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DESCRIPCION

Composiciones que comprenden una proteina de fusion de VIP-ELP para su uso en el tratamiento de fibrosis
quistica

ANTECEDENTES

La fibrosis quistica es un trastorno genético crénico, progresivo y mortal que afecta a aproximadamente 1 de cada
2500 personas en todo el mundo. Esta enfermedad es causada por mutaciones de pérdida de funcién en el gen
regulador de la conductancia transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR) que codifica un canal de aniones
regulado por AMPc expresado principalmente en la membrana plasmatica apical de células epiteliales secretoras en
las vias respiratorias, pancreas, intestino y otros tejidos. Se han identificado casi 2000 mutaciones en el gen CFTR
que producen el fenotipo de pérdida de funcion por alteracion de la traduccion, procesamiento celular y/o apertura de
los canales de cloruro (Rowe y Verkman (2013)).

Ademas de las mutaciones heredadas en el gen CFTR, factores ambientales, tales como el humo del tabaco,
pueden conducir a defectos adquiridos de la proteina CFTR. El fenotipo de CFTR de pérdida de funcién conduce a la
alteracion del transporte de iones y de agua a través de la membrana celular. Por consiguiente, las células afectadas
producen moco anormalmente espeso que obstruye las vias respiratorias y las glandulas, que conduce a dificultad
respiratoria, mayor infeccion, infertilidad, dano tisular y muerte.

Las terapias actuales se centran en aliviar los sintomas de la disfuncién de la proteina CFTR. Sin embargo, se
necesitan terapias que corrijan el defecto subyacente de la proteina CFTR.

Tomasz Kowaiczyk et al. World J. of Microbiology and Biotechnology, 30:8, pp. 2141-2152, 4 de abril de 2014,
describe la aplicacion de conjugados de ELP con la proteina tat de la proteina HV-1 o con derivado reactivo de
doxorubicina para la administracion de farmacos. S. Rafferty et al. J. of Pharmacology and Experimental
Therapeutics, 331:1, pp. 2-13, 7 de julio de 2009, describe un VIP para el rescate de canales de F508del-CFTR
altamente funcionales en la membrana apical de células epiteliales CP. El documento de patente US2011/178017
describe proteinas de fusion de VIP-ELP para su uso en el tratamiento de hipertensién, enfermedad cardiaca o
diabetes tipo 2. El documento de patente US2010/256044 describe péptidos VIP no mutantes y VIP sintéticos para
su uso en el tratamiento de enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC), fibrosis quistica (FQ) y bronquiolitis
obliterante (BO). El documento de patente US2014/073667 describe potenciadores de CFTR tales como ivacaftor
para su uso en el tratamiento de fibrosis quistica.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencién se define por las reivindicaciones pendientes.

La presente divulgacion proporciona terapéuticos de péptido intestinal vasoactivo (VIP) para tratar, retrasar o mejorar
los sintomas de la disfuncion de la proteina CFTR. La acumulacién de moco pegajoso espeso en pacientes
afectados da como resultado el dafio tisular permanente, que incluye formacién de tejido cicatricial (fibrosis). Este
dano tisular conduce a una grave discapacidad en el paciente y a la muerte. La prevencion, el retraso o la mejora de
la formacion de este moco pegajoso espeso pueden tratar la disfuncion de la proteina CFTR.

En algunos aspectos, la presente divulgacion proporciona un método de tratamiento de la fibrosis quistica que
comprende administrar a un paciente que lo necesite una composicién farmacéutica que comprende un péptido
intestinal vasoactivo (VIP) y uno o mas péptidos de tipo elastina (ELP).

En algunos aspectos, la presente divulgacion proporciona un método de tratamiento de sintomas de la disfuncion de
la proteina CFTR que comprende administrar a un paciente que lo necesite una composicion farmacéutica que
comprende un péptido intestinal vasoactivo (VIP) y uno o mas péptidos de tipo elastina (ELP).

En algunos aspectos, la presente divulgacion proporciona un método de aumento de la funcién de la proteina CFTR
en un paciente que lo necesite que comprende administrar una composicion farmacéutica que comprende un péptido
intestinal vasoactivo (VIP) y uno o mas péptidos de tipo elastina (ELP).

En algunos aspectos, la presente divulgacion proporciona un método de aumento de la funcion de CFTR que
comprende administrar a un paciente con un defecto adquirido en la funcion de CFTR una composicion farmacéutica
que comprende un péptido intestinal vasoactivo (VIP) y uno o mas péptidos de tipo elastina (ELP). En algunos
aspectos, el paciente adquirié un defecto en la funcion de CFTR al fumar. En algunos aspectos, el paciente con un
defecto adquirido en la funcién de CFTR tiene enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC).

En algunos aspectos, la presente divulgacion proporciona un método de aumento de las velocidades de salidas de
iones en las células de un sujeto con disfuncion de la proteina CFTR que comprende administrar al paciente una
composicion farmacéutica que comprende un péptido intestinal vasoactivo (VIP) y uno o mas péptidos de tipo
elastina (ELP).
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En algunos aspectos, la presente divulgacion proporciona un método de aumento de la frecuencia respiratoria en un
sujeto con disfuncién de la proteina CFTR que comprende administrar al paciente una composicion farmacéutica que
comprende un péptido intestinal vasoactivo (VIP) y uno o mas péptidos de tipo elastina (ELP).

En algunos aspectos, la presente divulgacién proporciona un método de disminucion de la concentracion de cloruro
en el sudor en un sujeto con disfuncién de la proteina CFTR que comprende administrar al paciente una
composicién farmacéutica que comprende un péptido intestinal vasoactivo (VIP) y uno o mas péptidos de tipo
elastina (ELP).

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 es un esquema que representa el mecanismo por el cual VIP aumenta la densidad de la
membrana de la proteina CFTR. (1) La disociacion de CFTR de CAL en el citoplasma para promover la
inserciéon de membrana de CFTR; (2) Activacién de la cascada de sefalizacién de PKCe que potencia la
interaccion del complejo NHERF1/PERMs con CFTR de membrana para mediar en su estabilidad superficial
(Alshafie (2014)).

La Figura 2A-D muestra las velocidades de salida de yoduro de VIP (Panel B), PB1046 (Panel C) y PB1120
(Panel D). Se trataron células con las concentraciones indicadas durante 2 horas antes de la estimulacion con
una mezcla de activadores de AMPc. Se estimularon F508-delCFTR rescatados por una mezcla de activadores
de AMPc afnadida al tamp6n de salida del tiempo 3 a 15 minutos. El panel A muestra las velocidades de salida
de yoduro de células JME/CF15 mantenidas a 37 °C en ausencia de correctores. Se indican la CE50 y las
concentraciones estables (n=3-5) para cada compuesto.

La Figura 3A-C muestra las velocidades de salida de yoduro de células JME/CF15 mantenidas a 37 °C e
incubadas con VIP, PB1046 o PB1120 como se indica durante 2 a 24 horas antes de la estimulacién con una
mezcla de activadores de AMPc. Se estimularon F508-delCFTR rescatados por una mezcla de activadores de
AMPc afiadida al tampén de salida desde el tiempo 3 a 15 minutos. Los paneles inferiores muestran el efecto
de la adicién del inhibidor de CFTR CFTRinn172 (20 pM) 30 minutos antes y durante todos los experimentos de
salida.

La Figura 4A-B muestra la correccion de la maduracion de F508del-CFTR y la expresion en membrana. Se
inmunotifieron células JME/CF15 para CFTR (A). El panel B muestra una inmunotransferencia de lisados de
células mantenidas a 37 °C e incubadas con cada compuesto durante 24 horas.

La Figura 5 muestra las velocidades de salida de yoduro medidas en células JME/CF15 tratadas con las
siguientes condiciones antes de la estimulacion con una mezcla de activadores de AMPc: (27C) 24 horas a
27 °C; (VIP) 37 °C + tratamiento con VIP 900 nM durante 24 horas; (PB1120) 37 °C + tratamiento con PB1120
1 uM durante 24 horas; (PB1046) 37 °C + tratamiento con PB1046 1,2 uM durante 18 horas; (VX809) 37 °C +
tratamiento con VX809 1 uM durante 24 horas; (VX661) 37 °C + tratamiento con VX661 3 pM durante 24 horas.
Se estimul6 F508del-CFTR rescatado por una mezcla de activadores de AMPc.

La Figura 6A-C muestra las velocidades de salida de yoduro medidas en células JME/CF15 mantenidas a
37 °C. El panel A muestra que el tratamiento breve con VX770 1 uM a 37 °C no produjo ninguna estimulacién
significativa en comparacion con los niveles basales (p > 0,7). El panel B muestra el tratamiento con PB1046
350 nM durante 18 horas, solo o en combinacién con el tratamiento breve con VX770 1 uM. El panel C muestra
el tratamiento con PB1120 140 nM durante 24 horas, solo o en combinacién con el tratamiento breve con
VX770 1 uM. Se estimulé F508del-CFTR rescatado por una mezcla de activadores de AMPc. La administracién
de agentes juntos produjo un efecto sinérgico sobre la salida de yoduro.

La Figura 7 muestra las velocidades de salida de yoduro medidas en células JME/CF15 mantenidas a 37 °C.
Las células se trataron con PB1120 1 uM durante 24 horas solas o en combinacion con VX809 1 uM durante
24 horas. La administracién de los agentes juntos produjo un efecto sinérgico sobre la salida de yoduro.

DESCRIPCION DETALLADA

La fibrosis quistica (FQ) es un trastorno genético recesivo caracterizado por la acumulacion de moco pegajoso
espeso que conduce a un aumento en la incidencia de infecciones y dafio tisular en pacientes afectados. Los
sintomas mas comunes del trastorno incluyen dafio progresivo al aparato respiratorio y problemas digestivos
cronicos. La fibrosis quistica es provocada por mutaciones en el gen regulador de la conductancia transmembrana
de la fibrosis quistica (CFTR) que reducen o suprimen la actividad de la proteina resultante. La proteina CFTR es un
canal de cloruro transmembrana localizado principalmente en las membranas luminal o apical de células epiteliales
en una variedad de tejidos y érganos diferentes que incluyen los tejidos de las vias respiratorias, el intestino, el
pancreas, el rifdn, el conducto deferente y el conducto sudoriparo.

Actualmente se han identificado casi 2000 mutaciones en el gen CFTR que conducen a un fenotipo de pérdida de
funcion. Por ejemplo, la mutacién F508del, que esta presente en al menos un alelo en aproximadamente 90 % de los
pacientes con fibrosis quistica, altera el plegamiento de CFTR, la estabilidad en el reticulo endoplasmatico y la
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apertura de canales de cloruro (Rowe y Verkman (2013). Otras mutaciones identificadas alteran, por ejemplo, la
apertura de canales (por ejemplo, G551D), la conductancia (por ejemplo, R117H) o la traduccion (por ejemplo,
G542X).

Los sujetos también pueden adquirir un defecto en la funcion de la proteina CFTR (por ejemplo, al fumar). Por
ejemplo, el humo del tabaco inhibe el transporte de cloruro en las células epiteliales bronquiales cultivadas y se
observa actividad de CFTR reducida en fumadores sin mutaciones en el gen CFTR (Sloane (2012). También se
encuentran en los fumadores varios trastornos extrapulmonares asociados a la disfuncion de CFTR, que incluyen
pancreatitis idiopatica, infertilidad masculina, caquexia y diabetes mellitus (Raju (2013)).

El fenotipo de CFTR de pérdida de funcion disminuye el movimiento de los iones cloruro a través de la membrana
celular, que conduce a homeostasis aberrante de iones y fluido en las superficies epiteliales y dafio a numerosos
organos y sistemas de tejido. Por ejemplo, en el pulmdn, el defecto en el transporte de cloruro se acopla con la
hiperabsorcién de sodio, que conduce a la generacion de moco espeso y deshidratado que permite infecciones
bacterianas cronicas, y provoca bronquiectasia y destruccién progresiva de las vias respiratorias, que conducen con
el tiempo a la pérdida de la funcion pulmonar. En el pancreas, el transporte alterado de los electrolitos conduce a la
produccion reducida de bicarbonato sédico y a una acumulacién de moco que bloguea los conductos pancreaticos.
Este bloqueo previene que las enzimas digestivas salgan del pancreas, causando problemas digestivos, y también
dano tisular y fibrosis en el propio pancreas. En los pacientes con fibrosis quistica, la fibrosis pancreéatica puede
disminuir la produccién de insulina, que conduce a diabetes mellitus relacionada con la fibrosis quistica. En los
intestinos, el transporte alterado de iones y de agua conduce a problemas digestivos crénicos, diarrea y sindrome de
obstruccion intestinal distal.

El péptido intestinal vasoactivo (VIP) estimula el transporte de agua y de cloruro a través de las superficies
epiteliales (Heinz-Erian (1985)) y se descubrid recientemente que desempefiaba una funciéon en regular la
estabilidad de las proteinas CFTR (Chappe y Said (2012)). La prolongada exposicién a VIP puede rescatar el trafico
de F508delta-CFTR a la membrana celular apical y restaurar la funcion de proteinas (Chappe y Said (2012)). En la
linea celular epitelial de las glandulas submucosas de las vias respiratorias Calu-3, la unién de VIP a uno de sus
receptores, VPAC1, estimula la secrecion de cloruro dependiente de CFTR mediante la activacién de tanto las vias
de senalizacion dependientes de PKA como de PKC (Chappe (2008); Derand (2004)). Esta cascada de senalizacion
da como resultado que la proteina CFTR se ancle al citoesqueleto de actina, manteniendo asi la proteina en la
membrana y reduciendo su endocitosis (Chappe y Said (2012)). Como una proteina que tiene efectos sobre la
correccion de la funcion de CFTR, VIP es un terapéutico atractivo para tratar enfermedades o trastornos asociados a
la disfuncion de la proteina CFTR, sin embargo, la mala estabilidad de los VIP después de la administracion
sistémica (por ejemplo, semivida de < 1 minuto en circulacién) ha limitado su aplicacion clinica.

La presente divulgacion proporciona un método de prevencién, retraso o mejora de la aparicion o la progresion de
sintomas de disfuncién de la proteina CFTR en sujetos administrando terapéuticos de péptido intestinal vasoactivo
(VIP).

Péptidos intestinales vasoactivos

El péptido intestinal vasoactivo (VIP) es un neuropéptido de 28 aminoacidos que se une a dos receptores, VPAC1 y
VPAC2, encontrados en una variedad de tejidos que incluyen las vias respiratorias, el intestino delgado, los
testiculos y el pancreas. El VIP y sus analogos funcionalmente y estructuralmente relacionados son conocidos por
tener muchas funciones fisioldgicas, que incluyen, relajacion del musculo liso de las vias respiratorias actuando asi
de broncodilatador, estimulacion de la secrecion de fluido en las glandulas submucosas de las vias respiratorias y
regulacion de la secrecion de agua y de electrolitos en los intestinos y el pancreas (Wine (2007); Wu (2011); Derand
(2004)).

Las fibras nerviosas productoras de VIP se localizan conjuntamente con neuronas secretoras de acetilcolina que
rodean las glandulas exocrinas (Lundberg (1980); Heinz-Erian (1986)). En las glandulas de sujetos con proteina
CFTR funcional, VIP induce la secrecién de fluido, pero esta induccion esta alterada o esta ausente en los pacientes
con fibrosis quistica (Joo (2002); Joo (2012)). Ademas, en las glandulas de las vias respiratorias humanas y
porcinas, la administracion de bajas concentraciones tanto de VIP como acetilcolina estimula la secrecién de moco,
pero esta sinergia se pierde en pacientes con fibrosis quistica (Choi (2007)).

Como se muestra en la Figura 1, el VIP aumenta la insercion en membrana de CFTR, la estabilidad y la funcion en
células epiteliales de las vias respiratorias humanas (Alshafie (2014)). En un modelo de inactivacién de VIP murino,
CFTR no se restringe a la membrana celular apical, sino que en su lugar sigue siendo principalmente intracelular
(Chappe y Said (2012)). La ausencia de CFTR de la membrana apical esta asociada con una patologia pulmonar
similar a la observada en los pacientes con fibrosis quistica, con infiltracion de células inflamatorias, engrosamiento
de la pared alveolar y la mucosa bronquial, e hiperplasia de las células caliciformes. La administracion de VIP por via
intraperitoneal durante tres semanas restaura la localizacion de la membrana apical de CFTR y la estimulacion de
VIP prolongada aumenta el nimero de canales de CFTR en la membrana celular (Chappe (2008)). Este aumento en
la densidad de CFTR apical, que ocurre mediante la estabilizacion de CFTR en la membrana, estéd asociado con un
aumento en la funcién dependiente de CFTR como se mide por ensayos de salida de yoduro (Chappe (2008)).
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En algunos aspectos, la divulgacion proporciona composiciones terapéuticas que pueden incluir uno o mas péptidos
de VIP diferentes. Por ejemplo, el péptido VIP puede comprender o consistir en un polipéptido que tiene SEQ ID NO:
14, SEQ ID NO: 17 o SEQ ID NO: 19. En algunas realizaciones, la presente divulgacion proporciona un VIP sin la
metionina del extremo N (por ejemplo, SEQ ID NO: 17). En algunas realizaciones, la presente divulgacién
proporciona un VIP con la metionina del extremo N (por ejemplo, SEQ ID NO: 14).

VIP maduro humano tiene 28 restos de  aminoacidos con la  siguiente  secuencia:
HSDAVFTDNYTRLRKQMAVKKYLNSILN (SEQ ID NO: 17). VIP resulta del procesamiento de la molécula precursora
de 170 aminoécidos prepro-VIP. Se han descrito estructuras de VIP y analogos a modo de ejemplo 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 detallan varias mutaciones para mejorar la estabilidad del péptido frente a las proteasas, etc., en la bibliografia
(véase Onune et al., Physicochemical and pharmacological characterization of novel vasoactive intestinal peptide
derivatives with improved stability, Eur. J. Pharm. Biopharm. 2009). Por ejemplo, los péptidos VIP modificados
incluyen las secuencias de SEQ ID NOs: 14-19. En algunos aspectos, la presente divulgacion proporciona péptidos
VIP modificados que incluyen una o mas de estas modificaciones. En algunas realizaciones, la presente divulgacién
proporciona péptidos VIP modificados que incluyen una o mas de estas modificaciones y ademas incluyen
modificaciones de VIP adicionales descritas en el presente documento.

En diversas realizaciones, la presente divulgacion proporciona un VIP modificado (por ejemplo, que comprende
SEQ ID NO: 14) o un anélogo funcional como se describe en el presente documento. En general, los analogos
funcionales de VIP incluyen fragmentos funcionales truncados en los extremos N o C por desde 1 hasta 10
aminoacidos, que incluyen por 1, 2, 3 o hasta aproximadamente 5 aminodcidos (con respecto a SEQ ID NO: 14).
Dichos andlogos funcionales pueden contener desde 1 hasta 5 inserciones, deleciones y/o sustituciones de
aminodcidos (conjuntamente) con respecto a la secuencia nativa (por ejemplo, SEQ ID NO: 17), y en cada caso
retienen la actividad del péptido nativo (por ejemplo, mediante unién de VPAC2 y/o VPAC1). Dicha actividad se
puede confirmar o ensayar usando cualquier ensayo disponible, que incluye un ensayo descrito en el presente
documento, y que incluye cualquier ensayo adecuado para determinar o cuantificar una actividad descrita en
Delgado et al.,, 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 tiene al menos
aproximadamente 50 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o0 97 % de identidad con la secuencia madura nativa
(SEQ ID NO: 17). La determinacién de la identidad de secuencia entre dos secuencias (por ejemplo, entre una
secuencia nativa y un analogo funcional) se puede llevar a cabo usando cualquier herramienta de alineamiento, que
incluye, por ejemplo, la desvelada en Tatusova et al., Blast 2 sequences -a new tool for comparing protein and
nucleotide sequences, FEMS Microbiol Lett. 174:247-250 (1999).

En diversos aspectos, la presente divulgaciéon proporciona una molécula de VIP modificado que tiene preferencia de
receptor por VPAC2 o VPAC1, en comparacion con VIP no modificado (por ejemplo, un péptido que consiste en la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14). Por ejemplo, el VIP modificado puede tener una preferencia de unién
relativa por VPAC2 con respecto a 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 mas. En otras realizaciones, el VIP modificado puede tener una preferencia de union relativa por VPAC1 con
respecto a VPAC2 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 mas. Por
ejemplo, en ciertas realizaciones, el VIP modificado activa el receptor de VPAC2 con una CE50 en un factor de
aproximadamente 2 de VIP humano maduro no modificado (SEQ ID NO: 17). Sin embargo, este mismo VIP
modificado es 50 o 100 veces 0 mas menos potente que el VIP humano no modificado maduro en la activacion del
receptor de VPAC1. En algunas realizaciones, el VIP modificado puede tener preferencias de union relativamente
equipotentes por VPAC1 y VPAC2.

Dichas moléculas de VIP modificado pueden contener regiones de extremo N modificadas, tales como una adicion
de desde 1 hasta aproximadamente 500 aminoacidos a la histidina de extremo N de VIP, que puede incluir
secuencias de aminoacidos de mamifero heterélogas. Por ejemplo, el VIP modificado puede contener una Unica
metionina en el lado del extremo N de la histidina del extremo N natural de VIP maduro. Esto se puede preparar en
E. coli u otro sistema de expresion bacteriano, puesto que la metionina no se retirard por E. coli cuando el
aminoacido adyacente sea histidina. Alternativamente, el aminoacido del extremo N puede ser cualquiera de los
aminoacidos que existen de forma natural, concretamente alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina,
acido glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, serina, treonina,
triptofano, tirosina, valina y prolina.

La secuencia adicional ahadida al extremo N de VIP puede ser de cualquier secuencia, que incluye secuencias
biol6gicamente activas y biolégicamente inertes de desde 1 hasta aproximadamente 100, 1 hasta aproximadamente
50, 1 hasta aproximadamente 20, 1 hasta aproximadamente 10 y 1 hasta aproximadamente 5 aminoacidos.

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 (por ejemplo, SEQ ID NO. 14). Esta metionina soporta la traduccién de la proteina en una célula
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hospedadora bacteriana o eucariota. Asi, el VIP modificado se puede preparar en un sistema bioldgico, que incluye
sistemas de expresién bacterianos y de levadura (por ejemplo, E. coli). Mientras que la metionina se puede retirar
algunas veces por metionina aminopeptidasa (MA) en sistemas de expresién bacterianos, la histidina (H) es uno de
los restos menos favorecidos en la posicion 2 para MA.

La semivida de terapéuticos de proteina se puede prolongar mediante una variedad de medios, que incluyen
aumentar el tamafio y asi el volumen hidrodinamico del terapéutico de proteina, afiadir aminoacidos modificados o
no naturales, conjugacion de restos (por ejemplo pegilacién), adicion de secuencias sintéticas (por ejemplo,
secuencias XTEN®, PASilation®), extension del extremo carboxi de hCG (CTP), adicién de secuencias de unién a
albumina (por ejemplo, AlbudAb®), conjugacién de &cidos grasos de unién a albumina y modificaciones
postraduccionales tales como N-glucosilacion y fusién con otros péptidos. En otras realizaciones mas, el VIP se
modifica por fusiéon con una proteina heteréloga de mamifero, tal como una proteina de mamifero eficaz para
prolongar la semivida de moléculas terapéuticas. Dichas secuencias pueden ser secuencias de mamifero, tales
como albumina, transferrina o secuencias de anticuerpo Fc. Dichas secuencias se describen en véase la patente de
EE. UU. N® 7.238.667 (particularmente con respecto a los conjugados de albumina), la patente de EE. UU. N®
7.176.278 (particularmente con respecto a los conjugados de transferrina) y la patente de EE. UU. N° 5.766.883. En
algunas realizaciones, el VIP se modifica en el extremo N. En algunas realizaciones, el VIP se modifica en el
extremo C.

En otras realizaciones, el VIP es activable por una peptidasa o proteasa, tal como una peptidasa o proteasa
enddgena. Dichas secuencias activables se describen en la solicitud internacional N® PCT/US2009/068656. Como
se usan en el presente documento, los términos "peptidasa” y "proteasa” son intercambiables. Por ejemplo, el VIP se
puede disefar para ser activable por una dipeptidil peptidasa. Las dipeptidil peptidasas a modo de ejemplo incluyen
dipeptidil peptidasa-1 (DPP-), dipeptidil peptidasa-3 (DPP-III), dipeptidil peptidasa-4 (DPP-1V), dipeptidil peptidasa-6
(DPP-VI), dipeptidil peptidasa-7 (DPP-VII), dipeptidil peptidasa-8 (DPP-VIIIl), dipeptidil peptidasa-9 (DPP-IX),
dipeptidil peptidasa-10 (DPP-X). Se conocen secuencias de sustrato para dichas dipeptidasas.

En algunas realizaciones, el extremo N de un VIP activable puede tener la estructura Z-N, donde Z es un sustrato
para una dipeptidasa (por ejemplo, Z se retira por exposicion a dipeptidasa) y N es el extremo N de VIP. El VIP
activable puede tener una secuencia de extremo N con la formula M-X-N, donde M es metionina, X es Pro, Ala, o
Ser, y N es el extremo N de VIP o analogo de VIP. De este modo, M y X seran sensibles a, y se retiraran por una
célula hospedadora (por ejemplo, E. coli), y/o una dipeptidasa (por ejemplo, DPP-IV), posteriormente.
Alternativamente, la secuencia del extremo N de VIP activable puede ser 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 (por
ejemplo, DPP-IV), y la digestién de dipeptidasa expondra N, el extremo N deseado del VIP o el analogo de VIP (por
ejemplo, SEQ ID NO. 16). En dichas realizaciones, la proteina se puede producir por expresién de una construccion
que codifica M-X1-X2-N (donde M es metionina) en una célula hospedadora (por ejemplo, E. coli), puesto que Gly,
Ala, Ser, Cys, Thr, Val o Pro en la segunda posicion sefalizaran la retirada de Met, dejando asi X1-X2 en el extremo
N, que se puede activar por una dipeptidasa (por ejemplo, DPP-1V) in vivo. En algunas realizaciones, la peptidasa
puede estar presente en el cuerpo y actua sobre el VIP activable después de la inyeccion.

En otras realizaciones, el extremo N del VIP activable modificado tiene la estructura M-Z-N, donde M es metionina, Z
es un sustrato para una dipeptidasa (por ejemplo, Z se retira por exposicion a dipeptidasa) y N es un extremo N no
de His de un VIP activo (VIP modificado). Por ejemplo, el VIP activable modificado puede tener una secuencia de
extremo N con la formula M-X-N, donde M es metionina; X es Pro, Ala o Ser; y N es un extremo N no de His del VIP
activo. De este modo, M y X seran sensibles a, y se retiraran por una célula hospedadora (por ejemplo, E. coli) y/o
una dipeptidasa (por ejemplo, DPP-IV), posteriormente. Alternativamente, la secuencia de extremo N del VIP
activable puede ser 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 no de His del VIP activo. X1-X2 es un sustrato para dipeptidasa (por ejemplo, DPP-IV), y la digestién con
dipeptidasa expondra N, el extremo N no de His deseado del VIP.

En aun otras realizaciones, el extremo N de un VIP activable modificado tiene la estructura M-Z-S-N, donde M es
metionina; Z es un sustrato para una dipeptidasa (por ejemplo, Z se retira por exposicion a dipeptidasa); N es el
extremo N de VIP maduro (His); y S es uno o mas aminoacidos que se expondran después de la digestién con
peptidasa, y que proporcionan un VIP modificado como se describe previamente. Por ejemplo, el VIP activable
modificado puede tener una secuencia de extremo N con la férmula M-X-S-N, donde M es metionina, X es Pro, Ala o
Ser; N es el extremo N de VIP maduro; y S es uno o mas aminoacidos que se expondran después de la digestion
con peptidasa, y proporcionara preferencia de receptor. Alternativamente, la secuencia de extremo N 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 no de His de VIP; y S es uno o mas aminoacidos que se expondran después de la digestion con
peptidasa. X1-X2 es un sustrato para dipeptidasa (por ejemplo, DPP-1V), y la digestion con dipeptidasa expondra S.

En algunas realizaciones, las modificaciones quimicas del extremo N al extremo N de VIP proporcionan preferencia
por receptor. Se conocen bien en la técnica la modificacion quimica de proteinas y métodos de la misma. Las
modificaciones quimicas a modo de ejemplo no limitantes son PEGilacion, metilglioxalacion, alquilaciéon reductora,
oxidacion de acido perférmico, succinilacion, aminoetilacién y lipidacion (Clifton, New Protein Techniques, New
Jersey: Humana Press, 1985. ISBX. 0-89603-126-8. Volumen 3 de Methods in Molecular Biology). Se pueden fijar
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grupos quimicos, tales como PEGilacion, por modificaciones de cisteina, metionina, histidina, lisina, arginina,
triptéfano, tirosina, los grupos carboxilo se han descrito previamente (véase Lundblad, Techniques in Protein
Modification, CRC Press, 1995).

Péptidos de tipo elastina

En algunos aspectos, la divulgacién proporciona composiciones terapéuticas que incluyen un péptido intestinal
vasoactivo y uno o mas péptidos de tipo elastina (ELP). En algunas realizaciones, un VIP y uno o mas ELP se
fusionan juntos. En algunas realizaciones, un VIP y uno o mas ELP se producen como un polipéptido de fusion
recombinante. En algunas realizaciones, la composicion terapéutica incluye un péptido intestinal vasoactivo y uno o
mas ELP como moléculas separadas. En aun otras realizaciones, las composiciones incluyen una proteina de fusion
de VIP-ELP y ELP como moléculas separadas. En algunas realizaciones, las composiciones incluyen
SEQ ID NO: 15 (PB1046). En algunas realizaciones, las composiciones incluyen SEQ ID NO: 20 (PB1120).

La secuencia de ELP incluye unidades estructurales de péptido o secuencias que estan relacionadas con, o imitan a,
la proteina elastina. La secuencia de ELP se construye a partir de unidades estructurales de desde tres hasta
aproximadamente veinte aminodacidos, o en algunas realizaciones, desde cuatro hasta diez aminoacidos, tales como
cuatro, cinco o seis aminodcidos. La longitud de las unidades estructurales individuales puede variar o puede ser
uniforme. Por ejemplo, las unidades estructurales incluyen unidades definidas por SEQ ID NOS: 1-13, que se
pueden emplear como unidades estructurales de repeticién, que incluyen unidades repetidas en tandem, o se
pueden emplear en alguna combinacién. Asi, el ELP incluye esencialmente unidad(es) estructural(es)
seleccionada(s) de SEQ ID NOS: 1-13.

En algunas realizaciones, la secuencia de aminodcidos de la unidad de ELP es desde aproximadamente 1 hasta
aproximadamente 500 unidades estructurales, o en ciertas realizaciones aproximadamente 9 a aproximadamente
200 unidades estructurales, o en ciertas realizaciones aproximadamente 10 a 200 unidades estructurales, o en
ciertas realizaciones aproximadamente 50 a aproximadamente 200 unidades estructurales, o en ciertas realizaciones
desde aproximadamente 80 hasta aproximadamente 200 unidades estructurales, o desde aproximadamente 80
hasta aproximadamente 150 unidades estructurales, tales como una o una combinaciéon de unidades definida por
SEQ ID NOS: 1-13. Asi, las unidades estructurales pueden tener conjuntamente una longitud de desde
aproximadamente 50 hasta aproximadamente 2000 restos de aminodcidos, o desde aproximadamente 100 hasta
aproximadamente 800 restos de aminoacidos, o desde aproximadamente 200 hasta aproximadamente 700 restos de
aminodcidos, o desde aproximadamente 400 hasta aproximadamente 600 restos de aminoacidos, o desde
aproximadamente 500 hasta aproximadamente 700 restos de aminoacidos. En realizaciones a modo de ejemplo, la
secuencia de aminoacidos de la unidad estructural de ELP incluye aproximadamente 3 unidades estructurales,
aproximadamente 7 unidades estructurales, aproximadamente 9 unidades estructurales, aproximadamente 10
unidades estructurales, aproximadamente 15 unidades estructurales, aproximadamente 18 unidades estructurales,
aproximadamente 20 unidades estructurales, aproximadamente 40 unidades estructurales, aproximadamente 80
unidades estructurales, aproximadamente 100 unidades estructurales, aproximadamente 120 unidades
estructurales, aproximadamente 140 unidades estructurales, aproximadamente 144 unidades estructurales,
aproximadamente 160 unidades estructurales, aproximadamente 180 unidades estructurales, aproximadamente 200
unidades estructurales, o aproximadamente 500 unidades estructurales. En realizaciones a modo de ejemplo, las
unidades estructurales tienen conjuntamente una longitud de aproximadamente 45 restos de aminoacidos, de
aproximadamente 90 restos de aminoacidos, de aproximadamente 100 restos de aminoacidos, de aproximadamente
200 restos de aminoacidos, de aproximadamente 300 restos de aminoacidos, de aproximadamente 400 restos de
aminoacidos, de aproximadamente 500 restos de amino&cidos, de aproximadamente 600 restos de aminoacidos, de
aproximadamente 700 restos de amino&cidos, de aproximadamente 800 restos de aminoacidos, o de
aproximadamente 1000 restos de aminodcidos.

La secuencia de aminoacidos de ELP puede presentar una transicién de fase inversa visible y reversible con la
formulacion seleccionada. Es decir, la secuencia de aminoacidos puede estar estructuralmente desordenada y ser
altamente soluble en la formulacién por debajo de una temperatura de transicién (Tt), pero presentan una brusca
transicion de fase desorden a orden (intervalo 2-3 °C) cuando la temperatura de formulacién aumenta por encima de
Tt. Ademas de la temperatura, la longitud del polimero de aminoacidos, la composicion de aminodcidos, la fuerza
i6nica, el pH, la presion, la temperatura, los disolventes seleccionados, la presencia de solutos organicos y la
concentracién de proteina también pueden afectar las propiedades de transicion, y estas se pueden adaptar en la
formulacion para el perfil de absorcion deseado. El perfil de absorcién puede ser faciimente probado determinando la
concentracién plasmatica o la actividad del agente activo con el tiempo.

En ciertas realizaciones, el (los) componente(s) de ELP se pueden formar de unidades estructurales de
multipéptidos (por ejemplo, tetrapéptidos, pentapéptidos, hexapéptidos, octapéptidos o nonapéptidos) que incluyen,
pero no se limitan a:

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

(b) el tetrapéptido lle-Pro-Gly-Gly, o IPGG (SEQ ID NO: 2);
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(c) el pentapéptido Val-Pro-Gly-X-Gly (SEQ ID NO: 3), o VPGXG, donde X es cualquier resto de aminoacido
natural o no natural, y donde X varia opcionalmente entre repeticiones poliméricas u oligoméricas;

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

(e) el pentapéptido lle-Pro-Gly-X-Gly, o IPGXG (SEQ ID NO: 5), donde X es cualquier resto de aminoacido
natural o no natural, y donde X varia opcionalmente entre repeticiones poliméricas u oligoméricas;

(e) el pentapéptido lle-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 resto de aminoacido
natural o no natural, y donde X varia opcionalmente entre repeticiones poliméricas u oligoméricas;

(9) 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);

(i) 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);

(k) los nonapéptidos Val-Pro-Gly-Val-Gly-Val-Pro-Gly-Gly, o VPGVGVPGG (SEQ ID NO: 12);y

(1) el pentapéptido Xaa-Pro-Gly-Val-Gly, o XPGVG (SEQ ID NO: 13) donde X es cualquier resto de aminoacido
natural o no natural, y donde X varia opcionalmente entre repeticiones poliméricas u oligoméricas.

Las unidades estructurales de multipéptido como se definen en SEQ ID NOs: 1-13 forman el componente de péptido
de tipo elastina. En algunas realizaciones, el ELP incluye méas de una unidad estructural. En algunas realizaciones,
el ELP incluye dos o més unidades estructurales de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-13, que pueden estar en cualquier
combinacion. En algunas realizaciones, las dos o mas unidades estructurales son las mismas y se repiten en
tandem. En algunas realizaciones, las dos o mas unidades estructurales son diferentes y se repiten
alternativamente. En algunas realizaciones, el ELP incluye unidades estructurales repetidas en tdndem para una o
mas porciones de secuencia, y también unidades estructurales diferentes repetidas alternativamente para otras
porciones de la secuencia. En algunas realizaciones, el componente de ELP esta formado completamente (o casi
completamente) de una o una combinacién de (por ejemplo, 2, 3 0 4) unidades estructurales seleccionadas de
SEQ ID NOS: 1-13. En otras realizaciones, al menos 75 %, o al menos 80 %, o al menos 90 % del componente de
ELP esta formado de una o una combinacién de unidades estructurales seleccionadas de SEQ ID NOS: 1-13. En
ciertas realizaciones, el ELP contiene unidades repetidas, que incluyen unidades repetidas en tandem, de Val-Pro-
Gly-X-Gly (SEQ ID NO: 3), donde X es como se ha definido anteriormente, y donde el porcentaje de unidades de
Val-Pro-Gly-X-Gly (SEQ ID NO: 3) tomadas con respecto a todo el componente de ELP (que puede comprender
unidades estructurales distintas de VPGXG) es mayor que aproximadamente 50 %, o mayor que aproximadamente
75 %, 0 mayor que aproximadamente 85 %, 0 mayor que aproximadamente 95 % del ELP. El ELP puede contener
motivos de 5 a 15 unidades estructurales (por ejemplo, aproximadamente 10 unidades estructurales) de
SEQ ID NO: 3, variando el resto X huésped entre al menos 2 o al menos 3 de las unidades en el motivo. Los restos
huésped se pueden seleccionar independientemente, tal como de restos no polares o hidréfobos, tales como los
aminoacidos V, I, L, A, G y W (y se pueden seleccionar para retener una propiedad de transicion de fase inversa
deseada). En ciertas realizaciones, los restos huésped se seleccionan de V, G y A. En algunas realizaciones, el ELP
incluye la serie ELP1 (VPGXG: V5A2G3). En algunas realizaciones, el ELP incluye la serie ELP4 (VPGXG: V-5). En
algunas realizaciones, el ELP incluye una combinacion de la serie ELP1 y ELP4. Sin desear quedar ligado a la
teoria, las diferencias en la hidrofobia de los polimeros de ELP se determina por los restos huésped y sus relaciones,
siendo la serie ELP4 mas hidrofoba que la serie ELP1.

En ciertas realizaciones, el ELP contiene unidades repetidas, que incluyen unidades repetidas en tandem, de Xaa-
Pro-Gly-Val-Gly (SEQ ID NO: 13), donde X es como se ha definido anteriormente, y donde el porcentaje de unidades
de Xaa-Pro-Gly-Val-Gly tomadas con respecto a todo el componente de ELP (que puede incluir unidades
estructurales distintas de XPGVG) es mayor que aproximadamente 50 %, o mayor que aproximadamente 75 %, o
mayor que aproximadamente 85 %, o mayor que aproximadamente 95 % del ELP. El ELP puede contener motivos
de 5 a 15 unidades estructurales (por ejemplo, aproximadamente 9 unidades estructurales) de SEQ ID NO: 13,
variando el resto X huésped entre al menos 2 o al menos 3 de las unidades en el motivo. Los restos huésped se
pueden seleccionar independientemente, tal como de restos no polares o hidréfobos, tales como los aminoacidos V,
I, L, A, Gy W (y se pueden seleccionar para retener una propiedad de transicién de fase inversa deseada). En
ciertas realizaciones, los restos huésped se seleccionan de Vy A.

En ciertas realizaciones, el ELP contiene unidades repetidas, que incluyen unidades repetidas en tandem de
cualquiera de SEQ ID NOs: 1-13 tanto solos como en combinacion. En una realizacion, el ELP contiene repeticiones
de dos o mas de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-13 en combinacién. En ciertas realizaciones, el ELP contiene
repeticiones de SEQ ID NO: 3 y SEQ ID NO: 13. En algunas realizaciones, el ELP contiene repeticiones de
SEQ ID NO: 3y SEQ ID NO: 13, en donde los restos huésped estan seleccionados independientemente, tal como de
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restos no polares o hidro6fobos, tales como los aminoacidos V, |, L, A, G y W (y se pueden seleccionar para retener
una propiedad de transicion de fase inversa deseada). En ciertas realizaciones, los restos huésped se seleccionan
de V y A. En algunas realizaciones, el ELP comprende 9-meros que comprenden cinco copias de un pentapéptido
desvelado en el presente documento. En algunas realizaciones, el ELP comprende 9-meros que comprenden
SEQ ID NOs: 3 y 13 en cualquier combinacién. En algunas realizaciones, el ELP comprende una secuencia que
alterna entre SEQ ID NOs: 3y 13.

En algunas realizaciones, el ELP puede formar una estructura de giro B. Las secuencias de péptidos a modo de
ejemplo adecuadas para crear una estructura de giro $ se describen en la solicitud de patente internacional
PCT/US96/05186. Por ejemplo, el cuarto resto (X) en la secuencia VPGXG se puede alterar sin eliminar la formacion
de un giro B.

La estructura de ELP a modo de ejemplo se puede describir usando la notacion ELPk [XiYj-n], donde k designa una
unidad repetida de ELP particular, las letras en mayUsculas entre corchetes son cédigos de aminoacidos uniliteros y
sus subindices correspondientes designan la relacion relativa de cada resto X huésped en las unidades estructurales
(si procede), y n describe la longitud total del ELP en el nimero de repeticiones estructurales. Por ejemplo, ELP1
[VsA2G3-10] designa un componente de ELP que contiene 10 unidades repetidas del pentapéptido VPGXG, donde X
es valina, alanina y glicina en una relacion relativa de aproximadamente 5:2:3; ELP1 [KiV2F1-4] designa un
componente de ELP que contiene 4 unidades repetidas del pentapéptido VPGXG, donde X es lisina, valina y
fenilalanina en una relacion relativa de aproximadamente 1:2:1; ELP1 [K1V7F1-9] designa un polipéptido que contiene
9 unidades repetidas del pentapéptido VPGXG, donde X es lisina, valina y fenilalanina en una relacién relativa de
aproximadamente 1:7:1; ELP1 [V-5] designa un polipéptido que contiene 5 unidades repetidas del pentapéptido
VPGXG, donde X es valina; ELP1 [V-20] designa un polipéptido que contiene 20 unidades repetidas del
pentapéptido VPGXG, donde X es valina; ELP2 [5] designa un polipéptido que contiene 5 unidades repetidas del
pentapéptido AVGVP (SEQ ID NO: 4); ELP3 [V-5] designa un polipéptido que contiene 5 unidades repetidas del
pentapéptido IPGXG (SEQ ID NO: 5), donde X es valina; ELP4 [V-5] designa un polipéptido que contiene 5 unidades
repetidas del pentapéptido LPGXG (SEQ ID NO: 7), donde X es valina.

Con respecto a ELP, la Tt es una funcion de la hidrofobia del resto huésped. Asi, variando la identidad del (de los)
restos huésped y su(s) fraccion (fracciones) molar(es), se pueden sintetizar ELP que presentan una transicion
inversa en un amplio intervalo. Asi, la Tt a una longitud de ELP dada, se puede disminuir incorporando una mayor
fraccion de restos huésped hidréfobos en la secuencia de ELP. Los ejemplos de restos huésped hidréfobos
adecuados incluyen valina, leucina, isoleucina, fenilalanina, triptéfano y metionina. También se puede usar tirosina,
que es moderadamente hidréfoba. En cambio, la Tt se puede aumentar incorporando restos, tales como los
seleccionados de: acido glutamico, cisteina, lisina, aspartato, alanina, asparagina, serina, treonina, glicina, arginina 'y
glutamina.

Para polipéptidos que tienen un peso molecular > 100.000 Da, la escala de hidrofobia desvelada en el documento de
patente PCT/US96/05186 proporciona un medio de prediccion de la Tt aproximada de una secuencia de ELP
especifica. Para polipéptidos que tienen un peso molecular <100.000 Da, la Tt se puede predecir o determinar por la
siguiente funcién cuadratica: Tt = MO + M1X + M2X2 donde X es el MW de la proteina de fusion, y MO = 116,21; M1
=-1,7499; M2 = 0,010349.

El ELP en algunas realizaciones se selecciona o disefia para proporcionar una Tt que varia desde aproximadamente
10 hasta aproximadamente 37 °C en condiciones de formulacién, tales como desde aproximadamente 20 hasta
aproximadamente 37 °C, o desde aproximadamente 25 hasta aproximadamente 37 °C. En algunas realizaciones, la
temperatura de transicion en condiciones fisiol6gicas (por ejemplo, 0,9 % de solucion salina) es desde
aproximadamente 34 hasta 36 °C, para tener en cuenta una temperatura periférica ligeramente mas baja.

En ciertas realizaciones, la secuencia de aminoacidos capaz de formar la matriz unida a hidrégeno a temperatura
corporal es la serie ELP-1 que incluye [VPGXG]m, donde m es cualquier nimero desde 1 hasta 200, cada X se
selecciona de V, Gy A, y en donde la relacion de V:G:A puede ser aproximadamente 5:3:2. En ciertas realizaciones,
la secuencia de aminoacidos capaz de formar la matriz unida a hidrégeno a temperatura corporal incluye [VPGXG]so,
donde cada X se selecciona de V, G y A, y en donde la relacién de V:G:A puede ser aproximadamente 5:3:2. En
ciertas realizaciones, la secuencia de aminoacidos capaz de formar la matriz unida a hidrégeno a temperatura
corporal incluye [VPGXG]120, donde cada X se selecciona de V, G y A, y en donde la relacion de V:G:A puede ser
aproximadamente 5:3:2.

En ciertas realizaciones, la secuencia de amino&cidos capaz de formar la matriz unida a hidrégeno a temperatura
corporal incluye [VPGXG]i44, donde cada X se selecciona de V, G y A, y en donde la relacion de V:G:A es
aproximadamente 7:2:0. En ciertas realizaciones, la secuencia de aminoacidos capaz de formar la matriz unida a
hidrégeno a temperatura corporal incluye [VPGXG]144, donde cada X se selecciona de V, G y A, y en donde la
relacién de V:G:A es aproximadamente 7:0:2. En ciertas realizaciones, la secuencia de aminoacidos capaz de formar
la matriz unida a hidrogeno a temperatura corporal incluye [VPGXG]144, donde cada X se seleccionade V, Gy A, y
en donde la relacion de V:G:A es aproximadamente 6:0:3. En ciertas realizaciones, la secuencia de aminoacidos
capaz de formar la matriz unida a hidrégeno a temperatura corporal incluye [VPGXG]144, donde cada X se selecciona
de V, Gy A, yendonde larelacion de V:G:A es aproximadamente 5:2:2.
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En ciertas realizaciones, la secuencia de amino&cidos capaz de formar la matriz unida a hidrégeno a temperatura
corporal incluye [XPGVG]m, donde m es cualquier numero desde 1 hasta 200, cada X se seleccionade V, Gy A. En
ciertas realizaciones, la secuencia de aminoacidos capaz de formar la matriz unida a hidrégeno a temperatura
corporal incluye [XPGVG]144, donde m es cualquier nimero desde 1 hasta 200, cada X se seleccionade V, Gy Ay
en donde la relacion de V:G:A es aproximadamente 5:0:4. En ciertas realizaciones, la secuencia de aminoacidos
capaz de formar la matriz unida a hidrégeno a temperatura corporal incluye [XPGVG]144, donde cada X se selecciona
de V, Gy A, yendonde larelacion de V:G:A es aproximadamente 5:0:4.

Alternativamente, la secuencia de aminoacidos capaz de formar la matriz a temperatura corporal es la serie ELP-4
que incluye [VPGVGle, o [VPGVG]i20. 120 unidades estructurales de este ELP pueden proporcionar una
temperatura de transicion a aproximadamente 37 °C con aproximadamente 0,005 a aproximadamente 0,05 mg/mL
(por ejemplo, aproximadamente 0,01 mg/mL) de proteina. Alternativamente, la secuencia de aminoacidos capaz de
formar la matriz a temperatura corporal incluye [VPGXGli44 0 [XPGVG]144. Por ejemplo, 144 unidades estructurales
de cualquiera de estos ELP pueden proporcionar una temperatura de transicion entre aproximadamente 28 °C y
35 °C.

Se pueden preparar polimeros de la proteina péptido de tipo elastina (ELP) y proteinas de fusién recombinantes
como se describen en la publicacién de patente de EE. UU. N® 2010/0022455. En algunas realizaciones, los
polimeros de la proteina ELP se construyen mediante ligacion repetitiva para clonar rapidamente con polipéptidos
altamente repetitivos de cualquier secuencia y longitud especificada a lo largo de un gran intervalo de pesos
moleculares. En un Unico ciclo, se ligan juntas dos mitades de un plasmido parental, cada uno de los cuales contiene
una copia de un oligdmero, dimerizando asi el oligémero y reconstituyendo un plasmido funcional. Este proceso se
lleva a cabo repetidamente para ensamblar un gen oligomérico con el nimero deseado de repeticiones. Por ejemplo,
se inserta una subunidad estructural de ELP (por ejemplo, un pentapéptido o un 9-mero de pentapéptidos en un
vector. El vector se digiere, y se inserta otra unidad estructural de ELP (por ejemplo, un pentapéptido o un 9-mero de
pentapéptidos). Cada ronda de digestion posterior y ligacion dobla el numero de unidades estructurales de ELP
contenidas en el vector resultante hasta que el polimero de ELP sea de la longitud deseada.

En otras realizaciones, la secuencia de aminoacidos capaz de formar la matriz a temperatura corporal incluye una
espiral al azar o estructura extendida no globular. Por ejemplo, la secuencia de aminoacidos capaz de formar la
matriz a temperatura corporal incluye una secuencia de aminoacidos desvelada en la publicacion de patente de
EE. UU. N© 2008/0286808, publicacion de patente WIPO N® 2008/155134 y la publicacién de patente de EE. UU.
N¢2011/0123487.

Por ejemplo, en algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos incluye un polimero recombinante no
estructurado de al menos 40 aminoacidos. Por ejemplo, el polimero recombinante no estructurado se puede definir
donde la suma de restos glicina (G), aspartato (D), alanina (A), serina (S), treonina (T), glutamato (E) y prolina (P)
contenidos en el polimero no estructurado constituye mas de aproximadamente 80 % de los aminoacidos totales. En
algunas realizaciones, al menos 50 % de los aminodcidos carecen de estructura secundaria como se ha
determinado por el algoritmo de Chou-Fasman. El polimero no estructurado incluye mas de aproximadamente 100,
150, 200 o mas aminodcidos contiguos. En algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos forma un dominio de
espiral al azar. En particular, un polipéptido o polimero de aminoacidos que tiene o que forma "conformacion de
espiral al azar" carece sustancialmente de una estructura secundaria y terciaria definida.

En diversas realizaciones, el sujeto previsto es humano, y la temperatura corporal es aproximadamente 37 °C, y asi
el agente terapéutico se disefia para proporcionar una liberacion sostenida o cerca de esta temperatura (por
ejemplo, entre aproximadamente 28 °C y aproximadamente 37 °C). Una liberacién lenta en la circulacion con
inversién del enlace de hidrégeno y/o interacciones hidréfobas se impulsa por una disminucién en la concentracién a
medida que el producto difunde en el sitio de inyeccion, ain cuando la temperatura corporal siga siendo constante.
En otras realizaciones, el sujeto es un mamifero no humano, y el agente terapéutico se disefia para presentar una
liberacion sostenida a la temperatura corporal del mamifero, que puede ser desde aproximadamente 30 hasta
aproximadamente 40 °C en algunas realizaciones, tales como para ciertas mascotas domesticadas (por ejemplo,
perro o gato) o ganado (por ejemplo, vaca, caballo, oveja o cerdo). En general, la Tt es superior a las condiciones de
almacenamiento de la formulacion (que pueden ser desde aproximadamente 2 hasta aproximadamente 30 °C, o
aproximadamente 10 hasta aproximadamente 25 °C, o desde aproximadamente 15 hasta aproximadamente 22 °C, o
desde aproximadamente 2 hasta aproximadamente 8 °C), de forma que el agente terapéutico siga en disolucién para
inyeccion. Alternativamente, el agente terapéutico se puede almacenar congelado, tal como desde aproximadamente
-80 °C hasta aproximadamente -20 °C.

Trastornos asociados a la disfuncion de la proteina CFTR y métodos de tratamiento

La disfuncion de la proteina CFTR ocurre en diversas enfermedades o trastornos, que incluyen, pero no se limitan a,
fibrosis quistica, enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC), trastornos de los d&rganos exocrinos,
bronquiectasia no asociada a fibrosis quistica, pancreatitis recurrente, ausencia bilateral congénita del conducto
deferente y trastornos asociados a un defecto adquirido en la funcion de la proteina CFTR (por ejemplo, provocado
por fumar u otros factores ambientales). En una realizacién a modo de ejemplo, la disfuncion de CFTR esta asociada
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con fibrosis quistica. En otra realizacion a modo de ejemplo, la disfuncion de CFTR esta asociada con dafo
pulmonar relacionado con fumar.

Como se usa en el presente documento, el término "disfuncién de la proteina CFTR" se refiere a cualquier
disminucion en la funcién de la proteina CFTR en comparaciéon con un sujeto sano. La proteina CFTR puede
presentar una pérdida de funcion total, o puede presentar cierta funcion residual o parcial en comparacioén con la
funcién de CFTR en un sujeto sano. En algunas realizaciones, la funcién de CFTR disminuye en aproximadamente
1%, aproximadamente 5 %, aproximadamente 10 %, aproximadamente 20 %, aproximadamente 30 %,
aproximadamente 40 %, aproximadamente 50 %, aproximadamente 60 %, aproximadamente 70 %,
aproximadamente 80 %, aproximadamente 90 %, aproximadamente 95 % o aproximadamente 99 % en comparacion
con la funcion de la proteina CFTR en un sujeto sano.

En algunas realizaciones, la disfuncion de la proteina CFTR se caracteriza por una pérdida del transporte de ion
cloruro a través de la membrana celular. En algunas realizaciones, la disfuncion de la proteina CFTR se caracteriza
por una disminucion en el transporte de agua a través de la membrana celular. En algunas realizaciones, la proteina
CFTR esta erroneamente restringida en la célula. En algunas realizaciones, la proteina CFTR no esta restringida a la
membrana apical de la célula.

Los sintomas de la disfuncién de la proteina CFTR varian entre pacientes individuales, pero en general, la disfuncién
de la proteina CFTR se caracteriza por la produccion de moco espeso que, por ejemplo, obstruye las vias
respiratorias, obstruye los intestinos, bloquea los conductos pancreéticos y biliares, interfiere con la funcién hepatica
y dana el tejido. El dafio tisular observado en sujetos con disfuncién de la proteina CFTR puede afectar una variedad
de tejidos y érganos que incluyen, pero no se limitan a, los pulmones, el pancreas, el higado, los intestinos, el
aparato reproductor, el aparato respiratorio y/o el aparato digestivo.

En algunas realizaciones, la disfuncion de la proteina CFTR se caracteriza por un aumento de la salinidad en el
sudor u otros liquidos corporales. En algunas realizaciones, la disfuncién de la proteina CFTR se caracteriza por un
defecto en la eliminacion de bicarbonato en el intestino. En algunas realizaciones, la disfuncion de la proteina CFTR
se caracteriza por un aumento de la incidencia de infecciones, que incluyen, pero no se limitan a, infecciones de las
vias respiratorias. En algunas realizaciones, la disfunciéon de la proteina CFTR se caracteriza por un fenotipo de
pulmén inflamatorio. En algunas realizaciones, la disfuncién de la proteina CFTR se caracteriza por una alteracion
de la actividad respiratoria. En algunas realizaciones, la disfuncién de la proteina CFTR se caracteriza por problemas
digestivos croénicos. En algunas realizaciones, la fibrosis quistica se caracteriza por infertilidad masculina. Un
paciente no presentara necesariamente todos estos sintomas, algunos de los cuales podrian estar ausentes en
casos leves de disfuncién de la proteina CFTR, o antes durante la progresion de la enfermedad.

En algunos aspectos, la presente divulgacion proporciona un método de tratamiento, retraso o mejora de los
sintomas de la disfunciéon de la proteina CFTR que comprende administrar composiciones farmacéuticas de un
péptido intestinal vasoactivo y uno o mas ELP a un sujeto que lo necesite.

La fibrosis quistica causada por una cualquiera o mas mutaciones en el gen CFTR se puede tratar, retrasar o
mejorar por las composiciones farmacéuticas desveladas en el presente documento. En algunas realizaciones, el
sujeto es homocigotico para una o mas mutaciones en el gen CFTR. En algunas realizaciones, el sujeto es
heterocigotico para una o mas mutaciones en el gen CFTR. En algunas realizaciones, la una o0 mas mutaciones son
mutaciones terminadoras. En algunas realizaciones, la una o mas mutaciones son mutaciones de apertura. En
algunas realizaciones, la una o mas mutaciones son mutaciones del procesamiento de proteinas. En algunas
realizaciones, la una 0 mas mutaciones son mutaciones de conductancia. En algunas realizaciones, la una o mas
mutaciones son mutaciones de traduccion. Los ejemplos de mutaciones de CFTR incluyen, pero no se limitan a,
F508del, G542X, G85E, R334W, Y122X, G551D, R117H, A455E, S549R, R553X, V520F, R1162X, R347H, N1203K,
S549N, R347P, R560T, S1255X, Add9T, Y1092X, M1191K, W1282X, 3659de;C, 394delTT, 3905insT, 1078delT,
delta 1507, 3876delA, 2184delA, 2307insA, 711+1G>T, 1717-1G>A, 2789+5G>A, 1898+5G>T, 3120+1G>A,
621+1G>T, 3849+10kbC>T, 1898+1G>A, 2183 AA>G y/o 5/7/9T. En una realizacion preferida, la mutacién es
F508del.

En algunas realizaciones, la disfuncion de la proteina CFTR se adquiere (por ejemplo, al fumar o por exposicién a
dano medioambiental). En algunas realizaciones, la disfuncién de la proteina CFTR no esta asociada a una mutacion
en el gen CFTR.

El tratamiento, retraso o mejora de los sintomas de la disfuncion de la proteina CFTR se pueden medir mediante
cualquier medio conocido en la técnica. Por ejemplo, las pruebas usadas para evaluar pacientes con disfuncion de la
proteina CFTR incluyen, pero no se limitan a, una prueba de cloruro en el sudor, una prueba del tripsinégeno
inmunorreactivo (IRT), un andlisis de sangre (por ejemplo, para probar la funcién pancreatica), radiografia del térax,
pruebas de la funciéon pulmonar, una prueba de la diferencia de potencial nasal, ensayos de la funcién de la proteina
CFTR (por ejemplo, probando la salida de iones en las células), prueba de medicién de la corriente celular, volumen
espiratorio forzado en 1 segundo (FEV1) y/o inmunofluorescencia para detectar la localizacion de la proteina CFTR
en la célula.
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Los efectos de la administracion de las composiciones farmacéuticas desveladas en el presente documento se
pueden medir en cualquier tejido y/u 6rgano relevante, que incluye, pero no se limita a, células epiteliales (por
ejemplo, células epiteliales nasales), pulmones, pancreas, el aparato digestivo, el aparato reproductor y/o el aparato
respiratorio.

En algunas realizaciones, la administracion de las composiciones farmacéuticas desveladas en el presente
documento previene, retrasa o mejora uno o0 mas sintomas de la disfuncién de la proteina CFTR en un sujeto. En
algunas realizaciones, uno o mas sintomas de la disfuncién de la proteina CFTR se previenen, retrasan o mejoran
durante aproximadamente 1 semana, aproximadamente 1 mes, aproximadamente 2 meses, aproximadamente 3
meses, aproximadamente 4 meses, aproximadamente 5 meses, aproximadamente 6 meses, aproximadamente 8
meses, aproximadamente 1 afo, aproximadamente 2 afios, aproximadamente 5 afios y/o aproximadamente 10 afos
en comparacion con el uno o mas sintomas de la disfuncién de la proteina CFTR en un sujeto sin tratar con
disfuncion de CFTR. En algunas realizaciones, uno o mas sintomas de la disfuncién de la proteina CFTR se
previenen, retrasan o mejoran en aproximadamente 1 %, aproximadamente 5 %, aproximadamente 10 %,
aproximadamente 20 %, aproximadamente 30 %, aproximadamente 40 %, aproximadamente 50 %,
aproximadamente 60 %, aproximadamente 70 %, aproximadamente 80 %, aproximadamente 90 %,
aproximadamente 95 % o aproximadamente 99 % en comparacién con el uno o mas sintomas de la disfuncion de la
proteina CFTR en un sujeto sin tratar con disfuncion de CFTR. En algunas realizaciones, esta prevencion, retraso o
mejora de uno o mas sintomas de la disfuncién de la proteina CFTR se observa en los momentos desvelados en el
presente documento.

En algunas realizaciones, la administracion de las composiciones farmacéuticas desveladas en el presente
documento disminuye los niveles de cloruro en el sudor en un sujeto en comparaciéon con un sujeto sin tratar con
disfuncién de la proteina CFTR. En algunas realizaciones, los niveles de cloruro en el sudor disminuyen durante
aproximadamente 1 semana, aproximadamente 1 mes, aproximadamente 2 meses, aproximadamente 3 meses,
aproximadamente 4 meses, aproximadamente 5 meses, aproximadamente 6 meses, aproximadamente 8 meses,
aproximadamente 1 afo, aproximadamente 2 afos, aproximadamente 5 afios y/o aproximadamente 10 afos en
comparacién con la viscosidad del moco de un sujeto sin tratar con disfuncién de la proteina CFTR. En algunas
realizaciones, los niveles de cloruro en el sudor disminuyen en aproximadamente 1 %, aproximadamente 5 %,
aproximadamente 10 %, aproximadamente 20 %, aproximadamente 30 %, aproximadamente 40 %,
aproximadamente 50 %, aproximadamente 60 %, aproximadamente 70 %, aproximadamente 80 %,
aproximadamente 90 %, aproximadamente 95 % o aproximadamente 99 % en comparacién con la viscosidad del
moco de un sujeto sin tratar con disfuncién de la proteina CFTR. En algunas realizaciones, esta disminucion en los
niveles de cloruro en el sudor se observa en los momentos desvelados en el presente documento.

En algunas realizaciones, la administracién de las composiciones farmacéuticas desveladas en el presente documento
mejora la viscosidad del moco en un sujeto en comparacion con un sujeto sin tratar con disfuncion de la proteina CFTR.
En algunas realizaciones, la viscosidad del moco mejora durante aproximadamente 1 semana, aproximadamente 1
mes, aproximadamente 2 meses, aproximadamente 3 meses, aproximadamente 4 meses, aproximadamente 5 meses,
aproximadamente 6 meses, aproximadamente 8 meses, aproximadamente 1 afo, aproximadamente 2 afos,
aproximadamente 5 afios, y/o aproximadamente 10 afios en comparacion con la viscosidad del moco de un sujeto sin
tratar con disfunciéon de la proteina CFTR. En algunas realizaciones, la viscosidad del moco mejora en
aproximadamente 1 %, aproximadamente 5 %, aproximadamente 10 %, aproximadamente 20 %, aproximadamente
30 %, aproximadamente 40 %, aproximadamente 50 %, aproximadamente 60 %, aproximadamente 70 %,
aproximadamente 80 %, aproximadamente 90 %, aproximadamente 95 % o aproximadamente 99 % en comparacion
con la viscosidad del moco de un sujeto sin tratar con disfuncion de la proteina CFTR. En algunas realizaciones, esta
mejora en la viscosidad del moco se observa en los momentos desvelados en el presente documento.

En algunas realizaciones, la administracion de las composiciones farmacéuticas desveladas en el presente
documento previene, retrasa o mejora el desarrollo de fibrosis en un sujeto. En algunas realizaciones, el desarrollo
de fibrosis se previene, retrasa o mejora durante aproximadamente 1 semana, aproximadamente 1 mes,
aproximadamente 2 meses, aproximadamente 3 meses, aproximadamente 4 meses, aproximadamente 5 meses,
aproximadamente 6 meses, aproximadamente 8 meses, aproximadamente 1 afo, aproximadamente 2 afos,
aproximadamente 5 afos y/o aproximadamente 10 afios en comparacién con el desarrollo de fibrosis en un sujeto
sin tratar con disfuncién de la proteina CFTR. En algunas realizaciones, el desarrollo de fibrosis se previene, retrasa
0 mejora en aproximadamente 1 %, aproximadamente 5 %, aproximadamente 10 %, aproximadamente 20 %,
aproximadamente 30 %, aproximadamente 40 %, aproximadamente 50 %, aproximadamente 60 %,
aproximadamente 70 %, aproximadamente 80 %, aproximadamente 90 %, aproximadamente 95% o
aproximadamente 99 % en comparaciéon con el desarrollo de fibrosis en un sujeto sin tratar con disfuncion de la
proteina CFTR. En algunas realizaciones, esta prevencion, retraso o mejora de la fibrosis se observa en los
momentos desvelados en el presente documento.

En algunas realizaciones, la administracion de las composiciones farmacéuticas desveladas en el presente

documento previene, retrasa 0 mejora el dano tisular en uno 0 mas drganos y/o tejidos en un sujeto. En algunas

realizaciones, el dafno tisular es causado por inflamacion. En realizaciones preferidas, la administracion de las

composiciones farmacéuticas desveladas en el presente documento previene, retrasa o mejora el dafio tisular en el

tubo digestivo. En algunas realizaciones, la prevencion, el retraso o la mejora del dafio tisular en el tubo digestivo
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alivian los problemas digestivos en el sujeto. En realizaciones preferidas, la administracién de las composiciones
farmacéuticas desveladas en el presente documento previene, retrasa o mejora el dafio tisular en los pulmones en
un sujeto. En algunas realizaciones, el dafo tisular se previene, retrasa o mejora durante aproximadamente 1
semana, aproximadamente 1 mes, aproximadamente 2 meses, aproximadamente 3 meses, aproximadamente 4
meses, aproximadamente 5 meses, aproximadamente 6 meses, aproximadamente 8 meses, aproximadamente 1
ano, aproximadamente 2 afos, aproximadamente 5 afios o aproximadamente 10 afios en comparacién con el dafo
tisular en un sujeto sin tratar con disfuncion de la proteina CFTR. En algunas realizaciones, el dafo tisular se
previene, retrasa o0 mejora en aproximadamente 1 %, aproximadamente 5 %, aproximadamente 10 %,
aproximadamente 20 %, aproximadamente 30 %, aproximadamente 40 %, aproximadamente 50 %,
aproximadamente 60 %, aproximadamente 70 %, aproximadamente 80 %, aproximadamente 90 %,
aproximadamente 95 % o aproximadamente 99 % en comparacion con el dafo tisular en un sujeto sin tratar con
disfuncion de la proteina CFTR. En algunas realizaciones, esta prevencion, retraso o mejora del dafo tisular se
observa en los momentos desvelados en el presente documento.

En algunas realizaciones, la administracion de las composiciones farmacéuticas desveladas en el presente
documento mejora la funcién respiratoria en un sujeto. En algunas realizaciones, la mejora en la funcién respiratoria
se determina midiendo el volumen espiratorio forzado en 1 segundo (FEV1) usando métodos bien conocidos en la
técnica. En algunas realizaciones, la funcion respiratoria mejora en aproximadamente 20 %, aproximadamente 30 %,
aproximadamente 40 %, aproximadamente 50 %, aproximadamente 60 %, aproximadamente 70 %,
aproximadamente 80 %, aproximadamente 90 %, aproximadamente 95 % o aproximadamente 99 % de la funcién
respiratoria de un sujeto sin tratar con disfunciéon de la proteina CFTR. En algunas realizaciones, la administracién
de las composiciones farmacéuticas desveladas en el presente documento mejora la funciéon respiratoria en un
sujeto durante aproximadamente 1 semana, aproximadamente 1 mes, aproximadamente 2 meses,
aproximadamente 3 meses, aproximadamente 4 meses, aproximadamente 5 meses, aproximadamente 6 meses,
aproximadamente 8 meses, aproximadamente 1 afo, aproximadamente 2 afos, aproximadamente 5 afos y/o
aproximadamente 10 afos en comparacion con la funcion respiratoria de un sujeto sin tratar con disfuncion de la
proteina CFTR. En algunas realizaciones, la funcion respiratoria mejora en el sujeto en los momentos desvelados en
el presente documento.

En algunas realizaciones, la administracion de las composiciones farmacéuticas desveladas en el presente
documento mejora el transporte de agua a través de las membranas celulares en un sujeto. En algunas
realizaciones, el transporte de agua mejora en aproximadamente 20 %, aproximadamente 30 %, aproximadamente
40 %, aproximadamente 50 %, aproximadamente 60 %, aproximadamente 70 %, aproximadamente 80 %,
aproximadamente 90 %, aproximadamente 95 % o aproximadamente 99 % de la velocidad del transporte de agua de
un sujeto sin tratar con disfuncion de la proteina CFTR. En algunas realizaciones, la administracién de las
composiciones farmacéuticas desveladas en el presente documento mejora el transporte de agua a través de las
membranas celulares en un sujeto durante aproximadamente 1 semana, aproximadamente 1 mes,
aproximadamente 2 meses, aproximadamente 3 meses, aproximadamente 4 meses, aproximadamente 5 meses,
aproximadamente 6 meses, aproximadamente 8 meses, aproximadamente 1 afo, aproximadamente 2 afos,
aproximadamente 5 afios y/o aproximadamente 10 afios en comparacion con la velocidad del transporte de agua de
un sujeto sin tratar con disfuncién de la proteina CFTR. En algunas realizaciones, la velocidad del transporte de
agua a través de membranas celulares mejora en el sujeto en los momentos desvelados en el presente documento.

En algunas realizaciones, la administracion de las composiciones farmacéuticas desveladas en el presente
documento aumenta la funcién de la proteina CFTR en un sujeto. En algunas realizaciones, la funcién de la proteina
CFTR es el transporte de iones cloruro a través de la membrana celular. En algunas realizaciones, la administracién
de las composiciones farmacéuticas desveladas en el presente documento aumenta la funcién de la proteina CFTR
en aproximadamente 20 %, aproximadamente 30 %, aproximadamente 40 %, aproximadamente 50 %,
aproximadamente 60 %, aproximadamente 70 %, aproximadamente 80 %, aproximadamente 90 %,
aproximadamente 95 % o aproximadamente 99 % en comparacion con la funcion de la proteina CFTR en un sujeto
sin tratar con disfuncion de la proteina CFTR. En algunas realizaciones, la administracion de las composiciones
farmacéuticas desveladas en el presente documento aumenta la funcién de la proteina CFTR en un sujeto durante
aproximadamente 1 semana, aproximadamente 1 mes, aproximadamente 2 meses, aproximadamente 3 meses,
aproximadamente 4 meses, aproximadamente 5 meses, aproximadamente 6 meses, aproximadamente 8 meses,
aproximadamente 1 afio, aproximadamente 2 afos, aproximadamente 5 afos y/o aproximadamente 10 afos en
comparacién con la funcion de la proteina CFTR en un sujeto sin tratar con disfuncién de la proteina CFTR. En
algunas realizaciones, el grado de elevacion de la funcion de la proteina CFTR se observa en el sujeto en los
momentos desvelados en el presente documento.

En algunas realizaciones, la administracion de las composiciones farmacéuticas desveladas en el presente
documento aumenta la funcién de la proteina CFTR mas que otros tratamientos para la disfuncién de la proteina
CFTR. En algunas realizaciones, la funciéon de la proteina CFTR es el transporte de iones cloruro a través de la
membrana celular. En algunas realizaciones, los otros tratamientos para la disfuncién de la proteina CFTR son
correctores de CFTR, potenciadores de CFTR y/o supresores de mutaciones terminadoras (por ejemplo, ataluren).
En algunas realizaciones, el otro tratamiento para la fibrosis quistica es un tratamiento de combinacion. En algunas
realizaciones, el tratamiento de combinaciéon es una combinaciéon de un corrector de CFTR y un potenciador de
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CFTR. En algunas realizaciones, los otros tratamientos para la disfuncion de la proteina CFTR son VX770, VX809 o
VX661. En algunas realizaciones, la administracion de las composiciones farmacéuticas desveladas en el presente
documento aumenta la funcién de la proteina CFTR en aproximadamente 20 %, aproximadamente 30 %,
aproximadamente 40 %, aproximadamente 50 %, aproximadamente 60 %, aproximadamente 70 %,
aproximadamente 80 %, aproximadamente 90 %, aproximadamente 95 % o aproximadamente 99 % en comparacion
con la funcién de la proteina CFTR en un sujeto con disfuncién de la proteina CFTR tratado con el otro tratamiento
para la disfuncién de la proteina CFTR. En algunas realizaciones, la administraciéon de las composiciones
farmacéuticas desveladas en el presente documento aumenta la funcién de la proteina CFTR en un sujeto durante
aproximadamente 1 semana, aproximadamente 1 mes, aproximadamente 2 meses, aproximadamente 3 meses,
aproximadamente 4 meses, aproximadamente 5 meses, aproximadamente 6 meses, aproximadamente 8 meses,
aproximadamente 1 afo, aproximadamente 2 anos, aproximadamente 5 afios y/o aproximadamente 10 afos en
comparacion con la funcién de la proteina CFTR en un sujeto con disfuncién de la proteina CFTR tratado con el otro
tratamiento para la disfuncion de la proteina CFTR. En algunas realizaciones, el grado de elevacién de la funciéon de
la proteina CFTR se observa en el sujeto en los momentos desvelados en el presente documento.

En algunas realizaciones, la administracion de las composiciones farmacéuticas desveladas en el presente
documento aumenta la densidad de la proteina CFTR en la membrana celular apical en un sujeto. En algunas
realizaciones, la administracién de las composiciones farmacéuticas desveladas en el presente documento aumenta
la densidad de la proteina CFTR en la membrana celular apical en un sujeto como se mide por inmunotransferencia.
En algunas realizaciones, la proteina CFTR no se reutiliza tan rapidamente como en un sujeto sin tratar con
disfuncién de la proteina CFTR. En algunas realizaciones, la administracién de las composiciones farmacéuticas
desveladas en el presente documento aumenta la densidad de la proteina CFTR en la membrana celular apical en
aproximadamente 20 %, aproximadamente 30 %, aproximadamente 40 %, aproximadamente 50 %,
aproximadamente 60 %, aproximadamente 70 %, aproximadamente 80 %, aproximadamente 90 %,
aproximadamente 95 % o aproximadamente 99 % en comparacion con la densidad de la proteina CFTR en la
membrana celular apical en un sujeto sin tratar con disfuncion de la proteina CFTR. En algunas realizaciones, la
administracion de las composiciones farmacéuticas desveladas en el presente documento aumenta la densidad de la
proteina CFTR en la membrana celular apical en un sujeto durante aproximadamente 1 semana, aproximadamente 1
mes, aproximadamente 2 meses, aproximadamente 3 meses, aproximadamente 4 meses, aproximadamente 5
meses, aproximadamente 6 meses, aproximadamente 8 meses, aproximadamente 1 ano, aproximadamente 2 afnos,
aproximadamente 5 afos y/o aproximadamente 10 afios en comparacion con la densidad de la proteina CFTR en la
membrana celular apical en un sujeto sin tratar con disfuncion de la proteina CFTR. En algunas realizaciones, el
grado de elevacién de la localizaciéon de la proteina CFTR en la membrana celular se observa en el sujeto en los
momentos desvelados en el presente documento.

En algunas realizaciones, la administracion de las composiciones farmacéuticas desveladas en el presente
documento corrige la maduracién de la proteina CFTR y la expresion de membrana en un sujeto. En algunas
realizaciones, esta correccion de la maduracion de la proteina CFTR y la expresion de membrana se mide por
inmunotransferencia o inmunotincion con moléculas que se unen a CFTR. En algunas realizaciones, la
administracién de las composiciones farmacéuticas desveladas en el presente documento aumenta la
inmunotransferencia de CFTR o la sefial de inmunotincion en aproximadamente 20 %, aproximadamente 30 %,
aproximadamente 40 %, aproximadamente 50 %, aproximadamente 60 %, aproximadamente 70 %,
aproximadamente 80 %, aproximadamente 90 %, aproximadamente 95 % o aproximadamente 99 % en comparacion
con la inmunotransferencia de CFTR o sefial de inmunotincion en un sujeto sin tratar con disfuncion de la proteina
CFTR. En algunas realizaciones, la administracion de las composiciones farmacéuticas desveladas en el presente
documento aumenta la inmunotransferencia de CFTR o sefial de inmunotincién durante aproximadamente 1
semana, aproximadamente 1 mes, aproximadamente 2 meses, aproximadamente 3 meses, aproximadamente 4
meses, aproximadamente 5 meses, aproximadamente 6 meses, aproximadamente 8 meses, aproximadamente 1
afno, aproximadamente 2 afos, aproximadamente 5 afos y/o aproximadamente 10 afios en comparacién con la
inmunotransferencia de CFTR o sefial de inmunotincién en un sujeto sin tratar con disfuncion de la proteina CFTR.
En algunas realizaciones, el grado de elevacion de la inmunotransferencia de CFTR o sefial de inmunotincion se
observa en el sujeto en los momentos desvelados en el presente documento.

Composiciones farmacéuticas y administracion

La presente divulgacién proporciona composiciones farmacéuticas que incluyen un péptido intestinal vasoactivo y
uno o mas ELP con uno o mas excipientes y/o diluyentes farmacéuticamente aceptables. Por ejemplo, dichos
excipientes incluyen sales, y otros excipientes que pueden actuar para estabilizar el enlace de hidrégeno. Las sales
a modo de ejemplo incluyen sales de metales alcalinotérreos tales como sodio, potasio y calcio. Los contraiones
incluyen cloruro y fosfato. Las sales a modo de ejemplo incluyen cloruro sédico, cloruro de potasio, cloruro de
magnesio, cloruro de calcio y fosfato de potasio.

La concentracion de proteina en la formulacién se adapta para estimular la formacién de la matriz a la temperatura
de administracién. Por ejemplo, concentraciones mas altas de proteina ayudan a estimular la formacion de la matriz,
y la concentracion de proteina necesaria para este fin varia dependiendo de la serie de ELP usada. Por ejemplo, en
realizaciones que usan ELP1-120, o secuencias de aminoacidos con temperaturas de transicion comparables, la
proteina esta presente en el intervalo de aproximadamente 1 mg/mL a aproximadamente 200 mg/mL, o esta
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presente en el intervalo de aproximadamente 5 mg/mL a aproximadamente 125 mg/mL. La porcion de péptido
intestinal vasoactivo de la proteina de fusion en la composicion terapéutica puede estar presente en el intervalo de
aproximadamente 10 mg/mL a aproximadamente 50 mg/mL, o aproximadamente 15 mg/mL a aproximadamente
30 mg/mL, o aproximadamente 10-20 mg/mL, o aproximadamente 5-15 mg/mL, o aproximadamente 1-10 mg/mL. En
realizaciones que usan ELP4-120, o secuencias de aminoacidos con temperaturas de transicion comparables, la
proteina esta presente en el intervalo de aproximadamente 0,005 mg/mL a aproximadamente 10 mg/mL, o esta
presente en el intervalo de aproximadamente 0,01 mg/mL a aproximadamente 5 mg/mL. En algunas realizaciones, el
péptido intestinal vasoactivo esta presente en el intervalo de aproximadamente 0,5 mg/mL a aproximadamente
200 mg/mL, o esta presente en el intervalo de aproximadamente 5 mg/mL a aproximadamente 125 mg/mL. En
algunas realizaciones, el péptido intestinal vasoactivo esta presente en el intervalo de aproximadamente 10 mg/mL a
aproximadamente 50 mg/mL, o el intervalo de aproximadamente 15 mg/mL a aproximadamente 30 mg/mL.

La composicion farmacéutica se prepara, en general, de manera que no se forme la matriz en las condiciones de
almacenamiento. Las condiciones de almacenamiento son, en general, inferiores a la temperatura de transicién de la
formulacion, tales como inferior a aproximadamente 32 °C, o inferior a aproximadamente 30 °C, o inferior a
aproximadamente 27 °C, o inferior a aproximadamente 25 °C, o inferior a aproximadamente 20 °C, o inferior a
aproximadamente 15 °C, o inferior a aproximadamente 10 °C. La condicién de almacenamiento puede estar,
alternativamente, por debajo de la congelacion, tal como inferior a aproximadamente -10°C, o inferior a
aproximadamente -20 °C, o inferior a aproximadamente -40 °C, o inferior a aproximadamente -70 °C. Por ejemplo, la
formulacion puede ser isoténica con la sangre o tener una fuerza iénica que imita las condiciones fisiol6gicas. Por
ejemplo, la formulaciéon puede tener una fuerza ioénica de al menos la de cloruro sédico 25 mM, o al menos la de
cloruro sédico 30 mM, o al menos la de cloruro sédico 40 mM, o al menos la de cloruro sédico 50 mM, o al menos la
de cloruro sédico 75 mM, o al menos la de cloruro sédico 100 mM, o al menos la de cloruro sédico 150 mM. En
ciertas realizaciones, la formulacién tiene una fuerza iénica inferior a la de 0,9 % de solucién salina. En algunas
realizaciones, la composicion farmacéutica incluye dos o mas de cloruro de calcio, cloruro de magnesio, cloruro de
potasio, dihidrogenofosfato de potasio, hidrogenofosfato de potasio, cloruro sédico, dihidrogenofosfato de sodio y
hidrogenofosfato de disodio. La composicion farmacéutica liquida se puede almacenar congelada, refrigerada o a
temperatura ambiente.

En realizaciones a modo de ejemplo, la divulgacién proporciona una composicién farmacéutica de liberacion
sostenida que incluye un péptido intestinal vasoactivo o derivados del mismo (por ejemplo, que tiene un resto de
extremo N tal como una metionina) y una o mas secuencias de aminodacidos que incluyen [VPGXGleo, 0 [VPGXG]120,
donde cada X se selecciona de V, Gy A. V, G y A pueden estar presentes en una relaciéon de aproximadamente
5:3:2, de aproximadamente 7:2:0, de aproximadamente 7:0:2, de aproximadamente 6:0:3, o de aproximadamente
5:2:2. Alternativamente, la secuencia de aminoacidos incluye [VPGVGls o [VPGVG]i20. En realizaciones a modo de
ejemplo, la divulgacion proporciona una composicién farmacéutica de liberacion sostenida que incluye un péptido
intestinal vasoactivo o derivados del mismo (por ejemplo, que tiene un resto de extremo N tal como una metionina) y
una o mas secuencias de aminoacidos que incluyen [XPGVG]144, donde cada X se seleccionade V, Gy A.V,GyA
pueden estar presentes en una relacion de aproximadamente 5:0:4. Alternativamente, la secuencia de aminoacidos
incluye [XPGVG]i44. La formulacién adicional incluye uno o mas excipientes y/o diluyentes farmacéuticamente
aceptables para la formacién de una matriz reversible a partir de una forma acuosa tras la administracién a un sujeto
humano. El VIP y los derivados del mismo se desvelan en la publicacién de patente de EE. UU. N? 2011/0178017.

También se pueden emplear otros componentes de formulacion para lograr, por ejemplo, la estabilidad deseada.
Dichos componentes incluyen uno o mas aminoacidos o alcohol de azucar (por ejemplo, manitol), tensioactivos (por
ejemplo, polisorbato 20, polisorbato 80), conservantes y agentes de tamponamiento (por ejemplo, histidina), y dichos
componentes se conocen bien en la técnica. En ciertas realizaciones, las composiciones farmacéuticas desveladas
en el presente documento tienen eficacia potenciada, biodisponibilidad, semivida terapéutica, persistencia, ayuda de
degradacioén, etc.

Ventajosamente, las composiciones proporcionan exposicién farmacocinética prolongada debido a la liberacién
sostenida del agente activo. En aspectos particulares, el nivel maximo de exposicidon se puede lograr en
aproximadamente 10 horas, aproximadamente 24 horas, aproximadamente 48 horas o aproximadamente 72 horas
después de la administracion; normalmente la maxima tasa de exposicién se logra entre aproximadamente 10 horas
y aproximadamente 48 horas después de la administracion. Después de lograr la maxima tasa de exposicion, las
composiciones pueden lograr una tasa sostenida de la liberacion por la cual se obtiene un porcentaje sustancial de
la maxima tasa durante un periodo de tiempo. Por ejemplo, la tasa sostenida puede ser aproximadamente 50 %,
aproximadamente 60 %, aproximadamente 70 %, aproximadamente 80 %, aproximadamente 90% o
aproximadamente 100 %. Los periodos de tiempo a modo de ejemplo para mantener la tasa sostenida son
aproximadamente 3 dias, aproximadamente 4 dias, aproximadamente 5 dias, aproximadamente 6 dias,
aproximadamente 1 semana, aproximadamente 2 semanas, aproximadamente 4 semanas, aproximadamente 6
semanas o aproximadamente 8 semanas, después de que se logre la maxima tasa de exposicion. Posteriormente, la
tasa sostenida se puede reducir hasta una tasa de exposicion reducida. Dichas tasas de exposicion reducida pueden
ser aproximadamente 5 %, aproximadamente 10 %, aproximadamente 20 %, aproximadamente 30 %,
aproximadamente 40 %, aproximadamente 50 % o aproximadamente 60 %.
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En diversas realizaciones, la concentracion plasmatica del agente activo no cambia en mas de un factor de 10, o un
factor de aproximadamente 5, o un factor de aproximadamente 3 durante el transcurso de una pluralidad de
administraciones, tales como al menos 2, al menos aproximadamente 5, o al menos aproximadamente 10
administraciones de la formulaciéon. Las administraciones estan sustancialmente uniformemente separadas, tal
como, por ejemplo, aproximadamente diariamente, o aproximadamente una vez a la semana, o de una a
aproximadamente cinco veces al mes, o aproximadamente una vez cada dos meses, 0 aproximadamente una vez
cada tres meses.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un método de administracion de una pauta de liberacién sostenida de un
péptido intestinal vasoactivo o analogos del mismo. El método comprende administrar la composicion farmacéutica
descrita en el presente documento a un sujeto en necesidad, en donde la composicion farmacéutica se administra
desde aproximadamente 1 hasta aproximadamente 8 veces al mes. En algunas realizaciones, la composicion
farmacéutica se administra aproximadamente 1 vez, aproximadamente 2 veces, aproximadamente 3 veces y/o
aproximadamente 4 veces al mes. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica se administra
semanalmente. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica se administra diariamente. En algunas
realizaciones, la composicion farmacéutica se administra desde una hasta tres veces a la semana. En algunas
realizaciones, la composicién farmacéutica se administra una vez cada dos semanas. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica se administra desde una hasta dos veces al mes. En realizaciones particulares, la
composicion farmacéutica se administra aproximadamente 1 vez al mes. En algunas realizaciones, la composicién
farmacéutica se administra aproximadamente una vez cada 2 meses, aproximadamente una vez cada 3 meses,
aproximadamente una vez cada 4 meses, aproximadamente una vez cada 5 meses y/o aproximadamente una vez
cada 6 meses. En algunas realizaciones, el VIP puede tener un resto adicional, tal como metionina en el extremo N
para alterar el nivel de uni6on al receptor, como se describe en la publicacién de patente de EE. UU.
N?22011/0178017. En algunas realizaciones, el VIP se fusiona con ELP1 (que tiene desde aproximadamente 90
hasta aproximadamente 150 unidades de ELP). En algunas realizaciones, el VIP se fusiona con ELP4 (que tiene
desde aproximadamente 90 hasta aproximadamente 150 unidades de ELP). La composicion farmacéutica se puede
envasar en forma de plumas o jeringas precargadas para administracion una vez por semana, dos veces por
semana, o desde una hasta ocho veces por mes, o alternativamente se envasan en viales convencionales y
similares.

En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas desveladas en el presente documento se administran
crénicamente. En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas desveladas en el presente documento se
administran durante aproximadamente 6 meses, durante aproximadamente 7 meses, durante aproximadamente 8
meses, durante aproximadamente 9 meses, durante aproximadamente 10 meses, durante aproximadamente 11
meses, durante aproximadamente 1 afo, durante aproximadamente 2 afos, durante aproximadamente 3 afos,
durante aproximadamente 4 anos, durante aproximadamente 5 afios, durante aproximadamente 10 afios o mas. Las
composiciones farmacéuticas se pueden administrar en cualquier dosis y/o frecuencia requerida desvelada en el
presente documento.

En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas desveladas en el presente documento se administran
hasta que mejoran los sintomas de la disfuncion de la proteina CFTR. En algunas realizaciones, las composiciones
farmacéuticas desveladas en el presente documento se administran hasta que mejoran, se retrasan y/o curan los
sintomas de la disfuncién de la proteina CFTR.

En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas desveladas en el presente documento se administran
antes de que el paciente empiece a presentar uno o mas sintomas de la disfuncién de la proteina CFTR. En algunas
realizaciones, las composiciones farmacéuticas desveladas en el presente documento se administran
inmediatamente o poco después del diagndstico. En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas
desveladas en el presente documento se administran en el momento de aparicién de los sintomas de la disfuncion
de la proteina CFTR. En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas desveladas en el presente
documento se administran en el momento de aparicién de una exacerbacion de los sintomas de la disfuncién de la
proteina CFTR.

El agente terapéutico es, en general, para "administraciéon sistémica", que significa que el agente no se administra
localmente a un sitio patologico o un sitio de accion. En su lugar, el agente se absorbe en la circulaciéon sanguinea
desde el sitio de inyeccidn, donde el agente actla por via sistémica o se transporta hasta un sitio de accién por la
circulacion. El agente terapéutico se puede administrar por cualquier via conocida, tal como, por ejemplo, por via
oral, por via intravenosa, por via intramuscular, por via nasal, por via subcutanea, por via intravaginal y por via
intrarrectal. En una realizacién, la formulacién es, en general, para administracion subcutanea. En una realizacién,
los parametros farmacocinéticos (FC) se prolongan cuando el agente se administra por via subcutanea. En una
realizacién, se prolonga la semivida de la proteina de fusiéon. En una realizacion, se prolongan los parametros FC
cuando el agente se administra por via subcutanea en comparacion con el agente administrado por otros medios
(por ejemplo, por via intravenosa). En una realizacién, el depdsito del agente se prolonga cuando el agente se
administra por via subcutanea en comparacion con el agente administrado por otros medios (por ejemplo, por via
intravenosa).
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En algunas realizaciones, la formulacién se administra aproximadamente mensualmente, y se puede administrar por
via subcuténea o por via intramuscular. En algunas realizaciones, la formulaciéon se administra aproximadamente
semanalmente, y se puede administrar por via subcutanea o por via intramuscular. En algunas realizaciones, el sitio
de administracion no es un sitio patoldgico, por ejemplo, no es el sitio de accion previsto.

Las composiciones farmacéuticas desveladas en el presente documento se pueden administrar en dosis mas
pequefias y/o menos frecuentemente que los homdlogos no fusionados o no conjugados. Aunque un experto en la
técnica puede determinar las dosis deseables en cada caso, una dosis adecuada del agente terapéutico para el
logro del beneficio terapéutico puede estar, por ejemplo, en un intervalo de aproximadamente 1 microgramo (ug) a
aproximadamente 100 miligramos (mg) por kilogramo de peso corporal de receptor por dia, preferentemente en un
intervalo de aproximadamente 10 pug a aproximadamente 50 mg por kilogramo de peso corporal por dia y lo mas
preferentemente en un intervalo de aproximadamente 10 pg a aproximadamente 50 mg por kilogramo de peso
corporal por dia. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica se administra a una baja dosis. En algunas
realizaciones, la composicion farmacéutica se administra a una dosis entre 1 mg por kilogramo por peso corporal por
dia a aproximadamente 9 mg por kilogramo por peso corporal por dia. En algunas realizaciones, la composicion
farmacéutica se administra a aproximadamente 1 mg por kilogramo de peso corporal por dia, aproximadamente 3
mg por kilogramo de peso corporal por dia y/o aproximadamente 9 mg por kilogramo de peso corporal por dia. La
dosis deseada se puede presentar como una dosis 0 dos 0 mas subdosis administradas a intervalos apropiados a lo
largo del dia. Estas subdosis se pueden administrar en formas farmacéuticas unitarias, por ejemplo, que contienen
desde aproximadamente 10 ug a aproximadamente 1000 mg, preferentemente desde aproximadamente 50 pg a
aproximadamente 500 mg, y lo mas preferentemente desde aproximadamente 50 pg hasta aproximadamente 250
mg de principio activo para la forma farmacéutica unitaria. Alternativamente, si la condicién del receptor asi lo
requiere, las dosis se pueden administrar como una infusién continua.

En ciertas realizaciones, el sujeto es un humano, pero en otras realizaciones puede ser un mamifero no humano, tal
como una mascota domesticada (por ejemplo, perro o gato), o ganado o animal de granja (por ejemplo, caballo,
vaca, oveja o cerdo).

Terapias de combinacion

Las composiciones farmacéuticas desveladas en el presente documento se pueden administrar con diversas
terapias usadas para tratar, prevenir, retrasar o mejorar los sintomas de la disfuncién de la proteina CFTR, que
incluyen, pero no se limitan a, terapia fisica, oxigenoterapia, terapia respiratoria, terapia génica, drenaje bronquial o
postural y/o agentes terapéuticos. Las composiciones farmacéuticas desveladas en el presente documento se
pueden usar solas o en combinacién con uno o mas agentes terapéuticos. El uno o mas agentes terapéuticos
pueden ser cualquier compuesto, molécula o sustancia que ejerza un efecto terapéutico en un sujeto en necesidad
del mismo.

El uno o méas agentes terapéuticos se pueden "coadministrar”, es decir, administrar juntos en un modo coordinado a
un sujeto, ya sea como composiciones farmacéuticas separadas o mezclados en una Unica composicion
farmacéutica. Por "coadministrado”, el uno o mas agentes terapéuticos también se pueden administrar
simultaneamente con las presentes composiciones farmacéuticas, o se pueden administrar por separado, que
incluye en momentos diferentes y con frecuencias diferentes. El uno o mas agentes terapéuticos se pueden
administrar por cualquier via conocida, tal como por via oral, por via intravenosa, por via intramuscular, por via
nasal, por via subcutanea, por via intravaginal, por via intrarrectal y similares; y el agente terapéutico también se
puede administrar por cualquier via convencional. En muchas realizaciones, al menos un agente terapéutico se
puede administrar por via subcutanea.

Este uno o mas agentes terapéuticos incluyen, pero no se limitan a, antibidticos, mucoliticos, potenciadores de
CFTR (por ejemplo, flavonas, xantinas, bencimidazoles, ivacaftor (VX-770), QBW251, PG-01, VR-532), correctores
de CFTR (por ejemplo, lumacaftor (VX-809) VX-661, curcumina, miglustat, sidenafilo, 4-fenil-butirato, corr-4a,
glafanina, RDR1), agentes de ultralectura de mutaciones terminadoras (por ejemplo, ataluren), correctores de la
produccion de CFTR, agentes de ultralectura, agentes de canales de iones de molécula pequefia, agentes
osméticos, reparacion de ARN, estimulantes de la guanilato ciclasa soluble, inhibidores de la S-nitrosoglutatién
reductasa, DNasa, antifingicos, broncodilatadores, éxido nitrico, anticolinérgicos, farmacos antiinflamatorios no
esteroideos (AINE), estabilizadores de la membrana, corticosteroides, enzimoterapia restitutiva, corticosteroides,
glucocorticosteroides, descongestivos y/o antifibréticos (por ejemplo, halofuginona). En algunas realizaciones, se
coadministran un potenciador de CFTR y un corrector de CFTR. En algunas realizaciones, las composiciones
farmacéuticas desveladas en el presente documento se coadministran con uno o mas potenciadores de CFTR y/o
correctores de CFTR. En realizaciones preferidas, las composiciones farmacéuticas desveladas en el presente
documento se coadministran con VX770, VX809 y/o VX661.

En algunas realizaciones, la coadministracion de las composiciones farmacéuticas desveladas en el presente
documento con uno 0 mas agentes terapéuticos tiene un efecto sinérgico. En algunas realizaciones, el efecto
sinérgico es sobre la funcion de la proteina CFTR. En algunas realizaciones, el uno o mas agentes terapéuticos son
correctores de CFTR. En algunas realizaciones, el uno o mas agentes terapéuticos son potenciadores de CFTR. En
algunas realizaciones, el uno o mas agentes terapéuticos son VX770, VX809 y/o VX661.
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Cuando dos o mas agentes terapéuticos se usan en combinacion, la dosis de cada agente terapéutico es
comunmente idéntica a la dosis del agente cuando se usa independientemente. Sin embargo, cuando un agente
terapéutico interfiere con el metabolismo de los otros, se ajusta apropiadamente la dosis de cada agente terapéutico.
Alternativamente, donde los dos o0 mas agentes terapéuticos muestran efectos sinérgicos, se puede reducir la dosis
de uno o mas. Cada agente terapéutico se puede administrar simultaneamente o por separado en un intervalo de
tiempo apropiado.

Se debe entender que las formas en singular tales como "un", "una”, "el" y "la" se usan en toda la presente solicitud
por comodidad, sin embargo, excepto donde el contexto o una declaracion explicita indique de otro modo, las formas
en singular pretenden incluir el plural. Se debe entender que todos los intervalos numéricos incluyen todos y cada
uno de los puntos numéricos dentro del intervalo numérico, y se deben interpretar como que citan todos y cada uno
de los puntos numéricos individualmente. Los puntos extremos de todos los intervalos referidos al mismo
componente o propiedad son incluyentes, y pretenden ser independientemente combinables.

El término "aproximadamente", cuando se usa a propésito de una indicacion numérica referenciada, significa la
indicacion numérica referenciada mas o menos hasta 10 % de esa indicacion numérica referenciada. Por ejemplo, la
expresion "aproximadamente 50" cubre el intervalo de 45 a 55.

Como se usa en el presente documento, la palabra "incluir", y sus variantes, pretende ser no limitante, de forma que
la citacion de los puntos en una lista no es para la exclusién de otros puntos similares que también pueden ser Utiles
en los materiales, composiciones, dispositivos y métodos de esta tecnologia. Similarmente, el término "poder" y sus
variantes pretenden ser no limitantes, de forma que la citacién de que una realizacion puede comprender ciertos
elementos o caracteristicas no excluye otras realizaciones de la presente tecnologia que no contienen los elementos
o caracteristicas. Aunque el término de extremos abiertos "que comprende," como sinénimo de términos tales como
que incluye, que contiene o que tiene, se usa en el presente documento para describir y reivindicar la divulgacion, la
presente tecnologia, o realizaciones de la misma, se puede describir alternativamente usando términos mas
limitantes tales como "que consiste en" o0 "que consiste esencialmente en" los componentes citados.

A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos en el presente documento tienen el
mismo significado que comunmente es entendido por un experto habitual en la técnica a la que pertenece la
presente divulgacién. Aunque se pueden usar cualesquiera métodos y materiales, similares o equivalentes a los
descritos en el presente documento, en la practica o ensayo de la presente divulgacion, los métodos y materiales
preferidos se describen en el presente documento.

La presente divulgacién se ilustra adicionalmente por los siguientes ejemplos no limitantes.
EJEMPLOS
Ejemplo 1: La administracion de PB1046 o PB1120 rescata la funcion de F508del-CFTR

Se puede rescatar F508del-CFTR altamente funcional en células epiteliales de fibrosis quistica corrigiendo su
plegamiento erréneo para promover el direccionamiento de membrana mientras se aumenta la estabilidad
superficial. Aunque se ha mostrado que VIP rescata esta mutacion en células de fibrosis quistica, la breve semivida
de esta proteina en suero (< 1 minuto) limita su uso terapéutico. En el presente documento se desvelan terapéuticos
de VIP estables de larga duracion, PB1120 y PB1046, que incluyen secuencias de ELP. Estos datos demuestran
que PB1120 y PB1046 rescatan F508del-CFTR.

Se us6 una linea celular epitelial nasal humana JME/CF15, derivada de un paciente con fibrosis quistica
homocigético para la mutacién F508del (Jefferson (1990)) para evaluar el efecto de los compuestos de VIP sobre la
funcion de la proteina CFTR. Se cultivaron células a 37 °C con un 5 % de COz2 - 95 % de humedad en DMEM-F12
con 10% de FBS y complementado con transferrina (5 pg/mL), triyodotironina (2 nM), insulina (5 pg/mL),
hidrocortisona (1,1 uM), EGF (1,64 nM), epinefrina (5,5 pM) y adenina (18 uM). Las células se mantuvieron a 37 °C y
se incubaron con VIP 900 mM, PB1046 1,2 uM (SEQ ID NO: 15) o PB1120 1 uM (SEQ ID NO: 20) durante 18 0 24
horas antes del ensayo para la salida de yoduro. Para la comparacion, se incubaron células con los correctores de
CFTR VX-809 (lumacaftor) o VX-661.

Para evaluar el efecto de los compuestos de prueba sobre la funcién de la proteina CFTR, se determind la actividad
del canal de cloruro de CFTR estudiando la salida de iones yoduro usando un electrodo sensible al yoduro. Se
incubaron células con tampén de carga Nal (Nal 136 mM, KNOs 3 mM, Ca(NOs) 2 mM, glucosa 11 mM, HEPES
20 mM, pH 7.,4) durante 1 hora a temperatura ambiente. Entonces se retir6 la disolucion extracelular de Nal y se
sustituyd con tampon de salida en el que el Nal se sustituyd con NaNOs. Se tomaron muestras y se sustituyeron a
intervalos de 1 minuto. Se usaron las 3 primeras muestras tomadas antes de la adicion de la mezcla de activacion de
CFTR (tiempo 0-2 min) para establecer un nivel basal estable de salida de iones. Se incluyé mezcla de activacién de
CFTR (cpt-AMPc 150 uM + IBMX 1mM + forskolina 10 uM) en el tampdn de salida a partir del momento 3 minutos.
Entonces se midié la concentracion de Nal usando un electrodo sensible al yoduro que se movié sobre cada muestra
por un inyector automatico informatizado y se calculd la constante de salida de Nal k (min''). Se compararon los
picos de salida de yoduro (velocidad maxima de salida durante la estimulacion - nivel basal).
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Se midieron las velocidades de salida de yoduro en células JME/CF15 mantenidas a 37 °C y previamente incubadas
con VIP, PB1046 o PB1120 a 30-3.500 nM durante 2 horas. La Figura 2 muestra las velocidades de salida de
yoduro para estos agentes, y la Tabla 1 muestra CE50 y las concentraciones estables (n = 3-5) para cada uno. Se
estimulé F508del-CFTR rescatado por una mezcla de activadores de AMPc afiadidos al tampén de salida. La Figura
3 muestra la evolucion temporal de los efectos del corrector de estos terapéuticos de VIP. La actividad fue
significativamente reducida cuando el compuesto inhibidor de CFTR CFTRinn172 (20 uM) se incluyé en la incubacion,
confirmando que la salida de yoduro estaba mediada por CFTR.

Tabla 1
VIP PB1120 (n = 3-5) | PB1046 (n = 3-5)
CEso 65 nM 140 nM 355 nM
Concentracion estable 900 nM 1000 nM 1200 nM

Se realizé6 inmunotransferencia para visualizar la localizacién de F508del-CFTR en las células epiteliales tratadas
con VIP, PB1120 o PB1046. Como se muestra en la Figura 4, el tratamiento con PB1120 y PB1046 corrigi6 la
maduracion de F508del-CFTR y la expresion de membrana.

La incubacion de células JME/CF15 a 27 °C, en vez de a 37 °C, permite el procesamiento de F508del-CFTR y su
expresion en la membrana celular. Cuando las células se incuban a 37 °C esencialmente no se detecta la salida de
yoduro por encima del fondo. La Figura 5 muestra que VIP, PB1046 y PB1120 fueron todos capaces de corregir y/o
potenciar la actividad de F508del-CFTR a un grado equivalente o mayor que VX-809 y VX-661.

Ejemplo 2: La coadministracion de PB1120 o PB1046 con VX-770 o VX-809 tiene un efecto sinérgico sobre el
rescate de la funcion de F508del-CFTR

Para estudiar los efectos de la administracion de PB1120 o PB1046 junto con los potenciadores de CFTR o los
correctores de CFTR, se realizaron ensayos de salida de yoduro como se describe en el Ejemplo 1.

Se trataron de forma aguda células JME/CF15 con 1 uM del potenciador de CFTR VX-770 (ivacaftor) y luego se
trataron con PB1046 350 nM durante 18 horas o PB1120 140 nM durante 24 horas. Como se muestra en la Figura
6A, el tratamiento con VX-770 solo no mostrd efecto sobre la salida de yoduro. Sin embargo, cuando PB1046 o
PB1120 se administraron en combinacién con VX-770 se observé un efecto sinérgico sobre la salida de yoduro
(Figuras 6B y C). Esta sinergia también se observa cuando las células se tratan tanto con PB1120 1 uM como con
VX-809 1 uM durante 24 horas (Figura 7).

Referencias de patente: US 2001/0034050; US 2009/0220455; US 8.334.257; US 2013/0310538; US 2013/0172274;
US 2011/0236384; US 6.582.926; US 7.429.458; US 7.364.859; US 8.178.495; US 2013/0079277;
US 2013/0085099; US 2013/0143802; US 2014/0024600; US 2011/0178017; US 7.709.227; US 2011/0123487;
US 8.729.018; US 2014/0171370; US 2013/0150291; WO/2014/113434; US 2014/0213516; solicitud de EE. UU. N®
62/082.945 presentada el 21 de noviembre de 2014; solicitud de EE. UU. N° 62/113.943 presentada el 9 de febrero
de 2015; y solicitud de EE. UU. N° 62/145.770 presentada el 10 de abril de 2015.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion farmacéutica que comprende una proteina de fusion que comprende un péptido intestinal
vasoactivo (VIP) y uno o mas péptidos de tipo elastina (ELP), que comprende unidades repetidas de cualquiera de
SEQ ID Nos: 1-13 para su uso en el tratamiento de fibrosis quistica o en el tratamiento de una enfermedad o
trastorno asociado a una reduccién de la funcion de la proteina CFTR.

2. La composicién farmacéutica para su uso segun la reivindicacién 1, en donde el ELP comprende 120 unidades
repetidas de VPGXG (SEQ ID NO: 3), donde X se selecciona independientemente de Val, Ala y Gly, opcionalmente
en donde X se selecciona independientemente de Val, Ala y Gly en una relaciéon de aproximadamente 5:2:3.

3. La composicion farmacéutica para su uso segun las reivindicaciones 1 o 2, en donde el péptido VIP tiene una
preferencia de union relativa por VPAC2 con respecto a VPACT, o en donde el péptido VIP tiene una preferencia de
unién relativamente equipotente por VPAC2 y VPACH.

4. La composicion farmacéutica para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde la
composiciéon farmacéutica se formula para administracion subcutanea, intramuscular o intravenosa, o para liberacién
sostenida.

5. La composicién farmacéutica para su uso segun la reivindicacion 4, en donde la composicion farmacéutica se
administra por via subcutanea o por via sistémica.

6. La composicion farmacéutica para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la
composicién farmacéutica comprende SEQ ID NO: 15 o SEQ ID NO: 20.

7. La composicion farmacéutica para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la
composicion farmacéutica se administra con una o mas terapias adicionales contra la fibrosis quistica o terapias para
tratar trastornos asociados a la reduccion de la funcion de la proteina CFTR.

8. La composicion farmacéutica para su uso segun la reivindicacion 7, en donde la una o mas terapias adicionales
contra la fibrosis quistica se seleccionan del grupo que consiste en potenciadores del regulador de la conductancia
transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR), correctores de CFTR, agentes de ultralectura de mutaciones
terminadoras, correctores de la produccién de CFTR, agentes de ultralectura, agentes de canales de iones de
molécula pequefna, agentes osmaticos, terapia génica, reparacion de ARN, estimulantes de la guanilato ciclasa
soluble, inhibidores de la S-nitrosoglutation reductasa, DNasa, antibidticos, antifungicos, mucoliticos,
broncodilatadores, éxido nitrico, anticolinérgicos, farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE), estabilizadores
de la membrana, corticosteroides y enzimoterapia restitutiva.

9. La composicién farmacéutica para su uso segun la reivindicacién 8, en donde el potenciador de CFTR se
selecciona del grupo que consiste en ivacaftor (VX-770) y QBW251, o en donde el corrector de CFTR se selecciona
del grupo que consiste en lumacaftor (VX-809) y VX-661.

10. La composicién farmacéutica para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el
paciente tiene una o mas mutaciones en un gen CFTR, en donde el paciente es homocigético o heterocigético para
la una 0 mas mutaciones en el gen CFTR.

11. La composicion farmacéutica para su uso segun la reivindicacién 10, en donde el paciente tiene una mutacion
F508del.

12. La composicién farmacéutica para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el
paciente no tiene una mutacion en el gen CFTR.

13. La composicion farmacéutica para su uso segun la reivindicacion 12, en donde el paciente tiene enfermedad
pulmonar obstructiva crénica (EPOC).

14. La composicion farmacéutica para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la
administracion de la composicion farmacéutica aumenta la funcién de la proteina CFTR en las células del paciente
en comparacién con la funcién de la proteina CFTR en un paciente no tratado.

15. La composicion farmacéutica para su uso segun la reivindicacion 14, en donde la administracién de la
composicién farmacéutica aumenta las velocidades de salida de iones en las células del paciente en comparacion
con las velocidades de salida de iones en un paciente no tratado, aumenta la funcion respiratoria del paciente en
comparacién con la funcién respiratoria de un paciente no tratado, o disminuye la concentracién de cloruro en el
sudor en un paciente en comparacion con la concentracién de cloruro en el sudor de un paciente no tratado.
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FIGURA 3
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FIGURA 3C
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FIGURA 4

A Control 3 PB1120 24 h, 37 °C

Control neg. PB1046 24 h, 37 °C

(no primario)
o
mm 180 kDa
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FIGURA 6A
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Figura 6C
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