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DESCRIPCION
Analogos de urocortina 2 y usos de los mismos
Descripcion

La presente solicitud reivindica el beneficio de prioridad de la solicitud provisional estadounidense con n.° de serie
61/237.995, presentada el 28 de agosto de 2009.

La presente divulgacion se refiere en general a los campos de la quimica de proteinas, la biologia molecular, las
composiciones farmacéuticas y los agentes terapéuticos. Mas particularmente, la divulgacion se refiere a métodos, a
composiciones referentes a analogos de urocortina-2 y a acidos nucleicos que codifican para analogos de
urocortina-2.

El factor de liberacion de corticotropina (CRF) es un péptido de 41 aminoacidos mas conocido por su papel
indispensable en la iniciacién de respuestas hipofisario-suprarrenales frente al estrés, un efecto mediado por
receptores de CRF tipo 1. Ademas, el factor de liberacién de corticotropina estda ampliamente distribuido en el
cerebro, y participa en la movilizacion de ajustes conductuales y autbnomos complementarios frente a una variedad
de circunstancias amenazantes. El factor de liberacion de corticotropina y su familia relacionada de péptidos
desempefian importantes papeles en la regulacion del eje hipotalamico-hipofisario-suprarrenal (HHS) en condiciones
basales y de estrés. También se cree que el factor de liberacién de corticotropina esta implicado también en otras
respuestas neuroendocrinas y paracrinas en muchos tejidos. Los miembros de la familia de CRF integran respuestas
endocrinas, auténomas y conductuales frente a factores de estrés. Estos péptidos también pueden estar implicados
en el control del apetito, la excitacién sexual y las funciones cognitivas. Pueden producirse graves consecuencias
psicoldgicas y fisiolégicas como resultado de los efectos del estrés a largo plazo, tales como trastornos de ansiedad,
anorexia nerviosa y depresion melancolica.

Los miembros de la familia del factor de liberacion de corticotropina median en sus acciones biolégicas mediante
unioén especifica a receptores de CRF con altas afinidades. Los receptores de CRF son receptores acoplados a
proteinas G que actuan a través de adenilato ciclasa y estan relacionados estructuralmente con la familia de la
secretina. Esta familia también incluye GRF, VIP, PTH y el receptor de calcitonina. El receptor CRF-R1 esta
distribuido por todo el cerebro y se encuentra en sitios de transmision sensorial y motora. EI CRF-R2a esta
distribuido en el tabique lateral, hipotalamo ventral medio, nucleo del tracto solitario y el nicleo del rafe dorsal, que
son zonas en las que se expresa CRF-R1 muy poco o nada en absoluto. EIl CRF-R2B se encuentra principalmente
en sitios periféricos incluyendo el corazén, los vasos sanguineos, el tracto gastrointestinal, el epididimo, los
pulmones y la piel. La farmacologia de los dos tipos de receptores difiere en que el factor de liberacion de
corticotropina tiene una baja afinidad por CRF-R2 pero una alta afinidad por CRF-R1. Otros péptidos relacionados
tales como urotensina de carpa, sauvagina de rana y urocortina tienen una alta afinidad por CRF-R2. Los ratones
deficientes en CRF-R2 demuestran un aumento de un comportamiento similar a la ansiedad provocado por
hipersensibilidad a factores de estrés.

Un neuropéptido relacionado con CRF de mamifero, urocortina (Ucn), se une con alta afinidad a ambos tipos
conocidos de receptor de CRF, mientras que CRF se une de manera sumamente preferida a CRF-R1. La urocortina
administrada de manera central es mas potente que CRF en la supresion del apetito pero menos en la generacion
de efectos similares a la ansiedad agudos y la activacion conductual generalizada. Esto se ha tomado como que
indica que la urocortina podria mediar en algunos efectos relacionados con el estrés atribuidos inicialmente a CRF,
sirviendo al menos en parte como ligando enddgeno para CRF-R2. Se ha propuesto la urocortina como agente
terapéutico en cardiopatia (véase, por ejemplo, Raddino et al., 2007; Davidson et al., 2009).

Se cree que la urocortina 2 (Ucn 2), uno de los miembros de la familia de péptidos de CRF, es un ligando endégeno
para el receptor de CRF tipo 2 (CRF-R2). Los papeles de urocortina 2 en el organismo son diversos, e incluyen
implicacién en trastornos afectivos, estimulacion del sistema inmunitario y cardioproteccion (Lawrence y Latchman,
2006). La aplicacion terapéutica de urocortina 2 es limitada debido a la solubilidad en agua limitada del péptido de
urocortina 2. Por tanto, existe la necesidad de analogos activos de urocortina 2 que tengan solubilidad en agua
mejorada.

La invencién se refiere a las realizaciones definidas en las reivindicaciones. Por tanto, la invencién se refiere a los
siguientes puntos.

1. Un polipéptido de féormula (1):

Z41-Z5 (1)

enlaque Z; es

(i) un aminoacido seleccionado del grupo de aminoacidos que consiste en Ry Ko

(i) una serie consecutiva de 2-20 aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en Ry K;
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y
Z, es SEQ ID NO: 1,

siempre que el extremo carboxi-terminal de Z; se una covalentemente al extremo N-terminal de SEQ ID NO: 1.
2. Un acido nucleico recombinante que codifica para el polipéptido del punto 1.
3. El polipéptido del punto 1 o el acido nucleico del punto 2, en el que Z4 es arginina (R).

4. El polipéptido del punto 1 6 3, en el que el polipéptido se define ademas como que esta amidado en el extremo C-
terminal.

5. El polipéptido del punto 4, en el que el polipéptido es SEQ ID NO: 6.
6. Un polipéptido quimérico que comprende:

a) una primera secuencia de aminoacidos que es un polipéptido tal como se expone en cualquiera del puntos 1y 3 a
3y

b) una segunda secuencia de aminoacidos, en el que la segunda secuencia de aminoacidos es una secuencia de
aminoacidos terapéutica.

7. El polipéptido quimérico del punto 6, en el que la segunda secuencia de aminoacidos potencia la biodisponibilidad
de la primera secuencia de aminoacidos.

8. El polipéptido quimérico del punto 7, en el que la segunda secuencia de aminoacidos se selecciona del grupo que
consiste en un dominio de unién al receptor de lipoproteinas de baja densidad de la apolipoproteina B (SEQ ID NO:
20), una secuencia de aminoacidos de Fc o una toxina.

9. Un polinucleétido que codifica para un polipéptido quimérico tal como se expone en uno cualquiera de los puntos
6 a 8.

10. Una composicion farmacéutica que comprende un portador farmacéuticamente aceptable y
a) el polipéptido de cualquiera del puntos 1y 3 a 5 o el acido nucleico recombinante del punto 2 6 3; o
b) un polipéptido quimérico de uno cualquiera de los puntos 6 a 8 o un polinucleétido del punto 9.

11. El polipéptido de uno cualquiera de los puntos 1y 3 a 5 o el acido nucleico del punto 2 6 3 para su uso en el
tratamiento de un estado fisiopatoldgico en un sujeto, en el que

a) dicho polipéptido o dicho acido nucleico; y

b) un portador farmacéutico aceptable

va a administrarse al sujeto.

12. El polipéptido o el acido nucleico para su uso segun el punto 11, en el que el sujeto es un mamifero.

13. El polipéptido o el acido nucleico para su uso segun el punto 11 6 12, en el que el estado fisiopatoldgico se
selecciona del grupo que consiste en temperatura corporal elevada, disfuncion del apetito, insuficiencia cardiaca
congestiva, estrés, ansiedad y niveles indeseablemente bajos de secrecion de ACTH.

14. Un vector que comprende una secuencia de acido nucleico tal como se expone en el punto 2 6 3, en el que dicho
vector comprende ademas elementos reguladores necesarios para la expresion de dicha secuencia de acido
nucleico en una célula, preferiblemente un vector viral, seleccionado de un vector adenoviral, un vector lentiviral o un
vector de virus adenoasociado.

15. Una célula huésped transfectada con el vector del punto 14, en la que dicha célula se selecciona del grupo que
consiste en una célula bacteriana, una célula de mamifero, una célula vegetal o una célula de insecto.

La presente invenciéon se basa en parte en la identificacion de analogos de urocortina 2 que tienen la capacidad
sorprendente e inesperada para estimular la produccién de AMPc intracelular en células de manera similar a
urocortina 2, y tienen aun una solubilidad en agua mejorada en comparacion con urocortina 2. La solubilidad en
agua mejorada conducira a una mayor aplicacién terapéutica de los analogos de urocortina 2 en el tratamiento y la
prevencion de enfermedades y estados relacionados con la salud que implican el eje hipotalamico-hipofisario-
suprarrenal.

Algunas realizaciones de la presente divulgacion incluyen analogos de urocortina que son polipéptidos aislados de
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férmula (1):
X1-X2-X3-X4-X5-Xs (1)

en la que X; o bien esta ausente o bien es un polipéptido que tiene 1-200 residuos; X, esta ausente o tiene 1-20
residuos de aminoacido que se seleccionan cada uno individualmente de o bien arginina (R) o bien lisina (K); X3 es
SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 21 o0 SEQ ID NO: 22; X4 o bien esta ausente o bien es G, GH o GHC;
X5 esta ausente o tiene 1-20 residuos de aminoacido que se seleccionan cada uno individualmente de o bien
arginina (R) o bien lisina (K); Xs 0 bien esta ausente o bien es un polipéptido que tiene 1-200 residuos.

Algunas realizaciones de la presente divulgacion incluyen la condiciéon de que si X3 es SEQ ID NO: 1, X4, X5, Xs
estan todos ausentes, entonces Xz no esta ausente, ademas de que si X3 es SEQ ID NO: 19, X5 esta ausente y Xg
esta ausente, entonces X4 es G, GH o GHC. En realizaciones particulares, X; es SEQ ID NO: 1. En realizaciones
particulares adicionales, X3 es SEQ ID NO: 19. En realizaciones particulares adicionales, X, es arginina (R).

En realizaciones particulares, X1 y Xz estan ausentes, X3 es SEQ ID NO: 1, X, es glicina y Xs esta ausente.

En otras realizaciones, X1 esta ausente, X3 es SEQ ID NO: 1, X, esta ausente, Xs esta ausente, Xs esta ausente y el
polipéptido se define ademas como que esta amidado en el extremo C-terminal.

En realizaciones adicionales, X1 y Xz estan ausentes, X3 es SEQ ID NO: 19, X4 es glicina y X esta ausente.

En otras realizaciones, el polipéptido de férmula (I) se define ademas como que esta amidado en el extremo C-
terminal. La amidacion puede ser mediante cualquier método conocido por los expertos habituales en la técnica.

X2 y Xs puede ser una serie consecutiva de 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20
aminoacidos que son cualquiera de R y K. En realizaciones particulares, Xz y/o Xs incluyen 2 residuos de
aminoacido. En realizaciones especificas, el residuo de aminoacido es arginina (R).

Otras realizaciones de la presente divulgacion incluyen cualquiera de los péptidos anteriores que estan amidados en
el extremo C-terminal. Algunas realizaciones incluyen un residuo de C en el extremo N-terminal y un residuo de C en
el extremo C-terminal.

Otras realizaciones se refieren a urocortina 2 o un péptido derivado de urocortina 2 que esta amidado en el extremo
C-terminal. Otros analogos de urocortina 2 incluyen cualquier péptido derivado de una prohormona de urocortina 2
que esta amidado en el extremo C-terminal. En algunas realizaciones el analogo de urocortina 2 es una prohormona
de longitud completa de urocortina 2 que esta amidada en el extremo C-terminal. La prohormona de urocortina 2 o
urocortina puede proceder de cualquier especie. En realizaciones particulares, la urocortina 2 o prohormona de
urocortina 2 procede de ser humano o raton. En realizaciones especificas, el analogo de urocortina es SEQ ID NO: 9
0 SEQ ID NO: 12.

Realizaciones de la presente invencion incluyen analogos de urocortina 2 que son polipéptidos aislados de férmula I:
Z1 - Zy, en la que Z; es (i) un aminoacido seleccionado del grupo de aminoacidos que consiste en R y K o (ii) una
serie consecutiva de aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en Ry K; y Z, comprende una secuencia de
aminoacidos de urocortina 2 o prohormona de urocortina 2. Por ejemplo, en algunas realizaciones Z, es
IVLSLDVPIGLLQILLEQARARAAREQATTNARILARYV (SEQ ID NO: 1), SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 21 o SEQ ID
NO: 22, siempre que el extremo carboxilo-terminal de Z; se una covalentemente al extremo N-terminal de SEQ ID
NO: 1. El analogo puede estar opcionalmente amidado en el extremo C-terminal.

Otras realizaciones de la presente divulgacion incluyen analogos que comprende una secuencia de aminoacidos de
urocortina 2 o prohormona de urocortina 2 que incluye G, GH o GHC unido al extremo C-terminal de la secuencia de
aminoacidos de urocortina 2 o prohormona de urocortina 2.

Se proporciona una tabla de abreviaturas de aminoacidos a continuacién en la memoria descriptiva; se usaran las
abreviaturas de una sola letra para los aminoacidos en la totalidad de esta divulgacion. Los polipéptidos aislados de
la presente divulgacion una serie consecutiva de 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25,
30, 35, 40, 45, 50 aminoacidos o mas o cualquier intervalo de aminoacidos derivable de la misma. Por ejemplo, Z,
puede tener 2-30 aminoacidos consecutivos de longitud, 2-20 aminoacidos consecutivos de longitud, 2-10
aminoacidos consecutivos de longitud o 2-5 aminoacidos consecutivos de longitud. En realizaciones particulares, Z;
consiste en un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en R y K. En una realizaciéon especifica, Z; es R
(arginina). Z> puede incluir uno o una serie de aminoacidos consecutivos unidos al extremo C-terminal. Por ejemplo,
el extremo C-terminal puede incluir 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65,
70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950,
1000 o cualquier intervalo de aminoacidos derivable de los mismos. Por ejemplo, puede haber 2-500, 2-400, 2-300,
2-200, 2-100, 2-50, 2-20 o 2-10 aminoacidos consecutivos unidos al extremo C-terminal de SEQ ID NO: 1. En
realizaciones especificas, Z1 es SEQ ID NO: 1 (es decir, sin ningin aminoacido unido al extremo C-terminal de SEQ
ID NO: 1). En realizaciones particulares, el polipéptido aislado es SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 0 SEQ ID NO: 4.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 545794 T3

En algunas realizaciones, el extremo C-terminal o el extremo N-terminal del polipéptido esta protegido.

En realizaciones particulares, el extremo C-terminal de cualquiera de los polipéptidos anteriores esta amidado. La
unién de cualquier resto conocido para formar una amida cuando se hace reaccionar con el extremo carboxilo-
terminal de un polipéptido se contempla por la presente divulgacion.

En algunas realizaciones, el polipéptido aislado de la presente divulgacién puede tener un extremo C-terminal
protegido o un extremo N-terminal protegido. Por tanto, por ejemplo, puede unirse un grupo protector al extremo N-
terminal o extremo C-terminal del polipéptido de la presente divulgacion. En algunas realizaciones, el extremo C-
terminal esta amidado. En algunas realizaciones, se usa un agente de proteccion de amino para proteger el extremo
N-terminal.

Algunas realizaciones de la presente divulgacion incluyen analogos de urocortina tal como se expone en el presente
documento que tienen un extremo N-terminal acilado. Esta acilacién proteica puede usarse para unir una molécula
tal como acido graso en el extremo N-terminal de la proteina para proteger el polipéptido frente a la degradacion
enzimatica o para cambiar diversas propiedades de la proteina tales como su hidrofilicidad/hidrofobicidad. Estas
modificaciones pueden usarse para alterar la duracién o biodisponibilidad de la proteina in vivo.

En algunas realizaciones, los polipéptidos aislados de la presente divulgacion pueden conjugarse con agentes
complejantes para radionuclidos. Tal como se menciond, la conjugacién entre el agente complejante y los
polipéptidos expuestos en el presente documento puede tener lugar mediante cualquier método y unién quimica
conocidos por los expertos en la técnica. Un grupo protector puede eliminarse antes de la conjugacion con un
agente complejante. El agente complejante puede ser un quelante. El radionuclido puede ser cualquier radionuclido
conocido por los expertos habituales en la técnica. En ejemplos no limitativos, el ion de metal puede seleccionarse
del grupo que consiste en un ion de tecnecio, un ion de cobre, un ion de indio, un ion de talio, un ion de galio, un ion
de arsénico, un ion de renio, un ion de holmio, un ion de itrio, un ion de samario, un ion de selenio, un ion de
estroncio, un ion de gadolinio, un ion de bismuto, un ion de hierro, un ion de manganeso, un ion de lutecio, un ion de
cobalto, un ion de platino, un ion de calcio y un ion de rodio. Pueden usarse analogos marcados con radionuclidos
para la obtencion de imagenes tal como gammagrafia.

Los polipéptidos aislados de la presente divulgacion pueden modificarse para que contengan un marcador, tal como
elementos radiactivos, enzimas, productos quimicos que fluorescen cuando se exponen a luz ultravioleta, y otros. Se
conocen varios materiales fluorescentes y pueden utilizarse como marcadores. Estos incluyen, por ejemplo,
fluoresceina, rodamina, auramina, rojo Texas, azul AMCA y amarillo Lucifer. Los analogos de urocortina 2 marcados
resultantes pueden usarse para identificar células que expresan receptores de CRF para ensayos bioldgicos.
Alternativamente, los polipéptidos expuestos en el presente documento pueden unirse a una molécula de toxina. El
conjugado de toxina resultante puede usarse para la destruccion dirigida de células que portan receptor de CRF.

En realizaciones especificas, el polipéptido incluye SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5,
SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ
ID NO: 16, SEQ ID NO: 17 0 SEQ ID NO: 18.

La presente invencion también contempla un polipéptido quimérico que incluye una primera secuencia de
aminoacidos que es un analogo recombinante de urocortina 2 y una segunda secuencia de aminoacidos, en el que
la segunda secuencia de aminoacidos es una secuencia de aminoacidos terapéutica. En algunas realizaciones, la
segunda secuencia de aminoacidos potencia la biodisponibilidad de la primera secuencia de aminoacidos. Por
ejemplo la segunda secuencia de aminoacidos puede potenciar la biodisponibilidad a través de la barrera
hematoencefalica. Por ejemplo, la segunda secuencia de aminoacidos puede seleccionarse del grupo que consiste
en un dominio de unién al receptor de lipoproteinas de baja densidad de la apolipoproteina B, una secuencia de
aminoacidos de Fc o una toxina. Los ejemplos no limitativos de toxinas incluyen gelonina, dodecandrina,
tricosantina, tricoquirina, briodina, proteina antiviral de dondiego de noche, proteina de inactivacion ribosémica de
cebada (BRIP), proteina antiviral de fitolaca (PAP), saporina, lufina, momordina, ricina, abrina, toxina diftérica A,
subunidad A de toxina pertussis, subunidad A de toxina de enterotoxina de E. coli, toxina colérica (CTX) y extremo
C-terminal de toxina de Pseudomonas. En algunas realizaciones, el polipéptido quimérico es una proteina de fusién
codificada por un solo polinucleétido. También se contemplan polinucleétidos que codifican para los polipéptidos
quiméricos expuestos en el presente documento. También se contemplan métodos de tratamiento de enfermedad,
composiciones y kits que emplean los polinucleétidos y polipéptidos quiméricos de la presente divulgacion.

Realizaciones adicionales de la presente divulgacion incluyen un acido nucleico recombinante que incluye un
segmento de acido nucleico que codifica para cualquiera de los polipéptidos de la presente divulgacion. En
realizaciones especificas, el polipéptido incluye SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID
NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO:
16, SEQ ID NO: 17 0 SEQ ID NO: 18. En realizaciones particulares, Xs es -OH.

Otros aspectos de la divulgacion se refieren a acidos nucleicos recombinantes que codifican para cualquiera de los
polipéptidos mencionados anteriormente. Los acidos nucleicos pueden codificar opcionalmente para uno o mas
residuos de aminoacido adicionales. El acido nucleico puede estar comprendido opcionalmente en un vector. Los
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ejemplos no limitativos de vectores incluyen nanoparticulas que comprenden un lipido, vectores virales y células. El
vector puede incluir ademas elementos reguladores necesarios para la expresion de dicha secuencia de acido
nucleico en una célula. En realizaciones particulares, el vector puede ser un vector viral. Por ejemplo, el vector viral
puede ser un vector adenoviral, un vector lentiviral o un vector de virus adenoasociado. El vector también incluye
células huésped transfectadas con vectores tal como se expone en el presente documento. Los ejemplos no
limitativos de células huésped incluyen una célula bacteriana, una célula de mamifero, una célula vegetal o una
célula de insecto. Tal como se usa en el presente documento, el término “huésped” pretende incluir no sélo
procariotas sino también eucariotas tales como células de levaduras, vegetales y animales. Una molécula de ADN
recombinante o un gen que codifica para un polipéptido de la presente divulgacion puede usarse para transformar un
huésped usando cualquiera de las técnicas cominmente conocidas por los expertos habituales en la técnica. Los
huéspedes procariotas pueden incluir E. coli, S. tymphimurium, S. marcescens y B. subtilis. Los ejemplos no
limitativos de huéspedes eucariotas incluyen levaduras tales como P. pastoris, células de mamifero y células de
insecto.

Otros aspectos de la divulgacion se refieren a composiciones farmacéuticas que incluyen cualquiera de los
polipéptidos mencionados anteriormente o acidos nucleicos recombinantes, y un portador farmacéuticamente
aceptable. Los ejemplos no limitativos de portadores farmacéuticamente aceptables incluyen agua o solucién salina
normal.

La presente divulgacion también se refiere a métodos de tratamiento de un estado fisiopatologico (enfermedad o
estado relacionado con la salud) en un sujeto, que implican administrar al sujeto una composicion farmacéutica que
incluye cualquiera de los polipéptidos, polipéptidos quiméricos o polinucleétidos tal como se expone en el presente
documento y un portador farmacéuticamente aceptable. El sujeto puede ser cualquier sujeto. En realizaciones
particulares, el sujeto es un mamifero. Los ejemplos no limitativos de mamiferos incluyen un ser humano, un
primate, un caballo, una vaca, una oveja, un cerdo, un perro, un gato, una rata o un ratén. En realizaciones
especificas, el mamifero es un ser humano. El ser humano puede ser un paciente con un estado fisiopatologico o
que corre el riesgo de desarrollar un estado fisiopatolégico. El estado fisiopatoldégico es cualquier estado
fisiopatoldgico conocido por los expertos habituales en la técnica. En algunas realizaciones, el estado fisiopatoldgico
es una enfermedad o un estado relacionado con la salud que implica el HHS. Los ejemplos no limitativos de estados
fisiopatologicos incluyen trastornos afectivos, trastornos de temperatura corporal elevada, disfuncion del apetito,
obesidad, anomalias del metabolismo de la glucosa, cardiopatia, estrés, ansiedad y niveles indeseablemente bajos
de secrecion de ACTH. Los ejemplos no limitativos de trastornos afectivos incluyen depresion, enfermedad maniaco-
depresiva y esquizofrenia. Los ejemplos no limitativos de trastornos de temperatura corporal elevada incluyen
infecciones y tumores malignos. Los ejemplos no limitativos de cardiopatia incluyen insuficiencia cardiaca
congestiva, infarto de miocardio, angina de pecho y arritmias. Los ejemplos no limitativos de anomalias del
metabolismo de la glucosa incluyen alteracién de la tolerancia a la glucosa, hiperglucemia y diabetes.

Se contempla por la presente divulgacion el tratamiento de cualquier estado fisiopatoldgico en el que se sabe o se
sospecha que los analogos de urocortina tienen valor. Los ejemplos no limitativos de estados fisiopatoldgicos
incluyen temperatura corporal elevada, disfuncion del apetito, insuficiencia cardiaca congestiva, estrés, ansiedad y
niveles indeseablemente bajos de secrecion de ACTH.

También se contemplan por la presente invencién células huésped transfectadas con un vector de la presente
invencion. Por ejemplo, la célula huésped puede ser una célula bacteriana, una célula de mamifero, una célula
vegetal o una célula de insecto.

También se contemplan kits que incluyen un recipiente sellado que incluye una composicion farmacéuticamente
aceptable de cualquiera de los polipéptidos o acidos nucleicos de la presente divulgacion. El kit puede incluir
cualquier nimero de componentes adicionales tal como se comenta a continuacién en la memoria descriptiva. En
realizaciones particulares, el kit incluye ademas un agente farmacéutico secundario que puede aplicarse en el
tratamiento de un estado fisiopatologico.

Se contempla especificamente que cualquier limitacion comentada con respecto a una realizacion de la divulgacion
puede aplicarse a cualquier otra realizacién de la divulgacion Ademas, cualquier composicion de la divulgacion
puede usarse en cualquier método de la divulgacion y cualquier método de la divulgacion puede usarse para
producir o para utilizar cualquier composicion de la divulgacion.

El uso del término “0” en las reivindicaciones se usa para que signifique “y/0” a menos que se indique explicitamente
que se refiere a alternativas Unicamente o como alternativa son mutuamente excluyentes, aunque la divulgacion
respalde una definicion que se refiere sélo a alternativas e “y/o”.

En la totalidad de esta solicitud, el término “aproximadamente” se usa para indicar que un valor incluye la desviacion
estandar del error para el dispositivo y/o método que estén empleandose para determinar el valor.

Tal como se usa en el presente documento la memoria descriptiva, “un/o0” o “una” pueden significar uno o mas, a
menos que se indique claramente lo contrario. Tal como se usa en el presente documento en la(s)
reivindicacion/reivindicaciones, cuando se usan junto con la expresion “que comprende”, los términos “un/o” o “una”



10

15

20

25

30

35

ES 2 545794 T3

pueden significar uno o mas de uno. Tal como se usa en el presente documento “otro” puede significar al menos un
segundo o0 mas.

Otros objetos, caracteristicas y ventajas de la presente divulgacion resultaran evidentes a partir de la siguiente
descripcion detallada.

La presente invencion se basa en parte en la identificacién de analogos de urocortina 2 que tienen una capacidad
similar para estimular la producciéon de AMPc en células en comparacion con urocortina 2, pero que son de manera
sorprendente e inesperada mas solubles en agua que urocortina 2. Esta solubilidad en agua aumentada permite una
aplicacion farmacéutica aumentada de estos agentes, y el tratamiento mejorado de una variedad de estados
fisiopatologicos que implican el eje HHS.

A. Andlogos de urocortina 2

La presente invencion incluye polipéptidos que son analogos de urocortina 2 tal como se comenté anteriormente.
Todas las secuencias de residuos de aminoacido se representan en el presente documento mediante formulas cuya
orientacion a izquierda y derecha es en la direccion convencional del extremo amino-terminal al extremo carboxi-
terminal y mediante abreviaturas de una sola letra. La tabla 1 expone una tabla de los aminoacidos comunes y las
abreviaturas conocidos por los expertos habituales en la técnica.

Tabla 1. Aminoacidos

Aminoacidos Abreviatura de 3  Abreviatura de
letras una sola letra

Alanina Ala A
Cisteina Cys C
Acido aspartico Asp D
Acido glutamico Glu E
Fenilalanina Phe F
Glicina Gly G
Histidina His H
Isoleucina lle |

Lisina Lys K
Leucina Leu L
Metionina Met M
Asparagina Asn N
Prolina Pro P
Glutamina GIn Q
Arginina Arg R
Serina Ser S
Treonina Thr T
Valina Val \%
Triptéfano Trp w
Tirosina Tyr Y

Debe observarse que un guién al comienzo o al final de una secuencia de residuos de aminoacido indica un enlace
peptidico a una secuencia adicional de uno o mas residuos de aminoacido.

Se prefiere que los aminoacidos descritos en el presente documento estén en la forma isomérica “L”. Sin embargo,
puede sustituirse cualquier residuo de L-aminoacido por residuos en la forma isomérica “D”, siempre que se
conserve la propiedad funcional deseada de unién a inmunoglobulina por el polipéptido. NH» en el extremo amino-
terminal se refiere al grupo amino libre presente en el extremo amino-terminal de un polipéptido. -OH en el extremo
carboxilo-terminal se refiere al grupo carboxilo libre presente en el extremo carboxilo-terminal de un polipéptido. NH;
en el extremo carboxilo-terminal se refiere a una amida C-terminal presente en el extremo carboxilo-terminal de un
polipéptido.

Pueden incorporarse aminoacidos no habituales en proteinas mediante modificacién quimica de aminoacidos
existente o mediante sintesis artificial de una proteina. Un aminoacido no habitual se refiere a un aminoacido que
difiere en la estructura quimica de los veinte aminoacidos habituales codificados por el codigo genético. La
modificacion postraduccional in vivo también puede conducir a la presencia de un aminoacido no habitual o derivado
en una proteina. Los grupos NH> N-terminal y COOH C-terminal de una proteina también pueden modificarse
mediante modificacién postraduccional natural o artificial de una proteina.

Diversas realizaciones de la presente divulgacion se refieren a métodos para tratar o prevenir un estado
fisiopatoldgico en un sujeto que comprende una composicion farmacéutica que comprende un polipéptido o acido
nucleico que codifica para un polipéptido de la presente divulgacion tal como se expone en el presente documento.

Tal como se usa en el presente documento, el término “polipéptido” es un segmento de aminoacidos consecutivos
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de mas de dos aminoacidos de longitud. Tal como se expone en el presente documento, los polipéptidos de la
presente invencion comprenden SEQ ID NO: 1. Los polipéptidos expuestos en el presente documento pueden incluir
uno o mas aminoacidos unidos al extremo N-terminal de SEQ ID NO: 1, en los que los aminoacidos son
aminoacidos hidrofilos tal como se comentdé anteriormente. Ademas, los polipéptidos expuestos en el presente
documento pueden incluir uno o mas aminoacidos consecutivos unidos al extremo C-terminal de SEQ ID NO: 1. Por
ejemplo, el polipéptido puede ser un polipéptido que incluye 4, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 50, 100, 200, 300, 400, 500,
1000 o cualquier numero de aminoacidos consecutivos unidos al extremo C-terminal de SEQ ID NO: 1. El
polipéptido puede incluir 0, 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 100 o mas aminoacidos hidréfilos
consecutivos unidos al extremo N-terminal de SEQ ID NO: 1. Un experto habitual en la técnica sabra cémo generar
un polipéptido de la presente invencion en vista de la divulgacién usando cualquiera de varios métodos
experimentales bien conocidos por los expertos en la técnica.

También estan englobadas en la presente divulgaciéon variantes de polipéptido de los polipéptidos tal como se
expone en el presente documento. Por ejemplo, las variantes de polipéptido pueden incluir una determinada
cantidad de identidad de secuencia en comparacion con los polipéptidos de la presente divulgacion. Por tanto, por
ejemplo, las variantes de polipéptido puede ser variantes que tienen una identidad de aminoacidos del 80%, el 85%,
el 90%, el 95%, el 98% o el 99% o mas, o cualquier intervalo de identidad de aminoacidos derivable de las mismas,
con (1) un polipéptido que consiste en SEQ ID NO: 1 con un resto R (arginina) unido al extremo N-terminal de SEQ
ID NO: 1, (2) SEQ ID NO: 2, (3) SEQ ID NO: 3 0 (4) SEQ ID NO: 4.

La presente invencion puede utilizar polipéptidos purificados de una fuente natural u obtenidos de material producido
de manera recombinante. Los expertos habituales en la técnica sabran como producir estos polipéptidos a partir de
material producido de manera recombinante. Este material puede usar los 20 aminoacidos comunes en proteinas
sintetizadas de manera natural, o uno o mas aminoacidos modificados o no habituales. Generalmente, “purificado”
se referira a una composicion que se ha sometido a fraccionamiento para retirar diversas otras proteinas,
polipéptidos o péptidos. La purificacion puede ser sustancial, en la que el polipéptido o equivalente es la especie
predominante, o hasta homogeneidad, nivel de purificacién que permitira una secuenciacion degradativa exacta.

También estan englobados por la presente divulgacion mutantes de secuencias de aminoacidos, y estan incluidos
dentro de la definicion de “variantes de polipéptido”. Las variantes de secuencias de aminoacidos del polipéptido
pueden ser mutantes de sustitucion o mutantes de insercién. Los mutantes de inserciéon implican normalmente la
adicion de material en un punto no terminal en el péptido. Esto puede incluir la insercién de unos cuantos residuos, o
simplemente un solo residuo. El material afiadido puede modificarse, tal como mediante metilacion, acetilacion, y
similares. Alternativamente, pueden afadirse residuos adicionales a los extremos N-terminal o C-terminal del
péptido.

Las sustituciones de aminoacidos se basan generalmente en la similitud relativa de los sustituyentes de cadena
lateral de aminoacido, o por ejemplo, su hidrofobicidad, hidrofilicidad, carga, tamafio, y similares. Un analisis del
tamafio, la forma y el tipo de los sustituyentes de cadena lateral de aminoacido revela que arginina, lisina e histidina
son todos residuos cargados positivamente; que alanina, glicina y serina son todos de tamafio similar; y que
fenilalanina, triptéfano y tirosina tienen todos una forma generalmente similar. Por tanto, basandose en estas
consideraciones, arginina, lisina e histidina; alanina, glicina y serina; y fenilalanina, triptéfano y tirosina; se definen en
el presente documento como equivalentes biolégicamente funcionales.

B. Proteinas quiméricas

La presente divulgacion también se refiere a proteinas quiméricas que incluyen una primera secuencia de
aminoacidos que es un analogo de urocortina 2 y una segunda secuencia de aminoacidos unida al extremo N-
terminal o C-terminal del andlogo de urocortina 2. La segunda secuencia de aminoacidos puede ser cualquier
secuencia de aminoacidos que incluye 2 o mas residuos de aminoacido. En algunas realizaciones, la segunda
secuencia de aminoacidos es un péptido o polipéptido terapéutico. Los ejemplos incluyen secuencias de
aminoacidos que potencian la actividad biolégica del analogo de urocortina 2. Los ejemplos incluyen secuencias de
aminoacidos que facilitan la penetracion del analogo de urocortina 2 a través de la barrera hematoencefalica. Un
ejemplo es el dominio de unién al receptor de lipoproteinas de baja densidad de la apolipoproteina B (Spencer y
Verma, 2007). En realizaciones especificas, se usa un sistema de vector lentiviral para suministrar una proteina de
fusion que incluye un analogo de urocortina 2 fusionado a un dominio de unién al receptor de lipoproteinas de baja
densidad de la apolipoproteina A. La secuencia de aminoacidos del dominio de unién al receptor de lipoproteinas de
baja densidad de la apolipoproteina A incluye los aminoacidos 3371-3409 de ApoB humana (nimero de registro de
GenBank AAH51278), en el presente documento tras SEQ ID NO: 20. Otros ejemplos especificos de secuencias de
aminoacidos terapéuticas que facilitan la translocacién de secuencias de aminoacidos a través de membranas
celulares incluyen la secuencia TAT de VIH (Nagahara et al., 1998), la tercera hélice del homeodominio
Antennapedia (Antp) (Derossi et al., 1994) y la proteina estructural de VHS-1, VP22 (Elliott y O’'Hare, 1997). En otras
realizaciones, la segunda secuencia de aminoacidos es un agente que aumenta la duracion de acciéon del
polipéptido de urocortina-2. Un ejemplo no limitativo es una secuencia de aminoacidos que codifica para Fc o un
fragmento de la misma. Otra clase de posibles segundas secuencias de aminoacidos incluyen agentes que pueden
destruir células. Por ejemplo, la segunda secuencia de aminoacidos puede ser una toxina, tal como gelonina,
dodecandrina, tricosantina, tricoquirina, briodina, proteina antiviral de dondiego de noche, proteina de inactivacion
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ribosémica de cebada (BRIP), proteinas antivirales de fitolaca (PAP), saporinas, lufinas, momordinas, ricina, abrina,
toxina diftérica A, subunidad A de toxina pertussis, subunidad A de toxina de enterotoxina de E. coli, toxina colérica
(CTX) y extremo C-terminal de toxina de Pseudomonas.

Los dos restos de la proteina quimérica producidos mediante métodos sintéticos o recombinantes pueden
conjugarse mediante ligadores segin métodos bien conocidos en la técnica (Brinkmann y Pastan, 1994). Tal como
se usa en el presente documento, un “ligador” es un componente quimico o péptido o polipéptido que une una
primera secuencia de aminoacidos con una segunda secuencia de aminoacidos. Los ejemplos no limitativos de
ligadores incluyen poliligadores flexibles, tales como uno que se compone de un pentamero de cuatro residuos de
glicina consecutivos con un residuo de serina en el extremo C-terminal. Un ligador de este tipo puede repetirse 1 o
mas veces. Se contempla por la presente divulgacion cualquier otros ligador conocido por los expertos habituales en
la técnica.

Se contempla que pueden implementarse agentes de reticulacion para fusionar la primera secuencia de
aminoacidos y la segunda secuencia de aminodacidos. Se usan reactivos de reticulacion para formar puentes
moleculares que unen entre si grupos funcionales de dos moléculas diferentes. Para unir dos polipéptidos diferentes
de manera gradual, pueden usarse agentes de reticulacion heterobifuncionales que eliminan la formacién no
deseada de homopolimeros. Los reactivos de reticulacion bifuncionales se han usado extensamente para una
variedad de fines incluyendo la preparacion de matrices de afinidad, la modificacion y estabilizacion de diversas
estructuras, la identificacion de sitios de union y estudios estructurales.

En algunas realizaciones, la proteina quimérica se define ademas como una proteina de fusiéon. Una “proteina de
fusion” tal como se usa en el presente documento se refiere a un polipéptido codificado por un solo polinucleétido
recombinante que codifica para la proteina quimérica. Los polipéptidos quiméricos expuestos en el presente
documento pueden comprender una secuencia de cualquier nimero de residuos de aminoacido adicionales o bien
en el extremo N-terminal o bien en extremo C-terminal del polipéptido quimérico.

“Derivado quimico” se refiere a un polipéptido objeto que tiene uno o mas residuos derivatizados quimicamente
mediante reaccion de un grupo funcional lateral. Tales polipéptidos derivatizados incluyen, por ejemplo, aquéllos en
los que se han derivatizado grupos amino libres para formar amina, grupos p-toluenosulfonilo, grupos
carbobenzoxilo, grupos t-butiloxicarbonilo, grupos cloroacetilo o grupos formilo. Pueden derivatizarse grupos
carboxilo libres para formar sales, ésteres metilicos o etilicos u o otros tipos de ésteres o hidrazidas. Los derivados
quimicos pueden incluir aquellos péptidos que contienen uno o mas aminoacidos que se producen de manera
natural derivados de los veinte aminoacidos habituales. Por ejemplo, puede sustituirse serina por 4-hidroxiprolina; y
puede sustituirse lisina por ornitina. Los péptidos abarcados por la presente divulgacién también incluyen péptidos
que tienen una o mas adiciones y/o deleciones de residuos con relacion al péptido especifico cuya secuencia se
muestra en el presente documento, siempre que el péptido modificado mantenga la actividad bioldgica requerida.

Puede hallarse informacion adicional referente a urocortina 2 y urocortinas en las publicaciones de solicitud de
patente estadounidense n.°® 20080161235, 20070191592, 20070042954, 20050191650 y 20030032587, y las
patentes estadounidenses 7.507.794, 7.488.865, 7.459.427, 7.223.846, 7.141.546, 6.838.274, 6.353.152 y
6.214.797.

C. Polinucledtidos que codifican para analogos de urocortina 2

En determinadas realizaciones, la presente divulgacion se refiere a polinucleétidos que codifican para urocortina 2 o
analogos de urocortina 2, y a usos de tales polinucledtidos en métodos tal como se expone en el presente
documento.

El polinucledtido puede incluir secuencias de acido nucleico adicionales que no codifican para un analogo de
urocortina 2. Los polinucleétidos pueden derivarse de ADN gendmico, por ejemplo, clonarse directamente a partir del
genoma de un organismo particular. El polinucleétido puede ser un ADN o un ARN.

En algunas realizaciones, los polinucledtidos pueden ser ADN complementario (ADNc). ADNc es ADN preparado
usando ARN mensajero (ARNm) como molde. Por tanto, un ADNc no contiene ninguna secuencia codificante
interrumpida y habitualmente contiene casi exclusivamente la(s) region/regiones codificante(s) para la proteina
correspondiente. En otras realizaciones, el polinucleétido puede producirse de manera sintética.

Puede resultar ventajoso combinar partes del ADN genémico con ADNc o secuencias sintéticas para generar
constructos especificos. Por ejemplo, cuando se desea que haya un intrén en el constructo final, sera necesario usar
un clon genémico. Pueden derivarse intrones de otros genes ademas de urocortina 2. EI ADNc o un polinucleétido
sintetizado puede proporcionar sitios de restriccion mas convenientes para la parte restante del constructo y, por
tanto, se usaria para el resto de la secuencia.

Los polinucledtidos que codifican para analogos de urocortina 2 pueden ser secuencias de polinucleétido homdlogas
que se producen de manera natural de otros organismos. Un experto habitual en la técnica entendera que pueden
usarse técnicas experimentales cominmente disponibles para identificar o sintetizar polinucleétidos que codifican
para analogos de urocortina. La presente divulgacion también engloba mutantes sintetizados quimicamente de estas
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secuencias.

Otra clase de variante de secuencia resulta de la variacion de codones. Debido a que existen varios codones para la
mayor parte de los 20 aminoacidos normales, muchos ADN diferentes pueden codificar para un analogo de
urocortina 2. Un experto habitual en la técnica conocera estas variantes.

Permitiendo la degeneracion del codigo genético, secuencias que tienen entre aproximadamente el 50% vy
aproximadamente el 75%, o entre aproximadamente el 76% y aproximadamente el 99% de nucleétidos que son
idénticos a los de urocortina 2 pueden considerarse como analogos de urocortina 2 de la presente divulgacion.
Secuencias que estan dentro del alcance de los polinucleétidos usados en los métodos expuestos en el presente
documento son aquéllas que pueden producir apareamiento de bases con un segmento de polinucleétido expuesto
anteriormente en condiciones intracelulares.

Tal como se establecié anteriormente, los polinucleétidos empleados en los métodos expuestos en el presente
documento pueden ser copias de ADNc o gendmicas de longitud completa, o grandes fragmentos de los mismos. La
presente divulgacion también puede emplear oligonucledtidos mas cortos. Sélo deben aparecer secuencias de 12
bases de largo una vez en el genoma humano y, por tanto, basta con especificar una secuencia diana unica.

En determinadas realizaciones, se desea emplear constructos que incluyen otros elementos, por ejemplo, aquéllos
que incluyen propino-pirimidinas C-5. Se ha mostrado que los oligonucleétidos que contienen analogos de propino
C-5 de uridina y citidina se unen a ARN con alta afinidad (Wagner y cols., 1993).

Para los analogos de urocortina 2 con una amida C-terminal, la secuencia de acido nucleico correspondiente seria
una secuencia de acido nucleico que codifica para Gly-X o Gly-X-X, en las que X es o bien Arg o bien Lys.

En algunas realizaciones, los polinucledtidos expuestos en el presente documento codifican para una proteina
quimérica que incluye una primera secuencia de aminoacidos que es un analogo de urocortina 2 y una segunda
secuencia de aminoacidos, tal como se comenté anteriormente.

D. Productos farmacéuticos y métodos para el tratamiento de enfermedad

En realizaciones adicionales, la presente divulgacion se refiere a la formulacion de uno o mas de los polinucleotidos
y/o polipéptidos dados a conocer en el presente documento en portadores farmacéuticamente aceptables para la
administracion a una célula, un tejido, animal, paciente o sujeto o bien solos, o bien en combinacién con una o mas
de otras modalidades de terapia.

Las composiciones farmacéuticas acuosas de la presente divulgacion tendran una cantidad eficaz de un polipéptido
o polinucleétido de la presente divulgacion. Tales composiciones se disolveran o dispersaran generalmente en un
portador farmacéuticamente aceptable o medio acuoso. Una “cantidad eficaz’, para fines de terapia, se define como
la cantidad que provoca una diferencia medible clinicamente en el estado del sujeto. Esta cantidad variara
dependiendo de la sustancia, el estado del paciente, el tipo de tratamiento, etc.

Las expresiones “farmacéutica o farmacologicamente aceptable” se refieren a entidades moleculares vy
composiciones que no producen una reaccion significativa adversa, alérgica o no deseada de otro modo cuando se
administran a un animal o ser humano. Tal como se usa en el presente documento, “portador farmacéuticamente
aceptable” incluye todos y cada uno de los disolventes, medios de dispersiéon, recubrimientos, agentes
antibacterianos y antifingicos, agentes isoténicos y de retardo de la absorcion y similares. El uso de tales medios y
agentes para sustancias farmacéuticamente activas se conoce bien en la técnica. Excepto en la medida en que
cualquier medio o agente convencional sea incompatible con los principios activos, se contempla su uso en las
composiciones terapéuticas.

Ademas de los compuestos formulados para administracion parenteral, tales como aquéllos para inyeccion
intravenosa o intramuscular, otras formas farmacéuticamente aceptables incluyen, por ejemplo, comprimidos u otros
sélidos para administracion oral; capsulas de liberacion programada; y cualquier otra forma usada actualmente,
incluyendo cremas, lociones, inhalantes y similares.

Los compuestos activos de la presente divulgacion se formularan con frecuencia para la administraciéon parenteral,
por ejemplo, se formularan para inyeccion por las vias intravenosa, intramuscular, subcutanea o incluso
intraperitoneal. La preparacion de una composicidon acuosa que contiene un polipéptido o polinucleétido de la
presente divulgacion solo o en combinaciéon con un agente terapéutico convencional como principios activos lo
conoceran los expertos en la técnica en vista de la presente divulgacion. Normalmente, tales composiciones pueden
prepararse como inyectables, o bien como disoluciones o bien como suspensiones liquidas; también pueden
prepararse formas sélidas adecuadas para su uso para preparar disoluciones o suspensiones tras la adicién de un
liquido antes de la inyeccion; y las preparaciones también pueden emulsionarse.

Las formas farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen disoluciones o dispersiones acuosas estériles;
formulaciones que incluyen aceite de sésamo, aceite de cacahuete o propilenglicol acuoso; y polvos estériles para la
preparacion extemporanea de disoluciones o dispersiones inyectables estériles. En muchos casos, la forma debe ser
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estéril y debe ser fluida hasta el grado de que exista una facil capacidad de inyeccién. Debe ser estable en las
condiciones para la fabricacion y el almacenamiento y debe preservarse frente a la accidon contaminante de
microorganismos, tales como bacterias y hongos.

El portador también puede ser un disolvente o medio de dispersién que contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol
(por ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido, y similares), mezclas adecuadas de los mismos y
aceites vegetales. Puede mantenerse la fluidez adecuada, por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento, tal
como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de dispersiéon y mediante el
uso de tensioactivos. La prevencion de la acciéon de microorganismos puede provocarse mediante diversos agentes
antibacterianos y antifungicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido sorbico, timerosal, y similares. En
muchos casos, sera preferible incluir agentes isoténicos, por ejemplo, azicares o cloruro de sodio. Puede
provocarse la absorcion prolongada de las composiciones inyectables mediante el uso en las composiciones de
agentes de retardo de la absorcion, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Se preparan disoluciones inyectables estériles mediante la incorporacion de los compuestos activos en la cantidad
requerida en el disolvente apropiado con diversos otros componentes enumerados anteriormente, segin se
requiera, seguido por esterilizacion por filtracién. Generalmente, se preparan dispersiones mediante la incorporacion
de los diversos principios activos esterilizados en un vehiculo estéril que contiene el medio de dispersién basico y los
demas componentes requeridos de los enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la
preparacion de disoluciones inyectables estériles, los métodos de preparacion preferidos son técnicas de secado a
vacio y liofilizacion que producen un polvo del principio activo mas cualquier componente deseado adicional a partir
de una disolucion esterilizada por filtraciéon anteriormente del mismo.

Tras la formulacion, las disoluciones se administraran de manera compatible con la formulaciéon de dosificacion y en
tal cantidad de modo que sea terapéuticamente eficaz. Las formulaciones se administran facilmente en una variedad
de formas de dosificacion, tales como el tipo de disoluciones inyectables descritas anteriormente, pudiendo
emplearse capsulas de liberacion uniforme de farmaco y similares.

La composicion puede administrarse al sujeto usando cualquier método conocido por los expertos habituales en la
técnica. Por ejemplo, puede administrarse una cantidad farmacéuticamente eficaz de la composicién por via
intravenosa, por via intracerebral, por via intracraneal, por via intratecal, en la sustancia negra o la region de la
sustancia negra, por via intradérmica, por via intraarterial, por via intraperitoneal, por via intralesional, por via
intratraqueal, por via intranasal, por via tdpica, por via intramuscular, por via intraperitoneal, por via subcutanea, por
via oral, localmente, por inhalacién (por ejemplo, inhalacién de aerosol), inyeccion, infusion, infusién continua,
perfusion localizada que bafia células diana directamente, mediante un catéter, mediante un lavado, en cremas, en
composiciones lipidicas (por ejemplo, liposomas), o mediante otro método o cualquier combinacion de los anteriores
tal como conocera por un experto habitual en la técnica (Remington’s, 1990).

En realizaciones particulares, la composicion se administra a un sujeto usando un dispositivo de administracion de
farmacos. Se contempla cualquier dispositivo de administracién de farmacos para su uso en la administracién de
una cantidad farmacéuticamente eficaz de un polipéptido o polinucleétido de la presente divulgacion.

Para administracion parenteral en una disolucion acuosa, por ejemplo, la disolucion debe tamponarse
adecuadamente si es necesario y el diluyente liquido volverse isotonico en primer lugar con suficiente solucion
salina, manitol o glucosa. Estas disoluciones acuosas particulares son especialmente adecuadas para
administracion intravenosa, intramuscular, subcutanea e intraperitoneal. A este respecto, los expertos en la técnica
conoceran medios acuosos estériles que pueden emplearse en vista de la presente divulgacion. Por ejemplo, podria
disolverse una dosificacion en 1 ml de disolucion isotonica de NaCl y o bien afiadirse a 1000 ml de fluido para
hipodermoclisis o bien inyectarse en un sitio de infusién propuesto (véase por ejemplo, “Remington’s Pharmaceutical
Sciences” (1980)). Se producira necesariamente cierta variacion en la dosificaciéon dependiendo del estado del
sujeto que esté tratandose. La persona responsable de la administracion determinara, en cualquier caso, la dosis
apropiada para el sujeto individual.

En determinados aspectos de los métodos de la divulgacion, la via por la que se administra la composicion
terapéutica puede ser mediante administracion parenteral. La administracion parenteral puede ser inyeccion
intravenosa, inyeccion subcutanea, inyeccion intramuscular, inyeccion intramedular, ingestion o una combinacion de
las mismas. En determinados aspectos, la composiciéon que comprende un polipéptido o polinucleétido de la
presente  divulgacion se administra en desde aproximadamente 0,1 hasta aproximadamente
10 microgramos/kg/peso corporal por dosis. En determinados aspectos, la composicién se administra en desde
aproximadamente 1 hasta aproximadamente 5 microgramos/kg/peso corporal por dosis. En determinados aspectos,
la composicion se administra en desde aproximadamente 1,2 hasta aproximadamente 3,6 microgramos/kg/peso
corporal por dosis. En determinados aspectos, la composicidon se administra en desde aproximadamente 1,2 hasta
aproximadamente 2,4 microgramos/kg/peso corporal por dosis. En aspectos preferidos, la cantidad de polipéptido o
polinucleétido de la presente divulgacion administrada por dosis puede ser de aproximadamente 0,1,
aproximadamente 0,2, aproximadamente 0,3, aproximadamente 0,4, aproximadamente 0,5, aproximadamente 0,6,
aproximadamente 0,7, aproximadamente 0,8, aproximadamente 0,9, aproximadamente 1,0, aproximadamente 1,1,
aproximadamente 1,2, aproximadamente 1,3, aproximadamente 1,4, aproximadamente 1,5, aproximadamente 1,6,
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aproximadamente 1,7, aproximadamente 1,8, aproximadamente 1,9, aproximadamente 2,0, aproximadamente 2,1,
aproximadamente 2,2, aproximadamente 2,3, aproximadamente 2,4, aproximadamente 2,5, aproximadamente 2,6,
aproximadamente 2,7, aproximadamente 2,8, aproximadamente 2,9, aproximadamente 3,0, aproximadamente 3,1,
aproximadamente 3,2, aproximadamente 3,3, aproximadamente 3,4, aproximadamente 3,5, aproximadamente 3,6,
aproximadamente 3,7, aproximadamente 3,8, aproximadamente 3,9, aproximadamente 4,0, aproximadamente 4,1,
aproximadamente 4,2, aproximadamente 4,3, aproximadamente 4,4, aproximadamente 4,5, aproximadamente 4,6,
aproximadamente 4,7, aproximadamente 4,8, aproximadamente 4,9, aproximadamente 5,0, aproximadamente 5,1,
aproximadamente 5,2, aproximadamente 5,3, aproximadamente 5,4, aproximadamente 5,5, aproximadamente 5,6,
aproximadamente 5,7, aproximadamente 5,8, aproximadamente 5,9, aproximadamente 6,0, aproximadamente 6,1,
aproximadamente 6,2, aproximadamente 6,3, aproximadamente 6,4, aproximadamente 6,5, aproximadamente 6,6,
aproximadamente 6,7, aproximadamente 6,8, aproximadamente 6,9, aproximadamente 7,0, aproximadamente 7,1,
aproximadamente 7,2, aproximadamente 7,3, aproximadamente 7,4, aproximadamente 7,5, aproximadamente 7,6,
aproximadamente 7,7, aproximadamente 7,8, aproximadamente 7,9, aproximadamente 8,0, aproximadamente 8,1,
aproximadamente 8,2, aproximadamente 8,3, aproximadamente 8,4, aproximadamente 8,5, aproximadamente 8,6,
aproximadamente 8,7, aproximadamente 8,8, aproximadamente 8,9, aproximadamente 9,0, aproximadamente 9,1,
aproximadamente 9,2, aproximadamente 9,3, aproximadamente 9,4, aproximadamente 9,5, aproximadamente 9,6,
aproximadamente 9,7, aproximadamente 9,8, aproximadamente 9,9, aproximadamente 10,0 microgramos/kg/peso
corporal o mas.

Los expertos en la técnica conocen bien la formulacion de disoluciones de portadores y excipientes
farmacéuticamente aceptables, como también el desarrollo de regimenes de tratamiento y dosificacion adecuados
para el uso de las composiciones particulares descritas en el presente documento en una variedad de regimenes de
tratamiento, incluyendo por ejemplo, administracion y formulacion oral, parenteral, intravenosa, intranasal e
intramuscular.

El término “administracion digestiva” se refiere a la administracion, directamente o de otro modo, a una parte del
tubo digestivo de un animal. El término “tubo digestivo” se refiere al paso tubular en un animal que funciona en la
digestion y la absorcién de alimentos y la eliminacion de los restos de alimentos, que discurre desde la boca hasta el
ano, y todas y cada una de sus partes o segmentos, por ejemplo, la cavidad oral, el eséfago, el estbmago, el
intestino delgado y grueso y el colon, asi como partes compuestas del mismo tales como, por ejemplo, el tracto
gastrointestinal. Por tanto, el término “tubo digestivo” engloba varias vias de administracion incluyendo, pero sin
limitarse a, administracion oral, rectal, endoscépica y sublingual/bucal. Un requisito comin de estos modos de
administracion es la absorcion a lo largo de cierta parte o de todo el tracto digestivo y la necesidad de una
penetracion mucosa eficaz del agente asi administrado.

En determinadas aplicaciones, las composiciones farmacéuticas dadas a conocer en el presente documento pueden
administrarse mediante administracion oral a un animal, paciente o sujeto. Como tal, estas composiciones pueden
formularse con un diluyente inerte o con un portador comestible asimilable, o pueden encerrarse en capsula de
gelatina de cubierta dura o blanda, o pueden someterse a compresion para dar comprimidos, o pueden incorporarse
directamente con los alimentos de la dieta.

Los componentes activos pueden incorporarse incluso con excipientes y usarse en forma de comprimidos ingeribles,
comprimidos bucales, trociscos, capsulas, elixires, suspensiones, jarabes, obleas, y similares (Matiowitz ef al., 1997;
Hwang et al., 1998; patentes estadounidenses n.” 5.641.515; 5.580.579 y 5.792.451).

Los comprimidos, trociscos, pastillas, capsulas y similares también pueden contener lo siguiente: un aglutinante,
como goma tragacanto, goma arabiga, almidon de maiz o gelatina; excipientes, tales como fosfato de dicalcio; un
agente disgregante, tal como almidén de maiz, almidén de patata, acido alginico y similares; un lubricante, tal como
estearato de magnesio; y puede afiadirse un agente edulcorante, tal como sacarosa, lactosa o sacarina o un agente
aromatizante, tal como menta piperita, aceite de gaulteria o aromatizante de cereza. Cuando la forma unitaria de
dosificacion es una capsula, puede contener, ademas de materiales del tipo anterior, un portador liquido. Diversos
otros materiales pueden estar presentes como recubrimientos o modificar de otro modo la forma fisica de la unidad
de dosificacion. Por ejemplo, comprimidos, pastillas o capsulas pueden recubrirse como goma laca, azucar, o
ambos. Un jarabe de elixir puede contener el componente activo, sacarosa como agente edulcorante, metil y
propilparabenos como conservantes, un colorante y aromatizante, tal como aroma de cereza o naranja. Por
supuesto, cualquier material usado en la preparacion de cualquier forma unitaria de dosificacién debe ser
farmacéuticamente puro y sustancialmente no téxico en las cantidades empleadas. Ademas, los compuestos activos
pueden incorporarse en preparaciones y formulaciones de liberacion sostenida.

Normalmente, estas formulaciones pueden contener al menos aproximadamente el 0,1% del compuesto activo o
mas, aunque el porcentaje del/de los principio(s) activo(s) puede variarse, por supuesto, y puede ser
convenientemente de entre aproximadamente el 1 o el 2% y aproximadamente el 60% o el 70% o mas del peso o
volumen de la formulacion total. Naturalmente, la cantidad de compuesto(s) activo(s) en cada composicion
terapéuticamente util puede prepararse de tal manera que se obtendra una dosificacion adecuada en cualquier dosis
unitaria dada del compuesto. Se contemplaran factores tales como solubilidad, biodisponibilidad, semivida bioldgica,
via de administracién, término de caducidad del producto, asi como otras consideraciones farmacoldgicas por un
experto en la técnica de preparacion de tales formulaciones farmacéuticas, y como tal, puede ser deseable una
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variedad de dosificaciones y regimenes de tratamiento.

Los agentes terapéuticos administrados por via oral pueden administrarse a menudo alternativamente por la via
enteral inferior, por ejemplo, a través del orificio anal hacia el recto o intestino delgado. Pueden usarse supositorios
rectales, enemas de retencién o catéteres rectales para este fin y pueden preferirse cuando el cumplimiento del
paciente podria ser de otro modo dificil de lograr (por ejemplo, en aplicaciones pediatricas y geriatricas, o cuando el
paciente esta vomitando o inconsciente). La administracion rectal puede dar como resultado niveles en sangre mas
rapidos y elevados que la via oral, pero también puede ser cierto lo contrario (Harvey, 1990). Dado que
aproximadamente el 50% del agente terapéutico que se absorbe desde el recto sorteara el higado, la administracion
por esta via reduce significativamente el potencial de metabolismo de primer paso (Benet ef al., 1996).

El término “administracion parenteral” se refiere a la administracion de un agente terapéutico de la divulgacion a un
animal, paciente o sujeto de manera distinta a a través del tubo digestivo. Se conocen en la técnica medios de
preparacion y administracion de composiciones farmacéuticas parenterales (véase, por ejemplo, Avis, 1990).

La administracion intraluminal, para la administracion directa de un agente terapéutico a una parte aislada de un
6rgano o tejido tubular (por ejemplo, tal como una arteria, vena, uréter o uretra), puede desearse para el tratamiento
de pacientes con enfermedades o estados que afectan a la luz de tales 6rganos o tejidos. Para efectuar este modo
de administracion, se introduce quirdrgicamente un catéter o una canula por medios apropiados. Tras el aislamiento
de una parte del érgano o tejido tubular para el que se busca tratamiento, se infunde una composicion que
comprende un agente terapéutico de la divulgacion a través de la canula o el catéter en el interior del segmento
aislado. Tras la incubacién durante desde aproximadamente 1 hasta aproximadamente 120 minutos, tiempo durante
el cual se capta el agente terapéutico o esta en contacto con las células de la luz interior del vaso, se retira la canula
o el catéter de infusion y se restaura el flujo dentro del érgano o tejido tubular mediante la retirada de las ligaduras
que efectuaron el aislamiento de un segmento del mismo (Morishita et al., 1993). También pueden combinarse
composiciones terapéuticas de la divulgacion con una matriz biocompatible, tal como un material de hidrogel, y
aplicarse directamente a tejido vascular in vivo.

Puede desearse la administracion intraventricular, para la administracion directa de un agente terapéutico al cerebro
de un paciente, para el tratamiento de pacientes con enfermedades o estados que afectan al cerebro. Un método
para efectuar este modo de administracion, un catéter de silicio se introduce quirirgicamente en un ventriculo del
cerebro de un paciente humano, y se conecta a una bomba de infusién subcutanea (Medtronic Inc., Minneapolis,
Minn.) que se implantado quirirgicamente en la regiéon abdominal (Zimm et al., 1984; Shaw, 1993). La bomba se usa
para inyectar el agente terapéutico y permite ajustes de dosificacion precisos y la variacion de los programas de
dosificacion con la ayuda de un dispositivo de programacién externo. La capacidad de depdsito de la bomba es de
18-20 ml y las velocidades de infusion pueden oscilar entre 0,1 ml/h y 1 ml/h. Dependiendo de la frecuencia de
administracion, que va de diaria a mensual, y la dosis de farmaco que haya que administrar, que oscila entre 0,01 -
100 microgramos por kg de peso corporal, el deposito de bomba puede rellenarse a intervalos de 3-10 semanas.
Puede lograrse el relleno de la bomba mediante punciéon percutanea del septo de autosellado de la bomba.

Puede desearse la administracion de farmaco intratecal, para la introduccion de un agente terapéutico en la columna
vertebral de un paciente para el tratamiento de pacientes con enfermedades del sistema nervioso central. Para
efectuar esta via de administracion, puede implantarse quirdrgicamente un catéter de silicio en el espacio
intervertebral lumbar L3-4 de un paciente humano, y se conecta a una bomba de infusién subcutanea que se ha
implantado quirdrgicamente en la region abdominal superior (Luer y Hatton, 1993; Ettinger et al., 1978; Yaida ef al.,
1995). La bomba se usa para inyectar el agente terapéutico y permite ajustes de dosificacion precisos y variaciones
de los programas de dosis con la ayuda de un dispositivo de programacion externo. La dosis administrada puede ser
similar a la usada para administracién intraventricular.

Para efectuar la administracion a zonas distintas al cerebro o la columna vertebral a través de este método, el
catéter de silicio esta configurado para conectar la bomba de infusién subcutanea, por ejemplo, a la arteria hepatica,
para la administracion al higado (Kemeny et al., 1993).

La administracion vaginal proporciona tratamiento local y evita el metabolismo de primer paso, la degradacién por
enzimas digestivas y posibles efectos secundarios sistémicos. Pueden usarse supositorios vaginales (Remington’s
Pharmaceutical Sciences, 182 ed., 1990) o pomadas topicas para efectuar este modo de administracion.

En determinadas realizaciones, los inventores contemplan el uso de liposomas, nanocapsulas, microparticulas,
microesferas, particulas lipidicas, vesiculas, y similares, para la introduccion de las composiciones de la presente
divulgaciéon en células huésped adecuadas. En particular, las composiciones de la presente divulgacién pueden
formularse para la administracion o bien encapsuladas en una particula lipidica, un liposoma, una vesicula, una
nanoesfera o una nanoparticula o similar.

Tales formulaciones pueden preferirse para la introduccién de formulaciones farmacéuticamente aceptables de los
acidos nucleicos o constructos dados a conocer en el presente documento. La formacién y el uso de liposomas se
conocen generalmente por los expertos en la técnica (véase, por ejemplo, Couvreur et al., 1977; Lasic, 1998; que
describe el uso de liposomas y nanocapsulas en la terapia con antibiéticos dirigida para enfermedades e infecciones
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bacterianas intracelulares). Recientemente, se desarrollaron liposomas con estabilidad sérica y semividas de
circulaciéon mejoradas (Gabizon y Papahadjopoulos, 1988; Allen y Choun, 1987; patente estadounidense n.°
5.741.516).

Ademas, se han revisado diversos métodos de preparaciones de liposomas y componentes similares a liposomas
como posibles portadores de farmacos (Takakura, 1998; Chandran et al., 1997; Margalit, 1995; patentes
estadounidenses n.°® 5.567.434; 5.552.157; 5.565.213; 5.738.868 y 5.795.587).

Se forman liposomas a partir de fosfolipidos que se dispersan en un medio acuoso y forman espontaneamente
vesiculas con bicapas concéntricas multilaminares (también denominadas vesiculas multilaminares (VML). Las VML
tienen generalmente diametros de desde 25 hasta 4 um. La sonicacion de las VML da como resultado la formacion
de vesiculas unilaminares pequefias (VUP) con diametros en el intervalo de 200 a 500 ANG, que contienen una
disolucién acuosa en el nucleo.

El destino y la disposicién de liposomas inyectados por via intravenosa dependen de sus propiedades fisicas, tales
como el tamafio, la fluidez y la carga de superficie. Pueden persistir en tejidos durante horas o dias, dependiendo de
su composicion, y las semividas en sangre oscilan entre minutos y varias horas. Los liposomas mas grandes, tales
como VML y VUP, se captan rapidamente por células fagociticas del sistema reticuloendotelial, pero la fisiologia del
sistema circulatorio limita la salida de tales especies grandes en la mayoria de los sitios. S6lo pueden salir en
lugares en los que existen grandes aberturas o poros en el endotelio capilar, tales como los sinusoides del higado o
el bazo. Por tanto, estos érganos son el sitio de captacion predominante. Por otra parte, las VUP muestran una
distribucion tisular mas amplia pero todavia se secuestran altamente en el higado y el bazo. En general, este
comportamiento in vivo limita el posible direccionamiento de liposomas s6lo a aquellos 6rganos y tejidos accesibles
por su gran tamafio. Estos incluyen la sangre, el higado, el bazo, la médula ésea y los érganos linfoides.

Alternativamente, la divulgacion prevé formulaciones de nanocapsulas farmacéuticamente aceptables de las
composiciones de la presente divulgacion. Las nanocapsulas pueden atrapar generalmente compuestos de manera
estable y reproducible (Baszkin et al., 1987; Quintanar-Guerrero et al., 1998; Douglas et al., 1987). Para evitar los
efectos secundarios debidos a la sobrecarga polimérica intracelular, tales particulas ultrafinas (dimensionadas en
aproximadamente 0,1 um) deben disefiarse usando polimeros que puedan degradarse in vivo. Se contemplan
nanoparticulas de poli(cianoacrilato de alquilo) biodegradables que satisfacen estos requisitos para su uso en la
presente divulgacion. Tales particulas pueden prepararse faciimente, tal como se describe (Couvreur et al., 1980;
1988; zur Muhlen et al., 1998; Zambaux et al. 1998; Pinto-Alphandry et al., 1995 y patente estadounidense n.°
5.145.684).

E. Tratamiento de estados fisiopatoldgicos

1. Definiciones

Un “estado fisiopatologico” se define en el presente documento para referirse a una enfermedad o un estado
relacionado con la salud. “Tratamiento” y “tratar” tal como se usan en el presente documento se refieren a la
administracion o aplicacion de un agente terapéutico a un sujeto o a la realizacion de un procedimiento o modalidad
en un sujeto con el fin de obtener un beneficio terapéutico de una enfermedad o un estado relacionado con la salud.
Por ejemplo, un polipéptido terapéutico de la presente divulgacion puede administrarse con el fin de reducir la
temperatura en un paciente con temperatura corporal elevada o reducir los sintomas de insuficiencia cardiaca
congestiva en un paciente con insuficiencia cardiaca congestiva.

El término “beneficio terapéutico” o “terapéuticamente eficaz” tal como se usa en la totalidad de este documento se
refiere a cualquier cosa que promueva o potencie el bienestar del sujeto con respecto al tratamiento médico de este
estado. Este incluye, pero no se limita a, una reduccion en la frecuencia o la intensidad de los signos o sintomas de
una enfermedad.

“Prevencion” y “prevenir” se usan segun su significado habitual y sencillo para significar “actuar antes” o una accién
de este tipo. En el contexto de una enfermedad o un estado relacionado con la salud particular, esos términos se
refieren a la administracion o aplicacion de un agente, farmaco o remedio a un sujeto o a la realizacion de un
procedimiento o modalidad en un sujeto con el fin de bloquear la aparicion de una enfermedad o un estado
relacionado con la salud.

2. Estados fisiopatoldgicos que van a tratarse o prevenirse

Los polipéptidos y polinucleétidos de la presente divulgacion pueden aplicarse en el tratamiento o la prevencion de
cualquier enfermedad o estado relacionado con la salud. La enfermedad o el estado relacionado con la salud puede
ser cualquier enfermedad o estado relacionado con la salud para el que se sabe o se sospecha que la
administracion de los polipéptidos o polinucledtidos de la presente divulgacion tiene valor. Los ejemplos incluyen,
pero no se limitan a, temperatura corporal elevada, disfuncion del apetito, insuficiencia cardiaca congestiva, estrés,
ansiedad y niveles indeseablemente bajos de secrecion de ACTH.

3. Tratamiento secundario
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Determinadas realizaciones de la presente divulgacion prevén la administracion o aplicacion de una o mas formas
secundarias de terapias para el tratamiento o la prevencion de un estado fisiopatolégico.

La forma secundaria de terapia puede ser la administracion de uno o mas agentes farmacolégicos secundarios que
pueden aplicarse en el tratamiento o la prevencion de un estado fisiopatolégico.

Si la terapia secundaria es un agente farmacoldgico, éste puede administrarse antes de, de manera concurrente o
tras la administracion del polipéptido o polinucleétido de la presente divulgacion.

El intervalo entre el polipéptido o polinucleétido de la presente divulgacion y la terapia secundaria puede ser
cualquier intervalo segun lo determinen los expertos habituales en la técnica. Por ejemplo, el intervalo puede ser de
minutos a semanas. En realizaciones en las que los agentes se administran por separado, se garantizaria
generalmente que no pase un periodo de tiempo significativo entre el momento de cada administracion, de tal
manera que cada agente terapéutico todavia deberia poder ejercer un efecto combinado ventajosamente sobre el
sujeto. Por ejemplo, el intervalo entre agentes terapéuticos puede ser de aproximadamente 12 h a aproximadamente
24 h entre si y, mas preferiblemente, en el plazo de aproximadamente 6 h a aproximadamente 12 h entre si. En
algunas situaciones, puede ser deseable ampliar el periodo de tiempo para el tratamiento significativamente, sin
embargo, transcurriendo de varios dias (2, 3, 4, 5, 6 6 7) a varias semanas (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 6 8) entre las
administraciones respectivas. En algunas realizaciones, el momento de la administracion de un agente terapéutico
secundario se determina basandose en la respuesta del sujeto al polipéptido o polinucledtido de la presente
divulgacion.

F. Kits y diagndstico

En diversos aspectos de la divulgacion, se prevé un kit que contiene uno o mas polipéptidos o polinucledtidos de la
presente divulgacion. En algunas realizaciones, la presente divulgacion contempla un kit para preparar y/o
administrar una terapia de la divulgacion. El kit puede comprender uno o mas viales sellados que contienen
cualquiera de las composiciones farmacéuticas de la presente divulgacion. En algunas realizaciones, el kit también
puede comprender un medio de recipiente adecuado, que es un recipiente que no reaccionara con componentes del
kit, tal como un tubo Eppendorf, una placa de ensayo, una jeringa, un frasco o un tubo. El recipiente puede estar
compuesto por materiales esterilizables tales como plastico o vidrio.

El kit puede incluir ademas una hoja de instrucciones que expone brevemente uno o mas métodos de la divulgacion,
y se seguiran sustancialmente los mismos procedimientos descritos en el presente documento o conocidos por los
expertos habituales. La informacion de instrucciones puede estar en un medio legible por ordenador que contiene
instrucciones legibles por maquina que, cuando se ejecutan usando un ordenador, provocan la visualizaciéon de un
procedimiento real o virtual de administracion de una cantidad farmacéuticamente eficaz de un agente terapéutico.

G. Animales transgénicos no humanos

Los animales transgénicos no humanos y las lineas celulares derivadas de tales animales pueden encontrar uso en
determinados experimentos de prueba. En una realizacién de la divulgacion, se producen animales transgénicos no
humanos que contienen un transgén funcional que codifica para un polipéptido de la presente divulgacion. Tales
animales transgénicos no humanos pueden ser utiles en métodos para identificar aplicaciones terapéuticas
adicionales de los polipéptidos reivindicados. Los animales transgénicos no humanos de la presente divulgacion
también puede usarse como modelos para estudiar indicaciones.

En una realizacion de la divulgacion, se introduce un transgén en un huésped no humano para producir un animal
transgénico que expresa un polipéptido de la presente divulgacion. Se producen los animales transgénicos no
humanos mediante la integracion del transgén en el genoma de manera que permite la expresion del transgén. Se
describen generalmente métodos para producir animales transgénicos en Wagner y Hoppe (patente estadounidense
n.° 4.873.191), Brinster et al. (1985) y en “Manipulating the Mouse Embryo; A Laboratory Manual” (1994)).

Pueden producirse animales transgénicos no humanos mediante cualquier método conocido por los expertos
habituales en la técnica. Por ejemplo, pueden producirse a partir de los 6vulos fecundados de varios animales
incluyendo, pero sin limitarse a reptiles, anfibios, aves, mamiferos y peces. Dentro de una realizacion particular, se
generan ratones transgénicos que sobreexpresan un polipéptido de la presente divulgacion.

H. Ejemplos

Se incluyen los siguientes ejemplos para demostrar realizaciones preferidas de la divulgacion. Los expertos en la
técnica deben apreciar que las técnicas dadas a conocer en los siguientes ejemplos representan técnicas
descubiertas por el inventor que funcionan bien en la practica de la invencion, y por tanto puede considerarse que
constituyen modos preferidos para su practica.

EJEMPLO 1 Identificacién de polipéptidos de urocortina 2 biolégicamente activos

Se sobreexpresaron precursores de urocortina 2 en diversas lineas celulares, y se evalué su funcion. Se infectaron
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lineas celulares de pancreas y piel con lentivirus con urocortina 2 de ratén (mUcn 2). La secuencia de aminoacidos
de urocortina 2 de ratén se proporciona como SEQ ID NO: 10. Se encontré que las células secretaban un precursor
y una zona procesada mas pequefia que contenia un péptido de urocortina: R°mUcn 2 (SEQ ID NO: 11) que estaba
amidado en el extremo C-terminal. Se sintetizo el péptido y se determiné su bioactividad mediante la estlmuIaC|on de
la acumulacién de AMPc en células A7r5, que expresan CRFR2 Se encontrd que eI péptido R’mUcn 2 era
equipotente a mUcn 2(1-38), con CEso de 0,05 (0,028-0,1)> nM y 0,07 (0,03 - 0,15)"" nM, respectivamente. Es
posible que R’mUcn 2 pudiera procesarse adicionalmente por aminopeptidasas para dar mUcn 2(1-38). Se
representa con un superindice el nimero de ensayos.

Se sintetizé el analogo humano correspondiente, R%hUcn 2. Se encontro que este péptido era equipotente a hUcn
2(1- 382 en la capacidad para estlmular la acumulaciéon de AMPc en células A7r5, con CEsy de 0,027 (0,023-
0 031)°nM y 0,11 (0,058-0,21)"" nM, respectivamente.

Un péptido extendido con un residuo hidréfilo de arginina tal como R°hUcn 2 es probablemente mas soluble, y por
tanto, un mejor agente farmacéutico, que hUcn 2(1-38). Como prueba del aumento de la solubilidad, la HPLC de
fase inversa de QC usando un sistema de disolventes de acido trifluoroacético/acetonitrilo mostro que el tiempo de
retencion de hUcn 2(1-38) era de 16,9 minutos mientras que el tiempo de retencién de R°hUcn 2 era de 13,9
minutos, demostrando una hidrofilicidad aumentada significativamente para el analogo extendido con arginina. La
tabla 2 proporciona informacién de secuencia de secuencias de Ucn 2 seleccionadas.

Tabla 2. Informacién de secuencia

Péptido Identificador Secuencia
de secuencia

hUcn 2-OH SEQ ID NO: 1 IVLSLDVPIGLLQILLEQARARAAREQATTNARILARV

hUcn 2-G-OH SEQID NO:2 | IVLSLDVPIGLLQILLEQARARAAREQATTNARILARV
G

hUcn 2-GH-OH SEQID NO: 3 | IVLSLDVPIGLLQILLEQARARAAREQATTNARILARV
GH

hUcn 2-GHC-OH SEQIDNO: 4 | IVLSLDVPIGLLQILLEQARARAAREQATTNARILARV
GHC

hUcn 2 SEQIDNO:5 | IVLSLDVPIGLLQILLEQARARAAREQATTNARILARYV-
NH, (amidado en el extremo C-terminal)

R%hUcn SEQIDNO: 6 | RIVLSLDVPIGLLQILLEQARARAAREQATTNARILAR

V-NH, (amidado en el extremo C-terminal)
SRP (HPGSR-hUcn 2) | SEQID NO: 7 | HPGSRIVLSLDVPIGLLQILLEQARARAAREQATTNARI
LARV-NH, (amidado en el extremo C-terminal)

[Cys™ SEQIDNO:8 | CSPTRHPGSRIVLSLDVPIGLLQILLEQARARAAREQAT
g*g;“”'““m 201-51x TNARILARVGHC

Prohormona de hUcn 2| SEQ ID NO: 9 | IPTFQLRPQNSPQTTPRPAASESPSAAPTWPWAAQSHC
SPTRHPGSRIVLSLDVPIGLLQILLEQARARAAREQATT
NARILARYV-NH, (amidado en el extremo C-terminal)

mUcn2 - OH SEQIDNO: 21| VILSLDVPIGLLRILLEQARYKAARNQAATNAQILAHYV
mUcn 2 SEQIDNO: 10| VILSLDVPIGLLRILLEQARYKAARNQAATNAQILAHV

(amidado en el extremo C-terminal)

R’-mUcn 2 SEQID NO: 11| RVILSLDVPIGLLRILLEQARYKAARNQAATNAQILAH
V (amidado en el extremo C-terminal)

prohormona de mUcn 2| SEQ ID NO: 22 | RVILSLDVPIGLLRILLEQARYKAARNQAATNAQILAH
-OH
A%

prohormona de mUcn 2 SEQ ID NO: 12| TPIPTFQLLPQNSLETTPSSVTSESSSGTTTGPSASWSNS
KASPYLDTRVILSLDVPIGLLRILLEQARYKAARNQAA
TNAQILAHYV (amidado en el extremo C-terminal)
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R’-hUcn 2 - G-OH SEQIDNO: 13| RIVLSLDVPIGLLQILLEQARARAAREQATTNARILAR

VG

R” - hUcn 2-GH-OH SEQID NO: 14 | RIVLSLDVPIGLLQILLEQARARAAREQATTNARILAR
VGH '

R”-hUcn 2-GHC-OH | SEQID NO: 15| RIVLSLDVPIGLLQILLEQARARAAREQATTNARILAR
VGHC

prohormona de hUcn 2| SEQ ID NO: 16 | IPTFQLRPQNSPQTTPRPAASESPSAAPTWPWAAQSHC
"GO SPTRHPGSRIVLSLDVPIGLLQILLEQARARAAREQATT
NARILARVG

prohormona de hUcn 2| SEQ ID NO: 17 | IPTFQLRPQNSPQTTPRPAASESPSAAPTWPWAAQSHC
- GH-on SPTRHPGSRIVLSLDVPIGLLQILLEQARARAAREQATT
NARILARVGH

prohormona de hUcn | SEQ ID NO: IPTFQLRPQNSPQTTPRPAASESPSAAPTWPWAAQSHC

2 - GHC-OH 18 SPTRHPGSRIVLSLDVPIGLLQILLEQARARAAREQATT
NARILARVGHC

prohormona de hUcn | SEQ ID NO: IPTFQLRPQNSPQTTPRPAASESPSAAPTWPWAAQSHC
2o A SPTRHPGSRIVLSLDVPIGLLQILLEQARARAAREQATT
NARILARV

La tabla 3 muestra una comparacion de secuencias de aminoacidos y bioactividad de analogos de péptidos de Ucn
2 humanos o humanos sintéticos seleccionados. Se calcularon las CEsy basandose en la determinacion de proteina
mediante inmunoensayo y la altura del pico cromatografico.

Tabla 3. Bioactividad de analogos/péptidos de Ucn 2 de ratén o ser humano sintéticos seleccionados

Péptido IDENTIFICADOR AMPc A7r5

DE SECUENCIA (CEso, nM) [Numero de

ensayos]

hUcn2-OH SEQID NO: 1 90,4 (47-172) [3]
hUcn 2-G-OH SEQID NO: 2 6,3 (3,4-11,5) [2]
hUcn 2-GH-OH SEQID NO: 3 2,9 (0,93-9,1) [2]
hUcn 2-GHC-OH SEQID NO: 4 13,9 (11,3-17) [2]
hUcn 2 SEQID NO: 5 0,11 (0,058-0,21) [11]
R’ - hUcn 2 SEQID NO: 6 0,027 (0,023-0,031) [2]
SRP (HPGSR-hUcn 2) SEQID NO: 7 0,09 (0,033-0,22) [2]
[Cys1,51 (Acm)]-hUcn SEQID NO: 8 9,5 (3,3-26,8) [3]
2(1-51)-OH)
Prohormona de hUcn 2 SEQ ID NO: 9 2,3(1,8-3)[2]
mUcn 2 SEQ ID NO: 10 0,07 (0,03 - 0,15) [11]
R’-mUcn 2 SEQ ID NO: 11 0,05 (0,03 -0,1) [2]
Prohormona de mUcn 2 SEQ ID NO: 12 0,53 (0,4 -0,8) [2]

Todos los métodos dados a conocer y reivindicados en el presente documento pueden realizarse y ejecutarse sin
excesiva experimentacion en vista de la presente divulgacion.

Resultara evidente para los expertos en la técnica que pueden aplicarse variaciones a los métodos descritos en el
presente documento sin apartarse del concepto, espiritu y alcance de la invencion. Mas especificamente, resultara
evidente que pueden sustituirse los agentes descritos en el presente documento por determinados agentes que
estan relacionados tanto quimica como fisiolégicamente a la vez que podran lograrse resultados iguales o similares.
Se considera que todos de tales sustitutos y modificaciones similares evidentes para los expertos en la técnica estan
dentro del espiritu, alcance y concepto de la invencién tal como se define por las reivindicaciones adjuntas.
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15

Glu Gln Ala Arg Ala Arg Ala Ala Arg Glu Gln Ala Thr Thr Asn Ala

20

Arg Ile Leu Ala Arg Val Gly His Cys

35 40
<210> 5
<211> 38
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Péptido sintético
<220>
<221> MOD_RES
<222> (38)..(38)
<223> AMIDACION
<400> 5

23

30
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15

20

25
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Ile Val Leu Ser Leu Asp Val Pro Ile Gly Leu Leu Gln Ile Leu Leu
1 5 10 15

Glu Gln Ala Arg Ala Arg Ala Ala Arg Glu Gln Ala Thr Thr Asn Ala
20 25 30

Arg Ile Leu Ala Arg Val
35

<210> 6

<211> 39

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido sintético
<220>

<221> MOD_RES
<222> (39)..(39)

<223> AMIDACION
<400> 6

Arg Ile Val Leu Ser Leu Asp Val Pro Ile Gly Leu Leu Gln Ile Leu
1 5 10 15

Leu Glu Gln Ala Arg Ala Arg Ala Ala Arg Glu Gln Ala Thr Thr Asn
20 25 30

Ala Arg Ile Leu Ala Arg Val
35

<210>7

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido sintético
<220>

<221> MOD_RES
<222> (43)..(43)

<223> AMIDACION
<400> 7

24
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15

20
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His Pro Gly Ser Arg Ile Val Leu Ser Leu Asp Val Pro Ile Gly Leu
1 5 10 15

Leu Gln Ile Leu Leu Glu Gln Ala Arg Ala Arg Ala Ala Arg Glu Gln
20 25 30

Ala Thr Thr Asn Ala Arg Ile Leu Ala Arg Val
35 40

<210> 8

<211> 51

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido sintético
<400> 8

Cys Ser Pro Thr Arg His Pro Gly Ser Arg Ile Val Leu Ser Leu Asp
1 5 10 15

Val Pro Ile Gly Leu Leu Gln Ile Leu Leu Glu Gln Ala Arg Ala Arg
20 25 30

Ala Ala Arg Glu Gln Ala Thr Thr Asn Ala Arg Ile Leu Ala Arg Val
35 40 45

Gly His Cys
50

<210>9

<211> 85

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido sintético
<220>

<221> MOD_RES
<222> (85)..(85)

<223> AMIDACION
<400> 9

25



10

15

Ile Pro Thr Phe Gln

Arg Pro Ala Ala Ser
20

Ala Ala Gln Ser His
35

Val Leu Ser Leu Asp
50

Gln Ala Arg Ala Arg
65

Ile Leu Ala Arg Val
85

<210> 10

<211> 38

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido sintético
<220>

<221> MOD_RES
<222> (38)..(38)

<223> AMIDACION
<400> 10

Leu

Glu

Cys

Val

Ala
70

Arg

Ser

Ser

Pro

55

Ala

ES 2 545794 T3

Pro

Pro

Pro

40

Ile

Arg

Gln Asn
10

Ser Ala

25

Thr Arg

Gly Leu

Glu Gln

Ser

Ala

His

Leu

Ala
75

Pro

Pro

Pro

Gln
60

Thr

Gln

Thr

Gly

45

Ile

Thr

Thr

Trp

30

Ser

Leu

Asn

Thr Pro

15

Pro Trp

Arg Ile

Leu Glu

Ala Arg
80

Val Ile Leu Ser Leu Asp Val Pro Ile Gly Leu Leu Arg Ile Leu Leu

1 5

10

15

Glu Gln Ala Arg Tyr Lys Ala Ala Arg Asn Gln Ala Ala Thr Asn Ala

20

Gln Ile Leu Ala His Val

35
<210> 11
<211> 39
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido sintético

25

26

30
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15
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<220>
<221>MOD_RES
<222> (39)..(39)
<223> AMIDACION
<400> 11

Arg Val Ile Leu Ser Leu Asp Val Pro Ile Gly Leu Leu Arg Ile Leu

1 5

10

15

Leu Glu Gln Ala Arg Tyr Lys Ala Ala Arg Asn Gln Ala Ala Thr Asn

20 25

Ala Gln Ile Leu Ala His Val
35

<210> 12

<211> 87

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido sintético
<220>

<221> MOD_RES
<222> (87)..(87)
<223> AMIDACION
<400> 12

Thr Pro Ile Pro Thr Phe Gln Leu Leu

1 5

Thr Pro Ser Ser Val Thr Ser Glu Ser

20 25

Pro Ser Ala Ser Trp Ser Asn Ser Lys
35 40

Arg Val Ile Leu Ser Leu Asp Val Pro

50 55

Leu Glu Gln Ala Arg Tyr Lys Ala Ala

65 70

Ala Gln Ile Leu Ala His Val
85

<210> 13

Pro

10

Ser

Ala

Ile

Arg

27

Gln

Ser

Ser

Gly

Asn
75

Asn

Gly

Pro

Leu

60

Gln

Ser

Thr

Tyr

45

Leu

Ala

30

Leu

Thr

30

Leu

Ala

Glu

15

Thr

Asp

Ile

Thr

Thr

Gly

Thr

Leu

Asn
80
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15

20
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<211> 40

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido sintético
<400> 13

Arg Ile Val Leu Ser Leu Asp Val Pro Ile Gly Leu Leu Gln Ile Leu
1 5 10 15

Leu Glu Gln Ala Arg Ala Arg Ala Ala Arg Glu Gln Ala Thr Thr Asn
20 25 30

Ala Arg Ile Leu Ala Arg Val Gly
35 40

<210> 14

<211> 41

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido sintético
<400> 14

Arg Ile Val lLeu Ser Leu Asp Val Pro Ile Gly Leu Leu Gln Ile Leu
1 5 10 15

Leu Glu Gln Ala Arg Ala Arg Ala Ala Arg Glu Gln Ala Thr Thr Asn
20 25 30

Ala Arg Ile Leu Ala Arg Val Gly His
35 40

<210> 15

<211> 42

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido sintético
<400> 15

28
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15
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Arg Ile Val Leu Ser Leu Asp Val Pro Ile Gly Leu Leu Gln Ile Leu
1 5 . 10 15

Leu Glu Gln Ala Arg Ala Arg Ala Ala Arg Glu Gln Ala Thr Thr Asn
20 25 30

Ala Arg Ile Leu Ala Arg Val Gly His Cys
35 40

<210> 16

<211> 86

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido sintético
<400> 16

Ile Pro Thr Phe Gln Leu Arg Pro Gln Asn Ser Pro Gln Thr Thr Pro
1 5 10 15

Arg Pro Ala Ala Ser Glu Ser Pro Ser Ala Ala Pro Thr Trp Pro Trp
20 25 30

Ala Ala Gln Ser His Cys Ser Pro Thr Arg His Pro Gly Ser Arg Ile
35 40 45

Val Leu Ser Leu Asp Val Pro Ile Gly Leu Leu Gln Ile Leu Leu Glu
50 55 60

Gln Ala Arg Ala Arg Ala Ala Arg Glu Gln Ala Thr Thr Asn Ala Arg
65 70 75 80

Ile Leu Ala Afg Val Gly
85

<210> 17

<211> 87

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido sintético
<400> 17

29
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Ile

Ala

Val

Gln

65

Ile

Pro

Pro

Ala

Leu

50

Ala

Leu

<210> 18

<211> 88

<212> PRT

Thr

Ala

Gln

35

Ser

Arg

Ala

Phe

Ala

20

Ser

Leu

Ala

Gln

Ser

His

Asp

Arg

vVal
85

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 18

Ile

1

Arg

Ala

Val

Gln
65

Pro

Pro

Ala

Leu

50

Ala

Ile Leu

<210> 19

<211> 85

<212> PRT

Thr

Ala

Gln

35

Ser

Arg

Phe

Ala

20

Ser

Leu

Ala

Ala Arg

Gln

Ser

His

Asp

Arg

Leu

Glu

Cys

val

Ala

70

Gly

Leu

Glu

Cys

vVal

Ala
70

Arg

Ser

Ser

Pro

55

Ala

His

Arg

Ser

Ser

Pro

55

Ala

ES 2 545794 T3

Pro Gln Asn
10

Pro Ser Ala
25

Pro Thr Arg
40

Ile Gly Leu

Arg Glu Gln

Pro Gln Asn
10

Pro Ser Ala
25

Pro Thr Arg
40

Ile Gly Leu

Arg Glu Gln

Val Gly His Cys

85

<213> Secuencia artificial

30

Ser

Ala

His

Leu

Ala
75

Ser

Ala

His

Leu

Ala
75

Pro

Pro

Pro

Gln

60

Thr

Pro

Pro

Pro

Gln

60

Thr

Gln

Thr

Gly

45

Ile

Thr

Gln

Thr

Gly

45

Ile

Thr

Thr

Trp
30

Ser

Leu

Asn

Thr

Trp

30

Ser

Leu

Asn

Thr
15

Pro

Leu

Ala

Thr
15

Pro

Leu

Ala

Pro

Trp

Ile

Glu

Arg
80

Pro

Trp

Ile

Glu

Arg
80
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<220>

<223> Péptido sintético

<400> 19

Ile
1

Arg

Ala

Val

Gln

65

Ile

Pro

Pro

Ala

Leu

50

Ala

Leu

<210> 20

<211> 825

<212> PRT

Thr

Ala

Gln

35

Ser

Ala

Phe

Ala

20

Ser

Leu

Ala

<213> Homo sapiens

<400> 20

Met

1

Leu

Ser

Tyr

Ala
65

Asp

Leu

Leu

Thr

50

Asp

Pro

Leu

Val

35

Tyr

Ser

Pro

Ala

20

Cys

Asn

Arg

Gln

Ser

His

Asp

Arg

Val
85

Gly

Pro

Tyr

Ser

Leu

Glu

Cys

Val

Ala
70

Pro

Ala

Lys

Glu

Ala
70

Arg

Ser

Ser

Pro

55

Ala

Ala

Asp

Ala
55

Thr

ES 2 545794 T3

Pro

Pro

Pro

40

Ile

Arg

Leu

Ala

Ala

40

Glu

Arg

Gln

Ser

25

Thr

Gly

Glu

Leu

Glu

25

Thr

Ser

Ile

Asn

10

Ala

Arg

Leu

Gln

Ala

10

Glu

Arg

Ser

Asn

31

Ser

Ala

His

Leu

Ala
75

Leu

Glu

Phe

Ser

Cys
75

Pro

Pro

Pro

Gln

60

Thr

Pro

Met

Lys

Gly

60

Lys

Gln

Thr

Gly

Ile

Thr

Ala

Leu

His

45

Val

val

Thr

Trp

30

Ser

Leu

Asn

Leu

Glu

30

Leu

Pro

Glu

Thr
15

Pro

Leu

Ala

Leu

15

Asn

Arg

Gly

Leu

Pro

Trp

Ile

Glu

Arg
80

Leu

Val

Lys

Thr

Glu
80



val
Lys
Thr
Lys
Asp
145
Leu
Asp
Lys
Cys
Ile
225
Ser
Ile
Tyr
Pro
Leu
305

Ala

Gln

Pro

Glu

Lys

Leu

130

Glu

Leu

Thr

Gly

Asp

210

Lys

Cys

Cys

Gly

Lys

290

Ala

Val

Asn

Gln

val

Asn

115

Ala

Pro

vVal

val

Asn

195

Arg

Gly

Gln

Lys

Met

275

Ile

Phe

Leu

Ile

Leu

Tyr

100

Ser

Ile

Thr

Pro

Tyr

180

Val

Phe

Met

Tyr

Glu

260

val

Asn

Glu

Lys

Gln

Cys

85

Gly

Glu

Pro

Tyr

Pro

165

Gly

Ala

Lys

Thr

Thr

245

Gln

Ala

Ser

Ser

Thr
325

Ser
Phe
Glu
Glu
Ile
150
Glu
Asn
Thr
Pro
Arg
230
Leu
His
Gln
Arg
Thr
310

Leu

Ala

Phe

Asn

Phe

Gly

135

Leu

Thr

Cys

Glu

Ile

215

Pro

Asp

Leu

val

Phe

295

Lys

Gln

Asn

ES 2 545794 T3

Ile

Pro

Ala

120

Lys

Asn

Glu

Ser

Ile

200

Arg

Leu

Ala

Phe

Thr

280

Phe

Ser

Glu

Leu

Leu

Glu

105

Ala

Gln

Ile

Glu

Thr

185

Ser

Thr

Ser

Lys

Leu

265

Gln

Gly

Thr

Leu

Phe

Lys

20

Gly

Ala

val

Lys

Ala

170

His

Thr

Gly

Thr

Arg

250

Pro

Thr

Glu

Ser

Lys

330

Asn

Thr

Lys

Met

Phe

Arg

155

Lys

Phe

Glu

Ile

Leu

235

Lys

Phe

Leu

Gly

Pro

315

Lys

Lys

32

Ser

Ala

Ser

Leu

140

Gly

Gln

Thr

Arg

Ser

220

Ile

His

Ser

Lys

Thr

300

Pro

Leu

Leu

Gln

Leu

Arg

125

Tyr

Ile

Val

val

Asp

205

Pro

Ser

val

Tyr

Leu

285

Lys

Lys

Thr

Val

Cys

Leu

110

Tyr

Pro

Ile

Leu

Lys

190

Leu

Leu

Ser

Ala

Lys

270

Glu

Lys

Gln

Ile

Thr

Ile

95

Lys

Glu

Glu

Ser

Phe

175

Thr

Gly

Ala

Ser

Glu

255

Asn

Asp

Ala

Ser
335

Glu

Leu

Lys

Leu

Lys

Ala

160

Leu

Arg

Gln

Leu

Gln

240

Ala

Lys

Thr

Gly

Glu

320

Glu

Leu



Glu

Pro

385

Asn

Glu

Gln

Tyr

Asn

465

Tyr

Glu

Ser

Phe

545

Met

Ile

His

Gly

Val

370

Gln

Pro

Pro

Arg

His

450

Tyr

Thr

Gln

Thr

Lys

530

Leu

Leu

Leu

Ile

Leu

355

Ser

Cys

Leu

Ser

Ser

435

Lys

Leu

Tyr

Leu

Lys

515

Met

Asp

Met

Pro

Ala
595

340

Ser

Ser

Ser

Leu

Ala

420

Arg

Thr

Met

Leu

Thr

500

Pro

Glu

Asp

Arg

Trp

580

Asn

Asp

Pro

Thr

Ile

405

Gln

Ala

Asn

Glu

Ile

485

Pro

Ser

Pro

Ala

Ser

565

Glu

Ile

Glu

Ile

His

390

Asp

Gln

Thr

Pro

Gln

470

Leu

Glu

Leu

Lys

Ser

550

Pro

Gln

Leu

Ala

Thr

375

Ile

vVal

Leu

Leu

Thr

455

Ile

Arg

Leu

Met

Asp

535

Pro

Ser

Asn

Asn
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val

360

Leu

Leu

vVal

Arg

Tyr

440

Gly

Gln

Val

Lys

Ile

520

Lys

Gly

Gln

Glu

Ser
600

345

Thr

Gln

Gln

Thr

Glu

425

Ala

Thr

Asp

Ile

Ser

505

Gln

Asp

Asp

Ala

Gln

585

Glu

Ser

Ala

Trp

Tyr

410

Ile

Leu

Gln

Asp

Gly

490

Ser

Lys

Gln

Lys

Asp

570

val

Glu

Leu

Leu

Leu

395

Leu

Phe

Ser

Glu

Cys

475

Asn

Ile

Ala

Glu

Arg

555

Ile

Lys

Leu

33

Leu

vVal

280

Lys

val

Asn

His

Leu

460

Thr

Met

Leu

Ala

val

540

Leu

Asn

Asn

Asp

Pro

365

Gln

Arqg

Ala

Met

Ala

445

Leu

Gly

Gly

Lys

Ile

525

Leu

Ala

Lys

Phe

Ile
605

350

Gln

Cys

val

Leu

Ala

430

Val

Asp

Asp

Gln

Cys

510

Gln

Leu

Ala

Ile

Val

590

Gln

Leu

Gly

His

Ile

415

Arg

Asn

Ile

Glu

Thr

495

Val

Ala

Gln

Tyr

val

575

Ala

Asp

Ile

Gln

Ala

400

Pro

Asp

Asn

Ala

Asp

480

Met

Gln

Leu

Thr

Leu

560

Gln

Ser

Leu



Lys

Met

625

Ser

Ile

Thr

Leu

Gln

705

Gly

Tyr

Leu

Glu

Ser

785

Pro

Thr

Lys

610

Asp

Leu

Phe

Leu

Glu

690

Gly

Gln

Thr

Ser

Ala

770

Leu

Asp

Phe

<210> 21

<211> 38

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

Leu

Phe

Pro

Asp

Thr

675

Gly

Phe

Vval

Lys

vVal

755

Arg

His

Ser

Phe

Val

Arg

Ser

Pro

660

Ala

Lys

Phe

Pro

Asp

740

Glu

Ala

Asp

Leu

Arg
820

Lys
Lys
Leu
645
Asn
Phe
Gly
Pro
Asp
725
Asp
Lys
Tyr
Leu
Thr

805

Asp

Glu

Phe

630

Asp

Asn

Gly

Phe

Asp

710

Gly

Lys

Leu

Leu

Gln

790

Ile

Gly

Ala

615

Ser

Pro

Tyr

Phe

Glu

695

Ser

Val

His

Ile

Arg

775

Leu

Pro

Gly
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Leu Lys

Arg Asn

Ala Ser

Leu Pro
665

Ala Ser
680

Pro Thr

Val Asn

Ser Lys

Glu Gln
745

Lys Asp

760

Ile Leu

Leu Gly

Ala Ala

Leu Pro
825

Glu

Tyr

Ala

650

Lys

Ala

Leu

Lys

val

730

Asp

Leu

Gly

Lys

Gln
810

34

Ser

Gln

635

Lys

Glu

Asp

Glu

Ala

715

Leu

Met

Lys

Glu

Leu

795

Ala

Gln

620

Leu

Ile

Ser

Leu

Ala

700

Leu

Val

val

Ser

Glu

780

Leu

Arg

Leu

Tyr

Glu

Met

Ile

685

Leu

Tyr

Asp

Asn

Lys

765

Leu

Leu

Lys

Pro

Lys

Gly

Leu

670

Glu

Phe

Trp

His

Gly

750

Glu

Gly

Met

Asp

Thr

Ser

Asn

655

Lys

Ile

Gly

Val

Phe

735

Ile

vVal

Phe

Asp

Ala
815

Val

Vval

640

Leu

Thr

Gly

Lys

Asn

720

Gly

Met

Pro

Ala

Arg
800

Cys
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<220>
<223> Péptido sintético
<400> 21

Val Ile Leu Ser
1

Glu Gln Ala Arg
20

Gln Ile Leu Ala
35

<210> 22
<211> 39
<212> PRT

ES 2 545794 T3

Leu Asp Val Pro Ile Gly Leu Leu Arg Ile Leu Leu
5 10 15

Tyr Lys Ala Ala Arg Asn Gln Ala Ala Thr Asn Ala
25 30

His Val

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético
<400> 22

Arg Val Ile Leu
1

Leu Glu Gln Ala
20

Ala Gln Ile Leu
35

Ser Leu Asp Val Pro Ile Gly Leu Leu Arg Ile Leu
5 10 15

Arg Tyr Lys Ala Ala Arg Asn Gln Ala Ala Thr Asn
25 30

Ala His Val

35
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15

20
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30

35
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10.

11.

12.
13.

14.
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REIVINDICACIONES
Polipéptido de férmula (1):
Z41-Z5 (1)
enlaque Z; es
(i) un aminoacido seleccionado del grupo de aminoacidos que consiste en Ry Ko
(i) una serie consecutiva de 2-20 aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en Ry K;
y
Z, es SEQ ID NO: 1,

siempre que el extremo carboxi-terminal de Z1 se una covalentemente al extremo N-terminal de SEQ ID
NO: 1.

Acido nucleico recombinante que codifica para el polipéptido segun la reivindicacion 1.
Polipéptido segun la reivindicacién 1 o acido nucleico segun la reivindicacion 2, en el que Z; es arginina (R).

Polipéptido segun la reivindicacion 1 6 3, en el que el polipéptido se define ademas como que esta amidado
en el extremo C-terminal.

Polipéptido segun la reivindicacion 4, en el que el polipéptido es SEQ ID NO: 6.
Polipéptido quimérico que comprende:

a) una primera secuencia de aminoacidos que es un polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1
y3asdy

b) una segunda secuencia de aminoacidos, en el que la segunda secuencia de aminoacidos es una
secuencia de aminoacidos terapéutica.

Polipéptido quimérico segun la reivindicacion 6, en el que la segunda secuencia de aminoacidos potencia la
biodisponibilidad de la primera secuencia de aminoacidos.

Polipéptido quimérico segun la reivindicacién 7, en el que la segunda secuencia de aminoacidos se
selecciona del grupo que consiste en un dominio de unién al receptor de lipoproteinas de baja densidad de
la apolipoproteina B (SEQ ID NO: 20), una secuencia de aminoacidos de Fc o una toxina.

Polinucledétido que codifica para un polipéptido quimérico segin una cualquiera de las reivindicaciones 6 a
8.

Composicion farmacéutica que comprende un portador farmacéuticamente aceptable y

a) el polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1y 3 a 5 o el acido nucleico recombinante segun
la reivindicaciéon 2 6 3; o

b) un polipéptido quimérico segin una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8 o un polinucleétido segun la
reivindicacion 9.

Polipéptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1y 3 a 5 o acido nucleico segun la reivindicacion 2
6 3 para su uso en el tratamiento de un estado fisiopatoldgico en un sujeto, en el que

a) dicho polipéptido o dicho acido nucleico; y

b) un portador farmacéutico aceptable

va a administrarse al sujeto.

Polipéptido o acido nucleico para su uso segun la reivindicacion 11, en el que el sujeto es un mamifero.

Polipéptido o acido nucleico para su uso segun la reivindicacion 11 6 12, en el que el estado fisiopatoldgico
se selecciona del grupo que consiste en temperatura corporal elevada, disfuncion del apetito, insuficiencia
cardiaca congestiva, estrés, ansiedad y niveles indeseablemente bajos de secrecién de ACTH.

Vector que comprende una secuencia de acido nucleico segun la reivindicacion 2 6 3, en el que dicho
vector comprende ademas elementos reguladores necesarios para la expresion de dicha secuencia de
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acido nucleico en una célula, preferiblemente un vector viral, seleccionado de un vector adenoviral, un
vector lentiviral o un vector de virus adenoasociado.

Célula huésped transfectada con el vector segun la reivindicaciéon 14, en la que dicha célula se selecciona

del grupo que consiste en una célula bacteriana, una célula de mamifero, una célula vegetal o una célula de
insecto.
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