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DESCRIPCIÓN 

Péptidos intestinales vasoactivos modificados 

CAMPO DE LA INVENCIÓN 

La presente invención se refiere a péptidos intestinales vasoactivos (VIPs) y a composiciones farmacéuticas que 
comprenden los mismos, incluyendo VIPs que tienen una semivida circulatoria prolongada y VIPs que tienen perfiles 5 
de unión a receptores que difieren del péptido maduro no modificado. 

DESCRIPCIÓN DEL ARCHIVO DE TEXTO ENVIADO ELECTRÓNICAMENTE  

El contenido del archivo de texto enviado electrónicamente con la presente se incorpora en la presente mediante 
referencia en su totalidad: Una copia en formato legible por ordenador del Listado de Secuencias (nombre del archivo: 
PHAS_019_01US_SeqList_ST25.txt, fecha de registro: 4 de agosto de 2010, tamaño del archivo 44 kilobytes). 10 

ANTECEDENTES  

El péptido intestinal vasoactivo (VIP) tiene un número de efectos biológicos incluyendo con respecto a la hemostasia, 
el sistema inmunitario y el sistema nervioso. Véase Delgado y cols., The Significance of Vasoactive Intestinal Peptide 
in Immunomodulation, Pharmacol. Reviews 56(2):249-290 (2004). Por ejemplo, el VIP tiene un efecto beneficioso 
sobre la presión sanguínea y pulmonar y sobre una amplia gama de condiciones inmunológicas e inflamatorias. El VIP 15 
tiene un gran potencial como un agente activo para la hipertensión pulmonar, la neumopatía obstructiva crónica 
(COPD), la artritis, la enteropatía inflamatoria (IBD) y el asma, por mencionar unas pocas. 
 
Existen al menos dos receptores para el VIP, que incluyen VPAC1 y VPAC2. Estos receptores se unen tanto a VIP 
como a la molécula relacionada polipéptido activador de adenilato ciclasa de la pituitaria (PACAP) en algún grado. 20 
Ambos receptores son miembros de la familia de receptores acoplados a proteína G 7-transmembranaria. VPAC1 está 
distribuido, por ejemplo, en el SNC, el hígado, el pulmón, el intestino y los linfocitos T. VPAC2 se encuentra, por 
ejemplo, en el SNC, el páncreas, el músculo esquelético, el corazón, el riñón, el tejido adiposo, los testículos y el 
estómago. 
 25 
La corta semivida del VIP hace a este péptido poco práctico como un agente farmacéutico. Véase Pozo D y cols., 
Tuning immune tolerance with vasoactive intestinal peptide: A new therapeutic approach for immune disorders. 
Peptides 28(9): 1833-1846 (2007). En efecto, los estudios han mostrado que la semivida de VIP en sangre es menor 
de 2 minutos (Domschke y cols. 1978, Gut 19; 1049-53; Burhol y cols. 1978, Scand J Gastroent 13: 807-813). Además, 
la multitud de efectos biológicos del VIP puede complicar su desarrollo para cualquier indicación particular. Por lo 30 
tanto, son necesarias versiones modificadas de VIP para volver al agente terapéuticamente práctico, por ejemplo, al 
prolongar la semivida y/o diseñar moléculas que tengan perfiles de unión al receptor deseables. 

SUMARIO DE LA INVENCIÓN 

La presente invención se define mediante las reivindicaciones. La presente divulgación que comprende la invención 
proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden los VIPs modificados para el uso en el tratamiento de una 35 
cardiopatía. La divulgación proporciona además métodos para elaborar las moléculas de VIP modificadas y métodos 
para usar los agentes de VIP modificado para el tratamiento de pacientes. El VIP modificado exhibe una semivida o 
persistencia circulatoria prolongada en el cuerpo y/o una potencia de unión a receptores y/o biológica comparable y/o 
un perfil de unión a receptores alterado con respecto al VIP no modificado. 
 40 
En un aspecto, la invención proporciona moléculas de VIP modificadas y composiciones farmacéuticas que 
comprenden las mismas. Las moléculas de VIP modificadas se modifican recombinantemente o químicamente en el 
extremo N mediante la adición de uno o más aminoácidos y/o mediante fusión a secuencias de aminoácidos 
heterólogas, a fin de proporcionar una semivida o persistencia circulatoria más prolongada en el cuerpo, una potencia 
biológica comparable y/o un perfil de unión a receptores modificado. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el VIP 45 
maduro de 28 aminoácidos, que empieza con una His N-terminal, comprende aminoácidos N-terminales adicionales, 
tales como un solo aminoácido en el extremo N (Met). En estas otras realizaciones, el VIP modificado contiene una 
fusión C-terminal a una proteína similar a elastina (ELP) según se describe en la presente. Estas moléculas de VIP 
modificadas muestran un incremento de la semivida o persistencia circulatoria en el cuerpo, y una preferencia de unión 
alterada para VPAC2 sobre VPAC1. 50 
 
Por ejemplo, un VIP se fusiona (p. ej., por medios recombinantes) al extremo N de una ELP. La histidina del VIP 
maduro natural está en el extremo N. Estos agentes terapéuticos pueden requerir una dosificación significativamente 
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menos frecuente que el homólogo no fusionado, tal como una dosificación de aproximadamente 1-7 veces por semana 
(p. ej. una dosificación diaria o semanal). 
 
La fusión VIP-ELP contiene una metionina en el extremo N con la His del producto de VIP maduro natural en la posición 
2. En otros casos adicionales, la molécula de VIP-ELP empieza con metionina alanina alanina. Cuando se produce en 5 
bacterias, la primera metionina se pierde y el producto contiene Ala-Ala en el extremo N. Ala-Ala se retira in vitro o in 
vivo mediante la acción de la peptidasa DPP-IV, dejando de ese modo el extremo N del VIP maduro natural. Estas 
construcciones que contienen aminoácidos adicionales en el extremo N exhiben una actividad significativamente 
diferente cuando se prueban con respecto a la actividad de unión en los receptores VPAC1 y VPAC2. Por ejemplo, 
aunque ambas construcciones pueden activar el receptor VPAC2 con una EC50 similar, una construcción con 10 
metionina en el extremo N (e His en la posición 2) es al menos 100 veces menos activa en el receptor VPAC1. 
 
En diversos casos, el VIP modificado de la invención que tiene una Met N-terminal tiene la ventaja de poder obtenerse 
por medios recombinantes, tales como mediante la producción en E. coli u otro sistema de expresión, sin 
procedimientos de fabricación posteriores a la expresión adicionales para exponer el extremo N del VIP natural o 15 
deseado. 
 
En otros casos adicionales, el VIP se puede modificar químicamente, por ejemplo, mediante la adición de uno o más 
PEG u otros restos químicos (p. ej., en o cerca del extremo N), según se describe con detalle en la presente. 
 20 
En otros casos, la presente divulgación proporciona polinucleótidos y vectores que codifican el VIP modificado de la 
invención, así como células hospedadoras que contienen el mismo. Las células hospedadoras pueden ser adecuadas 
para la producción recombinante del VIP modificado, tales como células bacterianas o de levadura adecuadas para el 
uso con sistemas de expresión conocidos. 
 25 
La divulgación proporciona composiciones farmacéuticas para el uso en el tratamiento, la mejora o la prevención de 
una afección en un mamífero. Estas afecciones incluyen una variedad de afecciones cardiovasculares, inmunológicas 
(p. ej., autoinmunitarias) y neurológicas. Por ejemplo, el VIP modificado se puede usar para ajustar el equilibrio entre 
efectores proinflamatorios y antiinflamatorios en un paciente, incluyendo un paciente que sufra una enfermedad 
autoinmunitaria o una afección inflamatoria. Indicaciones ejemplares para el VIP modificado incluyen hipertensión, 30 
neumopatía obstructiva crónica (COPD), diabetes, fibrosis miocárdica, insuficiencia cardíaca, cardiomiopatía, artritis, 
enteropatía inflamatoria (IBD) y asma, entre otras. 

DESCRIPCIÓN DE LAS FIGURAS 

La Figura 1 muestra la secuencia de aminoácidos de una proteína de fusión de VIP modificado-ELP (M-VIP-
ELP1-120, SEQ ID NO: 14) que tiene Met en el extremo N y 120 unidades de ELP1 (VPGXG, SEQ ID NO: 3) 35 
fusionadas al VIP en el extremo C. 

La Figura 2 muestra la secuencia de aminoácidos de una proteína de fusión de VIP modificado-ELP (MAA-
VIP-ELP1-120, SEQ ID NO: 15) que tiene Met-Ala-Ala en el extremo N, que es activable hasta el péptido VIP 
maduro natural, y 120 unidades de ELP1 (VPGXG, SEQ ID NO: 3) fusionadas al VIP en el extremo C. 

La Figura 3 es un mapa plasmídico de pPB1031, que codifica ELP1-120 para la producción conveniente de 40 
fusiones recombinantes. 

La Figura 4 representa pPB1046 que codifica una proteína de fusión de M-VIP-ELP1-120 (SEQ ID NOs: 39 
y 40). Se muestran los cebadores (P0045, SEQ ID NO: 31, P0048, SEQ ID NO: 32 y P0065, SEQ ID NO: 34) 
para la construcción del gen recombinante. 

La Figura 5 representa pPB1047 que codifica una proteína de fusión de MAA-VIP-ELP1-120 (SEQ ID NOs: 45 
41 y 42). Se muestran los cebadores (P0066, SEQ ID NO: 35, P0064, SEQ ID NO: 33, P0067, SEQ ID NO: 
36) para la construcción del gen recombinante. 

La Figura 6 representa pPB1048 que codifica una proteína de fusión de ELP1-120-VIP (SEQ ID NOs: 43 y 
44). Se muestran cebadores para construir el gen recombinante (P0068, SEQ ID NO: 37, P0069, SEQ ID 
NO: 38). 50 

La Figura 7 es un análisis en gel NuPAGE en acetato de Tris al 10% de proteínas de fusión de VIP-ELP 
purificadas, con o sin desnaturalización térmica. 

La Figura 8 muestra la actividad in vitro de VIP natural y las proteínas de fusión de VIP-ELP PB1046 y 
PB1047 para el receptor VPAC2. 
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La Figura 9 muestra la actividad in vitro de VIP natural y la proteínas de fusión de VIP-ELP PB1046 y PB1047 
para el receptor VPAC1. 

La Figura 10 muestra el efecto in vivo de la proteína de fusión de VIP-ELP sobre la presión sanguínea de 
ratas. El panel de la izquierda muestra la presión sanguínea sistólica. El panel de la derecha muestra la 
presión sanguínea diastólica. VIP-ELP disminuye la presión sanguínea durante un período de más de 12 5 
horas. 

La Figura 11 es un mapa plasmídico de pPB1120 (SEQ ID NO: 48) que codifica VIP-ELP1-120. 

La Figura 12 muestra la actividad in vitro de VIP natural y las proteínas de fusión de VIP-ELP PB1120 y 
PB1046 para el receptor VPAC1. 

La Figura 13 muestra la actividad in vitro de VIP natural y las proteínas de fusión de VIP-ELP PB1120 y 10 
PB1046 para el receptor VPAC2. 

La Figura 14A muestra el perfil farmacocinético de la proteína de fusión de VIP-ELP PB1120 en monos (n = 
3) después de una sola inyección subcutánea de 3 mg/kg con ejes lineales. La Figura 14B muestra el perfil 
farmacocinético de la proteína de fusión de VIP-ELP PB1120 con ejes semilogarítmicos. 

Las Figuras 15A, 15B y 15C muestran el cambio promedio en la presión arterial sistólica, diastólica y media, 15 
respectivamente, a lo largo de intervalos de 3 h en ratas inyectadas subcutáneamente con PB1120 en 
dosificaciones de 0,1 mg/kg, 1 mg/kg o 5 mg/kg. La Figura 15D muestra la frecuencia cardíac promedio de 
las ratas en cuestión a lo largo de intervalos de 3 h después de la administración de PB1120. 

DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LA INVENCIÓN 

La presente invención proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden los VIPs modificados para el uso 20 
en el tratamiento de una cardiopatía. Además, la divulgación proporciona métodos para elaborar y usar los agentes 
de VIP modificados para el tratamiento de pacientes. El VIP modificado exhibe una semivida o persistencia circulatoria 
prolongada en el cuerpo, una potencia de unión al receptor o biológica comparable y/o un perfil de unión al receptor 
alterado con respecto a VIP no modificado. En diversos casos, los compuestos de la divulgación exhiben una reducción 
en la frecuencia de dosificación en comparación con los homólogos no modificados. 25 

Secuencia del péptido intestinal vasoactivo  

El péptido intestinal vasoactivo (VIP) es una hormona peptídica que contiene 28 residuos de aminoácido y se produce 
en muchas zonas del cuerpo humano incluyendo el intestino, el páncreas y los núcleos supraquiasmáticos del 
hipotálamo en el cerebro. El VIP exhibe una amplia variedad de acciones biológicas incluyendo vasodilatación 
sistémica, hipotensión, incremento del gasto cardíaco, estimulación respiratoria, hiperglucemia, dilatación coronaria, 30 
broncodilatación en animales y seres humanos. El VIP también afecta al equilibrio del sistema inmunitario. 
 
El VIP tiene un efecto sobre varias partes del cuerpo. Con respecto al sistema digestivo, el VIP puede inducir la 
relajación del músculo liso (esfínter esofágico inferior, estómago, vesícula biliar), estimular la secreción de agua en el 
jugo pancreático y la bilis y provocar la inhibición de la secreción de ácidos gástricos y la absorción desde la luz 35 
intestinal. Su papel en el intestino es estimular la secreción de agua y electrolitos, así como dilatar el músculo liso 
intestinal, dilatar los vasos sanguíneos periféricos, estimular la secreción pancreática de bicarbonato e inhibir la 
secreción de ácidos gástricos estimulada por gastrina. Estos efectos funcionan conjuntamente para incrementar la 
movilidad. El VIP tiene la función de estimular la secreción de pepsinógeno por células principales. 
 40 
El VIP se ha encontrado en el corazón y tiene efectos significativos sobre el sistema cardiovascular. Provoca 
vasodilatación coronaria, así como tiene un efecto inotrópico y cronotrópico positivo. 
 
El VIP es un péptido inmunomodulador útil para tratar la inflamación y una enfermedad autoinmunitaria de tipo TH1 
(Véase Delgado y cols., The Significance of Vasoactive Intestinal Peptide in Immunomodulation, Pharmacol. Reviews 45 
56(2):249-290 (2004)). El VIP es útil para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas (véase la Patente de 
EE. UU. Nº 5.972.883). El VIP y su péptido estructuralmente relacionado polipéptido activador de adenilato ciclasa de 
la pituitaria (PACAP) tienen importantes efectos terapéuticos en una enfermedad reumática inflamatoria crónica, tal 
como osteoartritis (OA) y artritis reumatoide (RA), al regular a la baja los componentes tanto inflamatorios como 
autoinmunitarios de la enfermedad (Juarranz y cols., Vasoactive Intestinal Peptide modulates proinflammatory 50 
mediator synthesis in osteoarthritic and rheumatoid synovial cells, Rheumatology, 2004, 43:416-422). Además, el VIP 
participa en el mantenimiento de la tolerancia inmunitaria al regular el equilibrio entre los efectores proinflamatorios y 
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antiinflamatorios, o al inducir la emergencia de células T que tienen una actividad supresora contra células T 
autorreactivas (Pozo y cols., Tuning immune tolerance with vasoactive intestinal peptide: A new therapeutic approach 
for immune disorders, Peptide, 2007, 28(9):1833-1846). 
 
El VIP maduro tiene 28 residuos de aminoácido con la siguiente secuencia: HSDAVFTDNYTRLRKQMAVKKYLNSILN 5 
(SEQ ID NO: 13). El VIP resulta del procesamiento de la molécula precursora de 170 aminoácidos prepro-VIP. Las 
estructuras de VIP y análogos ejemplares se han descrito en las Patentes de EE. UU. 4.835.252, 4.939.224, 5.141.924, 
4.734.400, 4.605.641, 6.080.837, 6.316.593, 5.677.419, 5.972.883, 6.489.297, 7.094.755 y 6.608.174. 
 
Se detalla en la bibliografía un número de mutaciones para mejorar la estabilidad de péptidos contra proteasas, etc. 10 
(véase Onune y cols Physicochemical and pharmacological characterization of novel vasoactive intestinal peptide 
derivatives with improved stability, Eur. J. Pharm. Biopharm. 2009). Estos péptidos VIP modificados tienen secuencias 
de SEQ ID NO. 21 (M17L, para evitar la oxidación de Met), SEQ ID NO. 22 (K15R, K20R y K21R, para incrementar la 
estabilidad proteolítica) y SEQ ID NO. 23 (N24A y S25A, para incrementar la estabilidad proteolítica/térmica). La 
presente divulgación proporciona péptidos VIP modificados que incluyen una o más de estas modificaciones, y con 15 
modificaciones de VIP adicionales descritas en la presente. Moléculas de VIP modificadas ejemplares incluyen los 
péptidos VIP modificados de SEQ ID NOs. 14-15, 17-27, 40, 42, 44 y 50. 
 
El VIP modificado comprende SEQ ID NO: 13. Se divulgan además análogos funcionales. Generalmente, análogos 
funcionales de VIP incluyen fragmentos funcionales truncados en el extremo C Nor en de 1 a 10 aminoácidos, 20 
incluyendo en 1, 2, 3 o hasta aproximadamente 5 aminoácidos (con respecto a SEQ ID NO: 13). Estos análogos 
funcionales pueden contener de 1 a 5 inserciones, eliminaciones y/o sustituciones (colectivamente) de aminoácidos 
con respecto a la secuencia natural (p. ej., SEQ ID NO: 13) y en cada caso retener la actividad del péptido (p. ej., a 
través de unión a VPAC2 y/o VPAC1). Esta actividad se puede confirmar o ensayar usando cualquier ensayo 
disponible, incluyendo un ensayo descrito en la presente, e incluyendo cualquier ensayo adecuado para determinar o 25 
cuantificar una actividad descrita en Delgado y cols., The Significance of Vasoactive Intestinal Peptide in 
Immunomodulation, Pharmacol. Reviews 56(2):249-290 (2004). En estas u otras realizaciones, el componente de VIP 
del VIP modificado de la invención tiene al menos aproximadamente 50%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% o 97% de 
identidad con la secuencia madura natural (SEQ ID NO: 13). La determinación de la identidad de secuencia entre dos 
secuencias (p. ej., entre una secuencia natural y un análogo funcional) se puede efectuar usando cualquier 30 
herramienta de alineamiento, incluyendo Tatusova y cols., Blast 2 sequences - a new tool for comparing protein and 
nucleotide sequences, FEMS Microbiol Lett. 174:247-250 (1999). 
 
La presente invención proporciona una molécula de VIP modificada que tiene preferencia como receptor para VPAC2 
o VPAC1, en comparación con VIP no modificado (p. ej., un péptido que consiste en la secuencia de aminoácidos de 35 
SEQ ID NO:13). Por ejemplo, el VIP modificado puede tener una preferencia de unión relativa para VPAC2 sobre 
VPAC1 de al menos aproximadamente 2:1, aproximadamente 5:1, aproximadamente 10:1, aproximadamente 25:1, 
aproximadamente 50:1, aproximadamente 100:1, aproximadamente 500:1 o más. En otras realizaciones, el VIP 
modificado puede tener una preferencia de unión relativa para VPAC1 sobre VPAC2 de al menos aproximadamente 
2:1, aproximadamente 5:1, aproximadamente 10:1, aproximadamente 25:1, aproximadamente 50:1, aproximadamente 40 
100:1, aproximadamente 500:1 o más. Por ejemplo, en ciertos casos, el VIP modificado activa el receptor VPAC2 
sustancialmente como el VIP humano maduro no modificado, esto es, con una EC50 dentro de un factor de 
aproximadamente 2 del VIP humano maduro no modificado (SEQ ID NO:13). Sin embargo, este mismo VIP modificado 
es 50 o 100 veces más menos eficaz que el VIP humano maduro no modificado en la activación del receptor VPAC1. 
 45 
Estas moléculas de VIP modificadas contienen regiones N-terminales modificadas, tales como una adición de 1 a 
aproximadamente 500 aminoácidos a la histidina N-terminal de VIP, que pueden incluir una secuencia de aminoácidos 
de mamífero heteróloga. Por ejemplo, el VIP modificado puede contener una sola metionina en el lado N-terminal de 
la histidina N-terminal natural de VIP maduro. Esta molécula también se prepara convenientemente en E. coli u otro 
sistema de expresión bacteriano, puesto que la metionina no será retirada por E coli cuando el aminoácido adyacente 50 
sea histidina. Alternativamente, el aminoácido N-terminal puede ser cualquiera de los aminoácidos presentes en la 
naturaleza, a saber alanina, arginina, asparagina, ácido aspártico, cisteína, ácido glutámico, glutamina, glicina, 
histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, serina, treonina, triptófano, tirosina, valina y prolina. 
 
La secuencia adicional añadida al extremo N de VIP puede ser de cualquier secuencia, incluyendo secuencias 55 
biológicamente activas y biológicamente inertes de 1 a aproximadamente 100, de 1 a aproximadamente 50, de 1 a 
aproximadamente 20, de 1 a aproximadamente 10 y de 1 a aproximadamente 5 aminoácidos. 
 
El extremo N del VIP modificado puede tener la estructura M-N, donde M es metionina y N es el extremo N de la 
molécula de VIP (p. ej., SEQ ID No. 14, FIGURA 1). Esta metionina apoya la traducción de la proteína en una célula 60 
hospedadora bacteriana o eucariótica. Así, el VIP modificado se puede elaborar en un sistema biológico, incluyendo 
sistemas de expresión bacterianos y de levadura (p. ej., E. coli). Aunque a veces la metionina se puede retirar mediante 
metionina aminopeptidasa (MA) en sistemas de expresión bacterianos, la histidina (H) es uno de los residuos menos 
favorables en la posición 2 para MA. 
 65 
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En otros casos adicionales, el extremo N se modifica mediante fusión con una proteína heteróloga de mamífero, tal 
como una proteína de mamífero eficaz para prolongar la semivida de moléculas terapéuticas. Estas secuencias 
pueden ser secuencias de mamífero, tales como secuencias de albúmina, transferrina o Fc de anticuerpo. Estas 
secuencias se describen en la Patente de EE. UU. Nº 7.238.667 (particularmente con respecto a conjugados de 
albúmina), la Patente de EE. UU. Nº 7.176.278 (particularmente con respecto a conjugados de transferrina) y la 5 
Patente de EE. UU. Nº 5.766.883. 
 
En otros casos, el VIP es activable por una peptidasa o proteasa, tal como una peptidasa o proteasa endógena. Estas 
secuencias activables se describen en la Solicitud Internacional Nº PCT/US2009/068656. Según se usan en la 
presente, los términos "peptidasa" y "proteasa" son intercambiables. Por ejemplo, el VIP se puede diseñar para ser 10 
activable por una dipeptidil peptidasa. Dipeptidil peptidasas ejemplares incluyen dipeptidil peptidasa-1 (DPP-I), 
dipeptidil peptidasa-3 (DPP-III), dipeptidil peptidasa-4 (DPP-IV), dipeptidil peptidasa-6 (DPP-VI), dipeptidil peptidasa-
7 (DPP-VII), dipeptidil peptidasa-8 (DPP-VIII), dipeptidil peptidasa-9 (DPP-IX), dipeptidil peptidasa-10 (DPP-X). Se 
conocen las secuencias de sustratos para estas dipeptidasas. 
 15 
El extremo N de un VIP activable puede tener la estructura Z-N, donde Z es un sustrato para una dipeptidasa (p. ej., 
Z se retira mediante exposición a dipeptidasa) y N es el extremo N de VIP. El VIP activable puede tener una secuencia 
N-terminal con la fórmula M-X-N donde M es metionina, X es Pro, Ala o Ser y N es el extremo N del VIP o análogo de 
VIP. De este modo, M y X serán sensibles a, y serán retirados por, una célula hospedadora (p. ej., E. coli.) y/o una 
dipeptidasa (p. ej., DPP-IV), posteriormente. Alternativamente, la secuencia N-terminal del VIP activable puede ser 20 
X1-X2-N, donde X1 es Gly, Ala, Ser, Cys, Thr, Val o Pro; X2 es Pro, Ala o Ser; y N es el extremo N de VIP. X1-X2 es 
un sustrato para dipeptidasa (p. ej., DPP-IV), y la digestión con dipeptidasa expondrá N, el extremo N deseado del VIP 
o el análogo de VIP (p. ej., SEQ ID NO. 15, FIGURA 2). En estas realizaciones, la proteína se puede producir mediante 
la expresión de una construcción que codifica M-X1-X2-N (donde M es metionina) en una célula hospedadora (p. ej., 
E. coli.), puesto que Gly, Ala, Ser, Cys, Thr, Val o Pro en la segunda posición señalarán la retirada de la Met, dejando 25 
de ese modo X1-X2 en el extremo N, que se puede activar mediante una dipeptidasa (p. ej., DPP-IV) in vivo. Estas 
moléculas de VIP activables, que se activan para poseer el extremo N de VIP maduro natural, no muestran preferencia 
por un receptor. 
 
En otro caso, el extremo N del VIP activable modificado puede tener la estructura M-Z-N, donde M es metionina, Z es 30 
un sustrato para una dipeptidasa (p. ej., Z se retira mediante exposición a dipeptidasa) y N es un extremo N distinto 
de His de un VIP activo (VIP modificado). Por ejemplo, el VIP activable modificado puede tener una secuencia N-
terminal con la fórmula M-X-N donde M es metionina; X es Pro, Ala o Ser; y N es un extremo N distinto de His del VIP 
activo. De este modo, M y X serán sensibles a, y se retiran mediante, una célula hospedadora (p. ej., E. coli.) y/o una 
dipeptidasa (p. ej., DPP-IV), posteriormente. Alternativamente, la secuencia N-terminal del VIP activable puede ser 35 
X1-X2-N, donde X1 es Gly, Ala, Ser, Cys, Thr, Val o Pro; X2 es Pro, Ala o Ser; y N es un extremo N distinto de His del 
VIP activo. X1-X2 es un sustrato para dipeptidasa (p. ej., DPP-IV) y la digestión con dipeptidasa expondrá N, el extremo 
N distinto de His deseado del VIP. 
 
En otro caso más, el extremo N de un VIP activable modificado puede tener la estructura M-Z-S-N, donde M es 40 
metionina; Z es un sustrato para una dipeptidasa (p. ej., Z se retira mediante exposición a dipeptidasa); N es el extremo 
N de VIP maduro (His); y S es uno o más aminoácidos que se expondrán después de la digestión con dipeptidasa, y 
que proporcionan un VIP modificado según se describe previamente. Por ejemplo, el VIP activable modificado puede 
tener una secuencia N-terminal con la fórmula M-X-S-N donde M es metionina, X es Pro, Ala o Ser; N es el extremo 
N-terminal de VIP maduro; y S es uno o más aminoácidos que se expondrán después de la digestión con dipeptidasa, 45 
y proporcionará preferencia para un receptor. Alternativamente, la secuencia N-terminal del VIP activable puede ser 
X1-X2-S-N, donde X1 es Gly, Ala, Ser, Cys, Thr, Val o Pro; X2 es Pro, Ala o Ser; N es un extremo N distinto de His de 
VIP; y S es uno o más aminoácidos que se expondrán después de la digestión con dipeptidasa. X1-X2 es un sustrato 
para dipeptidasa (p. ej., DPP-IV) y la digestión con dipeptidasa expondrá S. 
 50 
En estos u otros casos, las modificaciones químicas N-terminales en el extremo N de VIP pueden proporcionar 
preferencia para un receptor. La modificación química de proteínas y sus métodos son bien conocidos en la técnica. 
Modificaciones químicas ejemplares no limitativas son PEGilación, metilglioxalación, alquilación reductiva, oxidación 
con ácido perfórmico, succinilación, aminoetilación y lipidación (Clifton, New Protein Techniques, New Jersey: Humana 
Press, 1985. ISBX. 0-89603-126-8. Volumen 3 de Methods in Molecular Biology). Los grupos químicos, tales como 55 
PEGilación, se pueden ligar mediante modificaciones de cisteína, metionina, histidina, lisina, arginina, triptófano, 
tirosina, se han descrito previamente grupos carboxilo (véase Lundblad, Techniques in Protein Modification, CRC 
Press, 1995). 
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Fusiones a Polímeros Bioelásticos 

En algunos casos, el VIP de la invención contiene un componente de polímero bioelástico N-terminal y/o C-terminal. 
Un "polímero bioelástico" puede exhibir una transición de temperatura inversa. Los polímeros bioelásticos son 
conocidos y se describen, por ejemplo, en la Pat. EE. UU. Nº 5.520.672 de Urry y cols. Los polímeros bioelásticos 
pueden ser polipéptidos que comprenden unidades elastómeras de pentapéptidos, tetrapéptidos y/o nanopartículas 5 
(p. ej. "péptidos similares a elastina"). Polímeros bioelásticos que se pueden usar para llevar a cabo la presente 
invención se indican en la Pat. EE. UU. Nº 4.474.851, que describe un número de unidades repetitivas tetrapeptídicas 
y pentapeptídicas que se pueden usar para formar un polímero bioelástico. Polímeros bioelásticos específicos también 
se describen en las Pat. EE. UU. Nº 4.132.746, 4.187.852, 4.500.700, 4.589.882 y 4.870.055. Otros ejemplos 
adicionales de polímeros bioelásticos se indican en la Pat. EE. UU. Nº 6.699.294, la Pat. EE. UU. Nº 6.753.311 y la 10 
Pat. EE. UU. Nº 6.063.061. 
 
En un caso, los polímeros bioelásticos son polipéptidos de la fórmula general (VPGXG)m donde X es cualquier 
aminoácido (p. ej., Ala, Leu Phe) y m es de aproximadamente 20 a aproximadamente 2000, o de aproximadamente 
50 a aproximadamente 180. En casos ejemplares, m es 60, 90, 120, 150 o 180. La frecuencia de los diversos 15 
aminoácidos como el cuarto aminoácido se puede cambiar, así como la identidad de X. 
 
Por ejemplo, los polímeros bioelásticos pueden comprender unidades elastómeras repetitivas seleccionadas de 
pentapéptidos y tetrapéptidos bioelásticos, donde las unidades repetitivas comprenden residuos de aminoácido 
seleccionados del grupo que consiste en residuos de aminoácidos hidrófobos y glicina y donde las unidades repetitivas 20 
existen en un conformación que tiene un giro beta de la fórmula:  
 

 
 
en la que R1-R5 representan cadenas laterales de los residuos de aminoácido 1-5, y m es 0 cuando la unidad repetitiva 25 
es un tetrapéptido o 1 cuando la unidad repetitiva es un pentapéptido. Las unidades repetitivas nonapeptídicas 
consisten generalmente en tetra- y pentapéptidos secuenciales. Los residuos de aminoácido hidrófobos se seleccionan 
de alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, triptófano y metionina. En muchos casos, el primer residuo 
de aminoácido de la unidad repetitiva es un residuo de valina, leucina, isoleucina o fenilalanina; el segundo residuo de 
aminoácido es un residuo de prolina; el tercer residuo de aminoácido es un residuo de glicina; y el cuarto residuo de 30 
aminoácido es glicina o un residuo muy hidrófobo tal como triptófano, fenilalanina o tirosina. Ejemplos particulares 
incluyen el tetrapéptido Val-Pro-Gly-Gly, el tetrapéptido GGVP, el tetrapéptido GGFP, el tetrapéptido GGAP, el 
pentapéptido es Val-Pro-Gly-Val-Gly, el pentapéptido GVGVP, el pentapéptido GKGVP, el pentapéptido GVGFP, el 
pentapéptido GFGFP, el pentapéptido GEGVP, el pentapéptido GFGVP y el pentapéptido GVGIP. Véase, p. ej., la 
Pat. EE. UU. Nº 6.699.294. 35 
 
En ciertos casos ejemplares, el VIP de la divulgación contiene un componente de ELP N-terminal y/o C-terminal. El 
componente de ELP comprende o consiste en unidades o secuencias peptídicas estructurales que están relacionadas 
con, o se derivan de, la proteína elastina. Estas secuencias son útiles para mejorar las propiedades de proteínas 
terapéuticas en una o más de biodisponibilidad, dosis terapéuticamente eficaz y/o frecuencia de administración, acción 40 
biológica, compatibilidad de formulación, resistencia a la proteólisis, solubilidad, semivida u otra medida de la 
persistencia en el cuerpo después de la administración y/o la velocidad de depuración del cuerpo. Véase, por ejemplo, 
el documento WO 2008/030968. 
 
Cuando la ELP está situada en el extremo C de VIP, se pueden realizar modificaciones adicionales en el extremo N 45 
de VIP, tales como la adición de uno o más aminoácidos, según se describe anteriormente. En casos alternativos, no 
existen estas modificaciones en el extremo N de VIP. 
 
El componente de ELP se construye a partir de unidades estructurales de tres a aproximadamente veinte aminoácidos 
o, en algunos casos, de cuatro a diez aminoácidos, tal como cinco o seis aminoácidos. La longitud de las unidades 50 
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estructurales individuales, en un componente de ELP particular, puede variar o puede ser uniforme. En ciertos casos, 
el componente de ELP está construido por un motivo politetra-, polipenta-, polihexa-, polihepta-, poliocta- y 
polinonapeptídico de unidades estructurales repetitivas. Unidades estructurales ejemplares incluyen unidades 
definidas por SEQ ID NOs: 1-12 (véase posteriormente), que se pueden emplear como unidades estructurales 
repetitivas, incluyendo unidades repetitivas en tándem, o se pueden emplear en alguna combinación, para crear una 5 
ELP eficaz para mejorar las propiedades del componente terapéutico. Así, el componente de ELP puede comprender 
o consistir esencialmente en una unidad o unidades estructurales seleccionadas de SEQ ID NOS: 1-12, según se 
definen posteriormente. 
 
El componente de ELP, que comprende estas unidades estructurales, puede ser de tamaños variables. Por ejemplo, 10 
el componente de ELP puede comprender o consistir esencialmente en de aproximadamente 10 a aproximadamente 
500 unidades estructurales, o en ciertos casos de aproximadamente 20 a aproximadamente 200 unidades 
estructurales, o en ciertos casos de aproximadamente 50 a aproximadamente 150 unidades estructurales, o de 
aproximadamente 75 a aproximadamente 130 unidades estructurales, incluyendo una o una combinación de unidades 
definidas por SEQ ID NOS: 1-12. El componente de ELP puede comprender aproximadamente 120 unidades 15 
estructurales, tal como repeticiones de las unidades estructurales definidas por SEQ ID NO: 3 (definida 
posteriormente). Así, el componente de ELP puede tener una longitud de aproximadamente 50 a aproximadamente 
2000 residuos de aminoácido o de aproximadamente 100 a aproximadamente 600 residuos de aminoácido o de 
aproximadamente 200 a aproximadamente 500 residuos de aminoácido o de aproximadamente 200 a 
aproximadamente 400 residuos de aminoácido. 20 
 
En algunos casos, el componente de ELP, o en algunos casos el agente terapéutico, tiene un tamaño de menos de 
aproximadamente 150 kDa, o menos de aproximadamente 100 kDa, o menos de aproximadamente 55 kDa, o menos 
de aproximadamente 50 kDa, o menos de aproximadamente 40 kDa, o menos de aproximadamente 30 o 25 kDa. 
 25 
En algunos casos, el componente de ELP en el estado sin transición puede tener una forma relativamente no 
estructurada y no globular extendida a fin de escapar a la filtración renal. En estos casos, los agentes terapéuticos de 
la invención tienen un peso molecular menor que el corte generalmente identificado para la filtración a través del riñón, 
tal como menor de aproximadamente 60 kD, o en algunos casos menor de aproximadamente 55, 50, 45, 40, 30 o 25 
kDa, y sin embargo persistir en el cuerpo al menos 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 10 veces, 20 veces, o 100 30 
veces más que un homólogo terapéutico no acoplado (p. ej., no fusionado o no conjugado). 
 
En estos u otros casos, el componente de ELP no afecta sustancialmente o significativamente a la acción biológica 
del péptido terapéutico. Así, el VIP con fusión a ELP de la presente invención puede exhibir una potencia (acción 
biológica) que es igual o similar a su homólogo no fusionado. El VIP con fusión a ELP de la presente invención puede 35 
exhibir una potencia o nivel de acción biológica (p. ej., según se prueba in vitro o in vivo) de 10-100% de la exhibida 
por el homólogo no fusionado en el mismo ensayo. En diversos casos, el VIP (activado) con fusión a ELP de la presente 
invención puede exhibir una potencia o nivel de acción biológica (p. ej., según se prueba in vitro o in vivo) de al menos 
50%, 60%, 75%, 80%, 90%, 95% o más del exhibido por el homólogo no fusionado. 
 40 
En ciertos casos, el componente de ELP sufre una transición de fase inversa reversible. Esto es, los componentes de 
ELP están estructuralmente desordenados y son muy solubles en agua por debajo de una temperatura de transición 
(Tt), pero exhiben una transición de fase de desorden a orden brusca (intervalo de 2-3°C) cuando la temperatura se 
eleva por encima de la Tt, conduciendo a desolvatación y agregación de los componentes de ELP. Por ejemplo, la 
ELP forma polímeros insolubles, cuando alcanza un tamaño suficiente, que se pueden retirar y aislar fácilmente de la 45 
solución mediante centrifugación. Esta transición de fase es reversible, y las ELPs insolubles aisladas se pueden 
resolubilizar completamente en solución tamponadora cuando la temperatura vuelva a estar por debajo de la Tt de las 
ELPs. Así, los agentes terapéuticos de la invención, en algunas realizaciones, se pueden separar de otras proteínas 
contaminantes hasta una pureza alta usando procedimientos de ciclación de transición inversa, p. ej., utilizando la 
solubilidad dependiente de la temperatura del agente terapéutico, o adición de sal al medio. Se pueden usar ciclos de 50 
transición de fase inversa sucesivos para obtener un alto grado de pureza. Además de la temperatura y la fuerza 
iónica, otras variables ambientales útiles para modular la transición inversa de los agentes terapéuticos incluyen el pH, 
la adición de solutos y disolventes inorgánicos y orgánicos, la ionización o la modificación química de cadenas laterales 
y la presión. 
 55 
En ciertos casos, el componente de ELP no sufre una transición de fase inversa reversible, o no sufre esta transición 
a una Tt biológicamente importante, y así las mejoras en las propiedades biológicas y/o fisiológicas de la molécula 
(según se describen en cualquier parte en la presente) pueden ser totalmente o sustancialmente independientes de 
cualesquiera propiedades de transición de fase. No obstante, estas propiedades de transición de fase pueden impartir 
ventajas prácticas adicionales, por ejemplo, en relación con la recuperación y la purificación de estas moléculas. 60 
 
En la práctica de la presente invención, el componente de ELP funciona para estabilizar o mejorar de otro modo el 
componente de VIP en la composición terapéutica. Después de la administración de la construcción de VIP-ELP 
acoplados al paciente que necesite el agente terapéutico de VIP, el componente de VIP y la ELP permanecen 
acoplados entre sí mientras que el VIP es terapéuticamente activo, p. ej., para el tratamiento o la profilaxis de un 65 
estado patológico o afección fisiológica, u otra intervención terapéutica. 
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En ciertos casos, el componente o los componentes de ELP pueden estar formados por unidades estructurales, 
incluyendo pero no limitadas a:  

(a) el tetrapéptido Val-Pro-Gly-Gly o VPGG (SEQ ID NO: 1); 

(b) el tetrapéptido Ile-Pro-Gly-Gly o IPGG (SEQ ID NO: 2); 5 

(c) el pentapéptido Val-Pro-Gly-X-Gly (SEQ ID NO: 3) o VPGXG, donde X es cualquier residuo de aminoácido 
natural o artificial, y donde X varía opcionalmente entre repeticiones poliméricas u oligoméricas; 

(d) el pentapéptido Ala-Val-Gly-Val-Pro o AVGVP (SEQ ID NO: 4); 

(e) el pentapéptido Ile-Pro-Gly-X-Gly o IPGXG (SEQ ID NO: 5), donde X es cualquier residuo de aminoácido 
natural o artificial, y donde X varía opcionalmente entre repeticiones poliméricas u oligoméricas; 10 

(e) el pentapéptido Ile-Pro-Gly-Val-Gly o IPGVG (SEQ ID NO: 6); 

(f) el pentapéptido Leu-Pro-Gly-X-Gly o LPGXG (SEQ ID NO: 7), donde X es cualquier residuo de aminoácido 
natural o artificial, y donde X varía opcionalmente entre repeticiones poliméricas u oligoméricas; 

(g) el pentapéptido Leu-Pro-Gly-Val-Gly o LPGVG (SEQ ID NO: 8); 

(h) el hexapéptido Val-Ala-Pro-Gly-Val-Gly o VAPGVG (SEQ ID NO: 9); 15 

(l) el octapéptido Gly-Val-Gly-Val-Pro-Gly-Val-Gly o GVGVPGVG (SEQ ID NO: 10); 

(J) el nonapéptido Val-Pro-Gly-Phe-Gly-Val-Gly-Ala-Gly o VPGFGVGAG (SEQ ID NO: 11); y 

(K) los nonapéptidos Val-Pro-Gly-Val-Gly-Val-Pro-Gly-Gly o VPGVGVPGG (SEQ ID NO: 12). 

Estas unidades estructurales definidas por SEQ ID NOS:1-12 pueden formar unidades repetitivas estructurales o se 
pueden usar en combinación para formar un componente de ELP según la invención. En algunos casos, el componente 20 
de ELP está formado enteramente (o casi enteramente) por una o una combinación de (p. ej., 2, 3 o 4) unidades 
estructurales seleccionadas de SEQ ID NOS: 1-12. En otros casos, al menos 75% o al menos 80% o al menos 90% 
del componente de ELP está formado por una o una combinación de unidades estructurales seleccionadas de SEQ 
ID NOS: 1-12, y que pueden estar presentes como unidades repetitivas. 
 25 
En ciertos casos, el componente o los componentes de ELP contienen unidades repetitivas, incluyendo unidades 
repetitivas en tándem, del pentapéptido Val-Pro-Gly-X-Gly (SEQ ID NO:3), donde X es como se define anteriormente, 
y donde el porcentaje de unidades de pentapéptido Val-Pro-Gly-X-Gly (SEQ ID NO:3) tomado con respecto a todo el 
componente de ELP (que puede comprender unidades estructurales distintas de VPGXG (SEQ ID NO:3)) es mayor 
de aproximadamente 75% o mayor de aproximadamente 85% o mayor de aproximadamente 95% del componente de 30 
ELP. El componente de ELP puede contener motivos que tienen una repetición de 5 a 15 unidades (p. ej. una repetición 
de aproximadamente 10 unidades o aproximadamente 12 unidades) del pentapéptido de SEQ ID NO: 3, con el residuo 
X invitado variando entre al menos 2 o al menos 3 de las unidades estructurales dentro de cada repetición. Los residuos 
invitados se pueden seleccionar independientemente, tal como de los aminoácidos V, I, L, A, G y W (y se pueden 
seleccionar a fin de retener una propiedad de transición de fase inversa deseada). Motivos ejemplares incluyen 35 
VPGXG (SEQ ID NO:3), donde los residuos invitados son V (que puede estar presente en de 40% a 60% de las 
unidades estructurales), G (que puede estar presente en de 20% a 40% de las unidades estructurales y A (que puede 
estar presente en de 10% a 30% de las unidades estructurales). El propio motivo de repetición puede estar repetido, 
por ejemplo, de aproximadamente 5 a aproximadamente 20 veces, tal como de aproximadamente 8 a 15 veces (p. ej., 
aproximadamente 12 veces), para crear un componente de ELP ejemplar. Por supuesto, el componente de ELP que 40 
se describe en este párrafo puede estar construido a partir de una cualquiera de las unidades estructurales definidas 
por SEQ ID NOS: 1-12 o una de sus combinaciones. Un componente de ELP ejemplar se muestra en la Figura 1 
fusionado al extremo C de VIP. 
 
En algunos casos, las unidades de ELP pueden formar una estructura de giro β que proporciona una propiedad similar a 45 
elastina (p. ej., transición de fase inversa). Secuencias peptídicas ejemplares adecuadas para crear una estructura de giro 
β se describen en la Solicitud de Patente Internacional PCT/US96/05186. Por ejemplo, el cuarto residuo (X) en la secuencia 
pentapeptídica de elastina, VPGXG (SEQ ID NO:3), se puede alterar sin eliminar la formación de un giro β. 
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En ciertos casos, los componentes de ELP incluyen repeticiones poliméricas u oligoméricas del pentapéptido VPGXG 
(SEQ ID NO: 3), donde el residuo invitado X es cualquier aminoácido. X puede ser un aminoácido presente en la 
naturaleza o no presente en la naturaleza. En algunas realizaciones, X se selecciona de alanina, arginina, asparagina, 
ácido aspártico, cisteína, ácido glutámico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, 5 
fenilalanina, serina, treonina, triptófano, tirosina y valina. En algunas realizaciones, X es un aminoácido natural distinto 
de prolina o cisteína. 
 
El residuo invitado X (p. ej., con respecto a SEQ ID NO: 3 u otra unidad estructural de ELP) puede ser un aminoácido 
no clásico (no codificado genéticamente). Ejemplos de aminoácidos no clásicos incluyen: isómeros D de los 10 
aminoácidos comunes, ácido 2,4-diaminobutírico, ácido α-aminoisobutírico, ácido A-aminobutírico, Abu, ácido 2-
aminobutírico, γ-Abu, ε-Ahx, ácido 6-aminohexanoico, Aib, ácido 2-aminoisobutírico, ácido 3-aminopropiónico, ornitina, 
norleucina, norvalina, hidroxiprolina, sarcosina, citrulina, homocitrulina, ácido cisteico, t-butilglicina, t-butilalanina, 
fenilglicina, ciclohexilalanina, β-alanina, aminoácidos fluorados, aminoácidos de diseño tales como β-
metilaminoácidos, Cα-metilaminoácidos, Nα-metilaminoácidos y análogos de aminoácido en general. 15 
 
La selección de X puede ser independiente en cada unidad estructural de ELP (p. ej., para cada unidad estructural 
definida en la presente que tiene un residuo invitado X). Por ejemplo, X se puede seleccionar independientemente 
para cada unidad estructural como un aminoácido que tiene una cadena lateral cargada positivamente, un aminoácido 
que tiene una cadena lateral cargada negativamente o un aminoácido que tiene una cadena lateral neutra, incluyendo 20 
en algunas realizaciones una cadena lateral hidrófoba. 
 
En otros casos adicionales, el componente o los componentes de ELP pueden incluir repeticiones poliméricas u 
oligoméricas de los pentapéptidos VPGXG (SEQ ID NO:3), IPGXG (SEQ ID NO:5) o LPGXG (SEQ ID NO:7) o una de 
sus combinaciones, donde X es como se define anteriormente. 25 
 
En cada caso, las unidades estructurales o en algunos casos las repeticiones poliméricas u oligoméricas, de las 
secuencias de ELP pueden estar separadas por uno o más residuos de aminoácido que no eliminen el efecto global 
de la molécula, esto es, para impartir ciertas mejoras al componente terapéutico según se describe. En ciertos casos, 
tales uno o más aminoácidos tampoco eliminan o afectan sustancialmente a las propiedades de transición de fase del 30 
componente de ELP (con relación a la supresión de estos uno o más aminoácidos). 
 
La estructura de los componentes de ELP resultantes se puede describir usando la notación ELPk[XiYj-n], donde k 
indica una unidad repetida de ELP particular, las letras mayúsculas entre corchetes son códigos de aminoácido de 
una sola letra y sus subíndices correspondientes indican la relación relativa de cada residuo invitado X en las unidades 35 
estructurales (cuando sea aplicable) y n describe la longitud total de la ELP en número de las repeticiones 
estructurales. Por ejemplo, ELP1 [V5A2G3-10] indica un componente de ELP que contiene 10 unidades repetitivas del 
pentapéptido VPGXG (SEQ ID NO:3), donde X es valina, alanina y glicina en una relación relativa de 5:2:3; ELP1 
[K1V2F1-4] indica un componente de ELP que contiene 4 unidades repetitivas del pentapéptido VPGXG (SEQ ID NO:3), 
donde X es lisina, valina y fenilalanina en una relación relativa de 1:2:1; ELP1 [K1V7F1-9] indica un polipéptido que 40 
contiene 9 unidades repetitivas del pentapéptido VPGXG (SEQ ID NO:3), donde X es lisina, valina y fenilalanina en 
una relación relativa de 1:7:1; ELP1 [V1A8G7-10] indica un componente de ELP que contiene 10 unidades repetitivas 
del pentapéptido VPGXG (SEQ ID NO: 3), donde X es valina, alanina y glicina en una relación relativa de 1:8:7; ELP1 
[V-5] indica un polipéptido que contiene 5 unidades repetitivas del pentapéptido VPGXG (SEQ ID NO:3), donde X es 
exclusivamente valina; ELP1 [V-20] indica un polipéptido que contiene 20 unidades repetitivas del pentapéptido 45 
VPGXG (SEQ ID NO:3), donde X es exclusivamente valina; ELP2 [5] indica un polipéptido que contiene 5 unidades 
repetitivas del pentapéptido AVGVP (SEQ ID NO:4); ELP3 [V-5] indica un polipéptido que contiene 5 unidades 
repetitivas del pentapéptido IPGXG (SEQ ID NO:5), donde X es exclusivamente valina; ELP4 [V-5] indica un 
polipéptido que contiene 5 unidades repetitivas del pentapéptido LPGXG (SEQ ID NO:7), donde X es exclusivamente 
valina. Estos componentes de ELP que se describen en este párrafo se pueden usar en relación con la presente 50 
invención para incrementar las propiedades terapéuticas del componente terapéutico. 
 
Además, la Tt es una función de la hidrofobia del residuo invitado. Así, al variar la identidad del residuo o los residuos 
invitados y su fracción o fracciones molares, se pueden sintetizar ELPs que exhiban una transición inversa a lo largo 
de un intervalo de 0-100°C. Así, la Tt a una longitud de ELP dada se puede disminuir al incorporar una fracción mayor 55 
de residuos invitados hidrófobos en la secuencia de ELP. Ejemplos de residuos invitados hidrófobos adecuados 
incluyen valina, leucina, isoleucina, fenilalanina, triptófano y metionina. También se puede usar tirosina, que es 
moderadamente hidrófoba. A la inversa, la Tt se puede incrementar al incorporar residuos, tales como los 
seleccionados del grupo que consiste en: ácido glutámico, cisteína, lisina, aspartato, alanina, asparagina, serina, 
treonina, glicina, arginina y glutamina; preferiblemente seleccionados de alanina, serina, treonina y ácido glutámico. 60 
 
En algunos casos, el componente de ELP se selecciona o diseña para proporcionar una Tt (bajo condiciones 
fisiológicas) que varía de aproximadamente 10 a aproximadamente 80°C, tal como de aproximadamente 35 a 
aproximadamente 60°C o de aproximadamente 38 a aproximadamente 45°C. En algunos casos, la Tt es mayor de 
aproximadamente 40°C o mayor de aproximadamente 42°C o mayor de aproximadamente 45°C o mayor de 65 
aproximadamente 50°C. En algunos casos, la temperatura de transición está por encima de la temperatura corporal 
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del sujeto o paciente (p. ej., >37°C) permaneciendo de ese modo soluble in vivo o en otros casos la Tt está por debajo 
de la temperatura corporal (p. ej., <37°C) para proporcionar ventajas alternativas, tales como la formación in vivo de 
un depósito de fármaco para la liberación sostenida del agente terapéutico. Véase, por ejemplo, el documento US 
2007/0009602. 
 5 
La Tt del componente de ELP se puede modificar al variar la longitud de cadena de ELP, ya que la Tt generalmente 
se incrementa con el PM descendente. Para polipéptidos que tienen un peso molecular > 100.000, la escala de 
hidrofobia desarrollada por Urry y cols. (documento PCT/US96/05186) proporciona un medio para predecir la Tt 
aproximada de una secuencia de ELP específica. Sin embargo, en algunas realizaciones, la longitud del componente 
de ELP se puede mantener relativamente pequeña, mientras se mantiene una Tt buscada, al incorporar una fracción 10 
mayor de residuos invitados hidrófobos (p. ej., residuos de aminoácido que tienen cadenas laterales hidrófobas) en la 
secuencia de ELP. Para polipéptidos que tienen un peso molecular <100.000, la Tt se puede predecir o determinar 
mediante la siguiente función cuadrática: Tt = M0 + M1X + M2X2 donde X es el PM de la proteína de fusión, y M0 = 
116,21; M1 = -1,7499; M2 = 0,010349. 
 15 
Aunque la Tt del componente de ELP, y por lo tanto del componente de ELP acoplado a un componente terapéutico, 
está afectada por la identidad y la hidrofobia del residuo invitado, X, también se pueden ver afectadas propiedades 
adicionales de la molécula. Estas propiedades incluyen, pero no se limitan a, solubilidad, biodisponibilidad, 
persistencia, semivida, potencia y seguridad de la molécula. 
 20 
En la sección de Ejemplos posterior, se observa que el agente de VIP acoplado a ELP retiene una cantidad significativa 
de la actividad biológica de VIP natural, con relación a formas no fusionadas de VIP. Adicionalmente, se muestra que 
las ELPs exhiben semividas largas. De forma correspondiente, las ELPs se pueden usar según la invención para 
incrementar sustancialmente (p. ej. en más de 10%, 20%, 20%, 50%, 100%, 200% o más, en realizaciones específicas) 
la semivida de VIP, cuando está conjugado con una ELP, en comparación con la semivida de la forma libre (no 25 
conjugada) del agente terapéutico. El VIP modificado que tiene una semivida circulatoria prolongada se puede 
administrar de 1 a aproximadamente 10 veces por semana, tal como de 1 a aproximadamente 5 o de 1 a 
aproximadamente 3 veces por semana. El VIP modificado o la composición farmacéutica que comprende el mismo se 
puede administrar aproximadamente una vez al día o aproximadamente cada dos días o aproximadamente cada tres 
días o aproximadamente una vez a la semana (es decir, dosificación una vez por semana). 30 

Conjugación y Acoplamiento  

Una proteína de fusión de VIP producida recombinantemente, según ciertos casos de la divulgación, incluye el 
componente de fusión (p. ej., ELP) y un VIP o un análogo de VIP asociados entre sí mediante fusión genética. Por 
ejemplo, la proteína de fusión se puede generar mediante la traducción de un polinucleótido que codifica VIP o un 
análogo de VIP clonado en el marco con el componente de ELP. 35 
 
En ciertos casos, el componente de ELP y el VIP o un análogo de VIP se pueden fusionar usando un péptido conector 
de diversas longitudes para proporcionar mayor separación física y permitir más movilidad espacial entre las porciones 
fusionadas, y así maximizar la accesibilidad de VIP o un análogo de VIP, a modo de ejemplo, para unirse a su receptor 
cognado. El péptido conector puede consistir en aminoácidos que son flexibles o más rígidos. Por ejemplo, un conector 40 
flexible puede incluir aminoácidos que tienen cadenas laterales relativamente pequeñas, y que pueden ser hidrófilos. 
Sin limitación, el conector flexible puede comprender residuos de glicina y/o serina. Conectores más rígidos pueden 
contener, por ejemplo, cadenas laterales de aminoácido con más impedimento estérico, tales como (sin limitación) 
tirosina o histidina. El conector puede tener menos de aproximadamente 50, 40, 30, 20, 10 o 5 residuos de aminoácido. 
El conector puede estar conectado covalentemente a y entre VIP o un análogo de VIP y un componente de ELP, por 45 
ejemplo, a través de fusión recombinante. 
 
El conector o espaciador peptídico puede ser escindible con proteasa o no escindible. A modo de ejemplo, 
espaciadores peptídicos escindibles incluyen, sin limitación, una secuencia peptídica reconocida por proteasas (in vitro 
o in vivo) de tipo variable, tales como Tev, trombina, factor Xa, plasmina (proteasas hemáticas), metaloproteasas, 50 
catepsinas (p. ej., GFLG, SEQ ID NO: 47, etc.) y proteasas encontradas en otros compartimentos corporales. En 
algunas realizaciones que emplean conectores escindibles, la proteína de fusión puede ser inactiva, menos activa o 
menos potente que una fusión, que a continuación se activa tras la escisión del espaciador in vivo. Alternativamente, 
cuando el agente terapéutico es suficientemente activo como una fusión, se puede emplear un espaciador no 
escindible. El espaciador no escindible puede ser de cualquier tipo adecuado, incluyendo, por ejemplo, restos 55 
espaciadores no escindibles que tienen la fórmula [(Gly)n-Ser]m, donde n es de 1 a 4, inclusive, y m es de 1 a 4, 
inclusive. Alternativamente, se podría emplear una secuencia de ELP corta diferente de la ELP del esqueleto en lugar 
de un conector o espaciador, aunque consiguiendo el efecto necesario. 
 
En otros casos adicionales, el agente terapéutico es una fusión recombinante que tiene un componente terapéutico 60 
flanqueado en cada extremo por un componente de ELP. Al menos uno de dichos componentes de ELP puede estar 
ligado a través de un espaciador escindible, de modo que el componente terapéutico sea inactivo, pero se active in 
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vivo mediante la retirada proteolítica de un solo componente de ELP. Siendo activa la fusión de ELP simple resultante 
y teniendo una semivida (u otra propiedad descrita en la presente) mejorada in vivo. 
 
En otros casos, la presente divulgación proporciona conjugados químicos de un VIP o un análogo de VIP y el 
componente de ELP. Los conjugados se pueden elaborar al acoplar químicamente un componente de ELP a VIP o un 5 
análogo de VIP mediante cualquier número de métodos bien conocidos en la técnica (Véase, p. ej., Nilsson y cols., 
2005, Ann Rev Biophys Bio Structure 34: 91-118). En algunos casos, el conjugado químico se puede formar al conectar 
covalentemente VIP o un análogo de VIP al componente de ELP, directamente o a través de un resto conector corto 
o largo, a través de uno o más grupos funcionales en el componente proteínico terapéutico, p. ej., grupos amina, 
carboxilo, fenilo, tiol o hidroxilo, para formar un conjugado covalente. Se pueden usar diversos conectores 10 
convencionales, p. ej., diisocianatos, diisotiocianatos, carbodiimidas, ésteres de bis(hidroxisuccinimida), ésteres de 
maleimida-hidroxisuccinimida, glutaraldehído y similares. 
 
Los espaciadores químicos no peptídicos pueden ser adicionalmente de cualquier tipo adecuado, incluyendo, por 
ejemplo, mediante conectores funcionales descritos en Bioconjugate Techniques, Greg T. Hermanson, publicado por 15 
Academic Press, Inc., 1995, y los especificados en the Cross-Linking Reagents Technical Handbook, disponible de 
Pierce Biotechnology, Inc. (Rockford, Illinois). Espaciadores químicos ilustrativos incluyen conectores 
homobifuncionales que se pueden ligar a grupos amina de Lys, así como conectores heterobifuncionales que se 
pueden ligar a Cys en un extremo y a Lys en el otro extremo. 
 20 
En ciertos casos, componentes de ELP relativamente pequeños (p. ej., componentes de ELP de menos de 
aproximadamente 30 kDa, 25 kDa, 20 kDa, 15 kDa o 10 kDa), que no sufren transición a temperatura ambiente (o la 
temperatura del cuerpo humano, p. ej., Tt >37°C), se acoplan o reticulan químicamente. Por ejemplo, dos componentes 
de ELP relativamente pequeños, que tienen propiedades iguales o diferentes, se pueden acoplar químicamente. Este 
acoplamiento, en algunos casos, puede tener lugar in vivo, mediante la adición de un solo residuo de cisteína en o 25 
alrededor del extremo C de la ELP. Estos componentes de ELP se pueden fusionar cada uno a uno o más 
componentes terapéuticos, a fin de incrementar la actividad o la avidez en la diana. 

Polinucleótidos, Vectores. Células hospedadoras y Métodos de Producción 

En otro aspecto, la divulgación proporciona polinucleótidos que comprenden una secuencia nucleotídica que codifica 
el VIP modificado de la invención. Estos polinucleótidos también pueden comprender, además de secuencias que 30 
codifican VIP o un análogo de VIP y secuencias de fusión, uno o más elementos de control de la expresión. Por 
ejemplo, el polinucleótido puede comprender uno o más promotores o mejoradores de la transcripción, sitios de unión 
ribosómica, señales de terminación de la transcripción y señales de poliadenilación, como elementos de control de la 
expresión. El polinucleótido se puede insertar dentro de cualquier vector adecuado, que puede estar contenido dentro 
de cualquier célula hospedadora adecuada para la expresión, tal como E. coli. 35 
 
Generalmente, un vector que comprende el polinucleótido se puede introducir en una célula para la expresión del 
agente terapéutico. El vector puede permanecer episómico o integrarse cromosómicamente, con la condición de que 
la inserción que codifica el agente terapéutico se pueda transcribir. Los vectores se pueden construir mediante 
tecnología de ADN recombinante estándar. Los vectores pueden ser plásmidos, fagos, cósmidos, fagémidos, virus o 40 
cualesquiera otros tipos conocidos en la técnica, que se usan para la replicación y la expresión en células procarióticas 
o eucarióticas. Se apreciará por un experto en la técnica que una amplia variedad de componentes conocidos en la 
técnica (tales como elementos de control de la expresión) se puede incluir en estos vectores, incluyendo una amplia 
variedad de señales de transcripción, tales como promotores y otras secuencias que regulan la unión de ARN 
polimerasa sobre el promotor. Cualquier promotor conocido por ser eficaz en las células en las que se expresará el 45 
vector se puede usar para iniciar la expresión del agente terapéutico. Los promotores adecuados pueden ser inducibles 
o constitutivos. 
 
En ciertos casos, el VIP modificado se expresa a partir de E. coli u otro sistema de expresión bacteriano. 
Generalmente, E. coli no retirará la metionina N-terminal durante la expresión, de modo que la molécula de VIP 50 
modificada mantenga la especificidad para un receptor. Otros sistemas de expresión se pueden emplear según la 
invención, incluyendo sistemas de expresión de levadura, sistemas de expresión de mamífero y sistemas 
baculovirales. 
 
La proteína terapéutica, cuando se emplean secuencias de fusión de ELP, se puede recuperar mediante ciclación de 55 
temperatura inversa. Específicamente, según se describe previamente, el componente de ELP sufre una transición de 
fase inversa reversible. Esto es, los componentes de ELP están estructuralmente desordenados y son muy solubles 
en agua por debajo de una temperatura de transición (Tt), pero exhiben un transición de fase de desorden a orden 
brusca (intervalo de 2-3°C) cuando la temperatura se eleva por encima de la Tt, conduciendo a la desolvatación y la 
agregación de los componentes de ELP. Por ejemplo, la ELP forma polímeros insolubles, cuando alcanzan un tamaño 60 
suficiente, que se pueden retirar y aislar fácilmente de la solución mediante centrifugación. Esta transición de fase es 
reversible, y las ELPs insolubles aisladas se pueden resolubilizar completamente en solución tamponadora cuando la 
temperatura se devuelve a por debajo de la Tt de las ELPs. Así, los agentes terapéuticos de la invención, en algunas 
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realizaciones, se pueden separar de otras proteínas contaminantes hasta una alta pureza usando procedimientos de 
ciclación de transición inversa, p. ej., utilizando la solubilidad dependiente de la temperatura del agente terapéutico o 
adición de sal al medio. Se pueden usar ciclos de transición de fase inversa sucesivos para obtener un alto grado de 
pureza. Además de la temperatura y la fuerza iónica, otras variables ambientales útiles para modular la transición 
inversa de los agentes terapéuticos incluyen el pH, la adición de solutos y disolventes inorgánicos y orgánicos, la 5 
ionización o modificación química de cadenas laterales y la presión. 

Composiciones farmacéuticas y Métodos de Administración 

La presente invención proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden una cantidad eficaz del VIP 
modificado de la invención (según se describe anteriormente) junto con un vehículo, diluyente o excipiente 
farmacéuticamente aceptable. Estas composiciones farmacéuticas son eficaces para tratar o mejorar, por ejemplo, 10 
una enfermedad autoinmunitaria o inflamatoria, según se describe en la presente. 
 
Los agentes terapéuticos de la invención se pueden administrar de por sí así como en diversas formas incluyendo 
ésteres, sales farmacéuticamente aceptables y otros de sus derivados fisiológicamente funcionales. En estas 
formulaciones farmacéuticas, los agentes terapéuticos se pueden usar individualmente o junto con (incluyendo 15 
formulados con) otros ingredientes terapéuticos, tales como agentes antiinflamatorios o inmunosupresores. 
 
El vehículo o los vehículos deben ser farmacéuticamente aceptables en el sentido de ser compatibles con los otros 
ingredientes de la formulación y no excesivamente perjudiciales para su receptor. 
 20 
Las formulaciones del agente terapéutico incluyen las adecuadas para la administración parenteral así como no 
parenteral. Modalidades de administración ejemplares incluyen oral, bucal, tópica, nasal, subcutánea, intramuscular e 
intravenosa, entre otras. Se prefieren las formulaciones adecuadas para la administración oral y parenteral. 
 
Las formulaciones que comprenden el agente terapéutico de la presente invención se pueden presentar 25 
convenientemente en formas de dosificación unitaria mediante cualquiera de los métodos bien conocidos en la técnica 
de la farmacia. Generalmente, estos métodos incluyen la etapa de asociar los agentes terapéuticos con un vehículo 
que constituye uno o más ingredientes auxiliares. Típicamente, las formulaciones se preparan al asociar 
uniformemente e íntimamente el agente terapéutico con un vehículo líquido, un vehículo sólido finamente dividido o 
ambos, y a continuación, si es necesario, conformar el producto en formas de dosificación de la formulación deseada. 30 
 
Las formulaciones adecuadas para la administración parenteral comprenden convenientemente una preparación 
acuosa estéril del agente terapéutico, que preferiblemente es isotónica con la sangre del receptor (p. ej., solución 
salina fisiológica). Estas formulaciones pueden incluir agentes de suspensión y agentes espesantes u otros sistemas 
microparticulados que están diseñados para dirigir el agente terapéutico a la circulación o uno o más órganos. Las 35 
formulaciones se pueden presentar en forma de dosis unitaria o múltiples dosis. 
 
Además de los susodichos ingredientes, las formulaciones de esta invención pueden incluir además uno o más 
ingredientes auxiliares seleccionados de diluyentes, tampones, agentes aromatizantes, desintegrantes, agentes 
tensioactivos, espesantes, lubricantes, conservantes (incluyendo antioxidantes) y similares. 40 
 
Aunque un experto en la técnica puede determinar la dosis deseable en cada caso (incluyendo una dosis unitaria para 
la administración en depósito), una dosis adecuada del agente terapéutico para alcanzar un beneficio terapéutico 
puede estar, por ejemplo, en un intervalo de aproximadamente 1 microgramo (µg) a aproximadamente 100 miligramos 
(mg) por kilogramo de peso corporal del receptor o en un intervalo de aproximadamente 10 µg a aproximadamente 50 45 
mg por kilogramo de peso corporal o en un intervalo de aproximadamente 10 µg a aproximadamente 10 mg por 
kilogramo de peso corporal. La dosis deseadas se puede presentar como una dosis o dos o más subdosis 
administradas a intervalos apropiados a lo largo del período de dosificación (p. ej., una semana, dos semanas, etc....). 
Estas subdosis se pueden administrar en formas de dosificación unitaria, por ejemplo, conteniendo de 
aproximadamente 10 µg a aproximadamente 500 mg o de aproximadamente 50 µg a aproximadamente 200 mg o de 50 
aproximadamente 50 µg a aproximadamente 100 mg de ingrediente activo por forma de dosificación unitaria. 
Alternativamente, si la condición del receptor así lo requiere, las dosis se pueden administrar como una infusión 
continua. 
 
Por supuesto, el modo de administración y las formas de dosificación afectarán a la cantidad terapéutica del agente 55 
terapéutico activo peptídico que sea deseable y eficaz para una aplicación de tratamiento dada. Por ejemplo, las 
dosificaciones administradas oralmente pueden ser al menos dos veces, p. ej., 2-10 veces, los niveles de dosificación 
usados en métodos de administración parenteral. Las formulaciones de depósito también permitirán aportar 
significativamente más agente terapéutico, de modo que el agente tenga una liberación sostenida a lo largo del tiempo. 
 60 
El VIP que circula en el plasma de individuos normales se origina a partir de fibras nerviosas que contienen VIP en el 
tracto gastrointestinal y también refleja el rebosamiento desde nervios vasculares (Cugini y cols., 1991, Reg Pept 
34:141-8). Como la mayoría de las proteínas vasoactivas, el VIP tiene una semivida relativamente corta. La semivida 
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del VIP en sangre es menor de 2 minutos (Domschke y cols., 1978, Gut 19: 1049-53; Burhol y cols., 1978, Scand J 
Gastroent 13: 807-813). Una ventaja de los CIPs modificados descritos en la presente es la semivida o persistencia 
prolongada en el cuerpo. Según ciertos casos de la invención, el VIP se puede administrar de 1 a aproximadamente 
10 veces por semana, tal como de 1 a aproximadamente 5 o de 1 a aproximadamente 3 veces por semana. El VIP 
modificado o la composición farmacéutica que comprende el mismo se puede administrar aproximadamente una vez 5 
al día o aproximadamente cada dos días o aproximadamente cada tres días o aproximadamente una vez a la semana. 
 
En ciertas realizaciones, el VIP modificado se administra parenteralmente, tal como mediante inyección subcutánea o 
intramuscular. La administración puede ser una dosis unitaria del VIP modificado según se describe en la presente. 
 10 
El VIP modificado, cuando se administra parenteralmente, se puede administrar una vez al día o una vez o dos veces 
a la semana o de una a cinco veces al mes. En estos casos, el VIP modificado se puede administrar como un péptido 
de fusión soluble, que persiste en la circulación, según se describe en la presente, para proporcionar una actividad 
sostenida con una administración relativamente infrecuente. El VIP modificado se puede administrar como un depósito 
de fármaco, según se describe también en la presente, para proporcionar una liberación sostenida de péptido de fusión 15 
a la circulación a lo largo del tiempo. Véase el documento US2007/0009602. 

Métodos de Uso 

La presente divulgación proporciona composiciones farmacéuticas para el uso en el tratamiento, la mejora o la 
prevención de una afección en un mamífero. Estas afecciones incluyen una variedad de afecciones cardiovasculares, 
inmunológicas (p. ej., autoinmunitarias) y neurológicas. Por ejemplo, el VIP modificado se puede usar para ajustar el 20 
equilibrio entre efectores proinflamatorios y antiinflamatorios en un paciente, incluyendo un paciente que sufra una 
enfermedad autoinmunitaria o una afección inflamatoria. Indicaciones ejemplares para el VIP modificado incluyen 
hipertensión, fibrosis miocárdica, insuficiencia cardíaca, cardiomiopatía, diabetes, neumopatía obstructiva crónica 
(COPD), artritis, enteropatía inflamatoria (IBD), enfermedad de Parkinson, traumatismo cerebral y asma, entre otras. 
 25 
La divulgación proporciona así composiciones farmacéuticas para el uso en el tratamiento de una variedad de 
afecciones, incluyendo afecciones caracterizadas por autoinmunidad o inflamación. El método comprende administrar 
una cantidad eficaz del VIP modificado de la invención a un paciente que lo necesite. 

Hipertensión 

En diversos casos, descritos en la presente, la presente invención proporciona métodos para tratar o prevenir la 30 
hipertensión en un paciente que lo necesite, que comprenden administrar una cantidad eficaz del VIP modificado. 
Formas de hipertensión tratables con los VIPs modificados de la presente invención incluyen hipertensión pulmonar, 
hipertensión esencial descontrolada e hipertensión resistente. 
 
La hipertensión pulmonar es una enfermedad relativamente rara pero muy letal caracterizada por hipertensión arterial 35 
pulmonar progresiva y un incremento del engrosamiento de arterias y arteriolas pulmonares menores, culminando en 
insuficiencia ventricular derecha (RV) (Said y cols. 2007, Circulation 115: 1260-8). El VIP se ha relacionado con la 
circulación pulmonar y sistémica. Con respecto al lecho vascular pulmonar y sus alteraciones en la hipertensión 
pulmonar, el VIP relaja el músculo liso vascular pulmonar de varias especies de mamíferos in vitro, neutraliza o atenúa 
las acciones de la endotelina y otros vasoconstrictores, reduce la vasoconstricción pulmonar hipóxica e inhibe la 40 
proliferación de músculo liso vascular pulmonar de pacientes con hipertensión pulmonar. Por otra parte, el VIP es un 
cotransmisor del sistema fisiológico no adrenérgico no colinérgico de relajación del músculo liso vascular pulmonar. 
Por otra parte, se ha presentado que los nervios que contienen VIP, normalmente abundantes en la arteria pulmonar, 
están ausentes en arterias pulmonares de pacientes con hipertensión pulmonar, y la inhalación del péptido tenía un 
efecto terapéutico beneficioso sobre esos pacientes (Petkov y cols., 2003, J. Clin Invest. 111: 1339-1346). Finalmente, 45 
los estudios han mostrado que la terapia de restitución de VIP en ratones VIP-/- es capaz de prevenir o al menos frenar 
la progresión de cambios patológicos clave en la hipertensión pulmonar (Said y cols., 2007, Circulation 115: 1260-8). 
Así, se puede esperar que la aplicación de VIP a pacientes con hipertensión pulmonar dé como resultado una mejora 
sustancial de los parámetros hemodinámicos y de pronóstico de la enfermedad (Petkov y cols., 2003, J. Clin Invest. 
111: 1339-1346). 50 
 
La hipertensión esencial descontrolada es una presión sanguínea que es invariablemente superior a la normal cuando 
no se puede encontrar causa para la presión sanguínea elevada. La hipertensión esencial es el tipo de hipertensión 
más prevalente, afectando a 90-95% de los pacientes hipertensos (Carretero y cols., 2000, Circulation 101: 329-35) y 
los expertos creen que está provocada por varios factores sin descubrir. Las concentraciones de VIP se disminuyen 55 
en ratas con hipertensión esencial propensas a apoplejía (Mori y cols., 1993, Jpn Heart J. 34: 785-94) y el uso de VIP 
humano con liposomas estéricamente estabilizados puede normalizar la presión arterial sistémica en hámsteres 
espontáneamente hipertensos (Onyuksel y cols., 2006, Peptides 27: 2271-5). 
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La hipertensión resistente es una forma de presión sanguínea elevada que no responde a tratamiento (es decir, la 
presión sanguínea permanece elevada aunque se administre una combinación de fármacos). Las causas de un control 
escaso de la presión sanguínea son numerosas. Las causas más probables son la sobrecarga de volumen debida a 
exceso de toma de sodio, a intolerancia a los medicamentos, a falta de cumplimiento terapéutico y a hipertensión 
secundaria (Graves JW, 2000, Mayo Clin Prac 75: 278-84). Como un potente vasodilatador sistémico, el VIP tiene 5 
utilidad para el tratamiento y la prevención de la hipertensión en pacientes que presenten los rasgos característicos 
de la hipertensión resistente. 

Cardiopatía 

En realizaciones adicionales, la presente invención proporciona métodos para tratar o prevenir una cardiopatía en un 
paciente que lo necesite, que comprenden administrar una cantidad eficaz del VIP modificado. Formas de cardiopatía 10 
tratables con los VIPs modificados de la presente invención incluyen fibrosis miocárdica, insuficiencia cardíaca y 
cardiomiopatía. 
 
Los cambios en la síntesis y la secreción de VIP en el corazón parecen representar un papel en la patogénesis de 
varias enfermedades, tales como insuficiencia cardíaca y fibrosis miocárdica (Dvoráková MC, 2005, Drug News 15 
Perspect. 18: 387-91). A modo de ejemplo, la concentración de VIP se disminuye significativamente tanto en tejido de 
pacientes con cardiomiopatía como en tejido cardíaco procedente de modelos de insuficiencia cardíaca en animales 
(Unverferth y cols., 1986, J. Lab Clin Med 108: 11-16). Por otra parte, la degradación de VIP se incrementa en 
corazones con fibrosis y por consiguiente la concentración de VIP miocárdica disminuye. Así, la disminución de VIP 
parece ser un factor importante en la patogénesis de la enfermedad (Ye y cols., 2003, Acta Physiol Scand 179: 353-20 
60) y las concentraciones reducidas de VIP se asocian con un empeoramiento progresivo de la insuficiencia cardíaca. 
El uso del inhibidor de vasopeptidasa omapatrilat, que se sabe que disminuye la velocidad de depuración metabólica 
de VIP, daba como resultado una disminución en la presión sanguínea sistólica así como una disminución en la fibrosis 
miocárdica en comparación con un control (Ye y cols., 2004, Eur J Pharmacol 485: 235-42). También se presentaba 
un efecto protector de VIP en miocardio isquémico y reperfundido (Kalfin y cols., 1994, J Pharmacol Exp Ther 268: 25 
952-8). Por lo tanto, se puede esperar que la aplicación de las modificaciones de VIP de la presente invención tenga 
un efecto beneficioso en una variedad de afecciones patológicas, incluyendo insuficiencia cardíaca, cardiomiopatía y 
fibrosis miocárdica. 

Preferencia por el Receptor VPAC2  

En algunas realizaciones, tales como cuando el VIP modificado tiene una preferencia superior para VPAC2 en 30 
comparación con VIP no modificado, el VIP modificado puede reducir respuestas inflamatorias, tales como respuestas 
de hipersensibilidad de tipo retardado, en un paciente. En algunas de estas realizaciones, el VIP modificado reduce el 
desarrollo de células T autorreactivas. En estas realizaciones, el paciente puede tener una o más afecciones definidas 
por inflamación de tipo TH1 o autoinmunidad TH1, tales como artritis (incluyendo RA), enteropatía inflamatoria (p. ej., 
enfermedad de Crohn), diabetes tipo 1, esclerosis múltiple, rechazo de trasplantes, síndrome de Sjogren, pancreatitis, 35 
uveorretinitis, queratitis y choque séptico. 
 
COPD es una enfermedad inflamatoria crónica de las vías respiratorias, que afecta a tanto como 8% de los individuos 
en las naciones industrializadas. Existe un incremento en el número de mujeres y hombres que sufren COPD. La 
hipertensión pulmonar es un síntoma común de la obstrucción crónica del flujo de aire, pero los mecanismos precisos 40 
del incremento de la resistencia vascular no están claros. Causas potenciales de hipertensión pulmonar en la COPD 
incluyen la destrucción enfisematosa del lecho capilar, la remodelación de los vasos pulmonares y la vasoconstricción 
pulmonar hipóxica. 
 
El VIP es una de las moléculas más abundantes encontradas en el tracto respiratorio. Debido a sus propiedades 45 
antiinflamatorias y broncodilatadoras, se ha propuesto como un nuevo tratamiento para la COPD y el asma. Aunque 
la regulación al alza de VPAC1 es dominante, tanto VPAC1 como VPAC2 son necesarios para una señalización 
antiinflamatoria óptima (Burian y cols., 2010, Peptides 31: 603-8). Según esto, se puede esperar que el tratamiento 
con VIP y formas modificadas de VIP, tales como los péptidos de fusión divulgados en la presente, ayude a disminuir 
la inflamación crónica en el pulmón de pacientes con COPD y asma. 50 
 
La presente invención se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos que no se deben considerar 
limitativos. 

EJEMPLOS 

Ejemplo 1 55 

Clonación de construcciones de VIP-ELP 
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La secuencia de ADN para el péptido VIP era como se describe en Simoncsits y cols. (Synthesis, cloning and 
expression in Escherichia coli of artificial genes coding for biologically active elongated precursors of the vasoactive 
intestinal polypeptide, Eur. J. Biochem. 1988, 178(2):343-350), excepto que el residuo 17 era la metionina natural y no 
tenía ninguna de las extensiones C-terminales descritas (Véase SEQ ID NO. 16). 
 5 
Se elaboraron dos variantes iniciales, una con una metionina en el extremo N, debido al codón de inicio ATG requerido, 
(PB1046, SEQ ID NO. 17) y una con el tripéptido MAA en el extremo N (PB1047, SEQ ID 18). La metionina en PB1046 
normalmente sería retirada por metionina aminopeptidasa (MA) pero como la histidina es el segundo residuo y uno de 
los aminoácidos menos favorecidos en esta posición para MA, la metionina no se retira. La metionina en PB1047 se 
retiraba para dejar AA, que a continuación se puede retirar in vitro o in vivo por DPPIV para dar la histidina como el 10 
residuo N-terminal. La secuencia de ADN de VIP se clonó en el vector pPB1031 (véase la Figura 3) que soporta la 
secuencia de ADN de ELP1-120 para dar un casete de expresión bajo el control del promotor T7. 
 
Los oligonucleótidos sintéticos P0045 (SEQ ID NO. 31), P0048 (SEQ ID NO. 32), P0064 (SEQ ID NO. 33) y P0065 
(SEQ ID NO. 34) se renaturalizaron conjuntamente, se digirieron con la enzima de restricción Xbal y se ligaron en el 15 
plásmido pPB1031 que se había digerido con las enzimas de restricción Xbal/Kpnl para dar el plásmido de expresión 
pPB1046 (véase la Figura 4). 
 
Los oligonucleótidos sintéticos P0066 (SEQ ID NO. 35), P0064 (SEQ ID NO. 33), P0067 (SEQ ID NO. 36) y P0065 
(SEQ ID NO. 34) se renaturalizaron conjuntamente, se digirieron con la enzima de restricción Xbal y se ligaron en el 20 
plásmido pPB1031 que se había digerido con las enzimas de restricción Xbal/Kpnl para dar el plásmido de expresión 
pPB1047 (véase la Figura 5). 
 
Además, y suponiendo que el extremo N no era un requisito absoluto para la actividad, también se elaboró una fusión 
C-terminal, pPB1048 (véase la Figura 6). Los oligonucleótidos sintéticos P0068 (SEQ ID NO. 37) y P0069 (SEQ ID 25 
NO. 38) se renaturalizaron conjuntamente y se ligaron en el plásmido pPB1031 que se había digerido con las enzimas 
de restricción BgII/NheI para dar el plásmido de expresión pPB1048. 

Ejemplo 2 

Expresión de Construcciones de VIP-ELP  

La cepa de producción de E.coli BLR (Novogen) se transformó con los plásmidos pB1046, pPB1047 y pPB1048 y 30 
se hizo crecer en medio enriquecido en matraces agitados a 37°C durante la noche. Las pellas celulares se 
resuspendieron en tampón de TE pH 8,0, se sometieron a lisis a través de un microfluidizador (Microfluidics), se 
centrifugaron para retirar el material insoluble y el producto se purificó del lisado soluble resultante al 'someter a 
transición' (ref) con la adición de NaCl hasta 3 M. Las muestras se recogieron a través de dos rondas adicionales 
de transición para dar las muestras purificadas finales. Estas se analizaron mediante SDS-PAGE y se encontró 35 
que PB1046 y PB1047 daban dos bandas (véase la Figura 7). Suponiendo que esto fuera como resultado de la 
proteólisis, los cultivos se hicieron crecer de nuevo, pero esta vez, antes de la lisis, se calentaron hasta 60°C 
durante 15 minutos. El análisis mediante gel NuPAGE en acetato de Tris al 10% indicaba que se había inhibido la 
proteólisis (véase la Figura 7). 
 40 
La proteólisis se producía, lo más probablemente, dentro del péptido y probablemente cerca de la unión del péptido y 
la ELP ya que no se observaba rotura en la fusión C-terminal PB1048. Esa proteólisis se podía prevenir mediante 
desnaturalización térmica de la proteasa o las proteasas antes de la lisis de las células, que podría tender a implicar 
a una proteasa o proteasas periplásmicas en lugar de una proteasa citosólica o una proteasa citosólica que se activara 
o se comporte de un modo diferente tras la lisis. 45 

Ejemplo 3 

Actividad de la fusión de VIP Modificado-ELP in vitro 

Para medir la actividad biológica y la potencia in vitro de VIP o proteínas de fusión de VIP-ELP, se usaba un bioensayo 
celular. El ensayo mide el incremento en la concentración de monofosfato de adenosina cíclico (cAMP) intracelular en 
respuesta al tratamiento con VIP o proteínas de fusión de VIP-ELP en células de ovario de hámster chino (CHO) que 50 
se han manipulado para expresar bien el receptor de péptido intestinal vasoactivo humano 2 (VPAC2) o bien el receptor 
de péptido intestinal vasoactivo humano 1 (VPAC1). Tanto VIP como las proteínas de fusión de VIP-ELP pueden 
estimular la producción de cAMP en estas células, indicando que las proteínas de fusión retienen la capacidad de 
unirse a y activar el receptor. Puesto que la cantidad de acumulación de cAMP en células después de la unión y 
activación del ligando mediada por receptor es directamente proporcional a la cantidad de péptido o proteína de fusión 55 
intactos presentes, el ensayo se puede usar para determinar la bioactividad y la potencia relativa. 
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En este ejemplo, se probó la actividad de las proteínas de fusión de VIP-ELP PB1046 y PB1047. La construcción 
pPB1046 contiene VIP con una Met en el extremo N y la construcción pPB1047 contiene VIP con Ala-Ala en su extremo 
N. Ambas construcciones tienen ELP(1-120) en su extremo C. En el primer experimento, se probó la actividad de las 
construcciones usando una célula CHO que expresa el receptor de VIP (VPAC2). Después de una incubación de 30 
minutos de diversas concentraciones de las proteínas de fusión con la célula, las células se sometieron a lisis y la 5 
cantidad de cAMP producida se midió usando un estuche comercial. PB1047 se trataba con DPP-IV antes de la adición 
a las células. La Figura 8 muestra el resultado. Según se muestra, la proteína de fusión de VIP modificado PB1046 
es algo más activa que la proteína de VIP natural, mientras que PB1047 es menos activa. 
 
La actividad de pPB1046 y pPB1047 también se probó usando una célula CHO que expresa receptor de VIP (VPAC1). 10 
Después de una incubación de 30 minutos de diversas concentraciones de las proteínas de fusión con la célula CHO, 
las células se sometieron a lisis y la cantidad de cAMP producida se midió usando un estuche comercial. PB1047 se 
trató con DPP-IV antes de la adición a las células. La Figura 9 muestra el resultado. Esta vez, la proteína de fusión 
de VIP modificado PB1046 es mucho menos activa que la proteína de VIP natural, mientras que la actividad relativa 
de PB1047 contra VIP natural es aproximadamente la misma que en la prueba para el receptor VPAC2. Estos 15 
resultados sugieren que PB1046 activa selectivamente el receptor VPAC2 sobre el receptor VPAC1. 

Ejemplo 4 

Efecto en la presión sanguínea de la proteína de fusión de VIP-ELP  

La actividad de la proteína de fusión de VIP modificado-ELP PB1047 también se probó in vivo. Específicamente, se 
probaron los efectos de la proteína de fusión de VIP-ELP sobre la presión sanguínea. Ratas espontáneamente 20 
hipertensas se trataron subcutáneamente con PB1047 (10 mg/kg) o control de tampón y sus presiones sanguíneas se 
midieron en varios puntos después de la administración de la proteína de fusión. Se usaron cinco animales para cada 
grupo y las gráficas muestran el promedio y la desviación estándar. PB1047 reducía significativamente la presión 
sanguínea sistólica y diastólica en estos animales durante al menos 12 horas después de la administración (véase la 
Figura 10), indicando que la proteína de fusión VIP-ELP es activa, y se puede usar potencialmente como productos 25 
farmacéuticos para tratar enfermedades relacionadas con VIP. 

Ejemplo 5 

Proteínas de fusión de VIP-ELP adicionales  

El tratamiento con DPP IV de PB1047 daba como resultado la retirada tanto de AA como de HS del extremo N y la 
inactivación del péptido. Por lo tanto, se construía el plásmido pPB1064, donde el extremo N se cambiaba por MAAHG, 30 
SEQ ID NO: 45, en lugar de MAAHS, SEQ ID NO: 46, debido a que HG es más resistente a DPP IV que HS. 
 
También se construyó el plásmido pPB1056, que codifica un VIP con un conector cargado opuestamente (SEQ ID 
NO. 20) basándose en la repetición VPGXG, SEQ ID NO: 3, antes de la ELP. 

Ejemplo 6 35 

Clonación, Expresión y Análisis de una Proteína de Fusión de VIP-ELP Adicional, PB1120 

La secuencia de ADN de VIP se clonó en el vector pPB1120 (SEQ ID NO: 48) (véase la Figura 11) que soporta la 
secuencia de ADN de ELP1-120 para dar un casete de expresión bajo el control del promotor T7. Posteriormente, la 
cepa de producción de E. coli BLR se transformó con el plásmido pPB1120 y se hizo crecer en medio enriquecido 
según se describe anteriormente. Las muestras del péptido de fusión de VIP-ELP1-120 resultante, PB1120, se 40 
purificaron y se analizaron a través de SDS-PAGE. 
 
La actividad del péptido de fusión PB1120 se probó in vitro. La actividad se probó usando un ensayo que utilizaba 
células CHO que expresan receptor de VIP (VPAC1) según se describe anteriormente en el Ejemplo 3. Como 
demuestra la Figura 12, PB1120 era aproximadamente 1,4 veces menos activo que el péptido VIP natural sobre el 45 
receptor VPAC1. En comparación, la construcción PB1046 que contiene un residuo de metionina N-terminal era 
aproximadamente 11 veces menos activa que el péptido VIP natural. A lo largo del curso de múltiples experimentos, 
PB1120 era en todas partes de 1,4 a 6 veces menos activo que el péptido VIP natural sobre el receptor VPAC1. 
 
La Figura 13 ilustra la actividad de PB1120 para el receptor VPAC2. Como los resultados observados para el receptor 50 
VPAC1, PB1120 muestra ligeramente menos actividad (∼1,5 veces menor) que el péptido VIP natural para VPAC2. 
Sin embargo, en contraste con los resultados observados con VPAC1, PB1046 era equipotente para VPAC2 en 
comparación con el péptido natural. A lo largo del curso de múltiples experimentos, PB1120 era en todas partes de 
1,5 a 7 menos activo que el péptido VIP natural sobre el receptor VPAC2. 
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Ejemplo 7 

Perfil Farmacocinético de la Proteína de Fusión de VIP Modificado-ELP PB1120 

Además de los ensayos de potencia biológica descritos anteriormente, también se examinó el perfil farmacocinético 
de la proteína de fusión de VIP-ELP PB1120. Se les administraron a monos inyecciones subcutáneas (SC) individuales 
(dosificadas en 3 mg/kg) de PB1120 y las concentraciones de fármaco en plasma se midieron diariamente a lo largo 5 
del transcurso de una semana. Se usaron tres animales y las gráficas muestran el promedio y la desviación estándar. 
Más de la mitad de la dosis inicial de PB1120 permanecía en la circulación el día 4 (véanse las Figuras 14A y 14B, 
que ilustran las concentraciones plasmáticas medias de PB1120 después de la administración SC usando ejes lineales 
y semilogarítmicos, respectivamente). 
 10 
Basándose en estos datos, parece haber una fase de absorción prolongada después de la administración subcutánea 
de PB1120, de acuerdo con la absorción lenta desde la zona de administración. La semivida (t½) de eliminación 
aparente, basándose en la reducción de las concentraciones plasmáticas, variaba de 9,9 a 45,8 h y probablemente 
refleja la absorción lenta más que la verdadera eliminación. Estos datos indican que la proteína de fusión de VIP-ELP 
tiene una semivida drásticamente prolongada en comparación con VIP natural y se puede administrar potencialmente 15 
a intervalos prolongados (p. ej., se puede administrar aproximadamente una vez al día, aproximadamente cada dos 
días, aproximadamente cada tres días o aproximadamente una vez a la semana). 

Ejemplo 8 

Efectos de la Proteína de Fusión de VIP Modificado-ELP PB1120 sobre la Presión Sanguínea 

Para medir los efectos de la proteína de fusión de VIP modificado-ELP PB1120 sobre la presión sanguínea arterial 20 
sistólica, diastólica y media, se administraron a ratas inyecciones subcutáneas individuales de 0,1 mg/kg, 1 mg/kg o 5 
mg/kg de PB1120 y se evaluaron a lo largo de intervalos de 3 h. Las Figuras 15A, 15B y 15C muestran el cambio 
promedio en la presión arterial sistólica, diastólica y media, respectivamente. La Figura 15D muestra la frecuencia 
cardíaca promedio a lo largo de intervalos de 3 h después de la administración de PB1120. Como demuestran las 
Figuras 15A-C, las ratas inyectadas bien con 1 mg/kg o bien con 5 mg/kg de PB1120 mostraban reducciones 25 
significativas en la presión arterial sistólica, diastólica y media 9 h después de la inyección, indicando que la proteína 
de fusión de VIP-ELP PB1120 se puede administrar potencialmente con el propósito de tratar o prevenir la hipertensión 
en individuos afectados. 
 
A menos que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y científicos en la presente tienen el mismo significado 30 
que el entendido comúnmente por un experto normal en la técnica a la que pertenece esta invención. Aunque se 
pueden usar en la práctica o las pruebas de la presente invención cualesquiera métodos y materiales similares o 
equivalentes a los descritos en la presente, se describen en la presente los métodos y materiales preferidos. 
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< 211> 4 

< 212> PRT 

< 213> Secuencia Artificial 
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< 223> Tetrapéptido de ELP 5 
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< 223> Pentapéptido de ELP 

<220> 

< 221> MISC_FEATURE 

< 222> (4)..(4) 

< 223> Xaa puede ser cualquier residuo de aminoácido natural o artificial, y donde Xaa varía opcionalmente 25 
entre repeticiones poliméricas u oligoméricas 
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< 223> M-VIP ELP1-120 

<400> 14  

 15 
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<210> 15 

< 211> 636 

< 212> PRT 

< 213> Secuencia Artificial 

<220> 5 

< 223> MAA-VIP ELP1-120 

<400> 15  
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<210> 16 

< 211> 93 

< 212> ADN 

< 213> Homo sapiens 5 

<400> 16  

 

E17163446
18-05-2021ES 2 870 914 T3

 



29 

<210> 17 

< 211> 29 

< 212> PRT 

< 213> Secuencia Artificial 

<220> 5 

< 223> VIP : PROTEÍNA MODIFICADA PB1046 

<400> 17  

 

<210> 18 

< 211> 31 10 

< 212> PRT 

< 213> Secuencia Artificial 

<220> 

< 223> VIP : PROTEÍNA MODIFICADA PB1047 

<400> 18  15 

 

<210> 19 

< 211> 31 

< 212> PRT 

< 213> Secuencia Artificial 20 

<220> 

< 223> VIP : PROTEÍNA MODIFICADA PB1064 

<400> 19  
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<210> 20 

< 211> 51 

< 212> PRT 

< 213> Secuencia Artificial 5 

<220> 

< 223> VIP : PROTEÍNA MODIFICADA PB1056 

<400> 20  

 

<210> 21 10 

< 211> 28 

< 212> PRT 

< 213> Secuencia Artificial 

<220> 

< 223> VIP : PROTEÍNA MODIFICADA 15 

<400> 21  

 

<210> 22 

< 211> 28 
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< 212> PRT 

< 213> Secuencia Artificial 

<220> 

< 223> VIP : PROTEÍNA MODIFICADA 

<400> 22  5 

 

<210> 23 

< 211> 28 

< 212> PRT 

< 213> Secuencia Artificial 10 

<220> 

< 223> VIP : PROTEÍNA MODIFICADA 

<400> 23  

 

<210> 24 15 

< 211> 31 

< 212> PRT 

< 213> Secuencia Artificial 

<220> 

< 223> VIP : PROTEÍNA MODIFICADA 20 

<220> 

< 221> MISC_FEATURE 

< 222> (5)..(5) 

< 223> Xaa puede ser Ser o Gly 
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<400> 24  

 

<210> 25 

< 211> 31 

< 212> PRT 5 

< 213> Secuencia Artificial 

<220> 

< 223> VIP : PROTEÍNA MODIFICADA 

<220> 

< 221> MISC_FEATURE 10 

< 222> (5)..(5) 

< 223> Xaa puede ser Ser o Gly 

<400> 25  

 

<210> 26 15 

< 211> 31 

< 212> PRT 

< 213> Secuencia Artificial 

<220> 

< 223> VIP : PROTEÍNA MODIFICADA 20 

<220> 

< 221> MISC_FEATURE 

< 222> (5)..(5) 

< 223> Xaa puede ser Ser o Gly 
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<400> 26  

 

<210> 27 

< 211> 31 

< 212> PRT 5 

< 213> Secuencia Artificial 

<220> 

< 223> VIP : PROTEÍNA MODIFICADA 

<220> 

< 221> MISC_FEATURE 10 

< 222> (5)..(5) 

< 223> Xaa puede ser Ser o Gly 

<400> 27  

 

<210> 28 15 

< 211> 27 

< 212> PRT 

< 213> DESCONOCIDA 

<220> 

< 223> PACAP-27 : PROTEÍNA NATURAL 20 

<400> 28  

 

<210> 29 
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< 211> 38 

< 212> PRT 

< 213> DESCONOCIDA 

<220> 

< 223> PACAP-38 : PROTEÍNA NATURAL 5 

<400> 29  

 

<210> 30 

< 211> 41 

< 212> PRT 10 

< 213> Secuencia Artificial 

<220> 

< 223> PACAP : PROTEÍNA MODIFICADA 

<400> 30  

 15 

<210> 31 

< 211> 60 

< 212> ADN 

< 213> Secuencia Artificial 

<220> 20 

< 223> P0045 : CEBADOR 
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<400> 31 

aattctctag aaataatttt gtttaacttt aagaaggaga tatacatatg cactctgacg   60 

<210> 32 

< 211> 76 

< 212> ADN 5 

< 213> Secuencia Artificial 

<220> 

< 223> P0048 : CEBADOR 

<400> 32  

 10 

<210> 33 

< 211> 78 

< 212> ADN 

< 213> Secuencia Artificial 

<220> 15 

< 223> P0064: CEBADOR 

<400> 33  

 

<210> 34 

< 211> 54 20 

< 212> ADN 

< 213> Secuencia Artificial 

<220> 

< 223> P0065 : CEBADOR 

<400> 34 25 

gttcaggata gagttcaggt actttttaac agccatctgt ttacgcagac gagt   54 

<210> 35 

E17163446
18-05-2021ES 2 870 914 T3

 



36 

< 211> 60 

< 212> ADN 

< 213> Secuencia Artificial 

<220> 

< 223> P0066 : CEBADOR 5 

<400> 35 

ctagaaataa ttttgtttaa ctttaagaag gagatataca tatggcggcc cactctgacg   60 

<210> 36 

< 211> 76 

< 212> ADN 10 

< 213> Secuencia Artificial 

<220> 

< 223> P0067 : CEBADOR 

<400> 36  

 15 

<210> 37 

< 211> 97 

< 212> ADN 

< 213> Secuencia Artificial 

<220> 20 

< 223> P0068 : CEBADOR 

<400> 37  

 

<210> 38 

< 211> 104 25 

< 212> ADN 

< 213> Secuencia Artificial 
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<220> 

< 223> P0069 : CEBADOR 

<400> 38  

 

<210> 39 5 

< 211> 240 

< 212> ADN 

< 213> Secuencia Artificial 

<220> 

< 223> Secuencia de fusión de mVIP-ELP 1-120 pPB1046 10 

<400> 39  

 

<210> 40 

< 211> 50 

< 212> PRT 15 

< 213> Secuencia Artificial 

<220> 

< 223> Secuencia de fusión de mVIP-ELP 1-120 

<400> 40  

 20 
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<210> 41 

< 211> 240 

< 212> ADN 

< 213> Secuencia Artificial 5 

<220> 

< 223> Secuencia de fusión de mVIP-ELP 1-120 pPB1047 

<400> 41  

 

<210> 42 10 

< 211> 49 

< 212> PRT 

< 213> Secuencia Artificial 

<220> 

< 223> Secuencia de fusión de mVIP-ELP 1-120 15 

<400> 42  

 

<210> 43 

< 211> 180 

< 212> ADN 20 

< 213> Secuencia Artificial 
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<220> 

< 223> Secuencia de fusión de ELP 1-120-VIP pPB1048 

<400> 43  

 

 5 

<210> 44 

< 211> 44 

< 212> PRT 

< 213> Secuencia Artificial 

<220> 10 

< 223> Secuencia de fusión de ELP 1-120-VIP 

<400> 44  

 

<210> 45 

< 211> 5 15 

< 212> PRT 

< 213> Secuencia Artificial 

<220> 

< 223> Extremo N de VIP modificado 

<400> 45  20 

 

<210> 46 

< 211> 5 

< 212> PRT 
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< 213> Secuencia Artificial 

<220> 

< 223> Extremo N de VIP modificado 

<400> 46  

 5 

<210> 47 

< 211> 4 

< 212> PRT 

< 213> Secuencia Artificial 

<220> 10 

< 223> Secuencia espaciadora peptídica  

<400> 47  

 

<210> 48 

< 211> 8135 15 

< 212> ADN 

< 213> Secuencia Artificial 

<220> 

< 223> pPB1120 

<400> 48  20 
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<210> 49 

< 211> 1905 

< 212> ADN 

< 213> Secuencia Artificial 5 

<220> 

< 223> VIP ELP1-120 

<400> 49  
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<210> 50 

< 211> 633 

< 212> PRT 

< 213> Secuencia Artificial 5 

<220> 

< 223> VIP ELP1-120 

<400> 50  

 

 10 
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REIVINDICACIONES 

1. Una composición farmacéutica para el uso en un método para el tratamiento de una cardiopatía, en donde el método 
comprende administrar a un sujeto la composición que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un VIP 
que tiene una metionina N-terminal que incrementa la preferencia del péptido VIP para VPAC2 frente a VPAC1 y la 
secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO. 13 con la His N-terminal en la posición 2, y que tiene un péptido similar a 5 
elastina (ELP) en el extremo C, teniendo el ELP de 75 a 130 unidades de VPGXG (SEQ ID NO:3), donde la 
composición de X es de 40% a 60% de Val, de 10% a 30% de Ala y de 20% a 40% de Gly. 
 
2. La composición farmacéutica para el uso según la reivindicación 1, en donde la composición prolonga la fase de 
absorción desde una zona de inyección y alarga la semivida circulatoria del VIP. 10 
 
3. La composición farmacéutica para el uso según la reivindicación 1, en donde la composición está formulada para 
la administración parenteral. 
 
4. La composición farmacéutica para el uso según la reivindicación 3, en donde la composición está formulada para 15 
la administración subcutánea, intramuscular o intravenosa. 
 
5. La composición farmacéutica para el uso según la reivindicación 1, en donde la cardiopatía se selecciona del grupo 
que consiste en hipertensión, insuficiencia cardíaca, fibrosis miocárdica o cardiomiopatía. 
 20 
6. La composición farmacéutica para el uso en el tratamiento de la hipertensión según la reivindicación 5, en donde el 
sujeto tiene hipertensión seleccionada de hipertensión pulmonar, hipertensión esencial descontrolada e hipertensión 
resistente. 
 
7. La composición farmacéutica para el uso según una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 6, en donde en el método 25 
la composición se administra de una a tres veces por semana o se administra aproximadamente de forma diaria. 
 
8. La composición farmacéutica para el uso según la reivindicación 1, en donde la administración de la composición a 
un sujeto disminuye la presión sanguínea en el sujeto. 
 30 
9. La composición farmacéutica para el uso según la reivindicación 8, en donde se disminuye la presión sanguínea 
arterial diastólica, sistólica y/o media. 
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