\)‘\/&:

Peso molecular: 4,848.5256. LCMS34: m/3 calculado: 1,617.1752; m/3 encontrado: 1,616.8130;
m/4 calculado: 1,213.1314; m/4 encontrado: 1,212.8620
Quim. 126; Compuesto ID 1470; SEQ ID NO: 96
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[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-
carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]Jamino]butanoil]amino]butanoil]Jamino]butan
oillJamino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil]), desl1-5, 13Q, 25P, 32L]-hCNP37

s

\)L/'}TRKYKGAQKK GLSKGNJ%VFGLP LDRI1GSLSGL G-NjerH
H
0

HWK\ ~ \/\NM j(\ojiolk/\/ ﬁ(\oiolk/\/ M

Peso molecular: 4,540.2173. LCMS34: m/3 calculado: 1,514.4058; m/3 encontrado: 1,514.1500;
m/4 calculado: 1,136.0543; m/4 encontrado: 1,135.8500

Quim. 127; Compuesto ID 1471; SEQ ID NO: 75
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-
carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]amino]butanoil]amino]butanoil]amino]butan
oillJamino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil]), 5Q, 13Q, 19Q, 25P, 32L]-hCNP37

\)L o
/{EHPQARKYK GAQKKGLSQG—N/QTFGLPLDRle SLSGLGNJ}(

Oy _OH Oy _OH

ON$MYJMMMWW

o/ on’ o/ o’ 0% NoH

Peso molecular: 5,159.8011. LCMS34: m/3 calculado: 1,720.9337; m/3 encontrado: 1,720.8900;
m/4 calculado: 1,290.9503; m/4 encontrado: 1,290.9200

Quim. 128; Compuesto ID 1472; SEQ ID NO: 75
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-
carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]Jamino]butanoil]amino]butanoil]Jamino]etoxi]
etoxi]acetil]amino]etoxi]etoxi]acetil]), 5Q, 13Q, 19Q, 25P, 32L]-hCNP37
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H, N, o

S

o]
o L
J/ N EHPQARKYK G AQKKGL S QG—N FGLPLDRIG SLSGLG—” OH
H H
o o o

{
2
§o
:
?

i 0 HE
0% SoH 0% “oH

Peso molecular: 5,030.6872. LCMS34: m/3 calculado: 1,677.8957; m/3 encontrado: 1,677.8700;
m/4 calculado: 1,258.6718; m/4 encontrado: 1,258.6600

Quim. 129; Compuesto ID 1473; SEQ ID NO: 67
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-
carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoilJamino]butanoil]Jamino]butanoil]Jamino]etoxi]
etoxi]acetil]amino]etoxi]etoxi]acetil]), 5Q, 13Q, 19S, 25P, 32L]-hCNP37

\/u\/iEHPQARKYK GAQKKGLSSG—N/ENrFGLPLDRIG SLSGLGN)\N'

Os. _OH O _OH

ON$MYJMMWM

o#> OH o?> OH

Peso molecular: 4,989.6352. LCMS34: m/3 calculado: 1,664.2117; m/3 encontrado: 1,664.2000;
m/4 calculado: 1,248.4088; m/4 encontrado: 1,248.400

Quim. 130; Compuesto ID 1474; SEQ ID NO: 101
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-
carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]amino]butanoil]amino]butanoil]amino]butan
oillJamino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil]), 5Q, 13Q, 25P, 32L]-hCNP37

s

\/Ik EHPQARKYK GAQKKGLSKG—N%FGLPLDRIG SLSGLGN%'

O _OH Oy _OH

ONV\MY\IMY\IMWM

o ok’ 0 on’ 07 oH
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Peso molecular: 5,159.8442. LCMS34: m/3 calculado: 1,720.9481; m/3 encontrado: 1,720.8900;
m/4 calculado: 1,290.9611; m/4 encontrado: 1,290.9200

Quim. 131; Compuesto ID 1475; SEQ ID NO: 77
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(2S)-4-carboxi-2-[[(2S)-4-carboxi-2-[[(2S)-4-
carboxi-2-[[(2S)-4-carboxi-2-[[(2S)-4-carboxi-2-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]amino]butanoil]amino]butanoil]amino]butan
oillJamino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]ac
etil]), des1-5, 13Q, 19Q, 25P, 32L]-hCNP37

S

s
o CHj,
O\)]\ OH
J/ N R KY KGA QK K G L S Q G-N FGLP LDR 1 GSLSGL G—H
H H
[} o o

o
Lj o) o] o) Q o] o]
HN o ¢} N o
\“/”\O/”\V/ \V/A\N ~ o N \H/A\O/A\V/ ~"n
H H
[¢) o) ¢}
077 0H 077 OH 077 OH 07 OH 0 OH
o)
HO

Peso molecular: 4,830.4871. LCMS34: m/3 calculado: 1,611.1624; m/3 encontrado: 1,610.7510;
m/4 calculado: 1,208.6218; m/4 encontrado: 1,208.5814

Quim. 132; Compuesto ID 1476; SEQ ID NO: 77
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(2S)-4-carboxi-2-[[2-[[(2S)-4-carboxi-2-[[2-[[(2S)-4-carboxi-2-
[[2-[[(2S)-4-carboxi-2-[[2-[[(2S)-4-carboxi-2-(17-

carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]acetilJamino]butanoil]amino]acetil]Jamino]butanoil]am

ZT

ino]acetil]Jamino]butanoil]amino]acetilJamino]butanoil]lamino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi
Jacetil]), des1-5, 13Q, 19Q, 25P, 32L]-hCNP37
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S S

\/U\ on
)WVRKYKGAQKK GLSQGN/Q]VFGLP LDR I GSLSGL G—Hj\’(

¢}
Q
HN\H/\O/\/O\/\Ni\rHJL/HJO;r JK/ J;r Jk/ J;rﬂlk/ﬁ i
H 0
o OH o o OH

o}

HO

Peso molecular: 4,768.3795. LCMS34: m/3 calculado: 1,590.4598; m/3 encontrado: 1,590.4137,
m/4 calculado: 1,193.0949; m/4 encontrado: 1,193.0793

Quim. 133; Compuesto ID 1477; SEQ ID NO: 102
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-
carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]amino]butanoil]amino]butanoil]amino]butan
oillamino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]ac
etil]), des1-5, 13Q, 19Q, 25P, 27E, 32L]-hCNP37

S

Q CHs
o
J/ N R KY KGAQK K G L S Q G-N FGLP LERI GSLSGL G-N OH
H H H

o}

O _OH

T\\n/\o/\/ O~ J\/ O oA \n/\o/\/ ~ J\/\/ \’\/\OIOHJ\/\/ M

OAOH O;\OH a
o OH

NH
HO

o

Peso molecular: 4,844.5137. LCMS34: m/3 calculado: 1,615.8379; m/3 encontrado: 1,615.4194;
m/4 calculado: 1,212.1284; m/4 encontrado: 1,212.0844

Quim. 134; Compuesto ID 1478; SEQ ID NO: 103
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[ (4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]a
cetilJamino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetil]), des1-8, 13Q, 19Q, 25P, 32L]-hCNP37
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OH

S S

[¢]
J/ H K G A Q K K G L S Q G—H F G L P L DR I G S L S8 G L G—u
[¢] o

o

o OH
X o

\n/\o/\/\/\)J\/\/\o/\/\n/\o/\/\/\/U\/\/m/\I

o> OH

HO

(e}

Peso molecular: 4,087.7093. LCMS34: m/3 calculado: 1,363.5698; m/3 encontrado: 1,363.3427,
m/4 calculado: 1,022.9273; m/4 encontrado: 1,022.7753

Quim. 135; Compuesto ID 9480; SEQ ID NO: 103
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-
carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]amino]butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetil]ami
noJetoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetil]), des1-8, 13Q, 19Q, 25P,
32L]-hCNP37

S S
\)l\ o
J/ KGAQKKGLSQG—N FGLPLDRIGSLSGLG—
o o

SNGLL

\ﬂ/\O/\/O\/\ J\/ e \n/\o/\/ \/\ )J\/\/ Y\I J\/v

O/ O/\

HO

Peso molecular: 4,216.8233. LCMS34: m/3 calculado: 1,406.6078; m/3 encontrado: 1,406.6766;
m/4 calculado: 1,055.2058; m/4 encontrado: 1,055.0295

Quim. 136; Compuesto ID 1481; SEQ ID NO: 103
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(2S)-4-carboxi-2-[[(2S)-4-carboxi-2-[[ (2S)-4-
carboxi-2-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]Jamino]butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetil]Jami
noJetoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetil]), des1-8, 13Q, 19Q, 25P,

32L]-hCNP37
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OH

S S

\)J\ on
J/ KGAQKKGLSQG—m/;]fFGLPLDRIGSLSGLG—ij‘/

“Wwwkwwwww??%i}

Peso molecular: 4,216.8233. LCMS34: m/3 calculado: 1,406.6078; m/3 encontrado: 1,406.3542;
m/4 calculado: 1,055.2058; m/4 encontrado: 1,055.0295

Quim. 137; Compuesto ID 9482; SEQ ID NO: 67
[N-terminal([(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[ (4S)-4-
carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]amino]butanoil]amino]butanoil]amino]butan
oil]), 5Q, 13Q, 19S, 25P, 32L]-hCNP37

S S

HN EHPQARKYK GAQKKGLSSG—uJ;'—FGLPLDRIG SLSGLG—HHOH
(o] (¢]

Os _OH

o JVVYVUVVYM

s o or
Peso molecular: 4,828.4363. LCMS34: m/3 calculado: 1,610.4788; m/3 encontrado: 1,610.4060;
m/4 calculado: 1,208.1091; m/4 encontrado: 1,207.8275
Quim. 138; Compuesto ID 9483; SEQ ID NO: 104
[N-terminal([(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]Jamino]butanoil]amino]butanoil]), 5Q, 13Q,
19S, 25P, 27E, 32L]-hCNP37
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Peso molecular: 4,713.3489. LCMS34: m/3 calculado: 1,572.1163; m/3 encontrado: 1,572.1500;
m/4 calculado: 1,179.3372; m/4 encontrado: 1,179.1200

Quim. 139; Compuesto ID 1484; SEQ ID NO: 105
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetil]), desl1-6,
7G, 8Q, 9A, 10P, 13Q, 19Q, 25P, 32L]-hCNP37

S s

(0]

o
J/ H/\”—QAPGAQKKG LSQG—H FGLPL DRlGSLSGLG—H OH
(o] O (¢} [¢]
H o) 0
HN o )J\/\/H

\ﬂ/\o/\/\/\H S oH
o /E\O

07 ~OH

Peso molecular: 3,730.3106. LCMS34: m/3 calculado: 1,244.4369; m/3 encontrado: 1,244.7042;
m/4 calculado: 933.5777; m/4 encontrado: 933.5259

Quim. 140; Compuesto ID 1486; SEQ ID NO: 106
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetil]), desl-6,
7G, 8Q, 9A, 10P, 13Q, 17S, 19Q, 25P, 27E, 32L]-hCNP37
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S
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N .
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0 0
0% > oH

Peso molecular: 3,718.2568. LCMS34: m/3 calculado: 1,240.4189; m/3 encontrado: 1,240.3220;
m/4 calculado: 930.5642; m/4 encontrado: 930.4920
Quim. 141; Compuesto ID 1487; SEQ ID NO: 107
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetil]amino]etoxi]etoxi]acetil]), -2G, -1Q,
2P, 3G, 4Q, 5A, 6P, 7G, 8Q, 9A, 10P, 13Q, 19Q, 25P, 32L]-hCNP37
0 S S
IOAH/\‘»QAPGQAPGQ APGAQKKGLS QGH/ngGLPLDR |GSLSGLGHJ\W°H
HNﬁ(\O/\/o\/\”)k/\er(\/\/\/\/\/\/\/\)LOH
© 0oMon
Peso molecular: 4,437.0578. LCMS34: m/3 calculado: 9,480.0193; m/3 encontrado: 1,479.8291,
m/4 calculado: 1,110.2645; m/4 encontrado: 1,110.3766
Quim. 142; Compuesto ID 1488; SEQ ID NO: 107
[N-terminal([(4S)-4-carboxi-4-(17-carboxiheptadecanoilamino)butanoil]), -2G, -1Q, 2P, 3G, 4Q,
5A, 6P, 7G, 8Q, 9A, 10P, 13Q, 19Q, 25P, 32L]-hCNP37

S S

Hof OH
N Jaarcaarca APGAQKKGLS QGN FGLPLDR IGSLSGLGN
H o H o
o
O\\Tw“'N)K/\/\/\/\/\/\/\/ﬁ(OH
Cy H

H (0]

(0)

Peso molecular: 4,146.7449. LCMS34: m/3 calculado: 1,383.2483; m/3 encontrado: 1,383.4402;
m/4 calculado: 1,037.6862; m/4 encontrado: 1,037.5803

Quim. 143; Compuesto ID 1489; SEQ ID NO: 108
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[ (4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]a
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cetillJamino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil]), des1-8, 13Q, 17G, 19Q, 25P, 27E, 32L]-
hCNP37

OH

S

s
Q
N K G A Q K K G G S Q—N N F G L P L ER I G S L S8 G L G—N
H H H H
o o} o o
o
o OH
H a a N
H H
HN o JJ\/O N o JJ\/\/N
\n/\o/\/\/\N \/\O/\/\[]/\O/\/\/\N .
H H H
o H

NH
) H o)
HO” X0 o

HO

Peso molecular: 4,045.6296. LCMS34: m/3 calculado: 1,349.5432; m/3 encontrado: 1,349.3710;
m/4 calculado: 1,012.4074; m/4 encontrado: 1,012.2860

Quim. 144; Compuesto ID 1493; SEQ ID NO: 109
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoil]Jamino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]a
cetillamino]etoxi]etoxi]acetil]amino]etoxi]etoxi]acetil]), desl-8, 13Q, 19Q, 25P, 27E, 32L]-
hCNP37

OH

S

S
o
o N o
” K GAQKKGL S Q—”/\”—H FGLPLERIGSLSGL G-N
O (0] (¢] o

04 _OH

o o
H H
H N\n/\o/\/o\/\H)J\/O\/\O/\/N\n/\O/\/O\/\HMNY\IN H
o o

i
(0]
HO/'%O (¢]
HO

o

(o}

Peso molecular: 4,101.7359. LCMS34: m/3 calculado: 1,368.2453; m/3 encontrado: 1,368.0680;
m/4 calculado: 1,026.4340; m/4 encontrado: 1,026.3130

Quim. 145; Compuesto ID 1511; SEQ ID NO: 62
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(2S)-4-carboxi-2-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetil]amino]etoxi]etoxi]acetil]), desl1-6,
7G, 8Q, 9A, 10P, 13Q, 17S, 19Q, 25P, 32L]-hCNP37
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Peso molecular: 3,704.2302. LCMS34: m/3 calculado: 1,235.7434; m/3 encontrado: 1,235.6700;
m/4 calculado: 927.0576; m/4 encontrado: 927.0010

Quim. 146; Compuesto ID 1512; SEQ ID NO: 88
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(2S)-4-carboxi-2-[[(2S)-4-carboxi-2-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]butanoilJamino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]a
cetillamino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil]), desl-8, 13Q, 17G, 19Q, 25P, 32L]-
hCNP37

OH

S

J/\/U\ KGAQKKGGSQGN/Q'fFGLPLDRIGSLSGLGNj\[(OH
N 3
o/\/\/\Jj\/\/\/\/\ﬂ/\/\/\/\);r?/\'(\/\/\/\/\/\/\/\/lL

Peso molecular: 4,031.603. LCMS34: m/3 calculado: 1,344.8677; m/3 encontrado: 1,344.7600; m/4
calculado: 1,008.9008; m/4 encontrado: 1,008.8080

Quim. 147; Compuesto ID 1513; SEQ ID NO: 110

[N-terminal(17-carboxiheptadecanoil), -5E, -4E, -3E, -2E, -1E, 5Q, 13Q, 19S, 25P, 32L]-hCNP37

)M/{EHPQARKYK GAQKKGLSSG—N/["rFGLPLDRIG SLSGLGNJ\N'

?&ng
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Peso molecular: 4,828.4363. LCMS34: m/3 calculado: 1,610.4788; m/3 encontrado: 1,610.2260;
m/4 calculado: 1,208.1091; m/4 encontrado: 1,207.9160

Quim. 148; Compuesto ID 1514; SEQ ID NO: 111

[N-terminal(17-carboxiheptadecanoil), -4E, -3E, -2E, -1E, 5Q, 13Q, 19S, 25P, 27E, 32L]-hCNP37

H,N o

S,
o}

s
—N EHPQARKYK GAQKKGLSSG—”Ji"rFGLPLERIG SLSGLG—uj\NrOH
H
[0} o (o] o
NH
H
OH N o
O [o} [o}
H
N,
N OH
H
o o
o OH
OH
O OH

Peso molecular: 4,713.3489. LCMS34: m/3 calculado: 1,572.1163; m/3 encontrado: 1,571.8940;
m/4 calculado: 1,179.3372; m/4 encontrado: 1,179.1550

Quim. 149; Compuesto ID 1265; SEQ ID NO: 233
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4R)-4-carboxi-4-(17-carboxiheptadecanoilamino)
butanoillamino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil]), des1-5, 6a, 7r, 8k, 9y, 10k, 12a, 13q,
14k, 15k, 171, 18s, 19k, 21c, 22f, 241, 25k, 26, 27e, 28r, 29i, 31s, 32I, 33s, 35I, 37¢c]-hCNP37

S

IIIO

f GI1 k1 er i Gs I s G I G-N OH
H

BEN

J/\)J\/\n/rkykeaqkkGlskGN
H
o)

\ o/\/ \/\N)k/I m/\/\/\/\/\/\/\/\/lL

o~ OH
Peso molecular: 4,068.8451. LCMS34: m/4 calculado: 1,018.2113; m/4 encontrado: 1,018.1958
Quim. 150; Compuesto ID 0106; SEQ ID NO: 234
[-2P, -1G]-hCNP37

S

s
H%G Q EHPNARK Y KGANKKGTL S K G—”L‘—F G L KLDR I G S MS G L G—”%—OH
o o o

Peso molecular: 4,102.7254. LCMS34: m/3 calculado: 1,368.5751; m/3 encontrado: 1,368.362; m/4
calculado: 1,026.6814; m/4 encontrado: 1,026.529
Quim. 151; Compuesto ID 0089; SEQ ID NO: 1
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[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetil]amino]etoxi]etoxi]acetil])]-nCNP22

S

OH
o) N/}FLSKG-N/‘;]—FGLK LDRIGSMSGL G-Nj\,(
TN H H
o) o) o) o) o)

HNJ/

HO o
O H (0]
H
(0] (0]

Peso molecular: 2,913.4725. LCMS34: m/3 calculado: 972.1575; m/3 encontrado: 971.844; m/4
calculado: 729.3681; m/4 encontrado: 729.131

Quim. 152; Compuesto ID 0230; SEQ ID NO: 235
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetil]), -5G, -4Q,
-3A, -2P, -1G, 2A, 3P, 4G, 5Q, 7P, 8G, 9Q, 10A, 11P, 12G, 13Q, 14A, 15P]-hCNP37

S

s
[¢]
o N
I H%QAPGQAPGQ APGQAPGQAP GLSKG*N F G L K LDRIGSMSGLG*H OH
o ) 0 0

g (o] H (0]
HNE/\O/\/O\/\HJK/\;NWLOH

Peso molecular: 4,680.3406. LCMS34: m/3 calculado: 1,561.11; m/3 encontrado: 1,560.773; m/4
calculado: 1,171.0852; m/4 encontrado: 1,170.834

Quim. 153; Compuesto ID 0231; SEQ ID NO: 1
[N-terminal([2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-
carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etox
i]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]eto

xi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil])]-nCNP22
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Peso molecular: 3,784.4112. LCMS34: m/3 calculado: 1,262.4704; m/3 encontrado: 1,262.303; m/4
calculado: 947.1028; m/4 encontrado: 946.995.
Ejemplo 2: Ensayo de la actividad de hNPR2 in vitro

O

Para evaluar la actividad in vitro de CNP22 (0065; Quim. 1) y compuestos de CNP de la invencion,
se sometieron a prueba para determinar su capacidad de inducir la produccion de monofosfato de
guanosina ciclico (GMPc) en células indicadoras que expresan el receptor del péptido natriurético
humano 2 (hNPR2).

Cultivo celular: Para producir la linea celular indicadora, las células HEK293 (ATCC® CRL-1573™)
se transfectaron de manera estable con el plasmido indicador pGloSensor-42F (indicador de GMPc -
luciferasa GloSensor, Promega) y un plasmido de expresion que codifica el receptor hANPR2. Se aisl6
un clon de una sola célula para la linea celular indicadora. Cuando las células indicadoras se exponen
a un compuesto activador de hNPR2, hNPR2 provoca la produccion de GMPc. La luciferasa
GloSensor, producida a partir del plasmido pGloSensor-42F, se une a GMPc y esta union induce un
cambio conformacional de la luciferasa GloSensor, lo que activa la enzima de cualquier otra manera
inactiva. La luciferasa GloSensor activa es capaz de convertir la luciferina en oxiluciferina, un
proceso que produce bioluminiscencia. Tras la lisis celular y el suministro del sustrato de luciferasa,
la actividad de luciferasa puede cuantificarse mediante la deteccion de la luminiscencia. Por lo tanto,
la adicion de un compuesto activador de hNPR2 y la adicion subsecuente del reactivo de deteccion a
las células indicadoras provoca la generacion de luminiscencia de una manera dependiente de la dosis.
Al someter a prueba un nimero de concentraciones diferentes del compuesto activador de hNPR2,
puede determinarse una concentracion efectiva media maxima (EC50). Esta medicién, también
denominada potencia in vitro, se informa para todos los compuestos sometidos a prueba. En todos los
experimentos de actividad in vitro, se us6 CNP22 como control positivo en placa para determinar la
activacion de hNPR2. Para reducir la variacion entre ensayos, también informamos la potencia de

cada compuesto con relacion a la potencia del control de CNP22 en cada placa.
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Procedimiento: Las celulas HEK293-hNPR2/clon 35 de GloSensor se cultivaron continuamente en
medio de seleccion (DMEM que contiene FCS al 10 %, P/S al 1 %, G418 a 200 pg/ml e higromicina
a 100 pg/ml). Para realizar el ensayo, las células se desprendieron con TrypLE Express (Gibco
#12604013), se hizo pasar a través de un filtro de células de 70 um, se contaron y se sembraron en
medio de ensayo a 30 pl/pocillo (DMEM sin rojo fenol y con P/S al 1 %) a 10,000 células/pocillo
en placas blancas de 384 pocillos (Perkin EImer #6007680) durante toda la noche. Al dia siguiente,
los compuestos de prueba se diluyeron en serie en medio de dilucion (DMEM sin rojo fenol que
contenia OVA al 1 % (Sigma #A5505 lote 04M7001V), Tween20 al 0.01 % (Roche #33766700) y
P/S al 1 %) y subsecuentemente se afiadieron a las células 10 ul/pocillo de los compuestos de prueba
diluidos. Para cada compuesto, se sometieron a prueba diez concentraciones diferentes en el
intervalo de 0.25 pM — 10 uM. Después de 30 minutos de incubacion a 37 °C y 5 % de COy, se
afiadio un reactivo de deteccion Bright-Glo a 40 ul/pocillo (Promega # E2650). Inmediatamente
después o después de 15 minutos, se detectd la luminiscencia mediante un lector de placas EnVision
Multimode (PerkinElmer). Para determinar la potencia in vitro o EC50 de cada compuesto de prueba,
se realizd una regresion logistica de cuatro parametros en los datos sin procesar para cada compuesto
de prueba mediante el uso del paquete de Python SciPy optimize. Los valores promedio de EC50 se
enumeran como “hNPR2 0 % HSA. [EC50 (nM)]” en la Tabla 2. Se calculd una potencia relativa
mediante la siguiente expresion: EC50 (control en placa de CNP22)/EC50 (compuesto de
prueba)*100, mostrada como “hNPR2 0% HSA. [EC50 % CNP rel]” en la Tabla 2. Se midi6 un
minimo de dos réplicas para cada compuesto de prueba. Los valores informados son promedios de
las réplicas y se enumeran en la Tabla 2.

Tabla 2 — Potencias de NPR2 humano in vitro de los compuestos de CNP:

hNPR2 0% HSA.[EC50 | hNPR2 0%  HSA.
ID del compuesto (ref. quim) | (nM)] [EC50 % CNP rel]
0065 (CNP22, quim. 1) 0.28 100.0
1510 0.05 139.2
0312 0.47 80.0
0776 0.58 33.2
1235 1.17 27.2
0262 15.44 1.8
0296 5.50 3.6
0313 48.37 0.7
0334 124.43 2.0
1221 1.17 35.9
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1222 2.94 14.3
1223 1.05 6.77
1224 0.86 16.9
1225 2.23 29.4
1226 2.95 7.5
1227 1.01 38.2
1228 11.03 12.3
1229 4.44 5.3
1230 6.98 4.2
1231 5.62 4.1
1232 1.63 16.0
1233 0.81 49.7
1236 3.40 6.1
1237 1.95 11.8
1240 4.01 11.2
1241 1.35 30.5
1242 6.58 5.4
1274 7.66 13.2
1287 12.78 2.9
1288 12.42 3.0
1289 12.97 2.9
1290 5.30 7.0
1302 2.80 26.5
1303 1.48 25.5
1304 291 20.7
1305 6.98 8.7
1309 1.35 33.3
1310 6.88 10.4
1311 6.79 12.7
1312 7.82 9.0
1322 4.73 1.9
1323 11.24 0.8
1324 5.51 1.6
1338 6.77 1.3
1339 1.03 155
1340 0.18 44.4
1341 0.48 16.7
1345 0.38 21.1
1346 0.47 17.0
1347 0.52 154
1348 0.35 31.4
1350 0.39 41.0
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1351 0.29 55.2
1352 0.39 38.6
1353 1.22 9.0
1354 0.40 21.5
1355 0.39 28.2
1356 0.49 22.4
1357 2.53 4.3
1359 0.39 28.2
1360 0.73 151
1375 0.68 16.2
1376 0.12 91.7
1377 0.39 28.2
1378 0.33 28.6
1379 0.35 33.5
1380 0.72 15.7
1381 0.25 38.7
1382 0.23 43.8
1383 0.25 43.1
9384 0.10 53.7
1385 0.35 30.7
1386 0.29 36.9
1387 0.46 20.6
1388 0.41 235
1389 0.13 52.3
1390 0.33 84.6
1391 0.35 37.9
1392 0.45 29.5
1393 0.42 27.8
1394 0.21 93.9
1395 0.04 60.2
1396 0.07 43.1
1398 0.14 55.6
1399 0.13 137.0
1400 0.26 85.3
1401 0.56 19.7
1402 0.24 57.6
1403 0.25 87.1
1404 0.31 81.3
1405 0.31 62.3
1406 0.28 59.1
9407 0.16 38.6
1419 0.33 37.2
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1420 0.08 87.5
1421 0.14 50.0
1422 0.28 75.3
1423 0.31 37.7
1424 0.19 36.2
1425 0.25 26.4
1426 0.19 76.2
1431 1.11 14.3
1432 0.43 26.0
1434 0.46 29.0
9435 0.07 73.6
1436 0.23 30.2
1437 0.35 19.9
1448 0.24 33.3
1449 0.16 110.0
1450 0.24 84.2
1451 0.72 47.5
1452 0.03 57.6
1453 0.04 33.5
1454 0.02 63.6
1455 0.03 43.4
1456 0.03 50.4
1457 0.02 79.4
1458 0.02 93.6
1459 0.02 76.1
1460 0.04 32.4
1461 0.20 28.9
1462 0.01 106.6
1463 0.30 20.0
1464 0.12 48.8
1465 0.25 24.0
1470 0.06 23.9
1471 0.03 40.2
1472 0.03 52.0
1473 0.01 107.7
1474 0.03 62.5
1475 0.13 46.5
1476 0.12 48.4
1477 0.13 10.3
1478 0.05 26.6
9480 0.05 45.2
1481 0.02 351
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9482 0.06 394
9483 0.30 10.2
1484 0.03 27.9
1486 0.14 6.0
1487 0.04 22.0
1488 0.03 29.3
1489 0.22 3.7
1493 0.80 115
1265 >1000 N/A
0106 0.18 201.1
0089 12.25 3.1
0230 29.23 0.4
0231 14.53 0.8

Estos datos demuestran que los compuestos de CNP probados abarcan un amplio intervalo de niveles
de activacion de NPR2 in vitro y que los compuestos de CNP cargados negativamente cominmente
muestran una potencia reducida de NPR2 in vitro con relacién a los compuestos de CNP cargados
positivamente.
Ejemplo 3: Estabilidad con neprilisina de los compuestos de CNP in vitro
Se ha informado que el CNP nativo puede metabolizarse por la neprilisina (endopeptidasa neutra,
NEP), que es una proteasa que esta ampliamente presente en el cuerpo. Por lo tanto, se configurd un
ensayo de estabilidad con neprilisina in vitro para someter a prueba la degradacion mediada por la
neprilisina de compuestos de CNP seleccionados.
Procedimiento: Brevemente, el tampén de ensayo consistio6 en tampdén de PBS (pH 7.4,
ThermoFisher Scientific) con una concentracién final de 0.005 % v/v de tween 20 (Sigma-Aldrich).
La neprilisina humana recombinante (rhNEP; R&D Systems) y los compuestos de CNP se
disolvieron en tampon de ensayo. Se incluy6 CNP22 nativo (0065, Quim. 1) como control positivo
en cada dia de incubacion. Inicialmente, se preincubé el compuesto de CNP (la concentracién final
fue 1,000 nM) en tampon de ensayo durante 10 min a 37 °C. El ensayo se inicié mediante la adicion
de rhNEP (la concentracion final fue 2 pg de proteina por ml) o tampdn de ensayo (experimento de
absorcion) y la incubacion se realiz6 a 37 °C. La reaccién se finaliz6 en puntos temporales
seleccionados (0.5; 5; 15; 30; 60; 90 y 120 min) mediante la adicién de un volumen de mezcla de
incubacion a tres volumenes de etanol (que contenia 1 % v/v de acido férmico). La mezcla se
centrifug6 a 13,000 rpm a 4 °C durante 20 minutos. Después de la centrifugacion, se mezclé un
volumen de sobrenadante con un volumen de agua Milli-Q.
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Anélisis mediante LCMS: La mezcla se analiz6 mediante LCMS mediante el uso de una columna
analitica Acquity UPLC Peptide CSH C18 de Waters (130 A, 1.7 pm, 1*50 mm) operada a 60 °C.
Se realiz6 una elucion en gradiente con un sistema UHPLC Nexera (Shimadzu) mediante el uso de
la fase mévil A (que consistia en agua Milli-Q con &cido férmico al 0.1 %) y la fase mévil B (que
consistia en acetonitrilo con acido formico al 0.1 %). El flujo fue 0.3 ml/min. Se us6 un
espectrometro de masas zenoTOF 7600 (Sciex) como detector y se operé en modo de ionizacion por
electropulverizacion positiva. Los datos se registraron en modo de barrido completo (m/z 300-
1,700).

Se prepararon curvas de calibracién en tampon de ensayo y se trataron como muestras del estudio.
Estas muestras se usaron para calcular la concentracion del compuesto de CNP relevante en las
muestras in vitro. Se incluyeron muestras de control de calidad. Para al menos el 75 % de los
estandares y QC, la desviacion entre la concentracion nominal y calculada fue inferior al 20 %.
Todas las incubaciones se realizaron por duplicado. Los datos se informaron cémo por ciento
restante a los 90 min (basado en las concentraciones calculadas) en comparacién con la
concentracion promedio en las muestras de puntos temporales de 0.5 min. Un ejemplo de siete
compuestos y CNP22 (0065, Quim. 1) se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3 - Por ciento restante de compuestos de CNP tras la incubacién con rhNEP durante 90 minutos

Compuesto Resto del original después de 90 min (%)
0065* (CNP22) 1.7
0106 95.1
9384 87.8
9407 96.6
9435 93.2
9480 98.3
9482 96.3
9483 105.6

*: Analizar como control positivo dentro de cada experimento

Estos datos demuestran que los compuestos de CNP de la presente invencion son sustancialmente
estables en presencia de neprilisina humana recombinante en comparacion con CNP22 que se
degrada rapidamente.

Ejemplo 4: Calculo de la carga neta del péptido

La carga de un grupo ionizable en un péptido a un pH dado puede calcularse mediante el uso de la
ecuacion de Henderson-Hasselbalch, mediante el uso de constantes de disociacion de acidos (pKa)
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determinadas empiricamente para cada residuo de aminoécido o grupo modificador como se conoce
bien en la técnica, por ejemplo, como mediante el método descrito por B. Skoog y A. Wichman
(Trends in Analytical Chemistry, 1986, vol. 5, pp. 82-83.) y L. Kozlowski (Biology Direct, 2016,
11:55). Esto se muestra para aminoacidos o grupos modificadores cargados negativamente en la
Ecuacion 1y para aminoacidos y grupos modificadores cargados positivamente en la Ecuacion 2, en
las que pKn es el pKa del grupo cargado negativamente y pKp es la pKa del grupo cargado
positivamente y donde el pH en la ecuacion es el pH de interés. La carga neta de un péptido a un pH

dado es entonces la suma de las cargas negativas y positivas de todos los grupos ionizables en el

péptido.
Ecuacion 1:
n
-1
Z 1 + 10pkn-pH
i=1
Ecuacion 2:

n
1
Z 1+ 10PH-PKD
i=1

Para los residuos de aminoacidos naturales, las constantes pKa tabuladas se usan para terminales
libres y sitios ionizables en las cadenas laterales. Los valores de pKa para aminoacidos modificados
y grupos modificadores se estimaron mediante el paquete ACD/Labs ver. 12 y también se muestran
en la Tabla 4.

Como un ejemplo, para calcular la carga neta del compuesto 9482 a pH 7.4, la suma de las cargas
negativas portadas por las posiciones Cys37 (acido C-terminal), Asp27, Glu2, gGlu (1), gGlu (2),
gGlu (3), gGlu (4), gGlu (5) y acido graso C18d es menos 8.995 Fd cuando se usan los valores de
pKa mostrados en la Tabla 4. La suma de las cargas positivas portadas por las posiciones Arg28,
Lys15, Lys14, Lys10, Lys8, Arg7 e His3 es 6.162 Fd. La carga neta es entonces la suma de lo anterior
gue es menos 2.833.

Los valores de carga calculados para el pH seleccionado (pH 7.4 y pH 6.5) mediante el uso del
principio anterior para los compuestos de CNP de la presente invencion se muestran en la Tabla 5.
Tabla 4: Valores de pKa para terminales, cadenas laterales de aminoacidos y grupos modificadores

usados al calcular pl y carga neta de los compuestos de CNP

Residuo N-terminal C-terminal Cadena lateral
Ala 7.8 3.7 N/A
Arg 7.4 3.6 13.3
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Tabla 5: Valores calculados de carga neta (Q) a pH 7.4 y carga neta a 6.5 para los compuestos de

CNP

Asn 6.1 3.5 N/A
Asp 7.4 3.5 4.2
Cys 6.1 3.3 9.1
Gln 6.9 3.5 N/A
Glu 8.4 3.5 4.4
Gly 7.3 3.7 N/A
His 6.1 3.1 6.7
lle 7.9 3.7 N/A
Leu 7.9 3.7 N/A
Lys 7.2 3.6 10.4
Met 6.9 3.5 N/A
Phe 7.0 3.6 N/A
Pro 8.9 34 N/A
Ser 6.3 3.3 N/A
Thr 6.3 3.3 N/A
Trp 7.7 3.7 N/A
Tyr 7.3 3.7 9.8
Val 7.9 3.7 N/A
Cys en disulfuro 6.1 3.3 N/A
C18d N/A N/A 4.8
C20d N/A N/A 4.8
Tetrazol-C18 N/A N/A 5.1
gGlu N/A N/A 3.5

NUm. Quim ID del compuesto | Q (pH=7.4) | Q (pH=6.5)
1 0065 1.4 1.9
2 1510 5.4 6.4
3 0312 4.0 4.0
4 0776 4.0 4.0
5 1235 0.2 0.6
6 0262 -3.0 -3.0
7 0296 -3.0 -3.0
8 0313 -3.0 -3.0
9 0334 -3.0 -3.0

10 1221 0.0 0.0
11 1222 -1.0 -1.0
12 1223 -2.0 -2.0
13 1224 -1.0 -1.0
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14 1225 -1.0 -1.0
15 1226 -3.0 -3.0
16 1227 -2.0 -2.0
17 1228 -4.0 -4.0
18 1229 -1.0 -1.0
19 1230 -2.0 -2.0
20 1231 -2.0 -2.0
21 1232 0.0 0.0
22 1233 0.0 0.0
23 1236 -1.8 -14
24 1237 -0.8 -0.4
25 1240 -1.8 -14
26 1241 -0.8 -0.4
27 1242 -2.8 -2.4
28 1274 -3.0 -3.0
29 1287 -4.0 -4.0
30 1288 -4.0 -4.0
31 1289 -4.0 -4.0
32 1290 -3.0 -3.0
33 1302 -1.8 -14
34 1303 -1.8 -14
35 1304 -2.7 -1.8
36 1305 -1.8 -14
37 1309 -0.8 -04
38 1310 -1.8 -14
39 1311 -1.8 -14
40 1312 -2.8 -2.4
41 1322 -0.5 0.9
42 1323 -1.5 -0.2
43 1324 -1.7 -0.8
44 1338 -2.0 -2.0
45 1339 -2.0 -2.0
46 1340 -0.7 0.2
47 1341 -1.7 -0.8
48 1345 -05 0.9
49 1346 -1.5 -0.2
50 1347 -0.8 -0.4
51 1348 -0.8 -04
52 1350 -0.7 0.2
53 1351 -0.7 0.2
54 1352 -1.8 -14
55 1353 -0.8 -0.4
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56 1354 -0.8 -0.4
57 1355 0.0 0.0
58 1356 -1.0 -1.0
59 1357 -0.8 -04
60 1359 -0.8 -04
61 1360 -1.7 -0.8
62 1375 -1.0 -1.0
63 1376 -1.0 -1.0
64 1377 -1.0 -1.0
65 1378 -2.0 -2.0
66 1379 -1.8 -14
67 1380 -2.8 -2.3
68 1381 -2.2 0.1
69 1382 -1.7 -0.8
70 1383 -2.4 -0.5
71 9384 -1.0 -1.0
72 1385 -2.0 -2.0
73 1386 -1.0 -1.0
74 1387 -3.0 -3.0
75 1388 -2.0 -2.0
76 1389 -1.8 -14
77 1390 -3.8 -3.4
78 1391 -1.0 -1.0
79 1392 -2.0 -2.0
80 1393 -2.0 -2.0
81 1394 -0.8 -04
82 1395 -1.8 -14
83 1396 -1.8 -14
84 1398 -2.7 -1.8
85 1399 -2.7 -1.8
86 1400 -2.7 -1.8
87 1401 -3.8 -3.4
88 1402 -3.8 -3.4
89 1403 -3.8 -3.4
90 1404 -3.8 -3.4
91 1405 -3.8 -3.4
92 1406 -2.8 -2.4
93 9407 -2.0 -2.0
94 1419 -1.7 -0.8
95 1420 -1.7 -0.8
96 1421 -1.0 -1.0
97 1422 -0.8 -0.4
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98 1423 -0.8 -0.4
99 1424 -1.0 -1.0
100 1425 -1.8 -14
101 1426 -0.8 -04
102 1431 -1.8 -14
103 1432 -1.8 -14
104 1434 -1.8 -14
105 9435 -1.0 -1.0
106 1436 -1.0 -1.0
107 1437 -1.8 -14
108 1448 -2.8 -2.4
109 1449 -2.7 -1.8
110 1450 -1.8 -14
111 1451 -0.8 -04
112 1452 -2.0 -2.0
113 1453 -2.0 -2.0
114 1454 -1.0 -1.0
115 1455 -1.0 -1.0
116 1456 -1.0 -1.0
117 1457 -1.0 -1.0
118 1458 -1.0 -1.0
119 1459 -1.0 -1.0
120 1460 -2.0 -2.0
121 1461 -1.8 -14
122 1462 -1.0 -1.0
123 1463 -1.0 -1.0
124 1464 -2.0 -2.0
125 1465 -2.0 -2.0
126 1470 -1.0 -1.0
127 1471 -2.8 -2.4
128 1472 -1.8 -14
129 1473 -1.8 -14
130 1474 -1.8 -14
131 1475 -2.0 -1.9
132 1476 -2.0 -1.9
133 1477 -2.0 -2.0
134 1478 -1.0 -1.0
135 9480 -2.0 -2.0
136 1481 -2.0 -2.0
137 9482 -2.8 -2.4
138 9483 -1.8 -14
139 1484 -1.0 -1.0
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140 1486 -1.0 -1.0
141 1487 -1.0 -1.0
142 1488 -1.0 -1.0
143 1489 -1.0 -1.0
144 1493 -1.0 -1.0
145 1511 -1.0 -1.0
146 1512 -1.0 -1.0
147 1513 -2.8 -2.3
148 1514 -1.8 -1.3
149 1265 4.0 4.0
150 0106 6.1 6.6
151 0089 -1.0 -1.0
152 0230 -1.0 -1.0
153 0231 -1.0 -1.0

Ejemplo 5: Solubilidad de los compuestos de CNP

Para evaluar la idoneidad de los compuestos de CNP para una formulacién liquida soluble, se midid
la solubilidad de los compuestos de CNP en tampones farmacéuticamente relevantes. Se examino la
solubilidad a dos niveles de pH diferentes (pH 4.0 y pH 6.5) ya que se espera que el pH afecte la
solubilidad.

Preparacion de muestras a pH 4.0: Las muestras a pH 4.0 de los compuestos de CNP se prepararon
mediante la mezcla del péptido secado por congelacién con un tampon acetato de sodio 5 mM,
glicerol 250 mM pH 4.0 a temperatura ambiente a una concentracion nominal de al menos 4,000-
5,000 nmol/ml. EI pH de las muestras se midio y se ajustd a pH 4.0, y las muestras se dejaron
equilibrar a temperatura ambiente hasta el dia siguiente si no se habian disuelto completamente.
Preparacion de muestras a pH 6.5: Las muestras a pH 6.5 de los compuestos de CNP se prepararon
al disolver el péptido secado por congelacion en agua. Mientras se agitaba, una parte de la solucién
peptidica se transfirié a un tampdn que consiste de fosfato de sodio 41 mM y glicerol 118 mg/ml,
pH 7.5-8.0, seguido de la adicion de hidroxido de sodio diluido seguido de otra parte de la solucion
peptidica y la adicional posterior de hidréxido de sodio diluido. Este procedimiento se repitio hasta
que se habia afadido toda la solucion peptidica, donde se habia alcanzado una concentracion nominal
de al menos 4,000-5,000 nmol/ml y la composicion tampdn fue fosfato de sodio 8 mM, glicerol 23
mg/ml. El pH de las muestras se midid y se ajusté a pH 6.5, y las muestras se dejaron equilibrar a

temperatura ambiente hasta el dia siguiente si no se habian disuelto completamente.
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Procedimiento: Las muestras a pH 4.0 se prepararon como se describi6 anteriormente y se determind
la concentracién del compuesto en el sobrenadante mediante el uso de CAD (Método F, CADO2).
La concentracion del compuesto a pH 4.0 representa la solubilidad a pH 4.0 y los valores medidos
se proporcionan en la Tabla 6.

Tabla 6: Solubilidad de los compuestos de CNP formulados a pH 4.0

ID del compuesto (ref. quim.) | Solubilidad a pH 4.0 (UM)
1351 6168
1381 8995
1389 8896
1422 8286
1426 11242
9435 7416
1470 6476
1473 5832
1474 6376
1478 6507
9480 23
9482 99
9483 4964
1484 0
1489 5932

Las muestras a pH 6.5 se prepararon como se describio anteriormente y se determind la
concentracion del péptido en el sobrenadante mediante CAD (Método F, CADO02). La concentracion
del péptido a pH 6.5 representa la solubilidad a pH 6.5 y los valores medidos se proporcionan en la
Tabla 7.

Tabla 7: Solubilidad de formulaciones de los compuestos de CNP a pH 6.5

ID del compuesto Solubilidad a pH 6.5 (UM)
0745 872
1218 2160
1303 4840
1304 6661
1310 7610
1318 6100
1352 7727
1354 440
1375 3131
1377 443
1378 8923
1379 2674
1382 3175
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9384 7559
1386 490
1389 426
1392 9877
1402 10021
1404 6883
1406 5670
9407 6687
1411 3296 (a pH 5.5)
1417 1928
1419 318
1420 1409
1421 857
1432 9825
1434 8514
9435 2356
1453 7885
1457 8955
1470 595
1473 1764
1474 969
1477 5346
1478 2177
9480 6166
9482 5323
1484 2332

Como regla general, solo las muestras que contenian mas de 4,000 uM se sometieron a pruebas
adicionales como se describe mas abajo.

Estos resultados demuestran que los compuestos de CNP de la presente invencién pueden formularse
en tampones farmacéuticamente relevantes a concentraciones adecuadas para la administracion s.c.
Ejemplo 6: Ensayo de tioflavina T (ThT)

El ensayo ThT se us6 para evaluar la estabilidad fisica de los compuestos de CNP y su idoneidad
para la formulacion liquida. La baja estabilidad fisica de los péptidos puede conducir a la formacion
de fibrillas amiloides, que se observan como estructuras macromoleculares similares a hilos bien
ordenadas en la muestra, que eventualmente dan como resultado la formacion de gel. Esto se ha
evaluado tradicionalmente por inspeccion visual de la muestra. Sin embargo, ese tipo de medicion
es muy subjetiva y depende del observador. Por lo tanto, la aplicacion de una sonda indicadora de

molécula pequefia es mucho maés ventajosa. La tioflavina T (ThT) es una sonda de este tipo y tiene
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una firma de fluorescencia distintiva cuando se une a las fibrillas [Naiki y otros (1989) Anal.
Biochem. 177, 244-249; LeVine (1999) Methods. Enzymol. 09, 274-284].

Procedimiento: Se afiadio tioflavina T a las muestras de sobrenadantes del ejemplo 5 (pH 4.0 y 6.5)
mediante el uso de una solucion madre acuosa de ThT hasta una concentracion final de
aproximadamente 1 uM en las muestras. Las alicuotas de muestras de 150 pl se colocaron en una
placa de microtitulacion de 96 pocillos (Packard OptiPlate-96, poliestireno blanco). Usualmente, se
aplicaron a la placa de dos a tres réplicas de cada muestra. La placa se sellé y se coloco en un lector
de placas de fluorescencia (Fluoroskan Ascent FL) y se incubd a 37 °C con agitacion orbital (960
rpm; amplitud 1 mm). Las mediciones de la fluorescencia se realizaron cada 20 minutos mediante el
uso de excitacion mediante un filtro de 444 nm y la medicién de la emision mediante un filtro de
485 nm. Entre cada medicion, la placa se agito y se calenté como se describi6é anteriormente y el
ensayo se finaliz6 después de 45 horas. Las mediciones de fluorescencia para cada pocillo de la placa
de microtitulacion se representaron graficamente frente al tiempo y se estimo el tiempo de retardo
(tiempo hasta que se observé un aumento en la fluorescencia de ThT).

Para evaluar la pérdida del péptido disuelto después de 45 h de incubacion, la recuperacion del
péptido se midié como la relacion entre el area total del pico después de la incubacion frente a antes
de la incubacion mediante el uso del método RP-UPLC descrito mas abajo.

Medicién del tiempo de retardo y el % de recuperacion del péptido mediante el uso de RP-UPLC:
La RP-UPLC se realizd mediante el uso de una columna UPLC Waters Acquity BEH C18 1.7 um
(2.1 x 30 mm) (Eluyente A: TFA al 0.1 %v/v en agua; Eluyente B: TFA al 0.1 %v/v en
acetonitrilo/agua 4:1) con elucion por gradiente (0 min: 95 % A; 2 min: 20 % A; 2.3 min: 20 % A,
2.4 min: 95% A; 9 min: 95 % A) en un régimen de flujo de 0.9 ml/min y una temperatura de columna
de 30 °C. Se us6 deteccion UV a 215 nm para evaluar el area del péptido total.

Las muestras a pH 4.0 se prepararon como se describi6 en el ejemplo 5y se sometieron al ensayo
ThT como se describi6 anteriormente. Los valores de tiempo de retardo y de recuperacion del péptido

se proporcionan en la Tabla 8.

Tabla 8: Tiempo de retardo del ensayo ThT y recuperacion del péptido de compuestos de CNP a pH 4.0

ID del compuesto Tiempo de retardo (h) a pH Recuperacion del péptido (%) a
4.0 pH 4.0

1351 45 110

1381 45 112

1422 45 99

1426 0.33 0
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1389 45 117
9435 45 111
1473 45 118
1470 45 121
1474 45 161
1478 0.33 3
9483 45 74
1489 45 99

Las muestras a pH 6.5 se prepararon como se describid en el ejemplo 5 y se sometieron al ensayo
ThT como se describi6 anteriormente. Los valores de tiempo de retardo y de recuperacion del péptido

se proporcionan en la Tabla 9.

Tabla 9: Tiempo de retardo del ensayo ThT y recuperacion del péptido de compuestos de CNP a pH 6.5

ID del compuesto | Tiempo de retardo (h) a pH Recuperacién del péptido (%) a
6.5 pH 6.5

1318 45 105
1218 45 89
1303 5 16
1310 45 117
1375 45 88
1304 45 141
1352 23 0

9384 45 135
9407 45 128
1411 45 112
1417 45 119
1382 45 157
1432 45 188
1434 45 127
1378 2.5 23
1392 45 118
9435 45 99
1402 45 123
1404 45 148
1406 45 120
1453 45 109
1457 45 109
1477 23 16
1478 45 99
9480 45 104
9482 45 93
1484 4 98
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En conclusion, este experimento demuestra que la mayoria de los compuestos de CNP de la
invencion pueden formularse en tampones farmacéuticamente relevantes con baja propension a la
formacion de fibrillas.

Ejemplo 7: Medicion de proteinas de alto peso molecular (HMWP)

Para evaluar la propension de los compuestos de CNP a formar dimeros u oligémeros covalentes
cuando se formulan, se determind el contenido de proteinas de alto peso molecular de las
formulaciones de compuestos de CNP a pH 4.0y 6.5.

Procedimiento: La cantidad relativa de HMWP covalente se evalué mediante el uso de SEC-UPLC.
La SEC-UPLC se realiz6 mediante el uso de una columna UPLC Waters proteina BEH SEC, 125 A,
4.6 x 150 mm, 1.7 mm, con elucion isocratica (NaCl 0.3 M, NaH2PO4 10 mM y H3POs4 5 mM,
isopropanol al 50 % (v/v), pH 2.4) con un régimen de flujo de 0.3 ml/min, una temperatura de
columna de 50 °C con deteccion UV a 215 nm. El area total de los picos que eluyen antes del pico
principal monomérico se denomind HMWP y se proporciond en una escala de porcentaje con
relacion al area total del pico del péptido.

Resultados: Formacién de HMWP después de 2 semanas de incubacion en reposo a 37 °C: Las
muestras a pH 4.0 se prepararon como se describio en el ejemplo 5 y la cantidad de HMWP se
determin6 como se describi6 anteriormente. Las muestras se incubaron durante dos semanas a 37 °C
y se determin6 nuevamente la cantidad de HMWP. El aumento en HMWP durante dos semanas de
incubacion a 37 °C se informa en la Tabla 10 (en caso de que el periodo de incubacion se desviara
de dos semanas, el aumento en HMWP se normalizé a dos semanas asumiendo una velocidad de
formacion constante).

Tabla 10: Formacion de HMWP en 2 semanas a pH 4.0 (%)

ID del compuesto % con relacion al area total del pico
1351 1.94
1381 0.84
1422 36
1389 1.43
9435 1.07
1473 0.9
1470 1.75
1473 1.26
1474 1.6
1478 1.98
9483 3.0
1489 2.12
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Las muestras a pH 6.5 se prepararon como se describi6 en el ejemplo 5 y la cantidad de HMWP se
determin6 como se describio anteriormente. Las muestras se incubaron durante dos semanas a 37 °C
y se determind nuevamente la cantidad de HMWP. El aumento en HMWP durante dos semanas de
incubacion a 37 °C se informa en la Tabla 11 (en caso de que el periodo de incubacion se desviara
de dos semanas, el aumento en HMWP se normalizé a dos semanas asumiendo una velocidad de
formacion constante).

Tabla 11: Formacion de HMWP en 2 semanas a pH 6.5 (%)

ID del compuesto % con relacion al area total del pico
1318 1.18
1218 0.43
1310 0.87
1304 1.55
1352 0.82
9384 1.5
9407 12
1411 0.62
1417 3.19
1382 0
1432 2.89
1434 3.2
1378 6.67
1392 0.33
9435 1.93
1402 2.19
1404 1.8
1406 2.77
1453 3.94
1457 3.24
1477 1.83
9480 2.65
9482 1.96

En conclusién, este experimento demuestra que los compuestos de CNP de la invencion pueden
formularse en tampones farmacéuticamente relevantes con baja propension a la formacion de
HMWP.

Ejemplo 8: Estabilidad quimica acelerada de los compuestos de CNP

Para determinar la estabilidad quimica de los compuestos de CNP en la formulacién, las muestras
de compuestos de CNP en tampon se expusieron a degradacion quimica acelerada mediante

calentamiento. La estabilidad de un péptido dado se evalué mediante la medicion de la recuperacion
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del péptido intacto mediante cuantificacion por RP-UPLC. Para evaluar la degradacion quimica
también se analizaron muestras de patron mediante LC-MS.

Preparacion de la muestra: Las muestras para el estudio de 2 semanas se prepararon de acuerdo con
los principios descritos en el ejemplo 5.

Las muestras para el estudio de 6 semanas se prepararon al disolver el péptido liofilizado en tampdn
(fosfato 8 mM, glicerol 250 mM, pH 7.4) a una concentracion de péptido nominal de 5,000 nmol/ml
seguido de ajuste del pH con HCI 0.1 N a pH 6.5.

Incubacion: Para el estudio de 2 semanas se extrajo una muestra de tiempo cero (TZ) y se almacend
a-18 °Cy el volumen restante se incubd a 37 °C. Se extrajeron las muestras y se almacenaron a -18
°C después de 2 semanas de incubacion. Las muestras congeladas se descongelaron, se diluyeron a
aproximadamente 200 nmol/ml y se determind el grado de la degradacion quimica mediante el uso
de LCMS como se describio.

Para el estudio de 6 semanas se extrajo una muestra de tiempo cero (TZ) y se almacené a -18 °C y
el volumen restante se incub6 a 37 °C. Se extrajeron las muestras semanalmente y se almacenaron a
-18 °C hasta el Gltimo punto temporal de obtencion de muestras a las 6 semanas. Las muestras
congeladas se descongelaron, se diluyeron a aproximadamente 200 nmol/ml y se determind el grado
de I degradacién quimica mediante el uso de RP-UPLC y LCMS como se describid.

Anélisis de la recuperacion del péptido mediante RP-UPLC: El método RP-UPLC se realiz6 en un
sistema UPLC Waters ACQUITY H-CLASS equipado con un detector PDA. La separacion se llevd
a cabo en una columna UPLC ACQUITY BEH C8 (130 A, 1.7 um, 2.1 mm X 150 mm) que opera a
una temperatura de columna de 50 °C con eluyente A (NHsH2PO4 19.59 mM, (NH4)2HPO441.71
mM, pH 6.5y MeCN 9:1 v:v) y eluyente B (MeCN al 80 % en agua). La deteccion por UV se llevo
a cabo a 214 nm. El analisis se realiz6 mediante la inyeccion de 3 ul de muestra sobre la columna
que se eluyd con un gradiente lineal de 1 etapa de los eluyentes Ay B de B al 27 a 30 % durante 20
minutos, seguido de un lavado a B al 95 % durante 2 minutos seguido de una fase de reequilibracion
durante 7 minutos a un régimen de flujo constante de 0.3 ml/min. Esto produjo un tiempo de analisis
de 30 minutos por muestra. El area del pico correspondiente al compuesto de CNP intacto se
proporciond en una escala porcentual con relacion al area total del pico del péptido.

Analisis de patrones de degradacion quimica mediante LCMS: Las muestras se analizaron en un
UPLC VANQUISH de Thermo Scientific, mediante el uso de una columna de fase inversa Waters
Acquity C18, 300 A, particulas de 1.7 pM de 1 mm x 150 mm. Los compuestos Se separaron

mediante un gradiente lineal del solvente B de 5 % a 55 % durante 48 minutos, mediante el uso del
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solvente A: agua, acido formico al 0.1 % con TFA al 0.02 % y el solvente B: acetonitrilo, acido
formico al 0.1 % con TFA al 0.02 %. Los espectros de masas se adquirieron mediante un
espectrémetro de masas Q Exactive Plus hibrido Cuadrupolo-Orbitrap, opcion BioPharma (Thermo
Scientific) interconectado con la fuente de iones H-ESI Il. Las adquisiciones de datos se realizaron
con un intervalo de barrido m/z de 500 a 2,000 y una resolucion de 30,000.

La lista de datos se agregd en una tabla sumada de los compuestos. Los encabezados de tabla se
definieron de la siguiente manera:

“Recuperacion': Las recuperaciones del pico del compuesto (es decir, la intensidad del pico principal
en el tiempo cero que posee la masa monoisotopica de los compuestos) estan normalizadas con
respecto al pico del compuesto en un punto temporal dado; “Isdémeros”: como la intensidad sumada
de los picos con masas isobaricas con respecto al compuesto principal, que se segregan en la
dimension RT; “Pérdida de 18 amu”: es decir, la intensidad sumada de los picos con masas 18 amu
menores que el pico del compuesto de CNP, que se segregan en la dimensién RT; Fragmentos: la
intensidad sumada de los picos con una masa 50 amu menor que el pico del compuesto y los picos
con una masa 18 amu mayor que la masa del compuesto, que se segregan en la dimension RT y se
desarrollan con el tiempo y se supone que se derivan de la escision hidrolitica de la cadena principal
del péptido; y finalmente “Otros”: contiene la suma de las intensidades de los picos con una adicion
de 32 amu o dimeros del pico principal, que se desarrollan con el tiempo.

Resultados: Los resultados del analisis mediante LCMS de un estudio de degradacion acelerada de
2 semanas en varios compuestos de CNP de la presente invencion se resumen en la Tabla 12. Los
resultados del analisis mediante RP-UPLC y LCMS de un estudio de degradacién acelerada de 6
semanas en el compuesto de CNP 9482 (Quim. 137) se resumen en la Tabla 13 y la Tabla 14,
respectivamente.

Tabla 12: Patron de degradacion quimica y recuperacion de los compuestos de CNP después de 2

semanas de incubacion a 37 °C:

Com- Tampodn Recuperacion | Isdbmeros Perdida  de Fragmentos | Otros
puesto 18 amu
TZ | 2S TZ |2S |TZ | 2S TZ | 2S TZ | 2S

fosfato de sodio 8
9407 mM, glicerol 250 | 100 | 98.5 0 11 |0 0 0 0.7 0.1 |0.3
mM pH 6.5

acetato de sodio 5
9435 mM, glicerol 250 | 100 | 92.9 0 06 |0 4.1 0 0 0.0 | 0.0
mM, pH 4
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fosfato de sodio 8
9480 mM, glicerol 250 | 100 | 1005 |0 0 0 0 0 0 0.0 | 0.6
mM, pH 6.5

fosfato de sodio 8
9482 mM. glicerol 250 | 100 | 99.6 0 0 0 0 0 0 0.0 |03
mM, pH 6.5

acetato de sodio 5
9483 mM, glicerol 250 | 100 | 96.2 0 0 0 0 0 0 0.2 |06
mM, pH 4

Tabla 13: Andlisis mediante RP-UPLC de la recuperacion del péptido del compuesto de CNP [9482]

durante 6 semanas:

Compuesto % con relacion al area total del pico
TZ 1 2 3 4 5 6
Semana | Semanas | Semanas | Semanas | Semanas | Semanas
9482 90.6 89.1 89.1 86.9 85.5 83.5 81.8
(Quim. 137)

Tabla 14: Andlisis mediante LCMS del patron de degradacién quimicay recuperacion del compuesto
de CNP 9482 (Quim. 137) durante 6 semanas:

Compuesto nam. Tiempo

9482 TZ 1S 2S 3S 4S 5S 6S
Recuperacion 100.00 | 100.10 | 99.50 | 98.90 | 95.10 | 94.70 | 92.30
Isémeros 0.00 0.00 0.60 1.20 1.70 2.40 3.90

Pérdida de 18

amu 0.00 0.00 0.10 0.10 0.20 0.20 0.30
Fragmentos 0.00 0.20 0.30 0.50 0.90 0.80 1.20
Otros 0.20 0.30 0.30 0.30 0.50 0.40 0.50

Estos datos muestran que un compuesto de CNP de acuerdo con la presente invencién muestra una
estabilidad quimica sustancial en la formulacion.

Ejemplo 9: Tolerancia local de los compuestos de CNP en ratas

El propdsito de este estudio fue evaluar la reaccion tisular local a la inyeccion subcutanea de los
compuestos de CNP en ratas.

Procedimiento: Los compuestos de CNP se formularon de acuerdo con los principios descritos en
Métodos generales de preparacion - Método G. A cada rata Sprague Dawley (machos, 10-11 semanas
de edad a su llegada, Janvier, Francia) se le administré s.c. con 250 o 350 ul del mismo compuesto
(concentracion de la formulacion de 1,000 nmol/ml) 120 h antes de la recoleccion de tejido, lo que
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dio como resultado un total de dos inyecciones para cada animal (Tabla 15). El sitio de inyeccion
(flanco o cuello) se alterno entre animales dentro de cada grupo y punto temporal.

Tabla 15: Cronologia experimental para el estudio de tolerancia local en ratas

Punto temporal | Actividad del estudio

Dia 0 Rasurado (por ejemplo, cuello) seguido de la 1 dosis en la zona rasurada
Dia 3 Rasurado (por ejemplo, flanco)

Dia 4 2% dosis en el area rasurada (por ejemplo, flanco)

Dia 5 Observacion de la piel, recoleccion de tejidos y finalizacion

Los animales tenian acceso a agua del grifo y a alimentos (Altromin 1324) ad libitum. El tamafio del
grupo fue n = 3 para los vehiculos y control positivo, y n = 4 para los compuestos de prueba. Los
vehiculos y compuestos se formularon en acetato de sodio 5 mM, glicerol 250 mM, pH 4.0 o0 en
fosfato de sodio 8 mM, glicerol 250 mM, pH 7.4, como se muestra en la Tabla 16.

Los animales se anestesiaron con isoflurano. Por medio de una maquina de rasurar eléctrica, se retiro
un area cuadrada de pelaje (2 cm x 2 cm) ya sea del cuello de las ratas o del area del flanco). Para la
administracion, se colocd una aguja de inyeccién nueva (canula de 25G, jeringa de 1 ml) en el medio
del borde del cuadrado mas cercano a la cabeza del animal y la aguja se insert6 en la piel desde el
borde hacia el centro del cuadrado. Por tanto, la punta de la aguja se ubica en el centro del cuadrado,
la ubicacién se marca con una pluma permanente y la formulacion se inserta en el centro del
cuadrado. El dia de la recoleccion de tejidos, las ratas se anestesiaron profundamente con isoflurano
y se les practicd la eutanasia por exanguinacién. Los sitios de inyeccion se inspeccionaron y
puntuaron con respecto a las lesiones patolédgicas. Se evaluaron los sitios de inyeccién y se registrd
cualquier cambio (ubicacion, color, forma y tamafio) y se obtuvieron muestras para la preparacion
para histologia.

Los sitios de inyeccion se retiraron y fijaron en formaldehido neutro tamponado con fosfato al 4 %
en contenedores plasticos sellados.

Cada sitio de inyeccidn se cort6 subsecuentemente en tres secciones a 0.8 cm, 1.0 cm y 1.2 cm del
borde del cuadrado donde se coloco la aguja de inyeccion y, respectivamente, estas secciones
representaban los sitios de inyeccién y el tejido adyacente. El tejido se proceso, se embebid en
parafina y se cortd en secciones finas de 2-4 um, se tifi6 con hematoxilina y eosina (HyE), y se
evalué microscopicamente con un microscopio optico. Los cambios histopatoldgicos se clasificaron
en una escala de 5 niveles (Minimo (Min), Leve (Lev), Moderado (Mod), Marcado (Mar) y Grave

(Grav)). Los estudios se resumen en la Tabla 16.
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Tabla 16 - Descripcion general del compuesto, punto temporal para la obtencién de muestras y

formulaciones

ID del Volumen de | Punto temporal Formulaciones
compuesto fadministracion| para la obtencion
de muestras (dias
S después de la
inyeccion)
1351 350 pl 5 pH=4.01; compuesto 1351, 947
nmol/ml; fosfato 8 mM; glicerol
250 mM
9384 350 pl 5 pH=7.39; 9384, 1,032 nmol/ml;
fosfato 8 mM; glicerol 250 mM
10 9407 350 pl 5 pH=7.40; 9407, 1,046 nmol/ml;
fosfato 8 mM; glicerol 250 mM
1420 350 pl 5 pH=3.98; compuesto 1420, 1,021
nmol/ml; acetato 5 mM; glicerol
250 mM
Control 350 pl 5 pH=4; 1265 1,042 nmol/ml; acetato
inactivo: 5 mM; glicerol 250 mM
15 1265
Control de 250 pl 5 pH=4.02; 0776, 4,417 nmol/ml;
carga neta acetato 5 mM; propilenglicol 240
positiva: mM
0776 350 pl 5 pH=4.02; compuesto 0776, 1,019
nmol/ml; acetato 5 mM; glicerol
250 mM
20

Resultados: Los resultados del estudio de tolerancia local se resumen en la Tabla 17.
Tabla 17: Gravedad e incidencia de reacciones subcutaneas locales* 4 o 5 dias después de la

inyeccion de los diferentes compuestos en ratas.

ID del Numero de [NUmero de inyecciones por gravedad
25 compuesto | sitios de de la necrosis
inyeccion
evaluados
Grado de NAD| Min. |Lev.| Mod. |Mar. |Grav.
gravedad *x
1351 4 4
9384 4 4
30 9407 4 4
1420 4 3 1
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1265 2 2
Control de 3 3
carga neta

positiva: 3 112

0776

* La necrosis se utiliz6 como marcador para las reacciones subcutaneas locales; **NAD = No se

detectaron anomalias

Conclusiones: El control de carga neta positiva 0776 mostrd necrosis subcuténea local de moderada
a marcada 5 dias después de las inyecciones subcutaneas en la rata.

En comparacion, los compuestos 1351, 9384, 9407 y 1420 no mostraron necrosis subcutanea local
0 s6lo leve 5 dias después de las inyecciones subcutaneas en la rata y todos se evaluaron como
aceptables para la administracion subcutanea en humanos.

Ejemplo 10: Estudio de tolerancia local de CNP en cerdos LYD

El propdsito de este estudio fue evaluar la respuesta de reaccion tisular local a la inyeccion
subcutanea de los compuestos de CNP en cerdos.

Procedimiento: En cerdos domésticos, el sitio de inyeccidn se someti6 a un examen histopatologico
después de la administracion subcutanea. Las inyecciones se colocaron a mitad del lomo entre el
hombro y la cadera a ambos lados de la linea media dorsal, y uno o dos dias antes de que los sitios
de inyeccidn de 2x2 cm se rasuraran y marcaran con tinta permanente bajo anestesia ligera.

Cada inyeccion consistio en 100 o 200 pl de formulacion con una concentracion de
aproximadamente 4400 uM. Las formulaciones de los compuestos de CNP se prepararon de acuerdo
con los principios en Métodos generales de preparacion - Método G, y fueron A) fosfato de sodio 8
mM, glicerol 250 mM, pH 6.5, B) acetato de sodio 5 mM, glicerol 250 mM, pH 4.0 o C) acetato de
sodio 5 mM, propilenglicol 240 mM, pH 4.0 y se incluyé solucién salina fisiol6gica como control
negativo.

El dia 1, los cerdos se anestesiaron ligeramente. Se usaron una pluma de insulina (NovoPen 4) y una
aguja de insulina (NovoTwist 32G/5 mm) para el depdsito preciso de las formulaciones de CNP en
el tejido graso subcutaneo con la aguja perpendicular a la piel.

El dia 5 (4 dias después de la inyeccién) o 6 (5 dias después de la inyeccion), a los cerdos se les
practico la eutanasia y los sitios de inyeccion se retiraron y fijaron en formaldehido neutro
tamponado con fosfato al 4 % en contenedores plasticos sellados. Los bloques de tejido se prefijaron

durante 2-4 horas en formol tamponado al 10 %, se cortaron en porciones de 2 mm de grosor con
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una cuchilla multiple, se examinaron para determinar los cambios macroscopicos y finalmente se
fijaron durante toda la noche en casetes. Se seleccionaron dos porciones de tejido para una
evaluacion con microscopio optico donde la reaccién tisular fue maxima o alternativamente en la
parte central del sitio de inyeccion. Se cortaron de tres a cuatro secciones de 2-4 um de tres niveles
a una distancia de 100 pm, se tifieron con hematoxilina y eosina (HyE) y se evaluaron en un
microscopio Optico. Los cambios histopatoldgicos se clasificaron en una escala de 5 niveles
((Minimo (Min), Leve (Lev), Moderado (Mod), Marcado (Mar) y Grave (Grav)). Los estudios se
resumen en la Tabla 18.

Tabla 18: Descripcion general del compuesto, punto temporal para la obtencion de muestras y las

formulaciones:

ID del Punto temporal Formulaciones
compuesto | para la obtencion
de muestras (dias
después de la
inyeccion)
9384 5 pH=6.57; compuesto 9384, 3,988 uM;
fosfato 8 mM; glicerol 250 mM (A)
9407 5 pH=6.50; compuesto 9407, 4,343 uM;
fosfato 8 mM; glicerol 250 mM (A)
9435 5 pH=4.00; compuesto 9435, 4,362 uM;
acetato 5 mM; glicerol 250 mM (B)
9480 4 pH=6.46; compuesto 9480, 4,362 uM;
fosfato 8 mM; glicerol 250 mM (A)
9482 4 pH=6.49; compuesto 9482, 4,383 uM;
fosfato 8 mM; glicerol 250 mM (A)
9483 4 pH=3.96; compuesto 9483, 4,385 uM;
acetato 5 mM; glicerol 250 mM (B)
0106 5 pH=5.5; compuesto 0106 4,321 uM,;
monohidrato de &cido citrico 1.33 mM,;
citrato 3.67 mM, trisédico; trehalosa 52
mg/ml; manosa D 15 mg/ml; L-metionina
0.73 mg/ml; polisorbato 80 0.05 mg/ml
Control de 5 pH=4.02; compuesto 0776, 4,157 uM;
carga neta acetato 5 mM; propilenglicol 240 mM (C)
positiva:
0776
Control de 5 pH=4.05; compuesto 1235, 4,528 uM;
carga neta acetato 5 mM; glicerol 250 mM (B)
positiva:
1235
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Resultados: Los resultados se resumen en la Tabla 19. * La necrosis se utilizo como marcador para
las reacciones subcutaneas locales; **NAD: No se detectaron anomalias
Tabla 19: Gravedad e incidencia de reacciones subcutaneas locales 4 o 5 dias después de la inyeccion

de los diferentes compuestos en cerdos:

ID del Numero de Numero de inyecciones por
compuesto sitios de gravedad de la necrosis
inyeccion
evaluados

Grado de N
gravedad
9384
9407
9435
9480
9482
9483
0106
Control de carga
neta positiva:
0776
Control de 4 2 2
carga neta
débilmente
positiva: 1235
En conclusion, el compuesto de control de carga neta positiva 0776 mostr6 necrosis subcutanea local

D| Min. |Lev.|Mod.|Mar. |Grav

1
1
3 1

w|w| * >

AN~~~

I S S N NI

de moderada a marcada 5 dias después de las inyecciones subcutaneas en el cerdo, mientras que el
péptido CNP 0106 con carga neta positiva sin un aglutinante de albimina de acido graso unido no
muestra reacciones observables en el sitio de inyeccion.

En comparacion, los compuestos 9480 y 9482 no mostraron necrosis subcutanea local 5 dias
después de las inyecciones subcutaneas en el cerdo; los compuestos 9384 y los compuestos 9407
mostraron necrosis subcutanea local de nula a minima 5 dias después de las inyecciones subcutaneas
en el cerdo; los compuestos 9435 y 1235 mostraron necrosis subcutanea local de minima a leve 5
dias después de las inyecciones subcutaneas en el cerdo, y el compuesto 9483 mostré necrosis
subcutanea local de nula a moderada 5 dias después de las inyecciones subcutaneas en el cerdo. Los
compuestos 9384, 9407, 9435, 9480 y 9482 se evaluaron todos como aceptables para la

administracion subcutanea en humanos.
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Ejemplo 11: PK/PD de los compuestos de CNP después de la administracion i.v. y s.c. a ratas

Para evaluar el perfil PK/PD por via i.v. y s.c. de los compuestos de CNP de la presente invencion,
las formulaciones de los compuestos de CNP se administraron a ratas, se tomaron muestras de sangre
y se midio la exposicion y la respuesta de GMPc.

Ensayo con el biomarcador GMPc: La actividad bioldgica de los compuestos de CNP in vivo se
evalué mediante la medicion de GMPc en muestras de plasma mediante precipitacion de proteinas
plasmaticas seguido de la cuantificacion con LC-MS/MS.

Para evaluar la respuesta del biomarcador monofosfato de guanosina ciclico (GMPc) en muestras
bioldgicas, después de la administracion de los compuestos de CNP a los animales del estudio, se
aplicé un procedimiento de precipitacion de proteinas plasmaéticas, seguido de cromatografia liquida
con analisis espectrométrico de masas en tandem (LC-MS/MS). En principio, la concentracion de
GMPc en las muestras de plasma del estudio, se determind mediante el uso de una curva estandar
preparada con un analito sustituto estable marcado con is6topo (SIL) (*3C10 ®Ns GMPc) como
referencia. El analito sustituto se afiadid en una matriz de blanco auténtica agrupada para cubrir un
intervalo analitico de 5 nM — 2,000 nM. Se us6 8-metoximetil-3-isobutil 1-metilxantina (MMPX)
como estandar interno. El procedimiento de precipitacion de proteinas plasmaticas se realizd
mediante el uso de un solvente organico para precipitar la proteina plasmatica, dejando un
sobrenadante que contenia las moléculas de GMPc que luego se analizarian en el instrumento LC-
MS/MS.

Para preparar las muestras estandar, se descongel6 la matriz de plasma de blanco auténtica congelada
y subsecuentemente se centrifugd durante 5 min a 4,000 RPM, a 4 °C. Se usé una solucion madre de
SIL-GMPc para preparar un estandar de 2,000 nM en plasma de blanco, que después se transfiere a
una placa de 96 pocillos Eppendorf de 1 ml (Pat. 8,636,965). Esto se colocd en un manipulador de
liquidos (TECAN Fluent 78) para preparar los estandares y los QC (5, 10, 20, 50, 100, 200, 500,
1,000, 2,000 nM) mediante dilucién en serie en plasma de blanco en una microplaca de 96 pocillos
(Chimney Well 651201). Se prepararon muestras de plasma de blanco en la misma placa. Las
muestras del estudio se descongelaron por ventilacion durante 10 min a temperatura ambiente, se
agitaron en un agitador de mesa durante 5 min a temperatura ambiente y subsecuentemente se
centrifugaron durante 5 min a 4,000 RPM a 4 °C. Las muestras se colocaron a continuacién en el
manipulador de liquidos para realizar el procedimiento de precipitacion de proteinas plasmaticas. Se
precipito un volumen de estandares, QC, cero y muestras de estudio con 4 volimenes de acetonitrilo

(OPTIMA® grado LC/MS) que contenia 30 nM de MMPX (Sigma #M2547). A continuacién, las
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muestras se agitaron en un agitador de mesa durante 4 min a temperatura ambiente, y
subsecuentemente, se centrifugaron durante 30 min, a 4,000 RPM a 4 °C, después de lo cual el
sobrenadante se transfiri6 a una nueva microplaca de 96 pocillos. Las placas se evaporaron
subsecuentemente mediante el uso de un concentrador Eppendorf plus™ durante 60 min a 30 °C.
Los residuos se reconstituyeron en un volumen de acetonitrilo al 5 % y acido férmico al 0.1 %
(RATHBURN grado LC/MS), se agitaron en un agitador de mesa durante 2 min a temperatura
ambiente y se centrifugaron durante 10 min a 4 °C. Las muestras preparadas se analizaron a
continuacion en un instrumento LC-MS/MS (Sciex ExionLC™ acoplado a un cuadrupolo triple
Sciex 6500+). La elucidon por gradiente se aplico en la LC de fase inversa, mediante el uso de acido
férmico al 0.1 % como fase movil A 'y acetonitrilo al 95 % y acido formico al 0.1 % como fase movil
B. Se us6 una columna UPLC Waters Acquity® CSH™ Fluoro-fenil 1.7 pm, 2.1 x 100 mm como
fase estacionaria y se termorregulé a 60 °C. Las SIL-GMPc, GMPc endogenas y MMPX se
detectaron en la MS/MS en modo de ion positivo mediante monitoreo selectivo de la reaccion.
Criterios de aceptacién para la ejecucion analitica: La curva estandar de SIL-GMPc se establecio
con una ponderacion 1/x2 y se evaluo en términos de linealidad, precision y exactitud. Al menos el
75 % de los estandares de calibracion tenian que cumplir los siguientes criterios cuando se calcularon
de forma retrospectiva: Los estandares de calibracion tenian que estar dentro de + 15 % de la
concentracion nominal de los estdndares de calibracion respectivos, excepto por LLOQ que tenia
que estar dentro de + 20 % de la concentracion nominal de los estandares de LLOQ. Los valores que
estén fuera de estos limites deben desecharse siempre y cuando no cambien el modelo establecido.
Si descartar un estandar de calibracion dio como resultado que otro estandar de calibracion estuviera
fuera de los limites, entonces también se desechd este estandar de calibracion.

Al menos dos tercios de las muestras de QC tenian que estar dentro del 15 % de sus valores nominales
respectivos. Un tercio de las muestras de QC pudiera estar fuera del 15 % de su valor nominal
respectivo, pero nunca mas del 50 % de las muestras de QC a la misma concentracion nominal.
Andlisis en plasma cuantitativo de los compuestos de CNP: La evaluacion de las concentraciones
plasmaticas de los compuestos de CNP se realizd mediante precipitacion de proteinas plasmaticas y
se analizaron mediante cromatografia liquida-espectrometria de masas (LC-MS). Los calibradores
se prepararon mediante la adicién de plasma blanco de rata o minicerdo con el compuesto de CNP
relevante en el intervalo de 0.5 a 2,000 nM. Los calibradores, los blancos de plasma o las muestras
del estudio se prepararon para TF-LC-MS mediante precipitacion de proteinas mediante la adicion

de tres o cuatro volimenes de etanol o metanol que contenian 20 nM de estandar interno a un
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volumen de muestra. Para algunos compuestos, se afiadio acido formico al reactivo de precipitacion
(la concentracion final fue 1 % v/v). Después de la adicion del reactivo de precipitacion, la mezcla
se centrifugd a 6,200 rpm a 4 °C durante 30 minutos. Despueés de la centrifugacion, se mezclé un
volumen de sobrenadante con dos volumenes de agua (con &cido formico al 1 %). La mezcla se
analiz6 mediante TF-LC-MS mediante el uso de una columna de turboflujo Cyclone (0.5 x 50 mm,
ThermoFisher Scientific) y una columna analitica XBridge proteina BEH C4 3.5 um 300 A o
XBridge proteina BEH C18 3.5 um 130 A (ambas eran de 50 x 2.1 mm y se obtuvieron de Waters).
Se realizé una elucidén por gradiente mediante el uso de la fase movil A (que consiste de agua milli-
Q con &cido férmico al 1 % y metanol/acetonitrilo al 5 % (50/50)) y fase mévil B (que consiste de
metanol/acetonitrilo (50/50) con acido férmico al 1 % y agua milli-Q al 5 %). El espectrometro de
masas se hizo funcionar en modo de ionizacion positiva. Se usé un espectrometro de masas TSQ
Altis (ThermoFisher Scientific) como detector en el modo de monitoreo de la reaccién seleccionado
(la transicion especifica se optimiz6 para cada compuesto de CNP). Se usaron curvas de calibracion
lineales (pesadas 1/x2) para calcular la concentracion en las muestras de plasma. Se incluyeron
muestras de control de calidad. La desviacion entre la concentracién nominal y la calculada en los
calibradores y las muestras de control de calidad estuvo més abajo del 15 %.

Animales y administracion: Grupos de 4-6 ratas (machos, Sprague Dawley, 350 g a su llegada,
Janvier, Francia) por compuesto y via de administracion se administraron con un compuesto de CNP
formulado en A) fosfato de sodio 8 mM, glicerol 250 mM, polisorbato 20 al 0.007 %, pH 7.4 o0 B)
acetato de sodio 5 mM, glicerol 250 mM, polisorbato 20 al 0.007 %, pH 4.0, en dependencia del
compuesto respectivo. La dosis s.c. fue 300 nmol/kg, a una concentracion de 1,000 nmol/l, que dio
como resultado un volumen de administracion de dosis de 0.3 ml/kg, mientras que la dosis i.v. fue
100 nmol/kg, a una concentracion de 100 nmol/l, que dio como resultado un volumen de
administracion de 1 ml/kg.

Obtencion de muestras: Se recolectaron muestras de sangre sublinguales de 250 ul de ratas no
anestesiadas en viales recubiertos con EDTA (Microvette 600K3E # ref. 15.1673.100 Sarstedt) al
inicio (-1 h antes de la administracién) asi como también 5 min (solo grupos administrados i.v.), 2
h, 6 h, 24 h, 48 h'y 72 h (solo para el analisis de exposicion) después de la administracion. Las
muestras de sangre se almacenaron rapidamente en hielo y se centrifugaron (4 °C, 8,000 RPM, 5
min) dentro de los 10 minutos después de la recoleccion. Muestras de plasma de 50 ul se transfirieron

a cada tubo micronic para el analisis de exposicion o de GMPc, se mantuvieron en hielo seco y se
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almacenaron en un congelador (-20 °C). Las ratas tenian acceso a alimentos (Altromin) y agua del
grifo ad libitum.

Analisis: Los parametros de PK se calcularon mediante analisis no compartimental (NCA) mediante
el uso del software Phoenix WinNonlin (ver. 8.1 o posterior, Certara) para cada animal. El
aclaramiento (CI) se calculé como: Dosis / AUCInf (lineal hacia arriba, logaritmica hacia abajo). La
semivida (t¥2) se calculé como In (2) / A donde A se calculé mediante regresion lineal de tiempo
frente a logaritmo de la concentracion, tipicamente en un intervalo de tiempo entre 2 a 48 horas (por
ejemplo, de 6 a 48 horas). La biodisponibilidad se calcul6 como AUC normalizada a la dosis:
(AUC(sc) / Dosis(sc)) / (AUC(iv) / Dosis(iv)). Los valores en la tabla son medias a partir de animales
individuales (n = 4-6 animales individuales). Los graficos posteriores para la concentracion
plasmatica de GMPc frente al tiempo son la concentracion media de GMPc (eje Y) (n = 4-6 animales
individuales) después de la administracion de la dosis iv y el tiempo de obtencion de muestras de
plasma nominal (eje X).

Resultados: Los datos de PK con aclaramiento (CL), T% de semivida y biodisponibilidad (F%) se
resumen en la Tabla 20. Las concentraciones plasmaticas de GMPc después de la administracion i.v.
de compuestos de CNP se muestran en las Figuras 1-27, la dosis se muestra en la Tabla 20. Los
GMPc plasmaéticos se informan como la media.

Tabla 20: Perfil farmacocinético de compuestos de CNP administrados i.v. 0 s.c. en ratas

administracion i.v. administracion s.c.
Dosis Cl Dosis
ID del compuesto (nmol/kg) | (1h/kg) TY% (h) (nmol/kg) TY% (h) F (%)
1225 91 0.0103 5.03 286 5.1 61.2
1227 102 0.0168 3.56 n.d. n.d. n.d.
1233 101 0.0246 1.42 287 3.57 33.8
1241 92 0.0164 2.78 n.d. n.d. n.d.
1351 102 0.0093 6.07 n.d. n.d. n.d.
1352 102 0.0102 6.34 n.d. n.d. n.d.
1354 100 0.00652  7.56 n.d. n.d. n.d.
1356 102 0.0141 3.47 n.d. n.d. n.d.
1375 100 0.0057 9.66 n.d. n.d. n.d.
1376 103 0.00418 9.55 n.d. n.d. n.d.
1377 94 0.00747 6.29 n.d. n.d. n.d.
1378 100 0.00926 5.29 n.d. n.d. n.d.
1379 90 0.0051 9.8 n.d. n.d. n.d.
1381 94 0.00382 15.2 n.d. n.d. n.d.
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9384 99 0.00493 9.15 306 9.47 49.7
1386 91 0.00605 8.16 n.d. n.d. n.d.
1389 95 0.00415 146 n.d. n.d. n.d.
1392 95 0.00799  5.72 n.d. n.d. n.d.
9407 94.2 0.00515 152 309 14.9 37.2
1420 100 0.00764  8.34 306 9.47 49.7
1426 94 0.00348  9.96 n.d. n.d. n.d.
1434 100 0.00764  8.34 n.d. n.d. n.d.
9435 93 0.00458 10.4 n.d. n.d. n.d.
9482 102 0.00549 145 323 18.6 71.5
0312 99.8 0.00738 9.4 300 8.24 20.2
0776 100 0.00613  10.7 267 5.63 7.35
1235 93.9 0.0115 6.2 329 6.28 65.8

En conclusion, este experimento muestra que los compuestos de CNP de la presente invencién
muestran semividas prolongadas y una reduccion del aclaramiento en un modelo de rata in vivo.
Ademas, el experimento muestra que los compuestos de CNP son biolégicamente activos en base a
su capacidad para provocar una respuesta de GMPc en los animales administrados (Figuras 1-27).
Ejemplo 12: PK/PD de los compuestos de CNP después de la administracién i.v. y s.c. a minicerdos
y cerdos LYD

El propdsito de este estudio fue investigar las propiedades farmacocinéticas y farmacodindmicas
después de la administracion intravenosa (i.v.) y subcutanea (s.c.) a minicerdos Gottingen y cerdos
LYD domésticos, y estimar la biodisponibilidad después de la administracién s.c. El analisis
plasmatico cuantitativo de los niveles de CNP y GMPc se realiz6 como se describi6 en el ejemplo
11.

Animales y administracion: Los estudios farmacocinéticos y farmacodindmicos en minicerdos
Gottingen o cerdos LY D domésticos se realizaron en el CRO Minerva Imaging o Novo Nordisk A/S,
respectivamente. Los compuestos de CNP se administraron a hembras normales 1) minicerdos
Gottingen de 6-12 meses de edad con un peso promedio de 22 kg o 2) cerdos LY D domésticos de 4-
5 meses de edad con un peso promedio de 80 kg. Al menos una semana antes de la administracion,
se implantaron catéteres venosos centrales permanentes para la obtencidén de muestras de sangre y
la administracion intravenosa (i.v.). Para la administracion subcutanea (s.c.), se realizo el escaneo
por ultrasonido de los cerdos y el area de inyeccion optima lateralmente en el cuello se marco
mediante un tatuaje permanente. Se usaron una pluma de insulina (NovoPen Echo 0 NovoPen 4) y
una aguja de insulina (NovoFine 32G/4 mm o NovoTwist 32G/5 mm) para el depdsito preciso de las

formulaciones de CNP en el tejido graso subcutaneo con la aguja perpendicular a la piel.
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Los compuestos de CNP se formularon de acuerdo con los principios en Métodos generales de
preparacion - Método G y fueron A) fosfato de sodio 8 mM, glicerol 250 mM, pH 6.5, B) acetato de
sodio 5 mM, glicerol 250 mM, pH 4.0, C) acetato de sodio 5 mM, propilenglicol 240 mM, pH=4.0,
D) fosfato de sodio 8 mM, glicerol 250 mM, pH 7.5 o E) fosfato de sodio 20 mM, propilenglicol
223 mM, pH 6.0.

Por via intravenosa, los compuestos de CNP se administraron a 30-60 nmol/kg a minicerdos y 15-
43 nmol/kg a cerdos domesticos mediante el uso de las formulaciones A-E. Por via subcutanea, los
compuestos de CNP se administraron a 55-62 nmol/kg a minicerdos y 20-30 nmol/kg a cerdos
domesticos mediante el uso de las formulaciones A-D.

Obtencidn de muestras: Se recolectaron muestras de sangre de aproximadamente 1 ml antes de la
dosis y hasta 14 dias después de la dosis en tubos recubiertos con EDTA (8 mM) para el analisis de
GMPc y compuestos de CNP mediante LC-MS. En pocos casos, GMPc solo se analizd hasta 48
horas después de la dosis después de la administracion intravenosa en cerdos LY D domésticos. Las
muestras de sangre se mantuvieron en hielo himedo durante un maximo de 30 minutos hasta la
centrifugacion durante 10 minutos a 4 °C y un minimo de 1,500 G, y las muestras de plasma se
almacenaron a -20 °C hasta su analisis.

Los perfiles de concentracion plasmaética-tiempo se analizaron mediante un analisis PK no
compartimental mediante el uso de Phoenix WinNonlin 8.1, Pharsight Inc., Mountain View, CA,
EE. UU. El calculo del area bajo la curva de concentracion plasmatica—tiempo (AUC) se baso en el
método de “lineal hacia arriba, logaritmica hacia abajo”, y se us6 una ponderacion uniforme para
estimar la constante de velocidad terminal (Az). La biodisponibilidad s.c. (F) se calculé como el AUC
normalizado a la dosis (AUC/dosis) después de la administracion s.c. dividido por el AUC/dosis
después de la administracioén i.v.

Resultados: Los datos de PK con el aclaramiento (CL), T% de semivida y biodisponibilidad (F%) en
minicerdos se resumen en la Tabla 21. Los datos de PK con aclaramiento (CL), T de semivida y
biodisponibilidad (F%) en cerdos LYD domésticos se resumen en la Tabla 22. Las concentraciones
plasmaticas de GMPc después de la administracion i.v. o s.c. de los compuestos de CNP en
minicerdos y cerdos domésticos se muestran en las Figuras 28-48, la dosis se muestra en las Tablas
21y 22. Los GMPc plasmaticos se informan como la media de n=2-4 durante 14 dias en minicerdos
y la media de n=2-4 durante 2 dias en cerdos LYD domesticos.

Tabla 21. Pardmetros farmacocinéticos después de la administracion i.v. y s.c. de los compuestos de

CNP a minicerdos Gottingen:
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Minicerdo Gottingen
ID del PK intravenosa PK subcutanea
compuesto [ pogis " CL T%,iv| Dosis o| Tsc | F

(nmol/kg) (ml/h/kg) | (h) | (nmol/kg) (h) (%)
9384 60 3 1.53 61 60 3 61 78
9407 62 3 1.20 82 60 3 92 86
9435 55 4 1.02 77 60 4 82 77
9480 60 3 1.13 74 45 3 67 87
9482 60 4 1.07 89 45 3 84 89
9483 60 3 1.04 88 60 3 75 44
0312 30 3| 0.927 71 60 3 36 10
0776 30 3| 0.841 60 60 3 56 13

Tabla 22: Parametros farmacocinéticos después de la administracién i.v. y s.c. de los compuestos de
CNP a cerdos LYD domésticos:

15

Cerdo LYD doméstico

ID del PK intravenosa PK subcutanea

compuesto [ pogis . CL Tw,iv| Dosis o T4, sC F
(nmol/kg) (ml/n/kg) | (h) | (nmol/kg) (h) (%)

1225 43 2 3.23 15

1227 43 2 5.54 11 20 3 9 55

0312 15 3 1.60 32 30 3 29 11

0776 15 4 1.34 29 30 3 41 7

1235 43 2 3.28 20 20 2 29 25

Semivida (T%2) y biodisponibilidad s.c. (F) proporcionadas como media en la Tabla 21 y 22.

Conclusién: este experimento muestra que los compuestos de CNP de la presente invencion
muestran semividas prolongadas y una reduccion del aclaramiento tanto en minicerdos como en
cerdos LYD domésticos. Ademas, el experimento muestra que los compuestos de CNP son
bioldgicamente activos en base a su capacidad para provocar una respuesta de GMPc en los animales
administrados (Figuras 28-48).

Ademas, el experimento muestra biodisponibilidades (F) subcutaneas (Tabla 21 y 22) por encima
del 40 % para los compuestos de la invencion. Mientras que los ejemplos con carga positiva que no
funcionan (Compuestos ID 0776 y 0312) muestran bajas biodisponibilidades subcutaneas (7-13 %).
El ejemplo que no funciona (Compuesto ID 1235) con una carga aproximadamente neutra muestra
una biodisponibilidad subcutanea media del 25 %.

Ejemplo 13: Medicion telemétrica de la frecuencia cardiaca y la presion arterial

171



10

15

20

25

30

El proposito del estudio fue investigar el efecto de la administracion aguda con el compuesto de CNP
9482 (Quim. 137) sobre la presion arterial media (MAP) y la frecuencia cardiaca (HR) en ratas
despiertas.

Procedimiento: Los transductores se implantan en ratas Sprague Dawley (Charles River) y a las ratas
se les permite un periodo de recuperacion de 2-3 semanas. Antes de la cirugia, los dispositivos se
registran en el software mediante su colocacion en una placa receptora y se encendieron. Se afiade
solucion salina estéril al catéter del transductor antes de iniciar la cirugia y, a continuacion, se
enciende el transmisor. Los transmisores se colocan en el abdomen con el sensor en la aorta
abdominal. Se usa isoflurano como anestésico, y durante y después de la cirugia, las ratas reciben
Temgesic (0.05 mg/kg s.c.), Norodyl (5 mg/kg s.c.) y Baytril (10 mg/kg s.c.) para alivio del dolor y
para prevenir la infeccion bacteriana.

Disefio del estudio: Las ratas se alojan 2/caja (1 con el dispositivo y 1 como pareja social). Todos
los animales tendran acceso libre al agua y al alimento (altromin) durante todo el estudio. Las ratas
se alojaran en ciclos de luz con luz de 6 AM a 6 PM y oscuridad de 6 PM a 6 AM. Ocho ratas se
dividen en 2 grupos de acuerdo con un disefio de estudio cruzado.

Telemetria: Cada rata esta equipada con un transductor (HD-S10 de DSI) capaz de medir la presion
arterial, la frecuencia cardiaca y la actividad mediante el uso del software Ponemah con una
frecuencia de 100 Hz. Durante las mediciones, no debe haber perturbaciones en la habitacion en la
que se alojan las ratas para minimizar la variabilidad en los datos. Se realizara un registro inicial de
4 horas antes del inicio del estudio para capturar los patrones de presion arterial media (MAP) y
frecuencia cardiaca (HR) en ratas no tratadas y sin perturbar. El periodo de registro después de la
administracion del farmaco fue de 24 horas.

Esquema de administracién: Las ratas se administran en un disefio de estudio cruzado con 4 ratas en
cada grupo. A cada rata se le proporciona un periodo de reposo farmacoldgico de 1 semana antes del
siguiente evento de administracion. La administracion sera intravenosa (i.v.) en la vena de la cola.
La administracion de 9482 se sometié a prueba en 30, 100 y 300 nmol/kg i.v. en experimentos
separados. El vehiculo consiste de fosfato 8 mM, glicerol 250 mM, pH 7.4.

El andlisis de datos y la estadistica se realizo en el software Ponemah y Graphpad prism. Para la
estadistica, se aplico una prueba t pareada con un nivel de confianza del 95 % y P<0.05 que denota
la significacion estadistica.

Resultados: Dentro de los primeros 30 min después de la administracion, no se observo diferencia

en MAP y HR con 30, 100 o 300 nmol/kg del compuesto de CNP 9482 en comparacion con el
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vehiculo (Tabla 23 y Tabla 25). Un promedio de las primeras 12 h no dio como resultado diferencias
en MAP entre el vehiculo y las tres dosis sometidas a prueba de 9482 (Tabla 24). Se detecté un
aumento (P<0.05) de 8.8+10.1 % y 6.4+6.6 % en la HR en el mismo periodo con 100 y 300 nmol/kg
(Tabla 26). No se observd ningun cambio en la HR con una dosis de 30 nmol/kg (Tabla 26).

Tabla 23: Presién arterial media: 30 min
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Vehiculo 9482
Dosis Media SD Media SD P
(nmol/kg) (mmHQg) (mmHg)
30 117 13 116 15 ns
100 113 7 114 6 ns
300 111 8 111 8 ns
Tabla 24: Presion arterial media: 12 h
Vehiculo 9482
Dosis Media SD Media SD P
(nmol/kg) (mmHg) (mmHg)
30 108 14 106 10 ns
100 104 7 104 7 ns
300 103 5 102 6 ns
Tabla 25: Frecuencia cardiaca: 30 min
Vehiculo 9482
Dosis Media (Ipm) | SD | Media (Ipm) | SD P
(nmol/kg)
30 366 26 356 24 ns
100 382 19 388 12 ns
300 379 18 370 18 ns
Tabla 26: Frecuencia cardiaca: 12 h
Vehiculo 9482
Dosis Media (Ipm) | SD | Media (Ipm) | SD P
(nmol/kg)
30 311 13 332 27 ns
100 335 15 364 28 0.04
300 334 15 355 15 0.03

Conclusién: La infusion 1V. aguda del compuesto de CNP 9482 no se asocié con ningun cambio
hemodinamico importante durante un periodo de 12 h, como lo demuestran las MAP no alteradas y

solo aumentos menores en la HR a las dos dosis mas altas.
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Ejemplo 14: Diseccion y cultivo de hueso metatarsiano de ratén:

El propdsito de este estudio fue evaluar el crecimiento dseo después de la administracion de los
compuestos de CNP en un modelo de ratén ex vivo.

Procedimiento: A crias de raton de un dia de edad (N™, Javier Labs, Francia) se les practicé la
eutanasia antes de la diseccion. Se siguieron todas las directrices internacionales e internas de Novo
Nordisk aplicables de cuidado y uso de animales. Los tres huesos metatarsianos medios se
diseccionaron de cada pata trasera. Los huesos diseccionados se colocaron en placas de cultivo
celular de 24 pocillos y se cultivaron en 400 pl de medio esencial minimo o suplementado con BSA
al 0.2 %, Pen/Estrep al 1 % a 37 °C y 5 % de COx. Los huesos de todos los animales se aleatorizaron
en un grupo de control y seis grupos tratados con los compuestos de CNP (100 nM; n=8). El medio
se cambi0 cada 2-3 dias. Todos los compuestos se formularon de acuerdo con los principios descritos
en Métodos generales de preparacion - Método G. Los compuestos 9435 y 9483 se formularon en
A) acetato de sodio 5 mM, glicerol 250 mM, pH 4.0 mientras que los compuestos 9384, 9407, 9480
y 9482 se formularon en B) fosfato de sodio 8 mM, glicerol 250 mM, pH 7.4.

El vehiculo solo no afect6 el crecimiento 6seo en comparacion con el medio solo.

Las iméagenes digitales se capturaron los dias 0, 4, 7, 11 y 14 mediante el uso de una camara digital
unida a un microscopio Nikon. La longitud de cada hueso metatarsiano se midié mediante el uso del
software ImageJ y el aumento en la longitud 6sea se expresé como un cambio porcentual a partir de
la longitud medida en el dia de la diseccién (media (SD)).

Resultados: Todos los compuestos de CNP aumentaron significativamente la longitud désea en
comparacion con el grupo de control después de 11 dias de tratamiento (p<0.05; ANOVA
bidireccional). Los aumentos totales en la longitud dsea fueron 28-48 % mayores después del
tratamiento con los compuestos de CNP en comparacion con el grupo de control después de 14 dias

en cultivo. Los resultados del estudio se resumen en la Tabla 27.

Tabla 27: Aumento en la longitud 6sea después de la administracion de los compuestos de CNP (100 nM):

Com-puesto | control 9384 9407 9435

Dia E[}/ﬁ)dia ) E‘J/‘S’”a SD | p< 2‘(%%') sD | p< ?;/‘z)dia sD | p<

4 25.3 4.1 | 33.6 83 | ns 351 |41 |ns 36.2 3.8 ns

7 32.9 49 |[42.6 7.0 | 0.05 (454 |45 [(0.001 [47.3 2.5 0.001
11 36.8 3.1 |50.1 72 [001 |532 |64 |0.001 (539 4.8 0.001
14 40.1 3.7 | 544 79 |0.01 (558 |82 [0.01 59.2 3.5 0.001
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Com-puesto control 9480 9482 9483
media media Me- Me-
Dia %) SD %) SD p< dia SD p< dia | SD p<
’ i (%) (%)
25.3 4.1 33.1 5.2 ns 37.7 10.9 ns 30.2 | 4.6 ns
7 329 | 49 43.9 4.9 0.01 471 | 103 | 0.05 | 395 | 838 ns
11 36.8 | 3.1 49.2 52 | 0.001 | 544 | 13.1 | 0.05 | 49.7 | 6.0 | 0.001
14 40.1 3.7 52.1 5.2 0.001 57.5 12.0 0.05 515 | 5.1 0.001

En la Tabla 27, los huesos metatarsianos se aislaron de ratones y se cultivaron durante hasta 14 dias.
La longitud se midi6 cada 3-4 dias a lo largo del estudio y se expres6 como cambio porcentual desde
el dia 0 (Media (SD)). Se indican las diferencias estadisticamente significativas en comparacién con
el grupo de control (ANOVA bidireccional).

Conclusién: Este experimento demuestra que los compuestos de CNP de la presente invencion son
capaces de aumentar significativamente la longitud 6sea en un modelo de ratén ex vivo.

Ejemplo 15: Estudio del crecimiento del raton

El proposito de este estudio fue evaluar el crecimiento en ratones después del tratamiento con dos
dosis de un compuesto de CNP.

Procedimiento: Los ratones (C57BL/6J, machos, edad 4 semanas; n=10) recibieron inyecciones
subcutaneas diarias del compuesto 9482 o vehiculo durante 35 dias. Las formulaciones se prepararon
de acuerdo con los principios descritos en Métodos generales de preparacion - Método G (30 y 70
nmol/kg, 10 ml/kg; tampdn de formulacion fosfato de sodio 8 mM, glicerol 250 mM, polisorbato 20
al 0.007 %, pH 7.4). El peso corporal y la longitud de la colay el cuerpo se midieron semanalmente
a lo largo del estudio. EI aumento en el crecimiento se expresé como cambio porcentual desde el dia
0 (media (SD)).

Resultados: Tanto las dosis de 30 como de 70 nmol/kg del compuesto de CNP 9482 aumentaron
significativamente la longitud de la cola y el cuerpo después de 7 y 18 dias, respectivamente,
(p<0.05, ANOVA bidireccional) en comparacion con el control. Después de 35 dias, el cambio en
la longitud de la cola (desde el dia 0) aument6 un 45 y un 83 %, respectivamente, después del
tratamiento con 30 y 70 nmol/kg de compuesto de CNP en comparacion con los animales de control.
La longitud del cuerpo fue un 30 y un 67 % mayor, respectivamente, en comparacion con el grupo
de control después del tratamiento con 30 y 70 nmol/kg de compuesto de CNP durante 35 dias. Los
resultados del estudio se resumen en las Tablas 28 y 29.
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Tabla 28: Longitud de la cola de ratones tratados con inyecciones diarias del compuesto de CNP
durante 35 dias

Vehiculo 9482 30 nmol/kg 9482 70 nmol/kg
Media Media Media
Dia (%) SD (%) SD | p< (%) SD | p<
7 7.7 2.3 11.8 3.0 | 0.05 14.3 3.2 1 0.001

14 10.8 3.0 16.0 39 ] 001 20.3 5.0 | 0.001
21 18.1 3.2 24.1 3.8 | 001 29.0 5.0 | 0.001
28 17.3 2.7 25.6 4.0 | 0.001 32.0 4.8 | 0.001
35 19.5 3.2 28.5 4.7 |1 0.001 35.7 4.6 | 0.001

En la Tabla 28, el aumento en la longitud de la cola se expresa como cambio porcentual desde el dia
0 (media (SD)). Se indican las diferencias estadisticamente significativas en comparacion con el
grupo de control (ANOVA bidireccional).

Tabla 29: Longitud del cuerpo de ratones tratados con inyecciones diarias del compuesto de CNP

durante 35 dias

Vehiculo 9482 30 nmol/kg 9482 70 nmol/kg
Media Media Media
Dia (%) SD (%) SD p< (%) | SD| p<
8 9.4 2.2 10.2 2.3 ns 128 |24 0.01
18 14.1 2.9 17.5 2.0 0.05 215 | 4.0]0.001
25 16.5 3.4 22.5 3.4 0.01 29.0 | 4.50.001
35 21.1 3.3 27.4 3.2 0.001 35.3 | 4.6 |0.001

En la Tabla 29, el aumento en la longitud del cuerpo se expresa como cambio porcentual desde el
dia 0 (media (SD)). Se indican las diferencias estadisticamente significativas en comparacion con el
grupo de control (ANOVA bidireccional).

Conclusion: Este experimento muestra que los compuestos de CNP de la presente invencion
aumentan la longitud de la cola y el cuerpo de los ratones en un grado significativo cuando se

administran por via subcutanea en una formulacion farmacéuticamente relevante.
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