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DESCRIPCION
Tratamiento de enfermedad cardiovascular usando ligandos trampa de ActRlI|
4. CAMPO

En el presente documento se proporciona un inhibidor de la sefializacion del receptor de activina de tipo Il (inhibidor de la
sefializacion de ActRIl, por ejemplo, un ligando trampa de activina) para su uso en métodos de tratamiento y/o prevencién
de enfermedad cardiovascular, calcificacién vascular, enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de calcificacion
vascular, y/o enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de enfermedad renal en un sujeto, y el sujeto ha sido
seleccionado para el tratamiento de enfermedad cardiovascular, calcificacién vascular, niveles elevados de rigidez arterial,
hipertrofia ventricular izquierda, enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de calcificacion vascular,
enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de niveles elevados de rigidez arterial, enfermedad cardiovascular
asociada a y/o resultante de hipertrofia ventricular izquierda, y/o enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de
enfermedad renal, usando el nivel y/o actividad de uno 0 méas biomarcadores, en particular, homélogo 1 de snail (Snail),
fosfoSmad?2, fosfoSmad3, proteina urinaria, colageno de tipo 1 alfa 1 (col1al), factor de transcripcién relacionado con runt
2 (Runx2), Osterix, telopéptido de colageno de tipo 1 carboxiterminal (CTX), accién del misculo liso alfa (alfa-SMA),
miocardina (MYOCD), proteina de inhibicion del eje 2 (Axin2) y/o proteina 22-alfa de musculo liso (Sm22-alfa), como
indicador(es) de la capacidad de respuesta de un sujeto al tratamiento, a la eficacia del tratamiento, o a la dosis adecuada
para el tratamiento con un inhibidor de la sefializacion del receptor de activina de tipo Il (ActRIl).

5. ANTECEDENTES

Una complicacion frecuente de la enfermedad renal que implica anemia es la calcificacién vascular, que conduce, en
muchos casos, a enfermedad cardiovascular. En los sujetos renales, la aterosclerosis y la enfermedad cardiovascular
resultante pueden provocar una mortalidad significativa, aparte de la mortalidad asociada a la enfermedad renal de por si.
Por ello, existe una necesidad continua de descubrir y desarrollar nuevos farmacos y métodos de tratamiento y/o
prevencién de las enfermedades cardiovasculares en sujetos renales. Ademas, dado que los sujetos renales padecen
frecuentemente anemia, seria beneficioso tratar la anemia y la enfermedad cardiovascular concomitante con un unico
terapéutico, una capacidad que no poseen los agentes estimulantes de la eritropoyesis (AEE) usados actualmente, tales
como la eritropoyetina.

Se han identificado dos receptores de tipo Il relacionados, ActRIIA y ActRIIB, como los receptores de tipo Il para activinas
(Mathews y Vale, 1991, Cell 65:973-982; Attisano et al., 1992, Cell 68: 97-108). Ademas de las activinas, ActRIIAy ActRIIB
pueden interactuar bioquimicamente con varias otras proteinas de la familia TGF-beta, que incluyen BMP7, Nodal, GDF8
y GDF11 (Yamashita et al., 1995, J. Cell Biol. 130:217-226; Lee y McPherron, 2001, Proc. Natl. Acad. Sci. 98:9306-9311;
Yeo y Whitman, 2001, Mol. Cell 7: 949-957; Oh et al., 2002, Genes Dev. 16:2749-54). ALK4 es el receptor de tipo | principal
para activinas, particularmente para la activina A, y ALK-7 puede servir de receptor para activinas también, particularmente
para la activina B.

Un ligando trampa de activina, que consiste en una proteina de fusién humanizada que consiste en el dominio extracelular
del receptor de activina de tipo 1A (ActRIIA) y el Fc IgG1 humano (denominada en el presente documento ActRIIA-hFc o
"sotatercept”’; SEQ ID NO: 7), se esta evaluando actualmente en ensayos clinicos de fase |l para el tratamiento de sujetos
con anemia y trastornos 6seos asociados a la enfermedad renal terminal (ERT), asi como para aquellos sujetos con beta-
talasemia. En mujeres posmenopausicas sanas, se mostrd que ActRIIA-hFc aumentaba significativamente el hematocrito
(Hct) y la hemoglobina (Hgb), asi como la densidad mineral 6sea. El documento de patente WO 2006/012627 describe
una composicién y métodos de modulacién del crecimiento de un tejido, y métodos de cribado de compuestos que
modulan la actividad de una proteina ActRII y/o un ligando de ActRIl. El documento de patente WO 2014/071158 describe
antagonistas de activina-ActRIl y usos para tratar.

6. SUMARIO

La invencién proporciona un inhibidor de la sefializacién del receptor de activina de tipo Il (ActRIl) para su uso en un
método de tratamiento y/o prevencién de una enfermedad en un sujeto, en donde el método comprende la administraciéon
de una dosis farmacéuticamente eficaz de dicho inhibidor de la sefializacién de ActRll,

en donde el sujeto ha sido seleccionado basandose en:

(a) niveles elevados del factor 2 de transcripcion relacionado con runt (Runx2) en comparacién con los niveles de
Runx2 en una poblacidn de referencia;

(b} niveles elevados del homélogo 1 de Snail (Snail) en comparacién con los niveles de Snail en una poblacién de
referencia;

(c) niveles elevados de fosfoSmad2 en comparacién con los niveles de fosfoSmad2 en una poblacién de referencia;
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(d) niveles elevados de colageno de tipo 1 alfa 1 (collal) en comparacion con los niveles de collal en una poblacién
de referencia;

(e) niveles elevados de telopéptido de colageno de tipo 1 carboxiterminal (CTX) en comparacién con los niveles de
CTX en una poblacién de referencia;

(f) niveles elevados de Osterix en comparacidn con los niveles de Osterix en una poblacién de referencia;

(9) niveles reducidos de actina alfa de musculo liso (alfa-SMA) en comparacién con los niveles de alfa-SMA en una
poblacion de referencia;

(h) niveles reducidos de miocardina (MYOCD) en comparacién con los niveles de MYOCD en una poblacién de
referencia;

(i} niveles reducidos de proteina inhibidora del eje 2 (Axin2) en comparacion con los niveles de Axin2 en una poblacién
de referencia;

(j} niveles reducidos de proteina 22-alfa de musculo liso (Sm22-alfa) en comparacioén con los niveles de Sm22-alfa
en una poblacion de referencia;

(k) niveles elevados de fosfoSmad3 en comparacion con los niveles de fosfoSmad3 en una poblacién de referencia;
y/o

(I} niveles elevados de proteinas urinarias en comparacion con los niveles de proteina urinaria en una poblacién de
referencia,

en donde la poblacion de referencia:

(i) consiste en personas sanas;

(ii) consiste en personas de la misma edad, peso y/o sexo que el sujeto;

(iii) consiste en personas sin enfermedad cardiovascular;

(iv) consiste en personas sin calcificacion vascular;

(v) consiste en personas sin enfermedad renal;

(vi) consiste en personas sin enfermedad renal crénica;

(vii) consiste en personas sin niveles patolégicamente elevados de rigidez arterial; o

(viii} consiste en personas sin hipertrofia ventricular izquierda, y
en donde la enfermedad es:

(a) enfermedad cardiovascular secundaria a enfermedad renal crénica, opcionalmente en donde la enfermedad renal
cronica es una enfermedad renal créonica en estadio 3, 4 0 5 0 una enfermedad renal crénica con enfermedad
mineral y ésea;

(b) enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de calcificacién vascular,

(c) enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de rigidez arterial,

(d) enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de hipertrofia ventricular izquierda; o

(e) enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de enfermedad renal.

La invencién proporciona ademas un inhibidor de la sefializacion del receptor de activina de tipo 1l (ActRIl) para su uso en
un método de tratamiento y/o prevencién de una enfermedad en un sujeto, en donde el método comprende:

(a) administrar al sujeto una dosis inicial de un inhibidor de la sefializacién de ActRII;

(b) tomar una primera medicién del nivel de Snai 1, fosfoSmad?2, fosfoSmad3, proteina urinaria, collal, Runx2, CTX,
Osterix, alfa-SMA, MYOCD, Axin2 y/o Sm22-alfa en el sujeto;
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(c) después de un periodo de tiempo, tomar una segunda medicién del nivel de Snail, fosfoSmad?2, fosfoSmad3,
proteina urinaria, collal, Runx2, CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD, Axin2 y/o Sm22-alfa en el sujeto; y

(d) administrar al sujeto una dosis ajustada del inhibidor de la sefializacién de ActRIl, y en donde la dosis ajustada se
basa en el cambio detectado entre la primera medicién y la segunda medicién, tratando y/o previniendo asi dicha
enfermedad,

y en donde dicha enfermedad es:

(a) enfermedad cardiovascular secundaria a enfermedad renal crénica, opcionalmente en donde la enfermedad renal
cronica es una enfermedad renal crénica de estadio 3, 4 0 5 0 una enfermedad renal crénica mineral y ésea; o

(b) enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de calcificacién vascular,

(c) enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de rigidez arterial,

(d) enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de hipertrofia ventricular izquierda; o
(e) enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de enfermedad renal.

En ciertas realizaciones, la dosis farmacéuticamente eficaz del inhibidor de la sefializacién ActRIl es de aproximadamente
15 mg, aproximadamente 30 mg, aproximadamente 45 mg, aproximadamente 60 mg, aproximadamente 75 mg,
aproximadamente 90 mg, o aproximadamente 1 g, o de aproximadamente 0,1 mg/kg, aproximadamente 0,13 mg/kg,
aproximadamente 0.2 mg/kg, aproximadamente 0,26 mg/kg, aproximadamente 0,3 mg/kg, aproximadamente 0,4 mg/kg,
aproximadamente 0,5 mg/kg, aproximadamente 0,6 mg/kg, aproximadamente 0,7 mg/kg, aproximadamente 0,8 mg/kg,
aproximadamente 0,9 mg/kg, aproximadamente 1,0 mg/kg, aproximadamente 1,1 mg/kg, aproximadamente 1,2 mg/kg,
aproximadamente 1,3 mg/kg, aproximadamente 1,4 mg/kg o aproximadamente 1,5 mg/kg. En ciertas realizaciones, la
dosis farmacéuticamente eficaz del inhibidor de la sefializacién de ActRIl es aproximadamente 0,1 mg/kg. En ciertas
realizaciones, la dosis farmacéuticamente eficaz del inhibidor de la sefializacién de ActRIl es aproximadamente 0,3 mg/kg.
En ciertas realizaciones, la dosis farmacéuticamente eficaz del inhibidor de la sefializacién de ActRIl es aproximadamente
0,5 mg/kg. En ciertas realizaciones, la dosis farmacéuticamente eficaz del inhibidor de la sefializacion de ActRIl es
aproximadamente 0,7 mg/kg.

En ciertas realizaciones, la dosis farmacéuticamente eficaz se administra mediante inyeccion. En ciertas realizaciones, la
dosis farmacéuticamente eficaz se administra mediante (i) una vez cada 28 dias; o (ii) una vez cada 42 dias. En ciertas
realizaciones, la dosis farmacéuticamente eficaz se administra una vez cada 14 dias. En ciertas realizaciones, la dosis
farmacéuticamente eficaz se administra una vez cada 21 dias. En ciertas realizaciones, la dosis farmacéuticamente eficaz
se administra de forma continua y/o indefinida.

En ciertas realizaciones, los niveles elevados de Snail, fosfoSmad?2, collal, Runx2, CTX, fosfoSmad3, proteina urinaria
y/u Osterix son aproximadamente 10%, 20%, 25%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 75%, 80% 90%, 100%, 200%, o 500%
mayores que los niveles de Snail, fosfoSmad2, colial, Runx2, CTX, fosfoSmad3, proteina urinaria y/u Osterix,
respectivamente, en la poblacién de referencia.

En ciertas realizaciones, los niveles elevados de Snail, fosfoSmad2, colial, Runx2, CTX, fosfoSmad3, proteina urinaria
y/u Osterix son iguales o aproximadamente 10%, 20%, 25%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 90%, 100%, 200%,
0 500% mayores que los niveles de Snail, fosfoSmad2, colial, Runx2, CTX, fosfoSmad3, proteina urinaria y/u Osterix,
respectivamente, en el 10% superior, 5% superior, 4% superior, 3% superior, 2% superior o 1% superior de la poblacion
de referencia.

En ciertas realizaciones, los niveles reducidos de alfa-SMA, MYOCD, Axin2 y/o Sm22-alfa son aproximadamente 10%,
20%, 25%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 90%, o 100% menores que los niveles de alfa-SMA, MYOCD, Axin2
y/o Sm22-alfa, respectivamente, en la poblaciéon de referencia.

En ciertas realizaciones, los niveles reducidos de alfa-SMA, MYOCD, Axin2 y/o Sm22-alfa son iguales o aproximadamente
10%, 20%, 25%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 90%, o0 100% | menores que los niveles de alfa-SMA, MYOCD,
Axin2 y/o Sm22-alfa, respectivamente, en el 10% inferior, 5% inferior, 4% inferior, 3% inferior, 2% inferior 0 1% inferior de
la poblacion de referencia.

La invencion proporciona un inhibidor de la sefializacion del receptor de activina de tipo Il (ActRIl} para su uso en un
método de tratamiento y/o prevencién de una enfermedad en un sujeto, en donde el método comprende la administraciéon
de una dosis farmacéuticamente eficaz de dicho inhibidor de la sefializacién de ActRll,

en donde el sujeto ha sido seleccionado basandose en:
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(a) niveles elevados del factor 2 de transcripcion relacionado con runt (Runx2) en comparacién con los niveles de
Runx2 en una poblacidn de referencia;

(b} niveles elevados del homélogo 1 de Snail (Snail) en comparacién con los niveles de Snail en una poblacién de
referencia;

(c) niveles elevados de fosfoSmad2 en comparacién con los niveles de fosfoSmad2 en una poblacién de referencia;

(d) niveles elevados de colageno de tipo 1 alfa 1 (collal) en comparacion con los niveles de collal en una poblacién
de referencia;

(e) niveles elevados de telopéptido de colageno de tipo 1 carboxiterminal (CTX) en comparacién con los niveles de
CTX en una poblacién de referencia;

(f) niveles elevados de Osterix en comparacidn con los niveles de Osterix en una poblacién de referencia;

(9) niveles reducidos de actina alfa de musculo liso (alfa-SMA) en comparacién con los niveles de alfa-SMA en una
poblacion de referencia;

(h) niveles reducidos de miocardina (MYOCD) en comparacién con los niveles de MYOCD en una poblacién de
referencia;

(i} niveles reducidos de proteina inhibidora del eje 2 (Axin2) en comparacion con los niveles de Axin2 en una poblacién
de referencia;

(j} niveles reducidos de proteina 22-alfa de musculo liso (Sm22-alfa) en comparacioén con los niveles de Sm22-alfa
en una poblacion de referencia;

(k) niveles elevados de fosfoSmad3 en comparacion con los niveles de fosfoSmad3 en una poblacion de referencia;
y/o

(I} niveles elevados de proteinas urinarias en comparacion con los niveles de proteina urinaria en una poblacién de
referencia,

en donde la poblacion de referencia:

(i) consiste en personas sanas;

(ii) consiste en personas de la misma edad, peso y/o sexo que el sujeto;

(iii) consiste en personas sin enfermedad cardiovascular;

(iv) consiste en personas sin calcificacion vascular;

(v) consiste en personas sin enfermedad renal;

(vi) consiste en personas sin enfermedad renal crénica;

(vii) consiste en personas sin niveles patolégicamente elevados de rigidez arterial; o

(viii} consiste en personas sin hipertrofia ventricular izquierda, y
en donde la enfermedad es:

(a) enfermedad cardiovascular secundaria a enfermedad renal crénica, opcionalmente en donde la enfermedad renal
cronica es una enfermedad renal créonica en estadio 3, 4 0 5 0 una enfermedad renal crénica con enfermedad
mineral y ésea;

(b) enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de calcificacién vascular,

(c) enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de rigidez arterial,

(d) enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de hipertrofia ventricular izquierda; o

(e) enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de enfermedad renal.
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La invencién proporciona ademas un inhibidor de la sefializacion del receptor de activina de tipo 1l (ActRIl) para su uso en
un método de tratamiento y/o prevencién de una enfermedad en un sujeto, en donde el método comprende:

(a) administrar al sujeto una dosis inicial de un inhibidor de la sefializacién de ActRII;

(b) tomar una primera medicion del nivel de Snail, fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina urinaria, collal, Runx2, CTX,
Osterix, alfa-SMA, MYOCD, Axin2 y/o Sm22-alfa en el sujeto;

(c) después de un periodo de tiempo, tomar una segunda medicién del nivel de Snail, fosfoSmad?2, fosfoSmad3,
proteina urinaria, collal, Runx2, CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD, Axin2 y/o Sm22-alfa en el sujeto; y

(d) administrar al sujeto una dosis ajustada del inhibidor de la sefializacién de ActRIl, y en donde la dosis ajustada se
basa en el cambio detectado entre la primera medicién y la segunda medicién, tratando y/o previniendo asi dicha
enfermedad,

y en donde dicha enfermedad es:

(a) enfermedad cardiovascular secundaria a enfermedad renal crénica, opcionalmente en donde la enfermedad renal
cronica es una enfermedad renal crénica de estadio 3, 4 0 5 0 una enfermedad renal crénica mineral y ésea; o

(b) enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de calcificacién vascular,

(c) enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de rigidez arterial,

(d) enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de hipertrofia ventricular izquierda; o
(e) enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de enfermedad renal.

En ciertas realizaciones, la dosis inicial del inhibidor de la sefializaciéon de ActRIl es de aproximadamente 15 mg,
aproximadamente 30 mg, aproximadamente 45 mg, aproximadamente 60 mg, aproximadamente 75 mg,
aproximadamente 90 mg, o aproximadamente 1 g, o de aproximadamente 0,1 mg/kg, aproximadamente 0,13 mg/kg,
aproximadamente 0,2 mg/kg, aproximadamente 0,26 mg/kg, aproximadamente 0,3 mg/kg, aproximadamente 0,4 mg/kg,
aproximadamente 0,5 mg/kg, aproximadamente 0,6 mg/kg, aproximadamente 0,7 mg/kg, aproximadamente 0,8 mg/kg,
aproximadamente 0,9 mg/kg, aproximadamente 1,0 mg/kg, aproximadamente 1,1 mg/kg, aproximadamente 1,2 mg/kg,
aproximadamente 1,3 mg/kg, aproximadamente 1,4 mg/kg o aproximadamente 1,5 mg/kg. En ciertas realizaciones, la
dosis inicial del inhibidor de la sefializacion de ActRIl es aproximadamente 0,1 mg/kg. En ciertas realizaciones, la dosis
inicial del inhibidor de la sefializacion de ActRIl es aproximadamente 0,3 mg/kg. En ciertas realizaciones, la dosis inicial
del inhibidor de la sefializacién de ActRIl es aproximadamente 0,5 mg/kg. En ciertas realizaciones, la dosis inicial del
inhibidor de la sefializacién de ActRIl es aproximadamente 0,7 mg/kg.

En ciertas realizaciones, la dosis inicial se administra por inyeccién. En ciertas realizaciones, la dosis inicial se administra
(i) una vez cada 28 dias; o (ii) una vez cada 42 dias. En ciertas realizaciones, la dosis inicial se administra una vez cada
14 dias. En ciertas realizaciones, la dosis inicial se administra una vez cada 21 dias.

En ciertas realizaciones, la dosis ajustada del inhibidor de la sefializacion de ActRIl es mayor que la dosis inicial si: (a) el
nivel de Runx2 es elevado en comparacion con el nivel de Runx2 en una poblacion de referencia; (c) el nivel de Snail es
elevado en comparacion con el nivel de Snail en una poblacién de referencia; (d) el nivel de fosfoSmad2 es elevado en
comparacioén con el nivel de fosfoSmad2 en una poblacion de referencia; (f) el nivel de col1al es elevado en comparacién
con el nivel de col1a1 en una poblacion de referencia; (i) el nivel de CTX es elevado en comparacion con el nivel de CTX
en una poblacién de referencia; (j) el nivel de Osterix es elevado en comparacién con el nivel de Osterix en una poblacién
de referencia; (1) el nivel de alfa-SMA es reducido con respecto al nivel de alfa-SMA en una poblacién de referencia; (m)
el nivel de MYOCD es reducido con respecto al nivel de MYOCD en una poblacion de referencia; (n) el nivel de Sm22-
alfa esta reducido con respecto al nivel de Sm22-alfa en una poblacién de referencia; (0) el nivel de fosfoSmad3 es elevado
en comparacion con el nivel de fosfoSmad3 en una poblacién de referencia; (p) el nivel de proteina urinaria es elevado
en comparacion con el nivel de proteina urinaria en una poblacién de referencia; y/o (r) el nivel de Axin2 es reducido en
comparacion con el nivel de Axin2 en una poblacién de referencia.

En ciertas realizaciones, la dosis ajustada es aproximadamente 2,5 mg, aproximadamente 5 mg, aproximadamente 10
mg, aproximadamente 15 mg, aproximadamente 20 mg, o aproximadamente 35 mg superior a la dosis inicial, o
aproximadamente 0,05 mg/kg, aproximadamente 0,1 mg/kg, aproximadamente 0,15 mg/kg, aproximadamente 0,25 mg/kg,
aproximadamente 0,3 mg/kg, aproximadamente 0,35 mg/kg, aproximadamente 0,4 mg/kg, o aproximadamente 0,5 mg/kg
superior a la dosis inicial. En ciertas realizaciones, la dosis ajustada se administra mas frecuentemente que la dosis inicial.
En ciertas realizaciones, la dosis ajustada se administra cada 5, 10, 15, 20, 25, 28, 30, 35 0 40 dias.

En ciertas realizaciones, la dosis ajustada del inhibidor de Ia sefializacién de ActRIl es menor que la dosis inicial si: (a) el
nivel de Runx2 disminuye en comparaciéon con el nivel de Runx2 en una poblacién de referencia; (d) el nivel de Snail
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disminuye en comparacion con el nivel de Snail en una poblacién de referencia; (e) el nivel de fosfoSmad2 disminuye en
comparacidn con el nivel de fosfoSmad2 en una poblacion de referencia; (g) el nivel de col1a1 disminuye en comparacion
con el nivel de col1a1 en una poblacidon de referencia; (i) el nivel de CTX disminuye en comparacion con el nivel de CTX
en una poblacion de referencia; (j) el nivel de Osterix disminuye en comparacién con el nivel de Osterix en una poblacién
de referencia; (1) el nivel de alfa-SMA es elevado en comparacién con el nivel de alfa-SMA en una poblacién de referencia;
(m) el nivel de MYOCD es elevado en comparacién con €l nivel de MYOCD en una poblacion de referencia; (n) el nivel
de Sm22-alfa es elevado en comparacién con el nivel de Sm22-alfa en una poblacion de referencia; (o) el nivel de
fosfoSmad3 es reducido en comparacién con el nivel de fosfoSmad3 en una poblacién de referencia; (p) el nivel de
proteina urinaria es reducido en comparacién con el nivel de proteina urinaria en una poblacién de referencia; y/o (r) el
nivel de Axin2 es elevado en comparacién con el nivel de Axin2 en una poblacion de referencia.

En ciertas realizaciones, la dosis ajustada es aproximadamente 2,5 mg, aproximadamente 5 mg, aproximadamente 10
mg, aproximadamente 15 mg, aproximadamente 20 mg, o aproximadamente 35 mg menos que la dosis inicial, 0
aproximadamente 0,05 mg/kg, aproximadamente 0,1 mg/kg, aproximadamente 0,15 mg/kg, aproximadamente 0,25 mg/kg,
aproximadamente 0,3 mg/kg, aproximadamente 0,35 mg/kg, aproximadamente 0,4 mg/kg, o0 aproximadamente 0,5 mg/kg
menos que la dosis inicial. En ciertas realizaciones, la dosis ajustada se administra menos frecuentemente que la dosis
inicial. En ciertas realizaciones, la dosis ajustada se administra cada 30, 35, 40, 42, 50, 60, 70, 80 o 90 dias. En ciertas
realizaciones, la dosis ajustada se administra de forma continua y/o indefinida.

En ciertas realizaciones, la primera medicién se toma antes del inicio del tratamiento. En ciertas realizaciones, la primera
medicién se toma inmediatamente después del inicio del tratamiento o en un plazo méaximo de 1 dia, 2 dias, 3 dias, 4 dias,
5 dias, 6 dias 0 1 semana, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas o 2 meses del mismo. En ciertas realizaciones, la segunda
medicion se toma inmediatamente después del inicio del tratamiento o en un plazo maximo de 1 dia, 2 dias, 3 dias, 4 dias,
5 dias, 6 dias 0 1 semana, 2 semanas, 1 mes, 2 meses, 3 meses, 4 meses, 5 meses, 6 meses, 7 meses, 8 meses, 9
meses, 10 meses, 11 meses 0 12 meses del mismo.

En ciertas realizaciones, (a) los niveles elevados de Snai 1, fosfoSmad2, collal, Runx2, CTX, fosfoSmad3, proteina urinaria,
y/u Osterix son aproximadamente 10%, 20%, 25%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 75%, 80% 90%, 100%, 200%, o 500%
mayores que los niveles de Snail, fosfoSmad2, colial, Runx2, CTX, fosfoSmad3, proteina urinaria y/u Osterix,
respectivamente, en la poblacién de referencia; y/o (b) los niveles reducidos de alfa-SMA, MYOCD, Axin2 y/o Sm22-alfa
son aproximadamente 10%, 20%, 25%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 75%, 80% 20%, 0 100% menores que los niveles de
alfa-SMA, MYOCD, Axin2 y/o Sm22-alfa, respectivamente, en una poblacién de referencia.

En ciertas realizaciones, (a) los niveles elevados de Snalil, fosfoSmad?2, colial, Runx2, CTX, fosfoSmad3, proteina urinaria,
y/u Osterix son iguales o aproximadamente 10%, 20%, 25%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 90%, 100%, 200%,
0 500% mayores que los niveles de Snail, fosfoSmad2, colial, Runx2, CTX, fosfoSmad3, proteina urinaria y/u Osterix,
respectivamente, en el 10% superior, 5% superior, 4% superior, 3% superior, 2% superior 0 1% superior en la poblacién
de referencia; y/o (b) los niveles reducidos de alfa-SMA, MYOCD, Axin2 y/o Sm22-alfa son iguales o aproximadamente
10%, 20%, 25%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 90%, o 100% menores que los niveles de alfa-SMA, MYOCD,
Axin2 y/o Sm22-alfa, respectivamente, en el 10% inferior, 5% inferior, 4% inferior, 3% inferior, 2% inferior 0 1% inferior en
la poblacion de referencia.

En ciertas realizaciones, (a) los niveles elevados de alfa-SMA, MYOCD, Axin2 y/o Sm22-alfa son aproximadamente 10%,
20%, 25%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 75%, 80% 90%, 100%, 200%, o 500% mayores que los niveles de alfa-SMA,
MYOCD, Axin2 y/o Sm22-alfa, respectivamente, en la poblacion de referencia; y/o (b) los niveles reducidos de Snail,
fosfoSmad2, colial, Runx2, CTX, fosfoSmad3, proteina urinaria y/u Osterix son aproximadamente 10%, 20%, 25%, 30%,
40%, 50%, 60%, 70%, 75%, 80% 90%, o0 100% menores que los niveles de Snail, fosfoSmad2, colial, Runx2, CTX,
fosfoSmad3, proteina urinaria y/u Osterix, respectivamente, en una poblacién de referencia.

En ciertas realizaciones, (a) los niveles elevados de alfa-SMA, MYOCD, Axin2 y/o Sm22-alfa son iguales o
aproximadamente 10%, 20%, 25%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 90%, 100%, 200%, 0 500% mayores que los
niveles de alfa-SMA, MYOCD, Axin2 y/o Sm22-alfa, respectivamente, en el 10% superior, 5% superior, 4% superior, 3%
superior, 2% superior 0 1% superior de la poblacion de referencia; y/o (b) los niveles reducidos de Snail, fosfoSmad2,
collal, Runx2, CTX, fosfoSmad3, proteina urinaria y/u Osterix son iguales o aproximadamente 10%, 20%, 25%, 30%, 40%,
50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 90%, o 100% menores que los niveles de Snail, fosfoSmad2, colial, Runx2, CTX,
fosfoSmad3, proteina urinaria y/u Osterix, respectivamente, en el 10% inferior, 5% inferior, 4% inferior, 3% inferior, 2%
inferior o 1% inferior de la poblacion de referencia.

En ciertas realizaciones, el nivel de Snail, fosfosmad2, collal, Runx2, CTX, Osterix, Klotho, alfa-SMA, MYOCD,
fosfosmad3, proteina urinaria, Axin2 y/o Sm22-alfa es el nivel de proteina de Snail, fosfosmad2, colial, Runx2, CTX,
Osterix, alfa-SMA, MYOCD, fosfosmad3, proteina urinaria, Axin2 y/o Sm22-alfa, respectivamente. En ciertas realizaciones,
el nivel de proteina se determina mediante un enzimoinmunoanalisis de adsorciéon (ELISA). En ciertas realizaciones, el
ELISA se lleva a cabo con (a) anticuerpo especifico de Runx2 SC-390715 (Santa Cruz) para determinar los niveles de
Runx2; (c) anticuerpo especifico de Snail sc-393172 (Santa Cruz) para determinar los niveles de Snail; (d) anticuerpo
especifico de fosfoSmad2 sc-101801 (Santa Cruz) para determinar los niveles de fosfoSmad2; (f) anticuerpo especifico
de collal sc-8784 (Santa Cruz) para determinar los niveles de collal; (i) anticuerpo especifico de CTX ABIN1173415
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(Antibodies Online) para determinar los niveles de CTX; (j) anticuerpo especifico de Osterix SC-22538 (Santa Cruz) para
determinar los niveles de Osterix; () anticuerpo especifico de alfa-SMA SC-53142 (Santa Cruz) para determinar los niveles
de alfa-SMA, (m) anticuerpo especifico de MYOCD SC-21561 (Santa Cruz) para determinar los niveles de MYOCD; (n)
anticuerpo especifico de Sm22-alfa SC-271719 (Santa Cruz) para determinar los niveles de Sm22-alfa; y/o (o) anticuerpo
especifico de fosfoSmad3 sc-11769 (Santa Cruz) para determinar los niveles de fosfoSmad3.

En ciertas realizaciones, el nivel de Snail, col1ial, Runx2, CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD, fosfoSmad3, fosfoSmad3,
proteina urinaria, Axin2 y/o Sm22-alfa es el nivel de ARNm de Snall, colial, Runx2, CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD,
fosfoSmad3, fosfoSmad3, proteina urinaria, Axin2 y/o Sm22-alfa, respectivamente. En ciertas realizaciones, el nivel de
ARNm se determina mediante reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa con transcripcién inversa (QRT-PCR). En
ciertas realizaciones, la qRT-PCR se lleva a cabo con (a) cebadores especificos de Runx2 (SEQ ID NO: 48 y 49) para
determinar los niveles de Runx2; (c) cebadores especificos de Snail (SEQ ID NO: 78 y 79) para determinar los niveles de
Snail; (e) cebadores especificos de collal (SEQ ID NO: 82 y 83) para determinar los niveles de collal; (g) cebadores
especificos de Osterix (SEQ ID NO: 52 y 53) para determinar los niveles de Osterix; y/o (i) cebadores especificos de
Sm22-alfa (SEQ ID NO: 56 y 57) para determinar los niveles de Sm22-alfa.

En ciertas realizaciones, los niveles de Snait, fosfoSmad2, col1al, Runx2, CTX, Osterix, Sm22-alfa, MYOCD, fosfoSmad3,
proteina urinaria, Axin2 y/o alfa-SMA estan en un tejido. En ciertas realizaciones, el tejido es la aorta. En ciertas
realizaciones, el tejido es el rifién. En ciertas realizaciones, el tejido es hueso. En ciertas realizaciones, el tejido es suero.
En una realizacion preferida, los niveles y/o actividad de Runx2, Osterix, Sm22-alfa, alfa-SMA, MYOCD, Axin2 estan en
la aorta. En una realizacion preferida, los niveles y/o actividad de fosfoSmad3, proteina urinaria, fosfoSmad2, Axin2 y
collal estan en el rifion.

En ciertas realizaciones, los niveles de Snail, fosfoSmad?2, colial, Runx2, CTX, Osterix, Sm22-alfa, MYOCD, Axin2 y/o
alfa-SMA estan en la aorta.

En ciertas realizaciones, la calcificacién vascular es aterosclerosis calcificada, vasculopatia medial calcificada (también
conocida como esclerosis medial calcificada de Mdnckeberg), calcificacion medial, elastocalcinosis, arteriolopatia urémica
calcificante, estenosis valvular aértica calcificada o calcificacioén de la vena porta.

En ciertas realizaciones, la enfermedad cardiovascular es una enfermedad asociada a la calcificacion vascular.

En ciertas realizaciones, la enfermedad cardiovascular es secundaria a una enfermedad renal crénica. En ciertas
realizaciones, la enfermedad renal crénica es una enfermedad renal crénica en estadio 3, 4 o 5. En ciertas realizaciones,
la enfermedad renal crénica es una enfermedad renal crénica con enfermedad mineral y ésea.

En ciertas realizaciones, el inhibidor de la sefializacién de ActRIl es un polipéptido que comprende una secuencia de
aminoécidos seleccionada del grupo que consiste en (a) 90% idéntica a SEQ ID NO:2; (b) 95% idéntica a SEQ ID NO:2;
(c) 98% idéntica a SEQ ID NO:2; (d) SEQ ID NO:2; (e) 90% idéntica a SEQ ID NO:3; (f) 95% idéntica a SEQ ID NO:3; (g)
98% idéntica a SEQ ID NO:3; (h) SEQ ID NO:3; (m) 90% idéntica a SEQ ID NO:7; (n) 95% idéntica a SEQ ID NO:7; (o)
98% idéntica a SEQ ID NO:7; (p) SEQ ID NO:7; (q) 90% idéntica a SEQ ID NO:12; (r) 95% idéntica a SEQ ID NO:12; (s)
98% idéntica a SEQ ID NO:12; (t) SEQ ID NO:12; (u) 90% idéntica a SEQ ID NO:17; (v) 95% idéntica a SEQ ID NO:17;
(w) 98% idéntica a SEQ ID NO:17; (x) SEQ ID NO:17; (y) 90% idéntica a SEQ ID NO:20; (z) 95% idéntica a SEQ ID NO:20;
(aa) 98% idéntica a SEQ ID NO:20; (bb) SEQ ID NO:20; (cc) 90% idéntica a SEQ ID NO:21; (dd) 95% idéntica a SEQ ID
NO:21; (ee) 98% idéntica a SEQ ID NO:21; y (ff) SEQ ID NO:21. En ciertas realizaciones, el inhibidor de la sefializacion
de ActRIl es un polipéptido que comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO:7. En ciertas realizaciones, el
inhibidor de la sefializacion de ActRIl es una proteina de fusién humanizada que consiste en el dominio extracelular de
ActRIIAy el dominio Fc de IgG1 humana.

En ciertas realizaciones, el inhibidor de la sefializacion de ActRII es sotatercept (SEQ ID NO: 7; véase, por ejemplo, la
Seccion 9). Sotatercept es un ligando trampa de activina que es Util en los métodos descritos en el presente documento
(véase la Seccion 8).

En ciertas realizaciones, el sujeto es humano.
7. BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Fig. 1A muestra el aumento de los niveles de activina-A (pg/ml) en el modelo de fibrosis intersticial de la
enfermedad renal (ERC-3) en comparacion con los modelos natural y simulado. La Fig. 1B muestra el aumento
de los niveles de activina-A (pg/ml) en el modelo de Alport de enfermedad renal (Alport200d) en comparacion
con el modelo natural (WT) y el aumento de los niveles de activina-A tras el tratamiento con BMP-7.

La Fig. 2 muestra el aumento de los niveles de ARNm de activina A (inhibina beta) en el rifién y la aorta de un
modelo de ERC-3 (ERC-3 V) en comparacién con el modelo simulado. El tratamiento con mActRIIA-Fc disminuye
el ARNm de activina A en un modelo de ERC-3 (mActRIIA-Fc).
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La Fig. 3A muestra el nivel de ActRIl en la aorta de ratones naturales. La Fig- 3B muestra el nivel de ActRIl en
la aorta de ratones tratados con simulacion. La Fig. 3C muestra el aumento del nivel de ActRIl en la aorta de
ratéon de un modelo ERC-3 en comparacién con la Fig. 3A y/o la Fig. 3B. La Fig. 3D muestra la disminucién del
nivel de ActRIl en la aorta de raton de un modelo ERC-3 tratado con mActRIIA-Fc en comparacién con la Fig.
3C.

La Fig. 4A representa los niveles de ARNm de Runx2 en un modelo de raton de enfermedad renal crénica en
presencia (ERC3+ActRIl-Fc) y ausencia (ERC3+v) de tratamiento con un inhibidor de la sefializaciéon de ActRIL.
La Fig. 4B representa los niveles de ARNm de Alp en un modelo de raton de enfermedad renal crénica en
presencia (ERC3+ActRIl-Fc) y ausencia (ERC3+v) de tratamiento con un inhibidor de la sefializaciéon de ActRIL.
La Fig. 4C representa los niveles de ARNm de Klotho en un modelo de ratén de enfermedad renal crénica en
presencia (ERC3+ActRII-Fc) y ausencia (ERC3+v) de tratamiento con un inhibidor de la sefializacién de ActRII.
La Fig. 4D representa los niveles de ARNm de miocardina (MYOCD) un modelo de raton de enfermedad renal
crénica en presencia (ERC3+ActRII-Fc) y ausencia (ERC3+v) de tratamiento con un inhibidor de la sefializacion
de ActRIl. La Fig. 4E representa los niveles de ARNm de Sm22-alfa (SM22a) en un modelo de ratén de
enfermedad renal cronica en presencia (ERC3+ActRII-Fc) y ausencia (ERC3+v) de tratamiento con un inhibidor
de la sefializacién de ActRIL.

La Fig. 4F representa los niveles de proteina de alfa-actina de musculo liso, Runx2, Klotho, MYOCD vy alfa-
tubulina en un modelo de ERC-3 tratada con un inhibidor de la sefializacién de ActRIl (ERC3+ActRII-Fc) en
comparacién con ERC3 tratada con vehiculo solo (ERC3+vehiculo) o simulacién

La Fig. 5A representa la calcificacion vascular inducida por ERC-3 tras el tratamiento con un vehiculo (Trat. veh.).
La Fig. 5B muestra la disminucion de la calcificacion vascular inducida por ERC-3 tras el tratamiento con un
inhibidor de la sefializacion de ActRIl (Trat. mActRIIA-Fc).

La Fig. 6A representa el aumento inducido por ERC-3 en los niveles de calcio (ERC-3 22 sem) en comparacion
con el modelo natural (wt), simulado, ERC-3 tratado con un vehiculo (ERC-3 Veh). El tratamiento con mActRIIA-
Fc disminuye la acumulacién de calcio inducida por ERC-3 (mActRIIA-Fc). La Fig. 6B representa el volumen
6seo de ratones naturales (wt), ratones tratados con simulacién (simulacién), un modelo de ratén de ERC-3
(ERC-3), o0 un modelo de ratén con ERC-3 tratado con un inhibidor de la sefializacion de ActRIlI (mActRIIA-Fc).
La Fig. 6C representa el nimero de osteoclastos de ratones naturales (wt), ratones tratados con simulacion
(simulacioén), un modelo de ratén de ERC-3 (ERC-3), o un modelo de raton de ERC-3 tratado con un inhibidor de
la sefializacion de ActRII (mActRIIA-Fc). La Fig. 6D representa la superficie de osteoclastos de ratones naturales
(wt), ratones tratados con simulacioén (simulacion), un modelo de ratén de ERC-3 (ERC-3), o un modelo de ratén
de ERC-3 tratado con un inhibidor de la sefializacién de ActRIl (mActRIIA-Fc).

La Fig. 7A representa la estrategia de rastreo del linaje celular realizado en ratones GNZ (Stoller et al, Genesis,
2008) cruzados con ratones Tie2-Cre (también denominados "Tek-Cre") especificos de endotelio. La Fig. 7B
muestra el rastreo del linaje de células endoteliales en ratones simulados. La Fig. 7C muestra el rastreo del linaje
de células endoteliales en ratones con ERC. La Fig. 7D muestra el rastreo del linaje de células endoteliales en
ratones con ERC.

La Fig. 8 representa la disposicién de los sujetos. Nota: "-" indica los sujetos con mediciones de TCc emparejadas
en el nivel basal y en el dia 225. "*" indica que el sujeto que recibe placebo tiene niveles séricos elevados de
eritropoyetina, lo que indica una administracién de eritropoyetina fuera de protocolo, "1" indica una violacién del
protocolo. "1" indica que el sujeto cumplié los criterios de la regla de interrupcién por tensién arterial elevada en
el dia 29; se interrumpi6 el tratamiento del estudio y se administré terapia de rescate el dia 36, con seguimiento
continuado. El sujeto fue aleatorizado por error con una tensién arterial que no cumplia los criterios, basada en
una evaluacion incompleta, en el nivel inicial.

La Fig- 9A representa el porcentaje de sujetos en cada categoria de tratamiento con un aumento del hueso
cortical del cuello femoral superior al 2%. La Fig. 9B representa el porcentaje de sujetos en cada grupo de
tratamiento con cualquier aumento o disminucién de la masa de hueso trabecular en la columna lumbar.

La Fig. 10A representa el porcentaje de sujetos en cada categoria de tratamiento para el cambio en la puntuacién
total de Agatston. La Fig. 10B representa el porcentaje de sujetos en cada categoria de tratamiento para el
cambio en la puntuacion total del volumen transformado de la raiz cuadrada.

La Fig. 11 representa el cambio porcentual en el biomarcador de resorcién 6sea CTX para sujetos tratados con
placebo (PBO), o con un inhibidor de la sefializacién de ActRIl a una dosis de 0,3 mg/kg (0,3) o 0,5 mg/kg (0,5).

La Fig. 12A demuestra que los ratones con ERC-3 tratados con mActRIIA-Fc (ERC-3 R} a 10 mg/kg dos veces
por semana por via subcutanea no tuvieron ningin efecto sobre el aclaramiento de inulina. La Fig. 12B
demuestra que los ratones con ERC-3 tratados con mActRIIA-Fc (ERC-3 R) a 10 mg/kg dos veces por semana
por via subcutédnea no tuvieron ningun efecto sobre BUN. Las Fig. 12A y Fig. 12B utilizan un modelo de
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calcificacion vascular con ERC ablativa como se describe en la Seccién 9.4.1.1 se utilizé para producir
disminucién de la funcion renal similar al estadio 3 de ERC humana, referida como ERC-3 (ERC-3 V de tratada
con vehiculo) con una reduccién del 70% en la FG en comparacién con ratones WT C57B6 (WT) estimado por
aclaramientos de inulina y BUN. La Fig. 12C demuestra que los ratones deficientes en Col4a5 (Alport) a los 200
dias de edad tienen reducciones en el aclaramiento de inulina equivalentes al estadio 3-4 de ERC humana.
*p<0,05. La Fig. 12D demuestra que los ratones deficientes en Col4a5 (Alport) a los 200 dias de edad tienen
elevaciones en BUN equivalentes al estadio 3-4 de ERC humana. *p<0,05.

La Fig. 13 demuestra que la ERC aumenta la activina en la circulacion y el rifién y la expresion adrtica de ActRIIA.
"WT"=naturales; "simulado"=ratones tratados con simulacién; "ERC-3 V"=ratones tratados con vehiculo; "ERC-
3 R"=ratones tratados con mActRIIA-Fc. La Fig. 13A representa la induccién de activina-A circulante por la ERC
en un modelo de ratén con ERC-3 ldir-/- alimentado con dieta hiperlipidica como se describe en la Seccién 9.4.1.1.
La Fig. 13B representa la induccién de activina-A circulante por la ERC en ratones con sindrome de Alport como
se describe en la Seccién 9.4.1.1. La Fig. 13C demuestra la expresién de inhibina betaA en rifién y aorta de ratén
(la activina-A esta formada por homodimeros del gen inhibina betaA. La Fig. 13D demuestra los niveles de
proteina de inhibina betaA en homogeneizados de rifion. 1, 2 y 3 se refieren a muestras individuales. La Fig. 13E
representa la inmunohistoquimica de ActRIIA adrtica. Se detectd la expresion de ActRIIA en las aortas de ratones
Idir’- naturales (WT) y con operacién simulada (Simulacion) alimentados con dieta hiperlipidica, que se estimuld
en ratones con ERC-3 tratados con vehiculo (ERC-3 V) o mActRIIA-Fc (ERC-3 mActRIIA-Fc). La barra de escala
es de 20 um. La Fig. 13F demuestra que no hay cambios en los niveles circulantes de folistatina en ratones con
ERC-3 (tratados con vehiculo, ERC-3 V, o con mActRIIA-Fc, ERC-3 R) en comparacién con ratones WT y
simulados. *p<0,05, ***p<0,005. La Fig. 13G demuestra que no hay cambios en los niveles circulantes de
folistatina 3 (Fstl3) en ratones con ERC-3 (tratados con vehiculo, ERC-3 V, o con mActRIIA-Fc, ERC-3 R) en
comparacién con ratones WT y simulados. *p<0,05, ***p<0,005.

La Fig. 14 demuestra la transicion endotelial a mesenquimatosa estimulada por la ERC. La Fig. 14A representa
un diagrama de la estrategia de cria de ratones. El raton con ROSA26GNZ insertado (raton GNZ) tiene
secuencias con codones de parada, que impiden la expresién del indicador GFP-LacZ localizado nuclearmente
(GNZ). Cuando se cruzan con el ratén Tek-Cre, que expresa la recombinasa Cre (Cre) en las células endoteliales,
la recombinasa Cre (Cre) elimina la secuencia flanqueada por loxP y todas las células de origen endotelial
producen la proteina indicadora GNZ. Las Fig. 14B a Fig. 14D demuestran la doble inmunotincién de la aorta de
ratones Tek-Cre/GNZ para el marcador de células endoteliales CD31 y GFP con tincién nuclear DAPI. Las flechas
sefialan las células endoteliales con doble tincion. En un ratén operado con simulacién (Fig. 14B) solo las células
endoteliales muestran tincién nuclear y citoplasmatica de GFP. En ratones con ERC3, (Fig. 14C y Fig. 14D)
ademas de las células endoteliales, las células de la tinica media aértica y la adventicia muestran tincion GFP
(puntas de flecha). La barra de escala es de 20 um. La Fig. 14E representa que los niveles de ARNm aértico de
Snaii, un factor de transcripcién asociado con EnMT (Medici, D., et al., 2008. Molecular Biology of the Cell
19:4875-4887), estan aumentados en ratones Alport de 75 dias de edad en comparacién con ratones naturales
(WT). La alfa tubulina sirvi6é de control de carga. 1y 2 se refieren a muestras individuales.

La Fig. 15 representa los efectos de mActRIIA-Fc sobre la calcificacion vascular en ratones Idir-/- alimentados
con dieta hiperlipidica y con ERC-3. La Fig. 15A representa secciones tefiidas con rojo alizarina de placas
ateroscleréticas adrticas proximales de ratones con ERC-3 tratados con vehiculo (ERC-3 V) y con mActRIIA-Fc
(ERC-3 mActRIIA-Fc). La Fig. 15B representa los niveles de calcio adrtico en los grupos de ratones: naturales
(wt); Idir-/- alimentados con dieta hiperlipidica con operacion simulada (simulacidn); eutanasia para ERC-3 a las
22 semanas, el momento de establecimiento del tratamiento (ERC-3)); ERC-3 tratados con vehiculo de 22 a 28
semanas (ERC-3 V); ERC-3 tratados con mActRIIA-Fc, 10 mg/kg subcutaneos dos veces por semana de 22 a
28 semanas (ERC-3 R). Los recuadros representan la mediana (linea en el recuadro) y los intervalos
intercuartilicos del percentil 25 a 75. Las barras de error representan 1,5 veces el intervalo intercuartilico. Los
grupos se compararon usando el método de ANOVA de Holm-Sidak para comparaciones multiples con p<0,05
como nivel de diferencia significativa. * p<0,02, n para cada grupo 8 - 12.

La Fig. 16 demuestra los efectos de la disminucién de la sefializacion de ActRIIA en la enfermedad cardiaca
estimulada por ERC. La Fig. 16A demuestra que la ERC-3 en los ratones /dir-/- alimentados con dieta
hiperlipidica aumenté el peso del corazén, lo que se invirtié en el grupo de tratamiento con mActRIIA-Fc, en
comparacion con los ratones tratados con simulacién. ERC-3-L se refiere a ratones con ERC-3 tratados con
carbonato de lantano. La Fig. 16B demuestra que la ERC-3 produjo hipertrofia cardiaca, principalmente del
ventriculo izquierdo (centro), que se evitd en el grupo de tratamiento con mActRIIA-Fc (derecha), en comparacion
con los ratones simulados (izquierda). Tincién tricrémica, barra de escala de 1 mm. La Fig. 16C representa la
tincién tricromica de los miocitos del ventriculo izquierdo a mayor aumento, lo que no demuestra evidencias de
fibrosis cardiaca. Barra de escala de 20 pm.

La Fig. 17 demuestra los efectos de ERC-3 sobre la rigidez vascular en ratones con ERC-3 /alr-/- alimentados
con dieta hiperlipidica, y la ausencia de un efecto de neutralizacién de Dkk1. La Fig. 17A representa las
relaciones presién-diametro realizadas como se informé anteriormente (Wagenseil, J.E., et al., 2009. Circulation
Research 104:1217-1224; Wagenseil, J.E., et al., 2005. AJP - Heart and Circulatory Physiology 289:H1209-
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H1217) de las arterias carotidas comunes izquierdas. La Fig. 17B representa aortas ascendentes de ratones
naturales (WT - 28 sem), con operacién simulada (Simulacion - 28 sem), ERC-3 (28 semanas) y ERC-3 tratados
con anticuerpo monoclonal Dkk1 (Dkk1 mab - 28 sem). Para la Fig. 17, negro representa a los ratones WT o con
operacién simulada, mientras que abierto o gris representa a los ratones con ERC-3. Los valores se presentan
como media + desviacién estandar. N = 5-6 ratones para las arterias carétidas, 3-6 para las aortas ascendentes.

La Fig. 18 demuestra la sefializacion de ActRIIA en rifion y aorta. La Fig. 18A muestra la sefializacion de activina
determinada por inmunoelectrotransferencia de homogeneizados renales (izquierda) y aérticos (derecha) de
ratones tratados con simulacién, con vehiculo para ERC-3 (ERC-3 V) y con mActRIIA-Fc (ERC-3 R). Los niveles
de activina aumentaron en los homogeneizados renales, pero no en los homogeneizados adrticos, los receptores
de tipo 1 Alk4 (AcvR1B) y Alk2 (AcvR1) estaban presentes en los homogeneizados renales, pero ERC-3 no
aument6 la fosforilacion de Alk4. Alk4 y Alk1 (AcvRL1) estaban presentes en los homogeneizados adrticos. La
ERC-3 aumenté la fosforilacién de smad2/3 en rifiones pero no en aortas, y aumento los niveles de collal en
rifiones. El tratamiento con mActRIIA-Fc redujo los niveles de fosfoSmad2/3 y colial en rifiones. En las aortas,
la ERC-3 no solo no tuvo ningun efecto sobre los niveles de fosfoSmad2/3, sino que tampoco lo tuvo sobre los
niveles de fosfoErk 1/2. Los niveles de Runx2 aumentaron por ERC-3 y se normalizaron por mActRIIA-Fc. La
Fig. 18B representa una disminucion de la expresiéon del ARNm de Klotho en el rifién de ratones con ERC-3 y
su correccién mediante el tratamiento con mActRIIA-Fc. La Fig. 18C representa la sefializacion de Wnt marcada
por la expresion de la proteina Dkk1 en las inmunoelectrotransferencias de homogeneizados de rifion y aorta de
ratones tratados con simulacién, con vehiculo para ERC-3 y mActRIIA-Fc (izquierda), y el efecto de ERC-3 y
mACctRIIA-Fc en los niveles plasmaticos de Dkk1 (derecha).

La Fig. 19 representa los niveles plasmaticos de activina-A en pacientes con ERC de estadio 3 (n=30) frente a
donantes sanos (n=10). Los datos se generaron midiendo muestras por duplicado usando un kit de ELISA
comercial (R&D Systems, Minneapolis, MN). El coeficiente de variacion fue del 2,7% para el ensayo. *** p<0,002
Prueba de la t de Student.

La Fig. 20 representa los niveles de FGF-23 en ratones naturales (WT), ratones tratados con simulacién
(simulacién), ratones con ERC-3 (ERC-3 V) o ratones con ERC-3 tratados con mActRIIA-Fc (ERC-3 R).

La Fig. 21A representa el nivel de activina A circulante en ratones naturales (WT), ratones con operacion
simulada (Simulacién), ratones con ERC-3 tratados con vehiculo (ERC-3 V) o ratones con ERC-3 tratados con
mActRIIA-Fc (ERC-3 R). * indica p<0,005. La Fig. 21B representa el nimero de osteoblastos/nimero de
perimetro 6seo/100 mm para ratones con operacion simulada (Simulacion), ratones con ERC-3 tratados con
vehiculo (ERC-3 V), o ratones con ERC-3 tratados con mActRIIA-Fc (ERC-3 R). p<0,05 para ERC-3 V frente a
ERC-3. La Fig. 21C representa el porcentaje de superficie de osteoblastos/superficie 6sea de ratones con
operacion simulada (Simulacién), ratones con ERC-3 tratados con vehiculo (ERC-3 V), o ratones con ERC-3
tratados con mActRIIA-Fc (ERC-3 R). p<0,05 para ERC-3 V frente a ERC-3. La Fig. 21D representa la tasa de
formacion ésea/osteoblasto para ratones con operacién simulada (Simulacién), ratones ERC-3 tratados con
vehiculo (ERC-3 V) o ratones con ERC-3 tratados con mActRIIA-Fc (ERC-3 R). p<0,05 para ERC-3 V frente a
ERC-3.

La Fig. 22A representa la disposicién de los sujetos a lo largo del estudio tras el tratamiento con placebo o
mActRIIA-Fc a las dosis indicadas. Cada numero en el eje y representa a un sujeto individual. La Fig. 22B
representa las proporciones de sujetos con <15% de progresién en la puntuacién total de Agatston en la aorta
abdominal tras el tratamiento con placebo o mActRIIA-Fc a las dosis indicadas. La Fig. 22C representa las
proporciones de sujetos con un aumento >2% en la DMO cortical del cuello femoral tras el tratamiento con
placebo 0 mActRIIA-Fc a las dosis indicadas.

La Fig. 23A representa un diagrama esquematico de la proteina de fusién de ratén del dominio extracelular de
ActRIIA y el dominio Fc de IgG1 (mActRIIA-Fc). La Fig. 23B representa un disefio experimental de los efectos
de mActRIIA-Fc sobre la ERC-TMO en ratones Idir-/- alimentados con dieta hiperlipidica. Los ratones en cuatro
grupos fueron alimentados con la dieta hiperlipidica comenzando a las 12 semanas (sem) de edad. A las 12
semanas se realizé una operacién simulada (SO) o una lesién cortical con electrocauterio (EC). A las 14 semanas,
se realizé una SO o una nefrectomia contralateral (NX). A las 22 semanas de vida, se estableci6 el tratamiento
con vehiculo o con mActRIIA-Fc, 10 mg/kg subcutaneo dos veces por semana. WT, ratones naturales con dieta
de comida para niveles de referencia normales. Simulacién, ratones Idir-/- alimentados con dieta hiperlipidica,
con operacién simulada; ERC-3, ratones con ERC-3 IdIr-/- alimentados con dieta hiperlipidica estudiados a las
22 semanas para establecer los niveles de calcio vascular al inicio del tratamiento; ERC-3 V, ratones con ERC-
3 Idir-/- alimentados con dieta hiperlipidica tratados con vehiculo; ERC-3 R, ratones con ERC-3 IdIr-/- alimentados
con dieta hiperlipidica tratados con mActRIIA-Fc; los ratones WT, simulados, ERC-3 V y ERC-3 R fueron
sacrificados a las 28 semanas de edad.

La Fig. 24A representa la expresion de ActRIIA en aortas de ratbn como se determina por

inmunoelectrotransferencias para ActRIIA en homogeneizados adrticos. La Fig. 24B representa la cuantificacion
por inmunotransferencia de la Fig. 24A. Para la cuantificacion, n=4, **p<0,01. La Fig. 24C representa la deteccién
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inmunofluorescente de ActRIIA en las aortas de ratones simulados. La Fig. 24D representa la deteccién
inmunofluorescente de ActRIIA en las aortas de ratones con ERC-3. La ActRIIA se expresé en las CMLV adrticas,
pero no se detectd en las células endoteliales. Los niveles de ActRIIA en las CMLV seguian siendo detectables
en la ERC en comparacién con la simulaciéon. Se usé CD31 (flechas) como marcador de células endoteliales.
Los nucleos se tifieron con DAPI. Barra de escala de 20 um.

La Fig. 25A muestra que la ERC-3 provoca un aumento de la expresién del ARNm de las proteinas osteoblasticas
(Runx2 y fosfatasa alcalina (Alpl}), y una disminucién de los niveles de la célula 22a del musculo liso adrtico
(Tagln), que fueron invertidos por el tratamiento con el mActRIIA-Fc. Los niveles de miocardina aértica (Myocd)
disminuyeron con la ERC, pero no se vieron afectados por mActRIIA-Fc. La Fig. 25B muestra
inmunoelectrotransferencias para proteinas en homogeneizados adrticos. La Fig. 25C representa la
cuantificaciéon por inmunotransferencia de inmunoelectrotransferencia de la Fig. 25B. La ERC provoca una
disminucién de los niveles de proteina a-actina de células musculares lisas aérticas y un aumento de los niveles
de Runx2 osteoblastico, que se invirtieron mediante el tratamiento con mActRIIA-Fc, pero los niveles de
miocardina no cambiaron. Para la cuantificacion, n=4, **p<0,01.

La Fig. 26A representa los efectos de la ERC y del ligando trampa de ActRIIA en la calcificacion adrtica en
ratones IdIr-/- alimentados con dieta hiperlipidica con ERC-3 mostrando secciones tefiidas de placas
ateroscleréticas adrticas proximales con rojo de alizarina de vehiculo. La Fig. 26B representa los efectos de la
ERC y del ligando trampa de ActRIIA en la calcificacion aortica en ratones Idir-/- alimentados con dieta
hiperlipidica con ERC-3 y tratados con mActRIIA-Fc, como se muestra por las placas ateroscleréticas adrticas
proximales tefiidas con rojo de alizarina. La punta de flecha indica la deposicidén de calcio en la intima (i); m -
tunica media Barra de escala de 100 um. La Fig. 26C representa los niveles de calcio adrtico en los grupos de
ratones: naturales (WT); IdIr-/- simulado alimentados con alto dieta hiperlipidica con operacién simulada
(simulado); eutanasia por ERC-3 a las 22 semanas, el momento de establecimiento del tratamiento (ERC-3));
ERC-3 tratados con vehiculo de 22 a 28 semanas (ERC-3 V); ERC-3 tratados con mActRIIA-Fc, 10 mg/kg
subcutaneos dos veces por semana de 22 a 28 semanas (ERC-3 R). Los recuadros representan la mediana
(linea en el recuadro) y los intervalos intercuartilicos del percentil 25 a 75. Las barras de error representan 1,5
veces el intervalo intercuartilico. Los grupos se compararon usando el método de ANOVA de Holm-Sidak para
comparaciones multiples con p<0,05 como nivel de diferencia significativa. * p<0,02; n para cada grupo 8 - 12.

La Fig. 27A representa el analisis de la sefializacion de ActRIIA mediante inmunoelectrotransferencias de
homogeneizados adrticos de ratones tratados con simulacion, con vehiculo para ERC-3 y con mActRIIA-Fc para
ERC-3. Inmunotransferencias de homogeneizados de dos aortas de animales de cada grupo. Los niveles de
ActRIIA y activina (inhibina B-A) disminuyeron en los homogeneizados aérticos de ratones con ERC-3. Los
receptores de tipo 1 de Alk4 (AcvR1B) y Alk1 (AcvRL1) estaban presentes en los homogeneizados adrticos. La
ERC-3 redujo la fosforilacién de smad2/3 en las aortas, que aumenté por el tratamiento con mActRIIA-Fc. La
ERC-3 redujo los niveles de fosfo-Erk 1/2. Los niveles de Runx2 aumentaron por ERC-3 y se normalizaron por
tratamiento con mActRIIA-Fc. La Fig. 27B representa la cuantificacion de p-Smad2/3 mediante
inmunotransferencia, n=4, **p<0,01.

La Fig. 28A representa una microscopia de inmunofluorescencia de la expresion de beta-catenina en las aortas
de ratones naturales. La Fig. 28B representa una microscopia de inmunofluorescencia de la expresion de beta-
catenina en las aortas de un ratdon con ERC. No hubo inmunofluorescencia para beta-catenina en las células
musculares lisas vasculares. Hubo expresién de beta-catenina en el endotelio de las aortas de ratones con ERC.
Puntas de flecha, colocalizacién de beta-catenina y CD31 en células endoteliales. Barra de escala de 20 um. La
Fig. 28C representa los niveles de expresion del ARNm de Axin2 adrtico. La Fig. 28D representa el andlisis de
la sefalizacion de Wnt marcada por la expresién de la proteina Dkk1 en inmunoelectrotransferencias de
homogeneizados adrticos de ratones tratados con simulaciéon, ERC-3 V y ERC-3 R y por cuantificaciéon de
inmunotransferencia, n=4. La Fig. 28E representa el efecto de ERC-3V y mActRIIA-Fc sobre los niveles
plasmaticos de Dkk1. *p<0,05, ** p<0,01.

La Fig- 29A representa los efectos del tratamiento con mActRIIA-F¢ sobre los niveles renales de ARNm de Klotho
y demuestra que la ERC-3 disminuy6 los niveles de expresién génica de Klotho en homogeneizados renales, y
que el tratamiento con mActRIIA-Fc los aumenté significativamente en comparacién con la ERC-3V. *: p<0,05;
** p<0,01; ***: p<0,005. La Fig. 29B representa el andlisis de la sefializacién de ActRIIA mediante
inmunoelectrotransferencias de homogeneizados renales de ratones tratados con simulacién, vehiculo para
ERC-3 y con mActRIIA-Fc. Todas las inmunotransferencias son representativas de homogeneizados de 3 o 4
rifiones. Los niveles de ActRIIA no se vieron afectados por ERC-3 o mActRIIA-Fc. Los niveles de activina A
(inhibina B-A) aumentaron en los homogeneizados renales de ratones con ERC-3 (la cuantificacion se muestra
en la Fig. 30A-B) y disminuyeron por mActRIIA-Fc. Los receptores de tipo 1 de Alk4 (AcvR1B) y Alk2 (AcvR1)
estaban presentes en los homogeneizados renales, pero ERC-3 V 0 ERC-3 R no afectaron significativamente la
fosforilacién de Alk4. La ERC-3 aumenté la fosforilacion renal de smad2/3 y el tratamiento con mActRIIA-Fc
disminuy¢ la fosfoSmad2/3 renal. La Fig. 29C representa la cuantificacion por inmunotransferencia de la Fig.
29B, *p<0,01.
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La Fig. 30A representa la tincion tricrémica de secciones de rifién de ratones con ERC-3V tratados con mActRIIA-
Fc. La Fig. 30B representa la tincién tricromica de secciones de rifién de ratones con ERC-3V tratados con
mActRIIA-Fc. La Fig. 30C representa la tincion tricrémica de secciones de rifién de ratones con ERC-3V tratados
con mActRIIA-Fc. La Fig. 30D representa la tincion tricrémica de secciones de rifion de ratones con ERC-3
tratados con mActRIIA-Fc. Las areas de fibrosis intersticial estan marcadas con puntas de flecha. Los rifiones de
ratones con ERC-3 tratados con mActRIIA-Fc presentaban una disminucién de la fibrosis intersticial. Barra de
escala de 50 um. Véase la Fig. 35 para el marcado de las secciones coronales de rifién entero en cuanto a déonde
se tomaron las secciones de fotomicrografia. La Fig. 30E representa los efectos de mActRIIA-Fc sobre la proteina
urinaria. Hubo proteinuria significativa en los ratones con ERC-3V, la cual fue reducida por el tratamiento con
mACctRIIA-Fc, *p<0,05.

La Fig. 31A representa la induccion de activina-A circulante por la ERC en ratones IdIr-/- ateroscleréticos
alimentados con dieta hiperlipidica con ERC-3. La Fig. 31B representa la induccién de activina-A circulante por
la ERC en ratones con sindrome de Alport como se describe en el presente documento. La Fig. 31C representa
la expresién de ARNm de inhibina betaA (Inhba) en rifion de ratdn (la activina-A esta formada por homodimeros
de inhibina betaA). La Fig. 31D representa inmunoelectrotransferencias para inhibina -A en homogeneizados
de rifién. La Fig. 31E representa la cuantificacion por inmunotransferencia de la Fig. 31D, n=6 para la
cuantificacién por inmunotransferencia; *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,005.

La Fig. 32A muestra la inmunotincién de InhbA renal en: simulado. La Fig. 32B muestra la inmunotincion de
InhbA renal en ratones con ERC-3 con vehiculo. En ratones simulados, células intersticiales peritubulares
ocasionales expresan activina-A, pero en ratones con ERC-3 muchas mas células intersticiales peritubulares son
positivas para activina-A a diferentes niveles de intensidad. Barra de escala de 50 pm.

La Fig. 33Ay la Fig. 33B representan la enfermedad renal crénica en ratones de forma anéloga a la enfermedad
renal en estadio 3 en humanos. La ERC se estadificé en los modelos de ratén de forma andloga a la estadificacion
de la ERC humana. Se us6 el modelo de calcificacion vascular con ERC ablativa descrito en los métodos
(Seccién 9.10.1) para producir disminucién de la funcién renal similar al estadio 3 de ERC humana, referida como
ERC-3 (ERC-3 V de tratada con vehiculo) con una reduccién del 70% en la FG en comparacién con ratones WT
C57B6 (WT) estimado por aclaramientos de inulina y BUN. El tratamiento de ratones con ERC-3 con mActRIIA-
Fc (ERC-3 R), 10 mg/kg dos veces por semana por via subcutanea, no tuvo ningun efecto sobre el aclaramiento
de inulina ni sobre el BUN.

La Fig. 34 representa una representacion esquematica de la sefializacion de ActRIIA de Tsuchida et al (Cell
Comm. and Signaling, 2009). La activina, miostatina y GDF11 que se unen a los receptores de tipo Il, ActRIIA
(primario para activina) y ActRIIB (primario para miostatina y GDF11) activan vias de transduccién de sefiales
que incluyen la via canénica a través de smad 2,3.

Las Fig. 35A y Fig. 35B muestran rifiones (tincion tricromica renal) de ratones con ERC-3 tratados con vehiculo.
Las Fig. 35C y Fig. 35D muestran rifiones (tincién tricromica renal) de ratones con ERC-3 tratados con mActRIIA-
Fc. Barra de escala de 1 mm. Las cicatrices de la superficie cortical de la lesién por electrocauterizacién estan
marcadas con puntas de flecha. Las flechas designan el punto desde el que se tomaron las fotomicrografias de
alta potencia de la Fig. 36. Barra de escala de 1 mm.

La Fig. 36A representa la ausencia de cambios en los niveles circulantes de folistatina en ratones con ERC-3 en
comparacién con ratones WT y simulados. La Fig. 36B representa la ausencia de cambios en los niveles
circulantes de 3 similar a la folistatina (Fstl3) en ratones con ERC-3 en comparacién con ratones WT y simulados.
La Fig. 37 representa los niveles de las proteinas que interactian con el receptor de activina (Arip1 y Arip2) en
los tejidos de los ratones con ERC-3. Arip1 se expresa fuertemente en los restos de rifién de los ratones con
ERC-3, mas del doble que la expresion de Arip2. Arip1 se expresa a niveles bajos en las aortas de ratones con
ERC-3, mientras que la expresion de Arip2 en la aorta es el doble que la de Arip1.

8. DESCRIPCION DETALLADA

8.1 VISION GENERAL

La invencion proporciona un inhibidor de la sefializacion del receptor de activina de tipo Il (ActRIl} para su uso en un

método de tratamiento y/o prevencién de una enfermedad en un sujeto, en donde el método comprende la administracion

de una dosis farmacéuticamente eficaz de dicho inhibidor de la sefializacién de ActRll,
en donde el sujeto ha sido seleccionado basandose en:

(a) niveles elevados del factor de transcripcion 2 relacionado con runt (Runx2) en comparacién con los niveles de
Runx2 en una poblacidn de referencia;
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(b) niveles elevados del homélogo 1 de Snail (Snail} en comparacién con los niveles de Snail en una poblacién de
referencia;

(c) niveles elevados de fosfoSmad2 en comparacién con los niveles de fosfoSmad2 en una poblacién de referencia;

(d) niveles elevados de colageno de tipo 1 alfa 1 (collal) en comparacion con los niveles de collal en una poblacién
de referencia;

(e) niveles elevados de telopéptido de colageno de tipo 1 carboxiterminal (CTX) en comparacion con los niveles de
CTX en una poblacién de referencia;

(f) niveles elevados de Osterix en comparacidn con los niveles de Osterix en una poblacién de referencia;

(g) niveles reducidos de actina alfa de musculo liso (alfa-SMA) en comparacion con los niveles de alfa-SMA en una
poblacion de referencia;

(h) niveles reducidos de miocardina (MYOCD) en comparacion con los niveles de MYOCD en una poblacion de
referencia;

(i) niveles reducidos de proteina inhibidora del eje 2 (Axin2) en comparacion con los niveles de Axin2 en una poblacién
de referencia;

(j} niveles reducidos de proteina 22-alfa de musculo liso (Sm22-alfa) en comparacioén con los niveles de Sm22-alfa
en una poblacion de referencia;

(k) niveles elevados de fosfoSmad3 en comparacion con los niveles de fosfoSmad3 en una poblacion de referencia;
y/o

(1) niveles elevados de proteinas urinarias en comparacion con los niveles de proteina urinaria en una poblacion de
referencia,

en donde la poblacion de referencia:

(i) consiste en personas sanas;

(ii) consiste en personas de la misma edad, peso y/o sexo que el sujeto;

(iii) consiste en personas sin enfermedad cardiovascular;

(iv) consiste en personas sin calcificacion vascular;

(v) consiste en personas sin enfermedad renal;

(vi) consiste en personas sin enfermedad renal crénica;

(vii) consiste en personas sin niveles patolégicamente elevados de rigidez arterial; o

(viii} consiste en personas sin hipertrofia ventricular izquierda, y
en donde la enfermedad es:

(a) enfermedad cardiovascular secundaria a enfermedad renal crénica, opcionalmente en donde la enfermedad renal
cronica es una enfermedad renal créonica en estadio 3, 4 0 5 0 una enfermedad renal crénica con enfermedad
mineral y ésea;

(b) enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de calcificacién vascular,

(c) enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de rigidez arterial,

(d) enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de hipertrofia ventricular izquierda; o

(e} enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de enfermedad renal.

La invencién proporciona ademas un inhibidor de la sefializacion del receptor de activina de tipo 1l (ActRIl) para su uso en
un método de tratamiento y/o prevencién de una enfermedad en un sujeto, en donde el método comprende:
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(a) administrar al sujeto una dosis inicial de un inhibidor de la sefializacién de ActRII;

(b} tomar una primera medicién del nivel de Snail, fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina urinaria, collal, Runx2, CTX,
Osterix, alfa-SMA, MYOCD, Axin2 y/o Sm22-alfa en el sujeto;

(c) después de un periodo de tiempo, tomar una segunda medicién del nivel de Snail, fosfoSmad?2, fosfoSmad3,
proteina urinaria, collal, Runx2, CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD, Axin2 y/o Sm22-alfa en el sujeto; y

(d) administrar al sujeto una dosis ajustada del inhibidor de la sefializacién de ActRIl, y en donde la dosis ajustada se
basa en el cambio detectado entre la primera medicidn y la segunda medicion, tratando y/o previniendo asi dicha
enfermedad,

y en donde dicha enfermedad es:

(a) enfermedad cardiovascular secundaria a enfermedad renal crénica, opcionalmente en donde la enfermedad renal
cronica es una enfermedad renal crénica de estadio 3, 4 0 5 0 una enfermedad renal crénica mineral y ésea; o

(b) enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de calcificacién vascular,

(c) enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de rigidez arterial,

(d) enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de hipertrofia ventricular izquierda; o
(e) enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de enfermedad renal.

inhibidor de la sefializaciéon, como un indicador de la eficacia del tratamiento con un inhibidor de la sefializaciéon de ActRI|,
o como un indicador de la dosis adecuada para el tratamiento con un inhibidor de la sefializaciéon de ActRIl. Los niveles
y/o actividad de Snail, fosfoSmad2, col1ai, Runx2, CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD, fosfoSmad3, proteina urinaria, Axin2
y/o Sm22-alfa también pueden utilizarse para identificar enfermedades y/o afecciones para el tratamiento y/o prevencion
con un inhibidor de la sefializacién de ActRIl. Un inhibidor de la sefializacién de ActRIl usado en los métodos descritos en
el presente documento puede ser un inhibidor de la sefializacién de ActRIIA y/o de la sefializacion de ActRIIB, tal como
cualquiera de los inhibidores descritos en el presente documento o conocidos en la técnica. En una realizacién preferida,
un inhibidor de la sefializacién de ActRIl es una proteina de fusién humanizada que consiste en el dominio extracelular de
ActRIIAy el dominio Fc de IgG1 humano ("ActRIIA-Fc", por ejemplo, SEQ ID NO:7).

En el presente documento se desvela un método para el tratamiento y/o prevencién de enfermedades cardiovasculares,
calcificaciéon vascular, enfermedades cardiovasculares asociadas a y/o resultantes de calcificaciéon vascular, y/o
enfermedades cardiovasculares asociadas a y/o resultantes de enfermedad renal, niveles elevados de rigidez arterial (por
ejemplo, como se indica por la disminucién de la distensibilidad vascular), y/o hipertrofia ventricular izquierda (HVI),
incluyendo enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de niveles elevados de rigidez arterial y/o HVI, en donde
el método comprende administrar un inhibidor de la sefializacion de ActRII (por ejemplo, un ligando trampa de activina) a
un sujeto que necesita el tratamiento y/o prevencion del mismo. En ciertos ejemplos, el sujeto es un sujeto renal. El
inhibidor de la sefializacién de ActRII puede ser un inhibidor de la sefializacion de ActRIIA y/o ActRIIB.

En particular, en el presente documento se proporciona un inhibidor de la sefializacién de ActRIl para su uso en métodos
de tratamiento y/o prevencion de enfermedades cardiovasculares, calcificacion vascular, enfermedades cardiovasculares
asociadas a y/o resultantes de calcificacién vascular, enfermedades cardiovasculares asociadas a y/o resultantes de
enfermedad renal, niveles elevados de rigidez arterial y/o hipertrofia ventricular izquierda (HVI) mediante el uso del nivel
y/o actividad de Snail, fosfoSmad?2, coliai,

Runx2, CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD, fosfoSmad3, proteina urinaria, Axin2 y/o Sm22-alfa, como un indicador de la
poblacién de pacientes, como un indicador de la capacidad de respuesta de un sujeto al tratamiento y/o prevencién con
un ActRII.

Los métodos se basan, en parte, en el descubrimiento de que los niveles de Snail, fosfoSmad2, Dkk1, collal, activina (por
ejemplo, activina libre), Runx2, Alp, BSAP, CTX, fosfoSmad3, proteina urinaria y Osterix estan elevados, y los niveles de
Klotho, alfa-SMA, MYOCD, ActRIIA y Sm22-alfa estan reducidos en un modelo de ratén de calcificacién vascular inducida
por enfermedad renal cronica en comparacién con un ratén natural. Ademas, sin estar limitado a teoria, el atrapamiento
de ligando por mActRIIA-Fc reduce la calcificacion vascular en un modelo de ratén de enfermedad renal crénica (ratones
IdIr-/-, dieta hiperlipidica). Como se muestra en los Ejemplos presentados en el presente documento (véase la Seccién 9),
el tratamiento de ratones con enfermedad renal crénica con mActRIIA-Fc redujo la calcificacién vascular, redujo los niveles
de calcio aértico, redujo los niveles de fosfoSmad3, redujo los niveles de proteina urinaria, redujo los niveles de
fosfoSmad2, redujo los niveles de Dkk1, redujo los niveles de Runx2, redujo los niveles de Alp, redujo los niveles de BSAP,
redujo los niveles de CTX y redujo los niveles de Osterix, y elevo los niveles de Klotho, elevé los niveles de alfa-SMA,
elevo los niveles de Axin2 y elevo los niveles de Sm22-alfa. Ademas, los métodos se basan, en parte, en el descubrimiento
de que la disminucién de la calcificacion vascular en ratones con enfermedad renal crénica tras el tratamiento con
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mActRIIA-Fc se correlaciona con una disminuciéon de los niveles de Dkk1, fosfoSmad2, Runx2, Alp, BSAP, CTX,
fosfoSmad3, proteina urinaria y/u Osterix, y un aumento de los niveles de Klotho, alfa-SMA, Axin2 y/u Sm22-alfa (véanse
los Ejemplos, Seccién 9). En conjunto, los datos presentados en el presente documento indican que los niveles de Snall,
fosfoSmad2, Dkk1, collal, activina (por ejemplo, activina libre}, Runx2, Alp, BSAP, CTX, Osterix, Klotho, alfa-SMA, MYOCD,
fosfoSmad3, proteina urinaria, ActRIIA, Axin2 y/o Sm22-alfa pueden identificar qué sujetos pueden responder a ActRIIA-
Fc y/o pueden usarse para monitorizar la respuesta clinica a un inhibidor de la sefializacién de ActRIl y/o seleccionar
poblaciones de pacientes diana. Los datos presentados en el presente documento también indican que ActRIIA-Fc (por
ejemplo, mActRIIA-Fc, o ActRIIA-hFc como SEQ ID NO:7) es (til en el tratamiento de la calcificacién vascular asociada a
enfermedad renal cronica. Ademas, los datos presentados en el presente documento también indican que ActRIIA-Fc (por
ejemplo, mActRIIA-Fc, o ActRIIA-hFc como SEQ ID NO:7) es util en el tratamiento de enfermedades asociadas a niveles
elevados de Snail, fosfoSmad2, Dkk1, collal, activina (por ejemplo, activina libre), Runx2, Alp, BSAP, CTX, fosfoSmad3,
proteina urinaria y/u Osterix, 0 enfermedades asociadas a niveles reducidos de Klotho, alfa-SMA, MYOCD, ActRIIA y/o
Sm22-alfa. Por ultimo, los datos presentados en el presente documento también indican que ActRIIA-Fc (por ejemplo,
mActRIIA-Fc, o hActRIIA-hFc como SEQ ID NQ:7) es util para disminuir los depésitos de calcio en el ateroma abrtico,
reducir los niveles de calcio adrtico, invertir el aumento del peso del corazén inducido por la ERC y disminuir la fibrosis
renal, y por consiguiente, es Util en el tratamiento de enfermedades cardiovasculares.

Los hallazgos descritos en el presente documento, ilustrados en los Ejemplos (véase la Seccidén 9), indican que la
deteccion de los niveles y/o actividad de Snai1, fosfoSmad2, Dkk1, collal, activina (por ejemplo, activina libre), Runx2, Alp,
BSAP, CTX, Osterix, Klotho, alfa-SMA, MYOCD, fosfoSmad3, proteina urinaria, ActRIIA, Axin2 o Sm22-alfa puede usarse
(i) como marcador (por ejemplo, biomarcador sérico) del grado de calcificacién vascular en un sujeto, (i) como marcador
para medir la respuesta del sujeto a un inhibidor de la sefializaciéon de ActRIl (como ActRIIA-Fc), o (iii} para evaluar los
efectos farmacodinamicos de un inhibidor de la sefializaciéon de ActRIl (como ActRIIA-Fc) en un sujeto tras el tratamiento,
en donde el sujeto es un sujeto con enfermedad cardiovascular, calcificacion vascular, enfermedad cardiovascular
asociada a y/o resultante de calcificacién vascular, y/o enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de
enfermedad renal. Asi, en ciertas realizaciones, Snail, fosfoSmad2, col1ial, Runx2, CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD,
fosfoSmad3, proteina urinaria, Axin2 y/o Sm22-alfa pueden usarse en los métodos descritos en el presente documento
como un indicador de eficacia de ActRIIA-Fc (por ejemplo, ActRIIA-hFc como SEQ ID NO:7) y/o como un indicador de
ausencia de respuesta al tratamiento con ActRIIA-Fc (por ejemplo, ActRIIA-hFc como SEQ ID NO:7). Ademas, como se
describe en el presente documento, Snail, fosfoSmad2, colial, Runx2, CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD, fosfoSmad3,
proteina urinaria, Axin2 y/o Sm22-alfa pueden usarse como marcadores moleculares fiables para evaluar |a eficacia del
tratamiento en el tiempo de ActRIIA-Fc (por ejemplo, ActRIIA-hFc como SEQ ID NQO:7). Ademas, en una realizacién
especifica, el método comprende la deteccién del nivel y/o actividad de Snail, fosfoSmad2, colial, Runx2, CTX, Osterix,
alfa-SMA, MYOCD, fosfoSmad3, proteina urinaria, Axin2 y/o Sm22-alfa en la sangre (por ejemplo, detectar una expresion
anormal en una enfermedad asociada con una funcion alterada de las células musculares lisas vasculares), y
administracién de un inhibidor de la sefializacién de ActRIl, como ActRIIA-Fc, en una dosis dependiente del nivel y/o
actividad de Snail, fosfoSmad2, collal, Runx2, CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD, fosfoSmad3, proteina urinaria, Axin2
y/o Sm22-alfa.

En ciertas realizaciones, el inhibidor de la sefializacion de ActRII es sotatercept (SEQ ID NO: 7; véase, por ejemplo, la
Seccion 9). Sotatercept es un ligando trampa de activina que es Util en los métodos descritos en el presente documento
(véase la Seccion 8).

8.2 ABREVIATURAS

Tal como se utiliza en el presente documento, "Snai 1" o "Snail" se refieren al homélogo 1 de snail. Véase, por ejemplo,
Twigg y Wilkie, 1999, Hum Genet. 105(4):320-326, el nimero de acceso NM_005985.3 de GenBank™ proporciona una
secuencia del acido nucleico de Snail humano a modo de ejemplo. El nimero de acceso NP_005976.2 de GenBank™
proporciona una secuencia de aminoacidos de Snail humano a modo de ejemplo.

Tal como se utiliza en el presente documento, "fosfoSmad3" se refiere a madres fosforiladas contra el homoélogo
decapentapléjico 3. Véase, por ejemplo, Matsuzaki, 2013, Cytokine Growth Factor Rev, 24(4):385-399. El nimero de
acceso NM_005902.3 de GenBank™ proporciona una secuencia del acido nucleico de fosfoSmad3 humano a modo de
ejemplo. El nimero de acceso NP_005893.1 de GenBank™ proporciona una secuencia de aminoacidos de fosfoSmad3
humano a modo de ejemplo.

Tal como se utiliza en el presente documento, "fosfoSmad2" se refiere a madres fosforiladas contra el homoélogo
decapentapléjico 2. Véase, por ejemplo, Matsuzaki, 2013, Cytokine Growth Factor Rev, 24(4):385-399. El nimero de
acceso NM_001003652.3 de GenBank™ proporciona una secuencia del acido nucleico de fosfoSmad2 humano a modo
de ejemplo. El nimero de acceso NP_001003652.1 de GenBank™ proporciona una secuencia de aminoacidos de
fosfoSmad2 humano a modo de ejemplo.

Tal como se utiliza en el presente documento, "Dkkl" se refiere a la proteina 1 relacionada con dickkopf. Véase, por ejemplo,
Fang, Y., et al., 2014. J Am Soc Nephrol 25:1760-1763. El nimero de acceso NM_012242.2 de GenBank™ proporciona
una secuencia del acido nucleico de Dkkl humana a modo de ejemplo. El nimero de acceso NP _036374.1 de GenBank™
proporciona una secuencia de aminoacidos de Dkk1 humana a modo de ejemplo.
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Tal como se utiliza en el presente documento, "colial" se refiere al colageno de tipo 1, alfa 1. Véase, por ejemplo, Korkko
et al., 1998, Am. J. Hum. Genet., 62:98-110. El nimero de acceso XM_005257059.2 de GenBank™ proporciona una
secuencia del acido nucleico de colial humano a modo de ejemplo. El nimero de acceso XP_005257116.2 de
GenBank™ proporciona una secuencia de aminoacidos de colial humano a modo de ejemplo.

Tal como se utiliza en el presente documento, "Runx2" se refiere al factor de transcripcion 2 relacionado con runt. Véase,
por ejemplo, Komori, 2010, Adv Exp Med Biol, 658:43-49. El nimero de acceso NM_001145920.2 de GenBank™
proporciona una secuencia del acido nucleico de Runx2 humano a modo de ejemplo. El nimero de acceso
NP_001139392.1 de GenBank™ proporciona una secuencia de aminoacidos de Runx2 humano a modo de ejemplo.

Tal como se utiliza en el presente documento, "Alp" o "Alpl" se refiere a la fosfatasa alcalina. Tal como se utiliza en el
presente documento, "BSAP" se refiere a la fosfatasa alcalina especifica del hueso. Véase, por ejemplo, Martins et al.,
2013, Bone, 56(2):390-397. El numero de acceso NM _000478.4 de GenBank™ proporciona una secuencia del acido
nucleico de Alp humana a modo de ejemplo. El nimero de acceso NP_000469.3 de GenBank™ proporciona una
secuencia de aminoacidos de Alp humana a modo de ejemplo.

Tal como se utiliza en el presente documento, "CTX" se refiere a telopéptidos carboxiterminales del colageno de tipo .
Véase, por ejemplo, Rosen et al, 2000, Calcif Tissue Int. 66(2): 100-103.

Tal como se utiliza en el presente documento, "Osterix" se refiere a Osterix, también conocido como factor de transcripcion
Sp7. Véase, por ejemplo, Cao et al., 2005, Cancer Res. 65(4):1124-1128. El nimero de acceso NM_001173467.2 de
GenBank™ proporciona una secuencia del &cido nucleico de Osterix humano a modo de ejemplo. El nimero de acceso
NP_001166938.1 de GenBank™ proporciona una secuencia de aminoacidos de Osterix humano a modo de gjemplo.

Tal como se utiliza en el presente documento, "Klotho" se refiere a Klotho. Véase, por ejemplo, Matsumura et al. 1998,
Biochem Biophys Res Commun, 242:626-630. El nimero de acceso NM_004795.3 de GenBank™ proporciona una
secuencia del acido nucleico de Klotho humano a modo de ejemplo. El nimero de acceso NP _004786.2 de GenBank™
proporciona una secuencia de aminoacidos de Klotho humano a modo de ejemplo.

Tal como se utiliza en el presente documento, "alfa-SMA" o "aSMA" 0 "a-SMA" se refiere a la actina alfa de misculo liso.
Véase, por ejemplo, Nowak et al., 1999, Nat. Genet. 23:208-212. El nimero de acceso NM_001100.3 de GenBank™
proporciona una secuencia del acido nucleico de alfa-SMA humana a modo de ejemplo. El nimero de acceso
NP_001091.1 de GenBank™ proporciona una secuencia de aminoacidos de alfa-SMA humana a modo de ejemplo.

Tal como se utiliza en el presente documento, "MYOCD" se refiere a la miocardina. Véase, por ejemplo, Imamura et al.,
2010, Gene, 464:1-10. El nimero de acceso NM _001146312.2 de GenBank™ proporciona una secuencia del acido
nucleico de MYOCD humana a modo de ejemplo. El nimero de acceso NP_001139784.1 de GenBank™ proporciona una
secuencia de aminoacidos de MYOCD humana a modo de ejemplo.

Tal como se utiliza en el presente documento, "Sm22-alfa" o "Sm22a" o "Sm22-a" se refiere a la proteina 22 alfa del
musculo liso, también conocida como "transgelina”, "Tagln" o "Tag1n1". Véase, por ejemplo, Camoretti-Mercado, 1998,
Genomics, 49:452-457. El nimero de acceso NM_001001522.1 de GenBank™ proporciona una secuencia del acido
nucleico de Sm22-alfa humana a modo de ejemplo. El nimero de acceso NP_001001522.1 de GenBank™ proporciona
una secuencia de aminoacidos de Sm22-alfa humana a modo de ejemplo.

Como se usa en el presente documento, "ActRII" se refiere a receptor de tipo Il de activina. Como se usa en el presente
documento, "ActRIIA" se refiere a receptor de tipo |IA de activina. Véase, por ejemplo, Mathews y Vale, 1991, Cell 65:973-
982. El nlimero de acceso NM_001278579.1 de GenBank™ proporciona una secuencia del acido nucleico de ActRIIA
humano a modo de ejemplo. El nimero de acceso NP_001265508.1 de GenBank™ proporciona una secuencia de
aminoacidos de ActRIIA humano a modo de ejemplo. Como se usa en el presente documento, "ActRIIB" se refiere a
receptor de tipo IIB de activina. Véase, por ejemplo, Attisano et al., 1992, Cell 68: 97-108. El nimero de acceso NM 001
106.3 de GenBank™ proporciona una secuencia del acido nucleico de ActRIIB humano a modo de ejemplo. El nimero
de acceso NP_001097.2 de GenBank™ proporciona una secuencia de aminoacidos de ActRIIB humano a modo de
ejemplo.

Tal como se utiliza en el presente documento, "Axin2" se refiere al inhibidor del eje 2. El nimero de acceso NM_004655.3
de GenBank™ proporciona una secuencia del &cido nucleico de Axin2 humano a modo de ejemplo. El nimero de acceso
NP _004646.3 de GenBank™ proporciona una secuencia de aminoacidos humana a modo de ejemplo.

Tal como se utiliza en el presente documento, "mActRIIB-Fc" o "ActRIIB-mFc¢" se refiere a una proteina de fusién de
receptor de tipo IIA de activina-IgG1 de ratén. Véase, por ejemplo, la patente de EE. UU. n.2 8.173.601. Como se usa en
el presente documento, "mActRIIB-Fc" o "ActRIIB-mFc" se refiere a una proteina de fusion de receptor de tipo 1IB de
activina-lgG1 de ratén. Véase, por ejemplo, la patente de EE. UU. N.2 8.173.601. Como se usa en el presente documento,
"hActRIIA-Fc" o "ActRIIA-hFc" se refiere a una proteina de fusion de receptor de tipo I1A de activina-IgG1 humana. Véase,
por ejemplo, la patente de EE. UU. n.? 8.173.601. Como se usa en el presente documento, "hActRIIB-Fc¢" o "ActRIIB-hFc"
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se refiere a una proteina de fusién de receptor de tipo |IB de activina-lgG1 humana. Véase, por ejemplo, la patente de EE.
UU. n.2 8.173.601.

Como se usa en el presente documento, "HVI" se refiere a hipertrofia ventricular izquierda.
8.3 METODOS DE TRATAMIENTOS Y/O PREVENCION
8.3.1 ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR Y/O CALCIFICACION VASCULAR

En el presente documento se desvelan métodos de tratamiento y/o prevencién de enfermedades cardiovasculares,
calcificacién vascular, enfermedades cardiovasculares asociadas a y/o resultantes de calcificacién vascular,
enfermedades cardiovasculares asociadas a y/o resultantes de niveles elevados de rigidez arterial, niveles elevados de
rigidez arterial, hipertrofia ventricular izquierda, enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de hipertrofia
ventricular izquierda, y/o enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de enfermedad renal en un sujeto, que
comprende administrar al sujeto una dosis farmacéuticamente eficaz de un inhibidor de la sefializacién de ActRII (por
ejemplo, un ligando trampa de activina). En ciertos ejemplos, el sujeto es un sujeto renal. En ciertos otros ejemplos, al
sujeto se le ha diagnosticado enfermedad renal crénica-trastorno mineral 6seo. En ciertos otros ejemplos, al sujeto no se
le ha diagnosticado enfermedad renal cronica-trastorno mineral 0seo.

En ciertas realizaciones, el sujeto tiene niveles y/o actividad elevados de Runx2 en comparacién con los niveles y/o
actividad de Runx2 en una poblacién de referencia, niveles y/o actividad elevados de Snail en comparacién con los
niveles y/o actividad de Snail en una poblacién de referencia, niveles y/o actividad elevados de fosfoSmad2 en
comparacion con los niveles y/o actividad de fosfoSmad2 en una poblacion de referencia, niveles y/o actividad elevados
de fosfoSmad3 en comparacion con los niveles y/o actividad de fosfoSmad3 en una poblacion de referencia, niveles y/o
actividad elevados de proteina urinaria en comparacion con los niveles y/o actividad de proteina urinaria en una poblacién
de referencia, niveles y/o actividad elevados de colial en comparacion con los niveles y/o actividad de colial en una
poblacién de referencia, niveles y/o actividad elevados de CTX en comparacion con los niveles y/o actividad de CTX en
una poblacién de referencia, niveles y/o actividad elevados de Osterix en comparacién con los niveles y/o actividad de
Osterix en una poblacién de referencia, disminucién de los niveles y/o actividad de alfa-SMA en comparacién con los
niveles y/o actividad de alfa-SMA en una poblacién de referencia, disminucién de los niveles y/o actividad de MYOCD en
comparacién con los niveles y/o actividad de MYOCD en una poblacién de referencia, y/o disminucién de los niveles y/o
actividad de Sm22-alfa en comparacion con los niveles y/o actividad de Sm22-alfa en una poblacion de referencia.

En ciertas realizaciones, el sujeto tiene niveles y/o actividad elevados de Runx2 en comparacion con los niveles y/o
actividad previos de Runx2 en el sujeto, niveles y/o actividad elevados de Snail en comparacién con los niveles y/o
actividad previos de Snail en el sujeto, niveles y/o actividad elevados de fosfoSmad2 en comparacioén con los niveles y/o
actividad anteriores de fosfoSmad2 en el sujeto, niveles y/o actividad elevados de fosfoSmad3 en comparacién con los
niveles y/o actividad anteriores de fosfoSmad3 en el sujeto, niveles y/o actividad elevados de proteina urinaria en
comparacién con los niveles y/o actividad anteriores de proteina urinaria en el sujeto, niveles y/o actividad elevados de
collal en comparacion con los niveles y/o actividad previos de collal en el sujeto, niveles y/o actividad elevados de CTX
en comparacién con los niveles y/o actividad previos de CTX en el sujeto, niveles y/o actividad elevados de Osterix en
comparacién con los niveles y/o actividad previos de Osterix en el sujeto, disminucioén de los niveles y/o actividad de alfa-
SMA en comparacién con los niveles y/o actividad previos de alfa-SMA en el sujeto, disminucion de los niveles y/o actividad
de MYOCD en comparacién con los niveles y/o actividad previos de MYOCD en el sujeto, y/o disminucién de los niveles
y/o actividad de Sm22-alfa en comparacién con los niveles y/o actividad previos de Sm22-alfa en el sujeto. En ciertas
realizaciones, los niveles y/o actividad previos de Runx2 en el sujeto, los niveles y/o actividad previos de Snail en el sujeto,
los niveles y/o actividad previos de fosfoSmad2 en el sujeto, los niveles y/o actividad previos de fosfoSmad3 en el sujeto,
los niveles y/o actividad previos de proteina urinaria en el sujeto, los niveles y/o actividad previos de collal en el sujeto,
los niveles y/o actividad previos de CTX en el sujeto, los niveles y/o actividad previos de Osterix en el sujeto, los niveles
y/o actividad previos de alfa-SMA en el sujeto, los niveles y/o actividad previos de MYOCD en el sujeto, y/o los niveles y/o
actividad previos de Sm22-alfa en el sujeto son los niveles respectivos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 12, 18, 24 0 48 meses antes
de la aparicion de los sintomas o del diagnéstico de (i) enfermedad cardiovascular; (ii) calcificacion vascular; (iii)
enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de calcificacion vascular; (iv) enfermedad cardiovascular asociada
a y/o resultante de enfermedad renal; (v) niveles elevados de rigidez arterial; y/o hipertrofia ventricular izquierda (HVI).

En ciertas realizaciones, el sujeto es tratado seguin los métodos descritos en 8.3.4. En ciertas realizaciones, la calcificacion
vascular en el sujeto se analiza midiendo las puntuaciones de Agatston como se describe en la Seccién 8.6.

En ciertas realizaciones, un sujeto que se va a tratar con los métodos proporcionados en el presente documento tiene los
niveles y/o actividad de Snail, fosfoSmad2, colial, Runx2, CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD, fosfoSmad3, proteina
urinaria, Axin2 y/o Sm22-alfa como se describe en la Seccién 8.6. Asi, en ciertas realizaciones especificas, el método
comprende (i} seleccionar un sujeto basandose en los niveles y/o actividad de Snail, fosfoSmad2, collal, Runx2, CTX,
Osterix, alfa-SMA, MYOCD, fosfoSmad3, proteina urinaria y/o Sm22-alfa como se describe en la Seccién 8.6; y (ii)
administrar una dosis farmacéuticamente eficaz de un inhibidor de la sefializaciéon de ActRII (por ejemplo, un ligando
trampa de activina). En una realizacién especifica, el sujeto tiene una enfermedad cardiovascular. En una realizacién
preferida, el sujeto tiene calcificacién vascular. En una realizacién especifica, el sujeto tiene una enfermedad
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cardiovascular asociada a y/o resultante de la calcificacion vascular. En una realizacion especifica, el sujeto tiene una
enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de la enfermedad renal. En una realizacion especifica, el sujeto tiene
una enfermedad renal. En ciertas otras realizaciones, al sujeto se le ha diagnosticado enfermedad renal crénica-trastorno
mineral 6seo. En ciertas otras realizaciones, al sujeto no se le ha diagnosticado enfermedad renal crénica-trastorno
mineral 6seo. En ciertas realizaciones, la calcificacién vascular en el sujeto se analiza midiendo las puntuaciones de
Agatston como se describe en la Seccién 8.6. En realizaciones especificas, al sujeto se le han diagnosticado niveles
elevados de rigidez arterial. En una realizacion especifica, al sujeto se le ha diagnosticado HVI. En una realizacién
especifica, el sujeto tiene una enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de niveles elevados de rigidez arterial.
En una realizacién especifica, el sujeto tiene una enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de HVI.

En ciertas realizaciones, los niveles y/o actividad de Snai1, fosfoSmad2, colial, Runx2, CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD,
fosfoSmad3, proteina urinaria, Axin2 y/o Sm22-alfa se determinan como se describe en la Seccién 8.6. En ciertas
realizaciones, el nivel y/o actividad de Snail, fosfoSmad2, coltal, Runx2, CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD, fosfoSmad3,
proteina urinaria, Axin2 y/o Sm22-alfa es el nivel y/o actividad de proteina de Snail, fosfoSmad2, coltal, Runx2, CTX,
Osterix, alfa-SMA, MYOCD, fosfoSmad3, proteina urinaria, Axin2 y/o Sm22-alfa, respectivamente. En ciertas realizaciones,
el nivel y/o actividad de Snail, fosfoSmad2, colial, Runx2, CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD, fosfoSmad3, proteina
urinaria, Axin2 y/o Sm22-alfa es el nivel y/o actividad de ARNm de Snail, fosfoSmad2, colial, Runx2, CTX, Osterix, alfa-
SMA, MYOCD, fosfoSmad3, proteina urinaria, Axin2 y/o Sm22-alfa, respectivamente. En ciertas realizaciones, los niveles
de Snail, fosfoSmad?2, col1al, Runx2, CTX, Osterix, Sm22-alfa, MYOCD y/o Axin2, alfa-SMA estan en un tejido. En ciertas
realizaciones, el tejido es la aorta. En ciertas realizaciones, el tejido es el rifién. En ciertas realizaciones, el tejido es hueso.
En ciertas realizaciones, el tejido es suero. En una realizacién preferida, los niveles y/o actividad de Runx2, Osterix, Sm22-
alfa, alfa-SMA, MYOCD, Axin2 estan en la aorta. En una realizacién preferida, los niveles y/o actividad de fosfoSmad2,
fosfoSmad3, proteina urinaria, Axin2 y col1al estan en el rifién. En una realizacion preferida, los niveles y/o actividad de
la activina estan en el suero. En ciertas realizaciones, los niveles de activina son elevados en el sujeto con respecto a una
poblacién de referencia. En ciertas realizaciones, los niveles de folistatina en el sujeto son aproximadamente iguales a los
niveles de folistatina en una poblacion de referencia.

En ciertas realizaciones, la poblacién de referencia es una poblacién como se describe en la Seccién 8.6. En ciertas
realizaciones, el sujeto es un sujeto como se describe en la Seccioén 8.4.

En ciertas realizaciones, el inhibidor de la sefializacién de ActRIl es ActRIIA-Fc, tal como ActRIIA-hFc (por ejemplo, SEQ
ID NO:7). En ciertas realizaciones, el inhibidor de la sefializacion de ActRIl es un inhibidor de la sefializacion de ActRlI
como se describe en la Seccién 8.5.

En ciertas realizaciones, la dosis farmacéuticamente eficaz es una dosis como se describe en la Seccién 8.7. En ciertas
realizaciones, la dosis farmacéuticamente eficaz es una dosis inicial. En ciertas realizaciones, la dosis farmacéuticamente
eficaz se administra a una frecuencia como se describe en la Seccién 8.7. En ciertas realizaciones, la dosis
farmacéuticamente eficaz se administra como se describe en la Seccién 8.7.

En ciertas realizaciones, los métodos se utilizan en combinacién con un segundo agente farmacéuticamente activo, como
se describe en la Seccién 8.8.

En ciertas realizaciones, "tratar", "tratamiento" o "tratando", en el contexto de la enfermedad cardiovascular o la
enfermedad renal crénica, incluye la mejora de al menos un sintoma de la enfermedad cardiovascular o la enfermedad
renal crénica, respectivamente.

Como reconocera un experto en la materia, los niveles y/o actividad de uno o més de Runx2, Snail, fosfoSmad2, colial,
CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD, Axin2, Sm22-alfa, fosfoSmad3 y proteina urinaria pueden compararse respectivamente
con el nivel y/o actividad en una poblacién de referencia correspondiente. Asi, en ciertas realizaciones, el nivel y/o actividad
de uno de Runx2, Snail, fosfoSmad2, colial, CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD, Sm22-alfa, fosfoSmad3, Axin2 y proteina
urinaria se compara con su nivel y/o actividad en una poblacion de referencia correspondiente. En ciertas realizaciones,
el nivel y/o actividad de dos de Runx2, Snail, fosfoSmad2, collal, CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD, Sm22-alfa,
fosfoSmad3, Axin2 y proteina urinaria se compara con su nivel y/o actividad en una poblacién de referencia
correspondiente. En ciertas realizaciones, el nivel y/o actividad de tres de Runx2, Snail, fosfoSmad2, colial, CTX, Osterix,
alfa-SMA, MYOCD, Sm22-alfa, fosfoSmad3, Axin2 y proteina urinaria se compara con su nivel y/o actividad en una
poblacién de referencia correspondiente. En ciertas realizaciones, el nivel y/o actividad de tres de Runx2, Snaii,
fosfoSmad?2, coltial, CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD, Sm22-alfa, fosfoSmad3, Axin2 y proteina urinaria se compara con
su nivel y/o actividad en una poblacién de referencia correspondiente. En ciertas realizaciones, el nivel y/o actividad de
cuatro de Runx2, Snai1, fosfoSmad2, collal, CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD, Sm22-alfa, fosfoSmad3, Axin2 y proteina
urinaria se compara con su nivel y/o actividad en una poblacion de referencia correspondiente. En ciertas realizaciones,
el nivel y/o actividad de cinco de Runx2, Snail, fosfoSmad2, colial, CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD, Sm22-alfa,
fosfoSmad3, Axin2 y proteina urinaria se compara con su nivel y/o actividad en una poblacién de referencia
correspondiente. En ciertas realizaciones, el nivel y/o actividad de seis de Runx2, Alp; Snai1, fosfoSmad2, col1a1, CTX,
Osterix, alfa-SMA, MYOCD, Sm22-alfa, fosfoSmad3, Axin2 y proteina urinaria se compara con su nivel y/o actividad en
una poblacion de referencia correspondiente. En ciertas realizaciones, el nivel y/o actividad de siete de Runx2, Snaif,
fosfoSmad?2, coltial, CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD, Sm22-alfa, fosfoSmad3, Axin2 y proteina urinaria se compara con
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su nivel y/o actividad en una poblacién de referencia correspondiente. En ciertas realizaciones, el nivel y/o actividad de
ocho de Runx2, Snail, fosfoSmad?2, collal, CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD, Sm22-alfa, fosfoSmad3, Axin2 y proteina
urinaria se compara con su nivel y/o actividad en una poblacién de referencia correspondiente. En ciertas realizaciones,
el nivel y/o actividad de nueve de Runx2, Snail, fosfoSmad2, colial, CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD, Sm22-alfa,
fosfoSmad3, Axin2 y proteina urinaria se compara con su nivel y/o actividad en una poblacién de referencia
correspondiente. En ciertas realizaciones, el nivel y/o actividad de diez de Runx2, Snai, fosfoSmad?2, colial, CTX, Osterix,
alfa-SMA, MYOCD, Sm22-alfa, fosfoSmad3, Axin2 y proteina urinaria se compara con su nivel y/o actividad en una
poblacién de referencia correspondiente. En ciertas realizaciones, el nivel y/o actividad de once de Runx2, Alp; Snail,
fosfoSmad?2, coltial, CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD, Sm22-alfa, fosfoSmad3, Axin2 y proteina urinaria se compara con
su nivel y/o actividad en una poblacién de referencia correspondiente. En ciertas realizaciones, el nivel y/o actividad de
cada uno de Runx2, Snail, fosfoSmad2, colial, CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD, Sm22-alfa, fosfoSmad3, Axin2 y
proteina urinaria se compara con su nivel y/o actividad en una poblacién de referencia correspondiente.

8.3.2 ENFERMEDADES ASOCIADAS A SNAH, FOSFOSMAD2, DKK1, COL1A1, ACTIVINA (POR EJEMPLO,
ACTIVINA LIBRE), RUNX2, ALP, BSAP, CTX, OSTERIX, KLOTHO, ALFA-SMA, MYOCD, FOSFOSMAD3, PROTEINA
URINARIA, ACTRIIA, AXIN2 Y/O SM22-ALFA

En el presente documento se desvelan métodos de tratamiento y/o prevencion de una o mas enfermedades asociadas a
Snail, fosfoSmad2, Dkk1, col1ai, activina (por ejemplo, activina libre), Runx2, Alp, BSAP, CTX, Osterix, Klotho, alfa-SMA,
MYQCD, fosfoSmad3, proteina urinaria, ActRIIA, Axin2 y/o Sm22-alfa, que comprenden administrar al sujeto una dosis
farmacéuticamente eficaz de un inhibidor de la sefializacién de ActRIl (por ejemplo, un ligando trampa de activina).

El sujeto puede ser un sujeto tal y como se describe en la Seccion 8.4.

El inhibidor de la sefializacion de ActRIl puede ser ActRIIA-Fc, tal como ActRIIA-hFc (por ejemplo, SEQ ID NO:7). El
inhibidor de la sefializacion de ActRIl puede ser un inhibidor de la sefializacién de ActRIl como se describe en la Seccion
8.5.

La dosis farmacéuticamente eficaz puede ser una dosis como se describe en la Seccién 8.7. La dosis farmacéuticamente
eficaz puede ser una dosis inicial. La dosis farmacéuticamente eficaz puede administrarse a una frecuencia como se
describe en la Seccién 8.7. La dosis farmacéuticamente eficaz puede ser administrada como se describe en la Seccién
8.7. La dosis farmacéuticamente eficaz puede ajustarse en funcion del nivel y/o actividad de ciertos biomarcadores
descritos en el presente documento.

Los métodos pueden utilizarse en combinacion con un segundo agente farmacéuticamente activo, como se describe en
la Seccién 8.8.

8.3.3 ENFERMEDAD RENAL CRONICA - TRASTORNO MINERAL/OSEO

En ciertas realizaciones, en el presente documento se proporciona un inhibidor de la sefializacién de ActRII (por ejemplo,
un ligando trampa de activina) para su uso en métodos de tratamiento de la enfermedad renal crénica - trastorno mineral
6seo en un sujeto. En ciertas realizaciones, el sujeto tiene enfermedad cardiovascular. En ciertas realizaciones, el sujeto
tiene calcificacion vascular. En ciertas realizaciones, el sujeto tiene una enfermedad cardiovascular asociada a y/o
resultante de la calcificacién vascular. En ciertas realizaciones, el sujeto tiene una enfermedad cardiovascular asociada a
y/o resultante de la enfermedad renal. En ciertas realizaciones, el sujeto es un sujeto renal. En ciertas otras realizaciones,
al sujeto se le ha diagnosticado enfermedad renal cronica-trastorno mineral 6seo. En ciertas otras realizaciones, al sujeto
no se le ha diagnosticado enfermedad renal crénica-trastorno mineral éseo.

En ciertas realizaciones, el sujeto tiene niveles y/o actividad elevados de Runx2 en comparacion con los niveles y/o
actividad de Runx2 en una poblacién de referencia, niveles elevados y/o niveles y/o actividad elevados de Snail en
comparacion con los niveles y/o actividad de Snail en una poblacion de referencia, niveles y/o actividad elevados de
fosfoSmad2 en comparacién con los niveles y/o actividad de fosfoSmad2 en una poblacién de referencia, niveles y/o
actividad elevados de fosfoSmad3 en comparacién con los niveles y/o actividad de fosfoSmad3 en una poblacién de
referencia, niveles y/o actividad elevados de proteina urinaria en comparacién con los niveles y/o actividad de proteina
urinaria en una poblacién de referencia, niveles y/o actividad elevados de coll a1l en comparacién con los niveles y/o
actividad de coll al en una poblacion de referencia, niveles y/o actividad elevados de CTX en comparacion con los niveles
y/o actividad de CTX en una poblacién de referencia, niveles y/o actividad elevados de Osterix en comparacion con los
niveles y/o actividad de Osterix en una poblacién de referencia, disminucion de los niveles y/o actividad de alfa-SMA en
comparacion con los niveles y/o actividad de alfa-SMA en una poblacién de referencia, disminucion de los niveles y/o
actividad de MYOCD en comparacién con los niveles y/o actividad de MYOCD en una poblacion de referencia, y/o
disminucién de los niveles y/o actividad de Sm22-alfa en comparacién con los niveles y/o actividad de Sm22-alfa en una
poblacién de referencia. En ciertas realizaciones, los niveles de Snail, fosfoSmad2, col1al, Runx2, CTX, Osterix, Sm22-
alfa, MYOCD, fosfoSmad3, proteina urinaria y/o alfa-SMA estan en un tejido. En ciertas realizaciones, el tejido es la aorta.
En ciertas realizaciones, el tejido es el rifién. En ciertas realizaciones, el tejido es hueso. En ciertas realizaciones, el tejido
es suero. En una realizacion preferida, los niveles y/o actividad de Runx2, Osterix, Sm22-alfa, alfa-SMA y/o MYOCD estan
en la aorta. En una realizacién preferida, los niveles y/o actividad de fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina urinaria y/o colial
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estan en el rifidn. En ciertas realizaciones, los niveles de Snail, fosfoSmad2, colial, Runx2, CTX, Osterix, Sm22-alfa,
MYOCD y/o alfa-SMA estan en la aorta.

En ciertas realizaciones, el sujeto tiene niveles y/o actividad elevados de Runx2 en comparacién con los niveles y/o
actividad previos de Runx2 en el sujeto, niveles y/o actividad elevados de Snail en comparacién con los niveles y/o
actividad previos de Snail en el sujeto, niveles y/o actividad elevados de fosfoSmad2 en comparacién con los niveles y/o
actividad anteriores de fosfoSmad?2 en el sujeto, niveles y/o actividad elevados de fosfoSmad3 en comparacién con los
niveles y/o actividad anteriores de fosfoSmad3 en el sujeto, niveles y/o actividad elevados de proteina urinaria en
comparacién con los niveles y/o actividad anteriores de proteina urinaria en el sujeto, niveles y/o actividad elevados de
collal en comparacion con los niveles y/o actividad previos de collal en el sujeto, niveles y/o actividad elevados de CTX
en comparacion con los niveles y/o actividad previos de CTX en el sujeto, niveles y/o actividad elevados de Osterix en
comparacién con los niveles y/o actividad previos de Osterix en el sujeto, disminucién de los niveles y/o actividad de alfa-
SMA en comparacién con los niveles y/o actividad previos de alfa-SMA en el sujeto, disminucién de los niveles y/o actividad
de MYOCD en comparacién con los niveles y/o actividad previos de MYOCD en el sujeto, y/o disminucién de los niveles
y/o actividad de Sm22-alfa en comparacién con los niveles y/o actividad previos de Sm22-alfa en el sujeto. En ciertas
realizaciones, los niveles y/o actividad previos de Runx2 en el sujeto, los niveles y/o actividad previos de Snail en el sujeto,
los niveles y/o actividad previos de fosfoSmad2 en el sujeto, los niveles y/o actividad previos de fosfoSmad3 en el sujeto,
los niveles y/o actividad previos de proteina urinaria en el sujeto, los niveles y/o actividad previos de collal en el sujeto,
los niveles y/o actividad previos de CTX en el sujeto, los niveles y/o actividad previos de Osterix en el sujeto, los niveles
y/o actividad previos de alfa-SMA en el sujeto, los niveles y/o actividad previos de MYOCD en el sujeto, y/o los niveles y/o
actividad previos de Sm22-alfa en el sujeto son los niveles respectivos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 12, 18, 24 0 48 meses antes
de la aparicién de los sintomas o del diagnéstico de ERC-TMO.

En ciertas realizaciones, el sujeto es tratado segun los métodos descritos en la Seccién 8.3.4. En ciertas realizaciones, la
calcificacion vascular en el sujeto se analiza midiendo las puntuaciones de Agatston como se describe en la Seccién 8.6.

En ciertas realizaciones, un sujeto que se va a tratar tiene los niveles y/o actividad de Snail, fosfoSmad2, col1al, Runx2,
CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD, fosfoSmad3, proteina urinaria, Axin2 y/o Sm22-alfa como se describe en la Seccién 8.6.
Asi, en ciertas realizaciones especificas, el método comprende (i} seleccionar un sujeto basandose en los niveles y/o
actividad de Snail, fosfoSmad2, coliail, Runx2, CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOQCD, fosfoSmad3, proteina urinaria y/o Sm22-
alfa como se describe en la Seccion 8.6; y (ii) administrar una dosis farmacéuticamente eficaz de un inhibidor de la
sefializacion de ActRIl (por ejemplo, un ligando trampa de activina). En una realizacion especifica, el sujeto tiene una
enfermedad cardiovascular. En una realizacién preferida, el sujeto tiene calcificacién vascular. En una realizacién
especifica, el sujeto tiene una enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de la calcificacién vascular. En una
realizacion especifica, el sujeto tiene una enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de la enfermedad renal.
En una realizacién especifica, el sujeto tiene una enfermedad renal. En ciertas otras realizaciones, al sujeto se le ha
diagnosticado enfermedad renal crénica-trastorno mineral éseo. En ciertas otras realizaciones, al sujeto no se le ha
diagnosticado enfermedad renal crénica-trastorno mineral 6seo. En una realizacion especifica, el sujeto tiene niveles
elevados de rigidez arterial. En una realizacion especifica, el sujeto tiene una enfermedad cardiovascular asociada a y/o
resultante de niveles elevados de rigidez arterial. En una realizacién especifica, el sujeto tiene una HVI. En una realizacion
especifica, el sujeto tiene una enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de HVI.

En ciertas realizaciones, los niveles y/o actividad de Snail, fosfoSmad?2, collal, Runx2, CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD,
fosfoSmad3, proteina urinaria, Axin2 y/o Sm22-alfa se determinan como se describe en la Seccién 8.6. En ciertas
realizaciones, los niveles elevados de Snail, fosfoSmad2, collal, Runx2, CTX, fosfoSmad3, proteina urinaria y/u Osterix
son como se describe en la Seccién 8.6. En ciertas realizaciones, los niveles reducidos de alfa-SMA, MYOCD y/o Sm22-
alfa son como se describe en la Seccién 8.6. En ciertas realizaciones, los niveles de Snail, fosfoSmad2, collal, Runx2,
CTX, Osterix, Sm22-alfa, MYOCD, fosfoSmad3, proteina urinaria y/o alfa-SMA estan en un tejido. En ciertas realizaciones,
el tejido es la aorta. En ciertas realizaciones, el tejido es el rifién. En ciertas realizaciones, el tejido es hueso. En ciertas
realizaciones, el tejido es suero. En una realizacion preferida, los niveles y/o actividad de Runx2, Osterix, Sm22-alfa, alfa-
SMA, Axin2 y MYOCD estan en la aorta. En una realizacion preferida, los niveles y/o actividad de fosfoSmad?2, fosfoSmad3,
proteina urinaria y coll al estan en el rifion. En una realizacion preferida, los niveles y/o actividad de la activina estan en
el suero. En ciertas realizaciones, el nivel y/o actividad de Snail, fosfoSmad2, colial, Runx2, CTX, Osterix, alfa-SMA,
MYQCD, fosfoSmad3, proteina urinaria y/o Sm22-alfa es el nivel y/o actividad de proteina de Snail, fosfoSmad2, colial,
Runx2, CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD, fosfoSmad3, proteina urinaria y/o Sm22-alfa, respectivamente. En ciertas
realizaciones, el nivel y/o actividad de Snail, fosfoSmad2, collal, Runx2, CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD, fosfoSmad3,
proteina urinaria y/o Sm22-alfa es el nivel y/o actividad de ARNm de Snail, fosfoSmad2, colial, Runx2, CTX, Osterix,
alfa-SMA, MYOCD, fosfoSmad3, proteina urinaria y/o Sm22-alfa, respectivamente. En ciertas realizaciones, los niveles
de folistatina en el sujeto son aproximadamente iguales a los niveles de folistatina en una poblacién de referencia.

En ciertas realizaciones, la poblacién de referencia es una poblacién como se describe en la Seccién 8.6. En ciertas
realizaciones, el sujeto es un sujeto como se describe en la Seccioén 8.4.

En ciertas realizaciones, el inhibidor de la sefializacién de ActRIl es ActRIIA-Fc, tal como ActRIIA-hFc (por ejemplo, SEQ

ID NO:7). En ciertas realizaciones, el inhibidor de la sefializacion de ActRIl es un inhibidor de la sefializacion de ActRlI
como se describe en la Seccién 8.5.
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En ciertas realizaciones, la dosis farmacéuticamente eficaz es una dosis como se describe en la Seccién 8.7. En ciertas
realizaciones, la dosis farmacéuticamente eficaz es una dosis inicial. En ciertas realizaciones, la dosis farmacéuticamente
eficaz se administra a una frecuencia como se describe en la Seccién 8.7. En ciertas realizaciones, la dosis
farmacéuticamente eficaz se administra como se describe en la Seccién 8.7.

En ciertas realizaciones, los métodos se utilizan en combinacién con un segundo agente farmacéuticamente activo, como
se describe en la Seccién 8.8.

En ciertas realizaciones, los métodos de tratamiento de la enfermedad renal terminal en un sujeto comprenden administrar
al sujeto una dosis farmacéuticamente eficaz de un inhibidor de la sefializacién de ActRII (por ejemplo, un ligando trampa
de activina), en donde el sujeto esta en hemodialisis, y en donde al sujeto se le ha administrado previamente un agente
estimulante de la eritropoyetina. En ciertas realizaciones, los métodos de tratamiento de la enfermedad renal terminal en
un sujeto comprenden administrar por via subcutanea al sujeto 0,13 mg/kg de un inhibidor de la sefializacién de ActRII
(por ejemplo, un ligando trampa de activina) en un intervalo de una vez cada 14 dias, en donde el sujeto esta en
hemodialisis, y en donde al sujeto se le ha administrado previamente un agente estimulante de |a eritropoyetina. En ciertas
realizaciones, los métodos de tratamiento de la enfermedad renal terminal en un sujeto comprenden administrar por via
subcutanea al sujeto 0,26 mg/kg de un inhibidor de la sefializacion de ActRIl (por ejemplo, un ligando trampa de activina)
en un intervalo de una vez cada 14 dias, en donde el sujeto esta en hemodialisis, y en donde al sujeto se le ha administrado
previamente un agente estimulante de la eritropoyetina. En ciertas realizaciones, los métodos de tratamiento de la
enfermedad renal terminal en un sujeto comprenden administrar por via subcutanea al sujeto 0,3 mg/kg de un inhibidor
de la sefalizacién de ActRIl (por ejemplo, un ligando trampa de activina) en un intervalo de una vez cada 28 dias, en
donde el sujeto esta en hemodialisis, y en donde al sujeto se le ha administrado previamente un agente estimulante de la
eritropoyetina. En ciertas realizaciones, los métodos de tratamiento de la enfermedad renal terminal en un sujeto
comprenden administrar por via subcutanea al sujeto 0,5 mg/kg de un inhibidor de la sefializacion de ActRIl (por ejemplo,
un ligando trampa de activina) en un intervalo de una vez cada 28 dias, en donde el sujeto esta en hemodidlisis, y en
donde al sujeto se le ha administrado previamente un agente estimulante de la eritropoyetina. En ciertas realizaciones,
los métodos de tratamiento de la enfermedad renal terminal en un sujeto comprenden administrar por via subcutanea al
sujeto 0,7 mg/kg de un inhibidor de la sefializacién de ActRII (por ejemplo, un ligando trampa de activina) en un intervalo
de una vez cada 28 dias, en donde el sujeto esta en hemodialisis, y en donde al sujeto se le ha administrado previamente
un agente estimulante de la eritropoyetina. En ciertas realizaciones, los métodos de tratamiento de la enfermedad renal
terminal en un sujeto comprenden administrar por via intravenosa al sujeto 0,1 mg/kg de una dosis farmacéuticamente
eficaz de un inhibidor de la sefializacion de ActRIl (por ejemplo, un ligando trampa de activina) en un intervalo de una vez
cada 14 dias, en donde el sujeto estd en hemodialisis, y en donde al sujeto se le ha administrado previamente un agente
estimulante de la eritropoyetina. En ciertas realizaciones, los métodos de tratamiento de la enfermedad renal terminal en
un sujeto comprenden administrar por via subcutanea al sujeto 0,2 mg/kg de un inhibidor de la sefializacién de ActRII (por
ejemplo, un ligando trampa de activina) en un intervalo de una vez cada 14 dias, en donde el sujeto esta en hemodidlisis,
y en donde al sujeto se le ha administrado previamente un agente estimulante de la eritropoyetina. En ciertas realizaciones,
el inhibidor de la sefializacién de ActRIl es ActRIIA-hFc (SEQ ID NO:7).

8.3.4 DOSIS AJUSTADA

En ciertas realizaciones, los niveles y/o actividad de Snail, fosfoSmad2, collal, Runx2, CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD,
fosfoSmad3, proteina urinaria, Axin2 y/o Sm22-alfa pueden usarse ademas (i} para evaluar la dosis adecuada para un
sujeto, en donde el sujeto es candidato a ser tratado o esté siendo tratado con un inhibidor de la sefializacién de ActRII
(por ejemplo, un ligando trampa de activina); (i) para evaluar si se debe ajustar la dosis del inhibidor de la sefializacién
de ActRIl durante el tratamiento; y/o (iii) para evaluar una dosis de mantenimiento adecuada del inhibidor de la sefializacion
de ActRIl. Si el nivel y/o actividad de Snail, fosfoSmad?2, col1al, Runx2, CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD, fosfoSmad3,
proteina urinaria, Axin2 y/o Sm22-alfa es mayor o menor que el nivel y/o actividad en una poblacién de referencia, la dosis
con un inhibidor de la sefializacion de ActRIl puede iniciarse, aumentarse, reducirse, retrasarse o finalizarse dependiendo
del nivel y/o actividad de Snai1, fosfoSmad2, colial, Runx2, CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD, fosfoSmad3, proteina
urinaria, Axin2 y/o Sm22-alfa, respectivamente. En ciertas realizaciones, los métodos de tratamiento y/o prevencion de
enfermedades cardiovasculares, calcificacion vascular, enfermedades cardiovasculares asociadas a y/o resultantes de
calcificaciéon vascular, enfermedades cardiovasculares asociadas a y/o resultantes de enfermedad renal, ERC-TMO,
niveles elevados de rigidez arterial, HVI, enfermedades cardiovasculares asociadas a y/o resultantes de niveles elevados
de rigidez arterial, y/o enfermedades cardiovasculares asociadas a y/o resultantes de HVI, en un sujeto comprenden (i)
administrar al sujeto una dosis inicial de un inhibidor de la sefializacion de ActRII; (ii) tomar una primera medicion del nivel
y/o actividad de Snail, fosfoSmad?2, collal, Runx2, CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD, fosfoSmad3, proteina urinaria, Axin2
y/o Sm22-alfa en el sujeto; (iii) tras un periodo de tiempo, tomar una segunda medicién del nivel y/o actividad de Snail,
fosfoSmad?2, colial, Runx2, CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD, fosfoSmad3, proteina urinaria, Axin2 y/o Sm22-alfa en el
sujeto; y (iv) administrar al sujeto una dosis ajustada del inhibidor de la sefializacién de ActRII. En ciertas realizaciones,
el inhibidor de la sefializacion de ActRIl es ActRIIA-Fc, tal como ActRIIA-hFc (por ejemplo, SEQ ID NO:7). En ciertas
realizaciones, el inhibidor de la sefializacion de ActRIl es un inhibidor de la sefalizaciéon de ActRIl como se describe en la
Seccion 8.5. En ciertas otras realizaciones, al sujeto se le ha diagnosticado enfermedad renal crénica-trastorno mineral
0seo. En ciertas otras realizaciones, al sujeto no se le ha diagnosticado enfermedad renal crénica-trastorno mineral éseo.
En ciertas realizaciones, la calcificacion vascular en el sujeto se analiza midiendo las puntuaciones de Agatston como se
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describe en la Seccion 8.6.6. En ciertas realizaciones, la dosis ajustada se basa en el cambio detectado entre la primera
medicion y la segunda medicién.

En ciertas realizaciones, los niveles y/o actividad de Snail, fosfoSmad2, collal, Runx2, CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD,
fosfoSmad3, proteina urinaria, Axin2 y/o Sm22-alfa se determinan como se describe en la Seccién 8.6. En ciertas
realizaciones, el nivel y/o actividad de Snail, fosfoSmad?2, col1al, Runx2, CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD, fosfoSmad3,
proteina urinaria Axin2 y/o Sm22-alfa es el nivel y/o actividad de proteina de Snail, fosfoSmad2, col1al, Runx2, CTX,
Osterix, alfa-SMA, MYOCD, fosfoSmad3, proteina urinaria y/o Sm22-alfa, respectivamente. En ciertas realizaciones, el
nivel y/o actividad de Snalil, fosfoSmad2, col1al, Runx2, CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD, fosfoSmad3, proteina urinaria,
Axin2 y/o Sm22-alfa es el nivel y/o actividad de ARNm de Snail, fosfoSmad2, col1al, Runx2, CTX, Osterix, alfa-SMA,
MYQCD, fosfoSmad3, proteina urinaria, Axin2 y/o Sm22-alfa, respectivamente. En ciertas realizaciones, los niveles de
Snail, fosfoSmad2, coltal, Runx2, CTX, Osterix, Sm22-alfa, MYOCD, fosfoSmad3, proteina urinaria, Axin2 y/o alfa-SMA
estan en un tejido. En ciertas realizaciones, el tejido es la aorta. En ciertas realizaciones, el tejido es el rifién. En ciertas
realizaciones, el tejido es hueso. En ciertas realizaciones, el tejido es suero. En una realizacion preferida, los niveles y/o
actividad de Runx2, Osterix, Sm22-alfa, alfa-SMA, MYOCD o Axin2 estan en la aorta. En una realizacién preferida, los
niveles y/o actividad de fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina urinaria, Axin2 y collal estan en el rifién. En una realizacién
preferida, los niveles y/o actividad de la activina estan en el suero. En ciertas realizaciones, los niveles de activina son
elevados en el sujeto con respecto a una poblacién de referencia. En ciertas realizaciones, los niveles de folistatina son
normales en el sujeto con respecto a una poblacion de referencia. En ciertas realizaciones, la calcificacién vascular en el
sujeto se analiza midiendo las puntuaciones de Agatston como se describe en la Seccién 8.6.

En ciertas realizaciones, la poblacién de referencia es una poblacién como se describe en la Seccién 8.6. En ciertas
realizaciones, el sujeto es un sujeto como se describe en la Seccion 8.4.

En ciertas realizaciones, la dosis inicial es una dosis como se describe en la Seccién 8.7. En ciertas realizaciones, la dosis
inicial se administra a una frecuencia como se describe en la Seccién 8.7. En ciertas realizaciones, la dosis inicial se
administra como se describe en la Seccién 8.7.

En ciertas realizaciones, la primera medicién y/o la segunda medicién se toman como se describe en la Seccién 8.6. En
ciertas realizaciones, la primera medicién se toma antes del inicio del tratamiento. En ciertas realizaciones, la primera
medicion se toma después del inicio del tratamiento o en un plazo maximo de 1 dia, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias, 6 dias
0 1 semana, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas o dos meses del mismo. En ciertas realizaciones, la segunda medicién
se toma inmediatamente después del inicio del tratamiento o en un plazo maximo de 1 dia, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias,
6 dias 0 1 semana, 2 semanas, 1 mes, 2 meses, 3 meses, 4 meses, 5 meses, 6 meses, 7 meses, 8 meses, 9 meses, 10
meses, 11 meses 0 12 meses del mismo.

En ciertas realizaciones, la dosis ajustada del inhibidor de la sefializacion de ActRIl es mayor que la dosis inicial si el nivel
y/o actividad de Runx2 es elevado en comparacién con el nivel y/o actividad de Runx2 en una poblacién de referencia, el
nivel y/o actividad de Snail es elevado en comparacion con el nivel y/o actividad de Snail en una poblacion de referencia,
el nivel y/o actividad de fosfoSmad?2 es elevado en comparacién con el nivel y/o actividad de fosfoSmad?2 en una poblacién
de referencia, el nivel y/o actividad de fosfoSmad3 es elevado en comparacion con el nivel y/o actividad de fosfoSmad3
en una poblacién de referencia, el nivel y/o actividad de proteina urinaria es elevado en comparacién con el nivel y/o
actividad de proteina urinaria en una poblacion de referencia, el nivel y/o actividad de collal es elevado en comparacion
con el nivel y/o actividad de collal en una poblacién de referencia, el nivel y/o actividad de CTX es elevado en comparacion
con el nivel y/o actividad de CTX en una poblacién de referencia, el nivel y/o actividad de Osterix es elevado en
comparacién con el nivel y/o actividad de Osterix en una poblacién de referencia, el nivel y/o actividad de alfa-SMA es
reducido en comparacién con el nivel y/o actividad de alfa-SMA en una poblacién de referencia, el nivel y/o actividad de
MYOCD disminuye en comparacion con el nivel y/o actividad de MYOCD en una poblacién de referencia, el nivel y/o
actividad de Axin2 disminuye en comparacién con el nivel y/o actividad de Axin2 en una poblacién de referencia, y/o el
nivel y/o actividad de Sm22-alfa disminuye en comparacion con el nivel y/o actividad de Sm22-alfa en una poblacién de
referencia. En ciertas realizaciones, los niveles elevados de Snalil, fosfoSmad?2, colial, Runx2, CTX, fosfoSmad3, proteina
urinaria y/u Osterix son como se describe en la Seccion 8.6. En ciertas realizaciones, los niveles reducidos de alfa-SMA,
Axin2 y/o Sm22-alfa son como se describe en la Seccién 8.6. En ciertas realizaciones, los niveles de Snail, fosfoSmad2,
collal, Runx2, CTX, Osterix, Sm22-alfa, MYOCD, fosfoSmad3, proteina urinaria, Axin2 y/o alfa-SMA estan en un tejido.
En ciertas realizaciones, el tejido es la aorta. En ciertas realizaciones, el tejido es el rifidn. En ciertas realizaciones, el
tejido es hueso. En ciertas realizaciones, el tejido es suero. En una realizacién preferida, los niveles y/o actividad de Runx2,
Osterix, Sm22-alfa, alfa-SMA, Axin2 y MYOCD estan en la aorta. En una realizacion preferida, los niveles y/o actividad de
fosfoSmad?2, fosfoSmad3, proteina urinaria, Axin2 y collal estan en el rifion. En una realizacion preferida, los niveles y/o
actividad de la activina estan en el suero.

En ciertas realizaciones, la dosis ajustada es una dosis como se describe en la Seccién 8.7. En ciertas realizaciones, la
dosis ajustada se administra a una frecuencia como se describe en la Seccién 8.7. En ciertas realizaciones, la dosis
ajustada se administra como se describe en la Seccién 8.7

En ciertas realizaciones, el sujeto tiene niveles y/o actividad elevados de Runx2 en comparacion con los niveles y/o
actividad previos de Runx2 en el sujeto, niveles y/o actividad elevados de Snaii en comparacién con los niveles y/o
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actividad previos de Snail en el sujeto, niveles y/o actividad elevados de fosfoSmad2 en comparacién con los niveles y/o
actividad anteriores de fosfoSmad?2 en el sujeto, niveles y/o actividad elevados de fosfoSmad3 en comparacién con los
niveles y/o actividad anteriores de fosfoSmad3 en el sujeto, niveles y/o actividad elevados de proteina urinaria en
comparacién con los niveles y/o actividad anteriores de proteina urinaria en el sujeto, niveles y/o actividad elevados de
collal en comparacién con los niveles y/o actividad previos de collal en el sujeto, niveles y/o actividad elevados de CTX
en comparacién con los niveles y/o actividad previos de CTX en el sujeto, niveles y/o actividad elevados de Osterix en
comparacién con los niveles y/o actividad previos de Osterix en el sujeto, disminucioén de los niveles y/o actividad de alfa-
SMA en comparacién con los niveles y/o actividad previos de alfa-SMA en el sujeto, disminucion de los niveles y/o actividad
de MYOCD en comparacion con los niveles y/o actividad previos de MYOCD en el sujeto, disminucién de los niveles y/o
actividad de Axin2 en comparacion con los niveles y/o actividad previos de Axin2 en el sujeto, y/o disminucion de los
niveles y/o actividad de Sm22-alfa en comparacién con los niveles y/o actividad previos de Sm22-alfa en el sujeto. En
ciertas realizaciones, los niveles y/o actividad previos de Runx2 en el sujeto, los niveles y/o actividad previos de Alp en el
sujeto, los niveles y/o actividad previos de Snail en el sujeto, los niveles y/o actividad previos de fosfoSmad2 en el sujeto,
los niveles y/o actividad previos de fosfoSmad3 en el sujeto, los niveles y/o actividad previos de proteina urinaria en el
sujeto, los niveles y/o actividad previos de CTX en el sujeto, los niveles y/o actividad previos de Osterix en el sujeto, los
niveles y/o actividad previos de Klotho en el sujeto, los niveles y/o actividad previos de alfa-SMA en el sujeto, los niveles
y/o actividad previos de MYOCD en el sujeto, los niveles y/o actividad previos de Axin2 en el sujeto, los niveles y/o actividad
previos de Axin2 en el sujeto, y/o los niveles y/o actividad previos de Sm22-alfa en el sujeto son los niveles respectivos 1,
2,3,4,5,86, 8,10, 12, 18, 24 0 48 meses antes de la aparicién de los sintomas o del diagnéstico de (i} enfermedad
cardiovascular; (i) calcificaciéon vascular; (iii) enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de calcificacion
vascular; (iv) enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de enfermedad renal; (v) ERC-TMO; (vi) niveles
elevados de rigidez arterial; (vii) HVI; (viii) enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de niveles elevados de
rigidez arterial; y/o (ix) enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de HVI.

En ciertas realizaciones, la dosis ajustada del inhibidor de la sefializacion de ActRIl (por ejemplo, un ligando trampa de
activina) es menor que la dosis inicial si el nivel y/o actividad de Runx2 disminuye en comparacién con el nivel y/o actividad
de Runx2 en una poblacién de referencia, el nivel y/o actividad de Snail disminuye en comparacién con el nivel y/o
actividad de Snail en una poblacién de referencia, el nivel y/o actividad de fosfoSmad?2 disminuye en comparacion con el
nivel y/o actividad de fosfoSmad2 en una poblacién de referencia, el nivel y/o actividad de fosfoSmad3 disminuye en
comparacién con el nivel y/o actividad de fosfoSmad3 en una poblacién de referencia, el nivel y/o actividad de proteina
urinaria disminuye en comparacién con el nivel y/o actividad de proteina urinaria en una poblacién de referencia, el nivel
y/o actividad de collal disminuye en comparacién con el nivel y/o actividad de collal en una poblacién de referencia, el
nivel y/o actividad de CTX disminuye en comparacion con el nivel y/o actividad de CTX en una poblacién de referencia, el
nivel y/o actividad de Osterix disminuye en comparacion con el nivel y/o actividad de Osterix en una poblacion de referencia,
el nivel y/o actividad de alfa-SMA aumenta en comparacién con el nivel y/o actividad de alfa-SMA en una poblacién de
referencia, el nivel y/o actividad de MYOCD aumenta en comparacién con el nivel y/o actividad de MYOCD en una
poblacién de referencia, el nivel y/o actividad de Axin2 aumenta en comparacién con el nivel y/o actividad de Axin2 en una
poblacién de referencia, y/o el nivel y/o actividad de Sm22-alfa aumenta en comparacién con el nivel y/o actividad de
Sm22-alfa en una poblacién de referencia. En ciertas realizaciones, los niveles elevados de alfa-SMA, MYOCD, Axin2 y/o
Sm22-alfa son como se describe en la Seccién 8.6. En ciertas realizaciones, los niveles reducidos de Snail, fosfoSmad2,
coltal, Runx2, CTX, fosfoSmad3, proteina urinaria y/u Osterix son como se describe en la Seccién 8.6. En ciertas
realizaciones, los niveles de Snail, fosfoSmad2, col1ai, Runx2, CTX, Osterix, Sm22-alfa, MYOCD, fosfoSmad3, proteina
urinaria, Axin2 y/o alfa-SMA estan en un tejido. En ciertas realizaciones, el tejido es la aorta. En ciertas realizaciones, el
tejido es el rifidn. En ciertas realizaciones, el tejido es hueso. En ciertas realizaciones, el tejido es suero. En una realizacion
preferida, los niveles y/o actividad de Runx2, Osterix, Sm22-alfa, alfa-SMA, Axin2 y MYOCD estan en la aorta. En una
realizacién preferida, los niveles y/o actividad de fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina urinaria, Axin2 y colial estan en el
rifién. En ciertas realizaciones, los niveles de Snail, fosfoSmad2, collal, Runx2, CTX, Osterix, Sm22-alfa, MYOCD, Axin2
y/o alfa-SMA estan en la aorta.

En ciertas realizaciones, la poblacion de referencia es una poblacion como se describe en la Seccion 8.6. En ciertas
realizaciones, la dosis ajustada es una dosis como se describe en la Seccién 8.7. En ciertas realizaciones, la dosis
ajustada se administra a una frecuencia como se describe en la Seccién 8.7. En ciertas realizaciones, la dosis ajustada
se administra como se describe en la Seccién 8.7

En ciertas realizaciones, los métodos proporcionados en el presente documento se utilizan en combinacién con un
segundo agente farmacéuticamente activo, como se describe en la Seccién 8.8.

Como reconocera un experto en la materia, los niveles y/o actividad de uno o mas de Runx2, Snai1, fosfoSmad2, coliai,
CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD, Axin2, Sm22-alfa, fosfoSmad3 y proteina urinaria pueden compararse
independientemente y respectivamente con el nivel y/o actividad en una poblacion de referencia correspondiente, tal como
se describe anteriormente en la Seccion 8.3.1.

8.4 POBLACIONES DE PACIENTES

Los sujetos tratados segun los métodos descritos en el presente documento pueden ser cualquier mamifero, tales como
roedores y primates, y en una realizacion preferida, seres humanos. En ciertas realizaciones, los métodos descritos en el
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presente documento pueden usarse para tratar enfermedades cardiovasculares, calcificacion vascular, enfermedades
cardiovasculares asociadas a y/o resultantes de calcificacion vascular, enfermedades cardiovasculares asociadas a y/o
resultantes de enfermedad renal, ODR de recambio rapido, niveles elevados de rigidez arterial, enfermedades
cardiovasculares asociadas a y/o resultantes de niveles elevados de rigidez arterial, HVI, y/o enfermedades
cardiovasculares asociadas a y/o resultantes de HVI; o para monitorizar y/o disminuir la calcificacion vascular, la rigidez
arterial (por ejemplo, vascular), la HVI, los niveles de calcio aortico, la transicién endotelial a mesenquimatosa y/o la
formacion 6sea, y/o para aumentar la densidad mineral 6sea y/o la funcién de las células musculares lisas vasculares, en
cualquier mamifero, tales como roedores y primates, y en una realizacién preferida, en sujetos humanos.

En ciertas realizaciones, el sujeto tratado segun los métodos descritos en el presente documento tiene niveles elevados
de activina en comparacién con los niveles de activina en una poblacién de referencia. En ciertas realizaciones, los niveles
de activina son los niveles de activina renal, plasmatica o aértica. En ciertas realizaciones, la activina es activina A. En
ciertas realizaciones, el sujeto tratado segun los métodos descritos en el presente documento tiene niveles
aproximadamente iguales de folistatina en comparacién con los niveles de folistatina en una poblacién de referencia. En
ciertas realizaciones, el sujeto tratado segun los métodos descritos en el presente documento no tiene niveles elevados
de folistatina en comparacién con los niveles de folistatina en comparacién con los niveles de folistatina en una poblacién
de referencia. En ciertas realizaciones, el sujeto tratado segin los métodos descritos en el presente documento no tiene
niveles reducidos de folistatina en comparacion con los niveles de folistatina en comparacion con los niveles de folistatina
en una poblacién de referencia. En ciertas realizaciones, el sujeto tratado segun los métodos descritos en el presente
documento tiene niveles aproximadamente iguales de 3 similar a la folistatina en comparacién con los niveles de 3 similar
a la folistatina en una poblacién de referencia. En ciertas realizaciones, el sujeto tratado segun los métodos descritos en
el presente documento no tiene niveles elevados de 3 similar a la folistatina en comparacién con los niveles de 3 similar
a la folistatina en comparacién con los niveles de 3 similar a la folistatina en una poblacién de referencia. En ciertas
realizaciones, el sujeto tratado segin los métodos descritos en el presente documento no tiene niveles reducidos de 3
similar a la folistatina en comparacion con los niveles de 3 similar a la folistatina en comparacién con los niveles de 3
similar a la folistatina en una poblacion de referencia. En ciertas realizaciones, el sujeto tratado segun los métodos
descritos en el presente documento tiene niveles aproximadamente iguales de inhibina en comparacién con los niveles
de inhibina en una poblacién de referencia. En ciertas realizaciones, el sujeto tratado segun los métodos descritos en el
presente documento no tiene niveles elevados de inhibina en comparacién con los niveles de inhibina en comparaciéon
con los niveles de inhibina en una poblacién de referencia. En ciertas realizaciones, el sujeto tratado segun los métodos
descritos en el presente documento no tiene niveles reducidos de inhibina en comparacion con los niveles de inhibina en
comparacién con los niveles de inhibina en una poblacién de referencia. En ciertas realizaciones, el nivel de activina libre
en un sujeto se determina por la estequiometria de los niveles de inhibina, folistatina y 3 similar a la folistatina con respecto
a los niveles de activina. Por consiguiente, en ciertas realizaciones, €l sujeto tratado segun los métodos descritos en el
presente documento tiene un nivel elevado de activina libre.

En ciertas realizaciones, el sujeto tratado segun los métodos descritos en el presente documento no tiene un aumento de
fosfoErk 1/2 en comparacion con una poblacién de referencia como se describe en la Seccién 8.6. En ciertas realizaciones,
el fosfoErk 1/2 es fosfoErk 1/2 abrtico.

En ciertas realizaciones, el sujeto tratado segun los métodos descritos en el presente documento tiene un aumento de la
transicién endotelial a mesenquimatosa (EnMT) en comparacién con la EnMT en una poblacién de referencia. En ciertas
realizaciones, el sujeto tratado segun los métodos descritos en el presente documento tiene un aumento de la expresion
de factores de transcripcién asociados a EnMT, tal como, por ejemplo, Snail. En ciertas realizaciones, el aumento de
EnMT en el sujeto da lugar a un aumento de la transicién osteoblastica en el sujeto en comparacién con la transicion
osteoblastica en una poblacién de referencia. En ciertas realizaciones, el aumento de EnMT en el sujeto da lugar a un
aumento de la rigidez vascular en el sujeto en comparacién con la rigidez vascular en una poblacién de referencia En
ciertas realizaciones, el aumento de EnMT en el sujeto da lugar a un aumento de la calcificaciéon vascular en el sujeto en
comparacién con la calcificacion vascular en una poblacién de referencia. En ciertas realizaciones, el aumento de EnMT
en el sujeto da lugar a una disminucién de la funcién del musculo liso vascular en el sujeto en comparacion con la funcion
del musculo liso vascular en una poblacién de referencia. En ciertas realizaciones, el aumento de EnMT en el sujeto da
lugar a un aumento de la HVI en el sujeto en comparacion con la HVI en una poblacion de referencia.

En ciertas realizaciones, el sujeto tratado segun los métodos proporcionados en el presente documento tiene fibrosis renal.
En ciertas realizaciones, el sujeto tratado segin los métodos proporcionados en el presente documento tiene
glomeruloesclerosis.

En ciertas realizaciones, el sujeto tratado segun los métodos descritos en el presente documento tiene niveles y/o actividad
elevados de Snail, fosfoSmad?2, colial, Runx2, CTX, fosfoSmad3, proteina urinaria y/u Osterix, y/o niveles y/o actividad
reducidos de alfa-SMA, MYOCD y/o Sm22-alfa, en comparacioén con los niveles de Snail, fosfoSmad2, collal, Runx2,
CTX, fosfoSmad3, proteina urinaria, Osterix, alfa-SMA, MYOCD y/o Sm22-alfa, respectivamente, en una poblacién de
referencia. En ciertas realizaciones, el sujeto tratado segun los métodos descritos en el presente documento tiene (i)
calcificaciéon vascular y (ii) niveles y/o actividad elevados de Snalil, fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina urinaria, coliai,
Runx2, CTX, y/u Osterix, y/o niveles y/o actividad reducidos de alfa-SMA, MYOCD y/o Sm22-alfa, en comparacién con
los niveles de Snail, fosfoSmad?2, fosfoSmad3, proteina urinaria, colial, Runx2, CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD, Axin2
y/o Sm22-alfa, respectivamente, en una poblacion de referencia. En ciertas realizaciones, el sujeto tratado segun los
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métodos descritos en el presente documento tiene (i) enfermedad cardiovascular y (i) niveles y/o actividad elevados de
Snail, fosfoSmad?2, fosfoSmad3, proteina urinaria, colial, Runx2, CTX y/u Osterix, y/o niveles y/o actividad reducidos de
alfa-SMA, MYOCD y/o Sm22-alfa, en comparacién con los niveles de Snail, fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina urinaria,
collal, Runx2, CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD y/o Sm22-alfa, respectivamente, en una poblacién de referencia. En
ciertas realizaciones, el sujeto tratado segun los métodos descritos en el presente documento tiene (i) enfermedad
cardiovascular asociada a y/o resultante de calcificacion vascular; y (ii) niveles y/o actividad elevados de Snail, fosfoSmad2,
fosfoSmad3, proteina urinaria, collal, Runx2, CTX y/u Osterix, y/o niveles y/o actividad reducidos de alfa-SMA, MYOCD
y/o Sm22-alfa, en comparacién con los niveles de Snail, fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina urinaria, col1al, Runx2, CTX,
Osterix, alfa-SMA, MYOCD y/o Sm22-alfa, respectivamente, en una poblacién de referencia. En ciertas realizaciones, el
sujeto tratado segun los métodos descritos en el presente documento tiene (i) enfermedad cardiovascular asociada y/o
resultante de enfermedad renal; y (ii) niveles y/o actividad elevados de Snail, fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina urinaria,
collal, Runx2, CTX, y/u Osterix, y/o niveles y/o actividad reducidos de alfa-SMA, MYOCD y/o Sm22-alfa, en comparacion
con los niveles de Snait, fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina urinaria, collal, Runx2, CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD,
Axin2 y/o Sm22-alfa, respectivamente, en una poblacién de referencia. En ciertas realizaciones, el sujeto tratado segun
los métodos descritos en el presente documento tiene (i) ERC-TMO vy (ii} niveles y/o actividad elevados de Snail,
fosfoSmad?2, fosfoSmad3, proteina urinaria, colial, Runx2, CTX, y/u Osterix, y/o niveles y/o actividad reducidos de alfa-
SMA, MYOCD y/o Sm22-alfa, en comparacion con los niveles de Snail, fosfoSmad?2, fosfoSmad3, proteina urinaria, coliail,
Runx2, CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD y/o Sm22-alfa, respectivamente, en una poblaciéon de referencia. En ciertas
realizaciones, el sujeto tratado segun los métodos descritos en el presente documento tiene (i) niveles elevados de rigidez
arterial y (ii) niveles y/o actividad elevados de Snail, fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina urinaria, colial, Runx2, CTX y/u
Osterix, y/o niveles y/o actividad reducidos de alfa-SMA, MYOCD y/o Sm22-alfa, en comparacién con los niveles de Snail,
fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina urinaria, collal, Runx2, CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD y/o Sm22-alfa,
respectivamente, en una poblacién de referencia. En ciertas realizaciones, el sujeto tratado segun los métodos descritos
en el presente documento tiene (i) enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de niveles elevados de rigidez
arterial; y (ii) niveles y/o actividad elevados de Snail, fosfoSmad?2, fosfoSmad3, proteina urinaria, col1al, Runx2, CTX y/u
Osterix, y/o niveles y/o actividad reducidos de alfa-SMA, MYOCD y/o Sm22-alfa, en comparacién con los niveles de Snail,
fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina urinaria, collal, Runx2, CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD y/o Sm22-alfa,
respectivamente, en una poblacién de referencia. En ciertas realizaciones, el sujeto tratado segun los métodos descritos
en el presente documento tiene (i) HVI; y (ii) niveles y/o actividad elevados de Snail, fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina
urinaria, collal, Runx2, CTX y/u Osterix, y/o niveles y/o actividad reducidos de alfa-SMA, MYOCD y/o Sm22-alfa, en
comparacioén con los niveles de Snail, fosfoSmad?2, fosfoSmad3, proteina urinaria, colial, Runx2, CTX, Osterix, alfa-SMA,
MYOCD y/o Sm22-alfa, respectivamente, en una poblacién de referencia. En ciertas realizaciones, el sujeto tratado segun
los métodos descritos en el presente documento tiene (i) enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de HVI; y
(i) niveles y/o actividad elevados de Snail, fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina urinaria, colial, Runx2, CTX y/u Osterix,
y/o niveles y/o actividad reducidos de alfa-SMA, MYOCD y/o Sm22-alfa, en comparacién con los niveles de Snail,
fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina urinaria, collal, Runx2, CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD y/o Sm22-alfa,
respectivamente, en una poblacién de referencia.

En ciertas realizaciones, el sujeto tratado segun los métodos descritos en el presente documento tiene niveles y/o actividad
elevados de Snail, fosfoSmad?2, fosfoSmad3, proteina urinaria, colial, Runx2, CTX y/u Osterix, y/o niveles y/o actividad
reducidos de alfa-SMA, MYOCD y/o Sm22-alfa, en comparacion con los niveles previos de Snail, fosfoSmad?2, fosfoSmad3,
proteina urinaria, collal, Runx2, CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD y/o Sm22-alfa, respectivamente, en el sujeto 1, 2, 3, 4,
5,6,8,10,12, 18, 24 0 48 meses antes de la aparicién de los sintomas o del diagndstico de (i) enfermedad cardiovascular;
(ii) calcificacion vascular; (i) enfermedad cardiovascular asociada a y/o derivada de calcificacion vascular; (iv) enfermedad
cardiovascular asociada a y/o derivada de enfermedad renal; (v) ERC-TMO; (vi) niveles elevados de rigidez arterial; (vii)
HVI; (viii) enfermedad cardiovascular asociada a y/o derivada de niveles elevados de rigidez arterial; y/o (ix) enfermedad
cardiovascular asociada a y/o derivada de HVI.

En ciertas otras realizaciones, al sujeto se le ha diagnosticado enfermedad renal cronica-trastorno mineral 6seo. En ciertas
otras realizaciones, al sujeto no se le ha diagnosticado enfermedad renal crénica-trastorno mineral 6seo. En ciertas
realizaciones, la poblacién de referencia es una poblaciéon como se describe en la Seccién 8.6. En ciertas realizaciones,
los niveles elevados de Snail, fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina urinaria, coltal, Runx2, CTX y/u Osterix son como se
describe en la Seccién 8.6. En ciertas realizaciones, los niveles reducidos de alfa-SMA, MYOCD y/o Sm22-alfa son como
se describe en la Seccién 8.6.

En ciertas realizaciones, el sujeto tratado segun los métodos proporcionados en el presente documento tiene una
enfermedad asociada a niveles elevados de Snail. En ciertas realizaciones, el sujeto tratado segun los métodos
proporcionados en el presente documento tiene una enfermedad asociada a niveles elevados de phosphosmad2. En
ciertas realizaciones, el sujeto tratado segun los métodos proporcionados en el presente documento tiene una enfermedad
asociada a niveles elevados de phosphosmad3. En ciertas realizaciones, el sujeto tratado segin los métodos
proporcionados en el presente documento tiene una enfermedad asociada a niveles elevados de proteina urinaria. En
ciertas realizaciones, el sujeto tratado seguin los métodos proporcionados en el presente documento tiene una enfermedad
asociada a niveles elevados de colial. En ciertas realizaciones, el sujeto tratado segun los métodos proporcionados en
el presente documento tiene una enfermedad asociada a niveles elevados de Runx2. En ciertas realizaciones, el sujeto
tratado segun los métodos proporcionados en el presente documento tiene una enfermedad asociada a niveles elevados
de CTX. En ciertas realizaciones, el sujeto tratado segun los métodos proporcionados en el presente documento tiene
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una enfermedad asociada a niveles elevados de Osterix. En ciertas realizaciones, el sujeto tratado segun los métodos
proporcionados en el presente documento tiene una enfermedad asociada a niveles reducidos alfa-SMA. En ciertas
realizaciones, el sujeto tratado segin los métodos proporcionados en el presente documento tiene una enfermedad
asociada a niveles reducidos de MYOCD. En ciertas realizaciones, el sujeto tratado segun los métodos proporcionados
en el presente documento tiene una enfermedad asociada a niveles reducidos de Sm22-alfa.

En ciertas realizaciones, el sujeto tratado segun los métodos proporcionados en el presente documento tiene enfermedad
cardiovascular. En ciertas realizaciones, el sujeto tratado segun los métodos proporcionados en el presente documento
tiene calcificacién vascular. En ciertas realizaciones, el sujeto tratado segun los métodos proporcionados en el presente
documento tiene una enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de calcificacidon vascular. En ciertas
realizaciones, la calcificacién vascular se determina como se describe en la Seccién 8.6. En ciertas realizaciones, la
calcificacién vascular se determina por la puntuacién de Agatston. En ciertas realizaciones, la calcificacién vascular es
aterosclerosis calcificada, vasculopatia medial calcificada (también conocida como esclerosis medial calcificada de
Monckeberg), calcificacion medial, elastocalcinosis, arteriolopatia urémica calcificante, estenosis valvular aértica
calcificada y/o calcificacion de la vena porta. En ciertas realizaciones, la enfermedad asociada a la aterosclerosis
calcificada es aterosclerosis, hiperlipidemia, osteoporosis, hipertensién, inflamacién, diabetes mellitus de tipo 2,
enfermedad renal terminal, amputacién necesaria, pseudoxantoma elastico, enfermedad renal terminal, hiperlipidemia,
valvula bicispide congénita, cardiopatia reumatica y/o enfermedad hepdatica. En ciertas realizaciones, el sujeto tratado
segun los métodos proporcionados en el presente documento tiene un aumento del peso del corazén inducido por la ERC.
En ciertas realizaciones, el sujeto tiene hipertrofia cardiaca. En ciertas realizaciones, el sujeto tiene hipertrofia miocitaria.
En ciertas realizaciones, el sujeto tiene un aumento de la rigidez arterial y/o vascular. En ciertas realizaciones, el sujeto
tiene HVI.

En ciertas realizaciones, el sujeto tratado segun los métodos descritos en el presente documento tiene un nivel no
deseablemente alto de calcio adrtico, calcificacion vascular, niveles elevados de rigidez arterial y/o nimero de osteoblastos
en comparacion con una poblacion de referencia como se describe en la Seccién 8.6. En ciertas realizaciones, el sujeto
tratado segun los métodos descritos en el presente documento esta en riesgo de desarrollar un nivel no deseablemente
alto de calcio aértico, calcificacién vascular, niveles elevados de rigidez arterial y/o nimeros de osteoblastos, tal como un
sujeto con enfermedad renal crénica en comparacion con una poblacién de referencia como se describe en la Seccién
8.6. En ciertas realizaciones, el sujeto tratado segun los métodos proporcionados en el presente documento tiene
depésitos de calcio en ateromas aérticos en comparacién con una poblacién de referencia como se describe en la Seccién
8.6. En ciertas realizaciones, el sujeto tratado segun los métodos proporcionados en el presente documento tiene niveles
elevados de rigidez arterial en forma de rigidez aértica en comparacién con una poblacién de referencia como se describe
en la Seccién 8.6. En ciertas realizaciones, el sujeto tratado segun los métodos proporcionados en el presente documento
tiene un nivel de niveles elevados de rigidez arterial que aumenta la hipertensiéon en comparacion con una poblacién de
referencia como se describe en la Seccion 8.6.

En ciertas realizaciones, el sujeto tratado segin los métodos proporcionados en el presente documento tiene una
enfermedad cardiovascular asociada a una enfermedad renal y/o resulta de la enfermedad renal. En ciertas realizaciones,
la enfermedad renal es enfermedad renal crénica. En ciertas realizaciones, el sujeto tratado segun los métodos
proporcionados en el presente documento tiene enfermedad renal crénica. En ciertas realizaciones, el sujeto tiene
enfermedad cardiovascular secundaria a una enfermedad renal cronica. En ciertas realizaciones, la enfermedad renal
crénica ha alcanzado el estadio 3, estadio 4, estadio 5 o estadio 5D. En una realizacién especifica, la enfermedad renal
es una enfermedad renal terminal. En ciertas realizaciones, el sujeto tiene una tasa de filtracién glomerular inferior a 60
ml/min/1,73m?2 en adultos o inferior a 89 ml/min/1,73m? en sujetos pediatricos. Véase Moe et al., 2006, Kidney International
69:1945-1953. En ciertas realizaciones, el sujeto es un adulto, en donde el sujeto tiene una tasa de filtracién glomerular
inferior a 50 ml/min/1,73m2, 40 ml/min/1,73m?2, 30 ml/min/1,73m?2, 20 ml/min/1,73m? o inferior a 10 ml/min/1,73m2. En
ciertas realizaciones, el sujeto es un sujeto pediatrico, en donde el sujeto pediatrico tiene una tasa de filtracién glomerular
inferior a 80 ml/min/1,73m2, 70 ml/min/1,73m2, 60 ml/min/1,73m?2, 50 mlI/min/1,73m2, 40 ml/min/1,73m2, 30 ml/min/1,73m?2,
20 ml/min/1,73m? o inferior a 10 ml/min/1,73m2. Sin quedar ligado a teorfa, una tasa de filtracion glomerular inferior a 60
ml/min/1,73m?2 en sujetos adultos e inferior a 89 ml/min/1,73m? en sujetos pediatricos da lugar a anomalias detectables
en los niveles de calcio, los niveles de fosforo, los niveles de PTH y el metabolismo de la vitamina D; y los niveles
anormales de estos marcadores dan lugar a enfermedades 6seas. En ciertas realizaciones, el sujeto tiene un aclaramiento
de inulina reducido en una poblacién de referencia, tal como la poblacién de referencia descrita en la Seccién 8.6. En
ciertas realizaciones, el sujeto tiene niveles reducidos de nitrégeno ureico en sangre una poblacién de referencia, tal como
una poblacién de referencia como se describe en la Seccion 8.6. En ciertas realizaciones, el sujeto es hiperfosfatémico.
En ciertas realizaciones, el sujeto tiene fibrosis renal.

En ciertas realizaciones, el sujeto tiene sindrome de Alport. En ciertas realizaciones, el sujeto tiene una o mas mutaciones
somaticas en el gen COL4A5 asociadas al sindrome de Alport.

En ciertas realizaciones, el sujeto tratado segin los métodos proporcionados en el presente documento tiene una
patologia 6sea asociada con la enfermedad renal crénica, es decir, ERC-trastorno mineral 6sec (ERC-TMO). Véase Moe
et al., 2006, Kidney International 69:1945-1953. En ciertas realizaciones, el sujeto tiene una disminucién del volumen de
hueso trabecular en comparacion con el volumen de hueso trabecular de una poblacion de referencia, tal como una
poblacién de referencia como se describe en la Seccién 8.6. En ciertas realizaciones, el sujeto presenta una disminucion
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del grosor trabecular en comparacion con el grosor trabecular de una poblacion de referencia, tal como una poblacién de
referencia como se describe en la Seccién 8.6. En ciertas realizaciones, el sujeto tiene un aumento de la relacién entre la
superficie de erosién y la superficie 6sea en comparacién con la relacién entre la superficie de erosién y la superficie 6sea
de una poblacién de referencia, tal como una poblacién de referencia como se describe en la Seccién 8.6. En ciertas
realizaciones, el sujeto tiene un aumento de los niveles de osteoclastos en comparacién con los niveles de osteoclastos
de una poblacién de referencia, tal como una poblaciéon de referencia como se describe en la Seccién 8.6. En ciertas
realizaciones, el sujeto ha aumentado la relacién entre la superficie de osteoblastos y la superficie ésea en comparacion
con la relacién entre la superficie de osteoblastos y la superficie 6sea en una poblacion de referencia, tal como una
poblacién de referencia como se describe en la Seccién 8.6. En ciertas realizaciones, el sujeto tiene un aumento de los
niveles de osteoblastos en comparacion con los niveles de osteoblastos de una poblaciéon de referencia, tal como una
poblacién de referencia como se describe en la Seccién 8.6. En ciertas realizaciones, el sujeto tiene una tasa de formacion
6sea reducida en comparacién con la tasa de formacién ésea de una poblacién de referencia, tal como una poblacién de
referencia como se describe en la Seccién 8.6. En ciertas realizaciones, la ERC-TMO consiste en osteodistrofia renal y
calcificaciéon vascular. En ciertas realizaciones, la ERC-TMO consiste en osteodistrofia renal. En ciertas realizaciones, la
ERC-TMO es ERC-TMO de recambio lento. En ciertas realizaciones, la ERC-MBD consiste en niveles elevados de rigidez
arterial y/o HVI. La ERC-TMO de recambio lento puede diagnosticarse mediante las caracteristicas histolégicas que se
exponen en la Tabla 1 a continuacién. Véase National Kidney Foundation, Kidney Disease Outcomes Quality Initiative
Guidelines en el sitio web de la National Kidney Foundation. En ciertas realizaciones, el sujeto tiene ODR de recambio
rapido.

Tabla 1. Caracteristicas histologicas de la ERC-TMO de recambio lento

steomalacia

Caracteristica i Adinamica

3
3

Formacion 6sea

Volumen de hueso trabecular iNormal, bajo §Variab|e

iBajo, normal o alto

3

‘Volumen de osteoide Normal, bajo §Alto-muy alto
:Grosor de la costura osteoide ; Normal, bajo §Alto-muy alto
'NGmero de osteoblastos §Bajo §Bajo

:Tasa de formacion 6sea §Baja-muy baja gBaja-muy baja
‘Tiempo de retardo de la mineralizacién §Normal §Prolongado
'Resorcion 6sea

Perimetro 6seo erosionado ‘Normal, bajo §Variab|e

A menudo bajo, puede ser alto

Nimero de osteoclastos Bajo §Bajo, puede ser normal o alto

Fibrosis medular {Ausente ‘Ausente

En ciertas realizaciones, el sujeto recibe hemodialisis.

En ciertas realizaciones, el sujeto tratado segun los métodos descritos en el presente documento tiene enfermedad renal
terminal. En ciertas realizaciones, el sujeto tratado segun los métodos descritos en el presente documento recibe dialisis.

En ciertos ejemplos, el sujeto tratado segun los métodos descritos en el presente documento tiene un aumento de la
resorcién ésea en comparacion con la resorcién 6sea en una poblacion de referencia. En ciertos ejemplos, el aumento de
la resorcién 6sea se determina por los niveles de CTX. En ciertos ejemplos, los niveles de CTX se determinan como se
describe en la Seccion 8.6. En ciertos ejemplos, la resorcion ésea se evallia como se describe en la Seccién 8.6.

En ciertas realizaciones, el sujeto tratado segun los métodos descritos aqui puede ser de cualquier edad. En ciertas
realizaciones, el sujeto tratado segun los métodos descritos en el presente documento tiene menos de 18 afios. En una
realizacion especifica, el sujeto tratado segln los métodos descritos en el presente documento tiene menos de 13 afios.
En otra realizacién especifica, el sujeto tratado segun los métodos descritos en el presente documento tiene menos de
12, menos de 11, menos de 10, menos de 9, menos de 8, menos de 7, menos de 6 0 menos de 5 afios. En otra realizacion
especifica, el sujeto tratado segun los métodos descritos en el presente documento tiene 1-3 afios, 3-5 afos, 5-7 afios, 7-
9 afos, 9-11 afios, 11-13 afios, 13-15 afios, 15-20 afios, 20-25 afios, 25-30 afios o mas de 30 afios. En otra realizacion
especifica, el sujeto tratado segun los métodos descritos en el presente documento tiene 30-35 afios, 35-40 afios, 40-45
afos, 45-50 afios, 50-55 afios, 55-60 afios 0 mas de 60 afios. En otra realizacién especifica, el sujeto tratado segin los
métodos descritos en el presente documento tiene 60-65 afios, 65-70 afios, 70-75 afios, 75-80 afios 0 mas de 80 afios.
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En ciertas realizaciones, un sujeto tratado segun los métodos proporcionados en el presente documento tiene enfermedad
renal terminal. En ciertas realizaciones, un sujeto tratado segun los métodos proporcionados en el presente documento
estda en hemodidlisis. En ciertas realizaciones, a un sujeto tratado segun los métodos proporcionados en el presente
documento se le ha administrado previamente un agente estimulante de la eritropoyetina. En ciertas realizaciones, un
sujeto tratado segun los métodos proporcionados en el presente documento tiene una enfermedad renal terminal, esté en
hemodialisis y se le ha administrado previamente un agente estimulante de la eritropoyetina.

Como reconocera un experto en la materia, los niveles y/o actividad de uno o mas de Runx2, Alp, Snail, fosfoSmad2,
Dkk1, collal, activina, BSAP, CTX, Osterix, Klotho, alfa-SMA, MYOCD, ActRIIA, Axin2, Sm22-alfa, fosfoSmad3 y proteina
urinaria pueden compararse independientemente y respectivamente con el nivel y/o actividad en una poblacién de
referencia correspondiente, tal como se describe anteriormente en la Seccién 8.3.1.

8.5 INHIBIDORES DE LA SENALIZACION DE ACTRII

Los inhibidores de la sefializacién de ActRIl descritos en esta seccion y conocidos en la técnica pueden usarse en los
métodos proporcionados en el presente documento. En ciertas realizaciones, los inhibidores de la sefializacion de ActRII
descritos en esta seccién pueden usarse en los métodos descritos en el presente documento (véase la Seccion 8.3).

Los inhibidores de los receptores de la sefializacién de ActRIl englobados en el presente documento incluyen inhibidores
de la sefializaciéon de ActRIIA e inhibidores de la sefializacién de ActRIIB (véase mas adelante). En ciertas realizaciones,
un inhibidor de la sefializacién de ActRIl es especifico de la sefializacién de ActRIIA. En otras realizaciones, un inhibidor
de la sefializacion de ActRIl es especifico de la sefializaciéon de ActRIIB. En ciertas realizaciones, un inhibidor de la
sefializacion de ActRIl inhibe preferentemente la sefializacién de ActRIIA. En otras realizaciones, un inhibidor de la
sefializacion de ActRIl inhibe preferentemente la sefializacién de ActRIIB. En ciertas realizaciones, un inhibidor de la
sefializacién de ActRll inhibe tanto la sefializacién de ActRIIA como la sefializacion de ActRIIB.

En ciertas realizaciones, los inhibidores de la sefializacion de ActRIl pueden ser polipéptidos que comprenden dominios
de unién a activina de ActRIl. Sin quedar ligado a teoria, dichos polipéptidos que comprenden dominios de unién a activina
secuestran activina y asi previenen la sefializacién de la activina. Estos polipéptidos que comprenden dominios de unién
a activina pueden comprender toda o una porcién del dominio extracelular de un ActRIl (es decir, toda o una porcién del
dominio extracelular de ActRIIA o toda o una porcién del dominio extracelular de ActRIIB). En realizaciones especificas,
el dominio extracelular de un ActRIl es soluble.

En ciertas realizaciones, los polipéptidos que comprenden dominios de unién a activina se unen a una porcién Fc de un
anticuerpo (por ejemplo, se genera un conjugado que comprende un polipéptido que comprende dominios de unién a
activina de un receptor ActRIl y una porcién Fc de un anticuerpo). Sin quedar ligado a teoria, la porcién de anticuerpo
confiere elevada estabilidad al conjugado. En ciertas realizaciones, el dominio de unién a activina se une a una porcién
Fc de un anticuerpo por un conector, por ejemplo, un conector peptidico.

Los inhibidores de la sefializaciéon de ActRIl usados en las composiciones y métodos descritos en el presente documento
comprenden moléculas que inhiben la sefializacion de ActRIIA y/o la sefializacién de ActRIIB, directa o indirectamente, ya
sea extracelular o intracelularmente. En algunas realizaciones, los inhibidores de la sefializacion de ActRIIA y/o la
sefializacion de ActRIIB usados en las composiciones y métodos descritos en el presente documento inhiben la
sefializacién de ActRIIA y/o la sefializacién de ActRIIB por interacciones con el (los) receptor(es) en si. En otras
realizaciones, los inhibidores de la sefializacion de ActRIIA y/o la sefializacion de ActRIIB usados en las composiciones y
métodos descritos en el presente documento inhiben la sefializacién de ActRIIA y/o la sefializacion de ActRIIB por
interacciones con un ligando de ActRIIA y/o ActRIIB, por ejemplo, activina.

8.5.1 INHIBIDORES DE LA SENALIZACION DE ACTRIIA

Como se usa en el presente documento, el término "ActRIIA" se refiere a una familia de proteinas de tipo I1A de receptores
de activina (ActRIIA) de cualquier especie y variante derivada de dichas proteinas ActRIIA por mutagénesis u otra
modificacién. La referencia a ActRIIA en el presente documento se entiende que es una referencia a una cualquiera de
las formas actualmente identificadas. Los miembros de la familia de ActRIIA son, en general, proteinas transmembranarias,
compuestas de un dominio extracelular de unién a ligando con una regién rica en cisteina, un dominio transmembranario
y un dominio citoplasmico con actividad de serina/treonina cinasa predicha.

Los inhibidores de la sefializacién de ActRIIA que se van a usar en las composiciones y métodos descritos en el presente
documento incluyen, sin limitacidon, polipéptidos ActRIIA solubles que se unen a activina; anticuerpos que se unen a
activina (particularmente las subunidades A o B de activina, también denominadas Ba 0 Bg) y alteran la unién a ActRIIA,
anticuerpos que se unen a ActRIIA y alteran la unidn a activina; proteinas no de anticuerpo seleccionadas para unién a
activina o ActRIIA (véanse, por ejemplo, los documentos de patente WQO/2002/088171, WQO/2006/055689,
WO/2002/032925, W0/2005/037989, US 2003/0133939, y US 2005/0238646, para ejemplos de dichas proteinas y
métodos de disefio y seleccidn de los mismos); y péptidos aleatorizados seleccionados para unién a activina o ActRIIA,
que se pueden conjugar con un dominio Fc.
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En ciertas realizaciones, dos o mas proteinas diferentes (u otro restos) con actividad de unién a activina o ActRIIA,
especialmente ligantes de activina que bloquean los sitios de unién de tipo | (por ejemplo, un receptor de activina de tipo
| soluble} y tipo Il (por ejemplo, un receptor de activina de tipo Il soluble), respectivamente, se pueden unir juntas para
crear una molécula de unién bifuncional o multifuncional que inhibe la sefializacién de ActRIIAy asi se puede usar en las
composiciones y métodos descritos en el presente documento. En ciertas realizaciones, los antagonistas del eje de
sefializacion de activina-ActRIIA que inhiben la sefializacién de ActRIIA incluyen aptameros de acido nucleico, moléculas
pequefias e incluyen otros agentes que se usan en las composiciones y métodos descritos en el presente documento.

8.5.1.1 Inhibidores de la sefializacion de ActRIIA que comprenden polipéptidos ActRIIA

El término "polipéptido ActRIIA" incluye polipéptidos que comprenden cualquier polipéptido que exista de forma natural de
un miembro de la familia de ActRIIA, asi como cualquier variante de los mismos (incluyendo mutantes, fragmentos,
fusiones y formas de peptidomimético) que retienen una actividad util. Por ejemplo, los polipéptidos ActRIIA incluyen
polipéptidos derivados de la secuencia de cualquier ActRIIA conocido que tienen una secuencia al menos
aproximadamente 80% idéntica a la secuencia de un polipéptido ActRIIA, y opcionalmente al menos 85%, 90%, 95%,
97%, 98%, 99% o mayor identidad. Por ejemplo, un polipéptido ActRIIA puede unirse a e inhibir la funcién de una proteina
ActRIIA y/o activina. Un polipéptido ActRIIB se puede seleccionar por su capacidad para promover el crecimiento éseo y
la mineralizacién 6sea. Los ejemplos de polipéptidos ActRIIA incluyen polipéptido precursor de ActRIIA humano (SEQ ID
NO: 1) y polipéptidos ActRIIA solubles humanos (por ejemplo, SEQ ID NO: 2, 3, 7 y 12). Con respecto al polipéptido
precursor de ActRIIA cuya secuencia de aminoacidos se representa en SEQ ID NO:1, el péptido sefializador del polipéptido
precursor de ActRIIA humano situado en las posiciones de aminoacidos 1 a 20; el dominio extracelular se localiza en las
posiciones de aminoacidos 21 a 135 y los sitios de glucosilacién unidos en N del polipéptido precursor de ActRIIA humano
(SEQ ID NO: 1) se localizan en las posiciones de aminoacidos 43 y 56 de SEQ ID NO:1. La secuencia del &cido nucleico
que codifica el polipéptido precursor de ActRIIB humano de SEQ ID NO:1 se desvela como SEQ ID NO:4 (nucleétidos
164-1705 de la entrada de Genbank NM_001616). La secuencia del acido nucleico que codifica el polipéptido ActRIIA
soluble humano de SEQ ID NO:2 se desvela como SEQ ID NO:5. Véase la Tabla 21 para una descripcién de las
secuencias.

En realizaciones especificas, los polipéptidos ActRIIA usados en las composiciones y métodos descritos en el presente
documento son polipéptidos ActRIIA solubles. Un dominio extracelular de una proteina ActRIIA puede unirse a activina y,
en general, es soluble, y asi se puede denominar un polipéptido ActRIIA soluble de unién a activina. Por lo tanto, como se
usa en el presente documento, el término "polipéptido ActRIIA soluble" se refiere, en general, a polipéptidos que
comprenden un dominio extracelular de una proteina ActRIIA, que incluye cualquier dominio extracelular que existe de
forma natural de una proteina ActRIIA, asi como cualquier variante de la misma (incluyendo mutantes, fragmentos y formas
de peptidomimético). Los polipéptidos ActRIIA solubles pueden unirse a activina; sin embargo, la proteina ActRIIA natural
no presenta selectividad significativa en la unién a activina frente a GDF8/11. A las proteinas ActRIIA nativas o alteradas
se les puede dar especificidad afiadida por la activina acoplandolas con un segundo agente ligante selectivo por activina.
Los ejemplos de polipéptidos ActRIIA solubles de unién a activina incluyen los polipéptidos solubles ilustrados en SEQ ID
NO: 2, 3,7, 12y 13. Otros ejemplos de polipéptidos ActRIIA solubles de union a activina comprenden una secuencia sefial,
ademas del dominio extracelular de una proteina ActRIIA, por ejemplo, la secuencia conductora de la melitina de abeja
melifera (SEQ ID NO: 8), el conductor del activador tisular del plasminégeno (TPA) (SEQ ID NO: 9) o el conductor nativo
de ActRIIA (SEQ ID NO: 10). El polipéptido ActRIIA-hFc ilustrado en SEQ ID NO:13 usa un conductor de TPA.

En ciertas realizaciones, los inhibidores de la sefializaciéon de ActRIIA usados en las composiciones y métodos descritos
en el presente documento comprenden un conjugado/proteina de fusién que comprende un dominio de unién a activina
de ActRIIA unido a una porcién Fc de un anticuerpo. En ciertas realizaciones, el dominio de unién a activina se une a una
porcién Fc de un anticuerpo por un conector, por ejemplo, un conector peptidico. Opcionalmente, el dominio Fc¢ tiene una
0 mas mutaciones en restos tales como Asp-265, lisina 322 y Asn-434. En ciertos casos, el dominio Fc mutante que tiene
una o mas de estas mutaciones (por ejemplo, una mutacion Asp-265) tiene una capacidad reducida para unirse al receptor
de Fcy con respecto a un dominio Fc no mutante. En otros casos, el dominio Fc mutante que tiene una o mas de estas
mutaciones (por ejemplo, una mutacion de Asn-434) tiene un aumento de la capacidad para unirse al receptor de Fc
relacionado con la clase | del MHC (FCRN) con respecto a un dominio Fc no mutante. Las proteinas de fusiéon a modo de
ejemplo que comprenden un dominio extracelular soluble de ActRIIA fusionado con un dominio Fc se exponen en SEQ ID
NO: 6,7, 12y 13.

En una realizacion especifica, los inhibidores de la sefializaciéon de ActRIIA usados en las composiciones y métodos
descritos en el presente documento comprenden el dominio extracelular de ActRIIA, o una porcién del mismo, unido a una
porcion Fc de un anticuerpo, en donde dicho inhibidor de la sefializacién de ActRIIA comprende una secuencia de
aminoacidos que es al menos 75% idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 6, 7, 12 y 13.
En otra realizacién especifica, los inhibidores de la sefializacion de ActRIIA usados en las composiciones y métodos
descritos en el presente documento comprenden el dominio extracelular de ActRIIA, o una porcién del mismo, unido a una
porcién Fc de un anticuerpo, en donde dicho inhibidor de la sefializacién de ActRIIA comprende una secuencia de
aminoécidos que es al menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a una secuencia de aminoacidos
seleccionada de SEQ ID NO: 6,7, 12y 13.
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En ciertas realizaciones, los inhibidores de la sefializacion de ActRIIA usados en las composiciones y métodos descritos
en el presente documento comprenden una forma truncada de un dominio extracelular de ActRIIA. La truncacién puede
ser en el extremo carboxi y/o el extremo amino del polipéptido ActRIIA. En ciertas realizaciones, la truncacién puede ser
de 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 0 25 aminoacidos de longitud con
respecto al dominio extracelular del polipéptido ActRIIB maduro. En ciertas realizaciones, la truncacién puede serde 1, 2,
3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12,13, 14,15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 0 25 aminoacidos aminoterminales del dominio
extracelular del polipéptido ActRIIA maduro. En ciertas realizaciones, la truncacion puede serde 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 0 25 aminoacidos carboxiterminales del dominio extracelular del
polipéptido ActRIIA maduro. Por ejemplo, las formas truncadas de ActRIIA incluyen polipéptidos con los aminoacidos 20-
119; 20-128; 20-129; 20-130; 20-131; 20-132; 20-133; 20-134; 20-131; 21-131; 22-131; 23-131; 24-131; y 25-131, en
donde las posiciones de aminoacidos se refieren a las posiciones de aminoacidos en SEQ ID NO:1.

En ciertas realizaciones, los inhibidores de la sefializaciéon de ActRIIA usados en las composiciones y métodos descritos
en el presente documento comprenden un dominio extracelular de ActRIIA con una o mas sustituciones de aminoéacidos.
En ciertas realizaciones, los inhibidores de la sefializacion de ActRIIA usados en las composiciones y métodos descritos
en el presente documento comprenden una forma truncada de un dominio extracelular de ActRIIA que también lleva una
sustitucion de aminoacidos.

En una realizacién especifica, el inhibidor de la sefializacion de ActRIIA que se va a usar en las composiciones y métodos
descritos en el presente documento es una proteina de fusién entre el dominio extracelular del receptor ActRIIA humano
y la porcién Fc de IgG1. En otra realizacién especifica, el inhibidor de la sefializacion de ActRIIA que se va a usar en las
composiciones y métodos descritos en el presente documento es una proteina de fusién entre un dominio extracelular
truncado del receptor ActRIIA humano y la porcién Fc de IgG1. En otra realizacion especifica, el inhibidor de la sefializacién
de ActRIIA que se va a usar en las composiciones y métodos descritos en el presente documento es una proteina de
fusion entre un dominio extracelular truncado del receptor ActRIIA humano y la porcién Fc de IgG1, en donde el dominio
extracelular truncado del receptor ActRIIA humano posee una o mas sustituciones de aminoacidos.

Los fragmentos funcionalmente activos de polipéptidos ActRIIA se pueden obtener, por ejemplo, cribando polipéptidos
producidos recombinantemente a partir del fragmento del acido nucleico correspondiente que codifica un polipéptido
ActRIIA. Ademas, los fragmentos pueden ser sintetizados quimicamente usando técnicas conocidas en la técnica, tales
como quimica de f-Moc o t-Boc en fase sélida convencional de Merrifield. Los fragmentos se pueden producir
(recombinantemente o por sintesis quimica) y probar para identificar los fragmentos de peptidilo que pueden servir de
antagonistas (inhibidores) de la proteina ActRIIA o sefializacion mediada por activina.

Ademas, se pueden obtener variantes funcionalmente activas de polipéptidos ActRIIA, por ejemplo, por cribado de
bibliotecas de polipéptidos modificados recombinantemente producidos a partir de los acidos nucleicos mutagenizados
correspondientes que codifican un polipéptido ActRIIA. Las variantes se pueden producir y probar para identificar aquellas
que pueden servir de antagonistas (inhibidores) de la proteina ActRIIA o sefalizacién mediada por activina. En ciertas
realizaciones, una variante funcional de los polipéptidos ActRIIA comprende una secuencia de aminoacidos que es al
menos 75% idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 2 o 3. En ciertos casos, la variante
funcional tiene una secuencia de aminoacidos al menos 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98%, 99% 0 100% idéntica a una
secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 2 0 3.

Se pueden generar variantes funcionales, por ejemplo, modificando la estructura de un polipéptido ActRIIA para fines tales
como potenciar la eficacia terapéutica, o estabilidad (por ejemplo, vida Util ex vivo y resistencia a la degradacion
proteolitica in vivo). Dichos polipéptidos ActRIIA modificados, cuando se seleccionan para retener la unién de activina, se
pueden considerar equivalentes funcionales de los polipéptidos ActRIIA que existen de forma natural. Los polipéptidos
ActRIIA modificados también se pueden producir, por ejemplo, por sustituciéon, delecién o adicion de aminoacidos. Por
ejemplo, es razonable esperar que una sustitucién aislada de una leucina con una isoleucina o valina, un aspartato con
un glutamato, una treonina con una serina, o una sustitucién similar de un aminoacido con un aminoacido relacionado
estructuralmente (por ejemplo, mutaciones conservativas) no tenga un efecto importante sobre la actividad biolégica de
la molécula resultante. Las sustituciones conservativas son aquellas que tienen lugar dentro de una familia de aminoacidos
que estan relacionados en sus cadenas laterales. Si un cambio en la secuencia de aminoacidos de un polipéptido ActRIIA
da como resultado un homélogo funcional, se puede determinar facilmente evaluando la capacidad del polipéptido ActRIIA
de variante para producir una respuesta en células en un modo similar al polipéptido ActRIIA no mutante.

En ciertas realizaciones, el inhibidor de la sefializacion de ActRIIA que se usara en las composiciones y métodos descritos
en el presente documento proporcionados en el presente documento puede comprender un polipéptido ActRIIA que tenga
una o mas mutaciones especificas que puedan alterar la glucosilacion del polipéptido. Dichas mutaciones pueden
introducir o eliminar uno o mas sitios de glucosilacién, tales como sitios de glucosilaciéon unidos a O o unidos a N. Los
sitios de reconocimiento de la glucosilacién asociada a asparagina comprenden, en general, una secuencia de tripéptidos,
asparagina-X-treonina (o asparaginas-X-serina) (donde "X" es cualquier aminoacido) que es reconocida especificamente
por enzimas de glucosilacién celular apropiadas. La alteracién también se puede hacer mediante la adicién de, o
sustitucion por, uno o mas restos de serina o treonina a la secuencia del polipéptido ActRIIA no mutante (para sitios de
glucosilacién unidos a Q). Una variedad de sustituciones o deleciones de aminoacidos en una o ambas de la primera o
tercera posiciones de aminoacidos de un sitio de reconocimiento de la glucosilacién (y/o delecién de aminoacidos en la
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segunda posicion) produce la no glucosilacién en la secuencia tripeptidica modificada. Otro medio de aumentar el nimero
de restos de hidrato de carbono en un polipéptido ActRIIA es por acoplamiento quimico o enzimatico de glucésidos con el
polipéptido ActRIIA. Dependiendo del modo de acoplamiento usado, el (los) azlcar(es) se pueden unir a (a) arginina e
histidina; (b) grupos carboxilo libres; (¢) grupos sulfhidrilo libres, tales como los de cisteina; (d) grupos hidroxilo libres,
tales como los de serina, treonina o hidroxiprolina; (e) restos aromaticos, tales como los de fenilalanina, tirosina o triptéfano;
o (f) el grupo amida de glutamina. Estos métodos se describen en el documento de patente WO 87/05330 publicado el 11

de septiembre de 1987, y en Aplin y Wriston (1981) CRC Crit. Rev. Biochem., pp. 259-306. La retirada de uno o mas restos
de hidrato de carbono presentes en un polipéptido ActRIIA se puede llevar a cabo quimica y/o enzimaticamente. La
desglucosilacion quimica puede implicar, por ejemplo, la exposicién del polipéptido ActRIIA al compuesto acido
trifluorometanosulfénico, 0 un compuesto equivalente. Este tratamiento produce la escision de la mayoria o todos los
azUcares, excepto el azlcar de enlace (N-acetilglucosamina o N-acetilgalactosamina), mientras que deja intacta la
secuencia de aminoacidos. La desglucosilaciéon quimica se describe ademas por Hakimuddin et al. (1987) Arch. Biochem.
Biophys. 259:52 y por Edge et al. (1981) Anal. Biochem. 118:131. La escision enzimatica de restos de hidrato de carbono
en polipéptidos ActRIIA se puede lograr usando una variedad de endo- y exo-glucosidasas como se describe por
Thotakura et al. (1987) Meth. Enzymol. 138:350. La secuencia de un polipéptido ActRIIA se puede ajustar, segin convenga,
dependiendo del tipo de sistema de expresion usado, ya que las células de mamifero, levadura, insecto y vegetales
pueden todas introducir patrones de glucosilacion diferentes que se pueden afectar por la secuencia de aminoacidos del
péptido. En general, las proteinas ActRIIA para su uso en seres humanos pueden expresarse en una estirpe celular de
mamifero que proporciona la glucosilacién apropiada, tales como las estirpes celulares HEK293 o CHO, aunque también
se espera que sean Utiles otros sistemas de expresion, tales como otras estirpes celulares de expresién en mamifero,
estirpes celulares de levadura con enzimas de glucosilacién manipuladas y células de insecto.

En el presente documento se proporcionan ademas métodos de generacion de mutantes, particularmente conjuntos de
mutantes combinatorios de un polipéptido ActRIIA, asi como mutantes de truncacion; las agrupaciones de mutantes
combinatorios son especialmente (tiles para identificar secuencias de variantes funcionales. El fin del cribado de dichas
bibliotecas combinatorias puede ser generar, por ejemplo, variantes de polipéptidos ActRIIA que pueden actuar o de
agonistas o antagonista, o alternativamente, que poseen actividades novedosas en conjunto. A continuacion se
proporciona una variedad de ensayos de cribado, y dichos ensayos se pueden usar para evaluar variantes. Por ejemplo,
se puede cribar una variante de polipéptido ActRIIA por su capacidad para unirse a un ligando de ActRIIA, para prevenir
la unién de un ligando de ActRIIA a un polipéptido ActRIIA, o para interferir con la sefializacion causada por un ligando de
ActRIIA.

Se pueden generar variantes derivadas de forma combinatoria que tienen una potencia selectiva o, en general, elevada
con respecto a un polipéptido ActRIIA que existe de forma natural. Asimismo, la mutagénesis puede dar lugar a variantes
que tienen semividas intracelulares espectacularmente diferentes a las del polipéptido ActRIIA no mutante correspondiente.
Por ejemplo, la proteina alterada se puede hacer mas estable 0 menos estable a la degradacién proteolitica u otros
procesos celulares que producen la destruccién de, o inactivaciéon de otro modo de un polipéptido ActRIIA nativo. Dichas
variantes, y los genes que las codifican, se pueden utilizar para alterar los niveles de polipéptidos ActRIIA modulando la
semivida de los polipéptidos ActRIIA. Por ejemplo, una corta semivida puede dar lugar a efectos biolégicos mas transitorios
y puede permitir un control mas estricto de los niveles de polipéptidos ActRIIA recombinantes en el sujeto. En una proteina
de fusion Fc, las mutaciones se pueden hacer en el conector (si lo hay) y/o la porcién Fc para alterar la semivida de la
proteina.

Se puede producir una biblioteca combinatoria a modo de una biblioteca degenerada de genes que codifica una biblioteca
de polipéptidos que incluye cada una al menos una porcién de posibles secuencias de polipéptidos ActRIIA. Por ejemplo,
una mezcla de oligonucleétidos sintéticos puede ser unida enzimaticamente en secuencias de genes de forma que el
conjunto degenerado de posibles secuencias de nucleétidos del polipéptido ActRIIA sea expresable como polipéptidos
individuales, o alternativamente, como un conjunto de proteinas de fusién mas grandes (por ejemplo, para la presentacion
en fagos).

Existen muchas formas por las que la biblioteca de posibles homélogos se puede generar a partir de una secuencia de
oligonucleétidos degenerada. La sintesis quimica de una secuencia de genes degenerada se puede llevar a cabo en un
sintetizador de ADN automatico, y los genes sintéticos se unen entonces en un vector apropiado para la expresion. La
sintesis de oligonucleétidos degenerados se conoce bien en la técnica (véanse, por ejemplo, Narang, S A (1983)
Tetrahedron 39:3; ltakura et al., (1981) Recombinant DNA, Proc. 3rd Cleveland Sympos. Macromolecules, ed. AG Wallton,
Amsterdam: Elsevier pp 273-289; Itakura et al., (1984) Annu. Rev. Biochem. 53:323; Itakura et al., (1984) Science
198:1056; lke et al., (1983) Nucleic Acid Res. 11:477). Dichas técnicas se han empleado en la evolucién dirigida de otras
proteinas (véanse, por ejemplo, Scott et al., (1990) Science 249:386-390; Roberts et al., (1992) PNAS USA 89:2429-2433;
Devlin et al., (1990) Science 249: 404-406; Cwirla et al., (1990) PNAS USA 87: 6378-6382; asi como las patentes de EE.
UU. N.25.223.409, 5.198.346 y 5.096.815).

Alternativamente, se pueden utilizar otras formas de mutagénesis para generar una biblioteca combinatoria. Por ejemplo,
se pueden generar variantes de polipéptidos ActRIIA y aislar de una biblioteca por cribado usando, por ejemplo,
mutagénesis por cribado de alanina y similares (Ruf et al., (1994} Biochemistry 33:1565-1572; Wang et al., (1994) J. Biol.
Chem. 269:3095-3099; Balint et al., (1993) Gene 137:109-118; Grodberg et al., (1993) Eur. J. Biochem. 218:597-601;
Nagashima et al., (1993) J. Biol. Chem. 268:2888-2892; Lowman et al., (1991) Biochemistry 30:10832-10838; y
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Cunningham et al., (1989) Science 244:1081-1085), por mutagénesis por barrido de conectores (Gustin et al., (1993)
Virology 193:653-660; Brown et al., (1992) Mol. Cell Biol. 12:2644-2652; McKnight et al., (1982) Science 232:316); por
mutagénesis de saturacién (Meyers et al., (1986) Science 232:613); por mutagénesis por PCR (Leung et al., (1989)
Method Cell Mol Biol 1:11-19); o por mutagénesis al azar, que incluye mutagénesis quimica, etc. (Miller et al., (1992) A
Short Course in Bacterial Genetics, CSHL Press, Cold Spring Harbor, N.Y.; y Greener et al., (1994) Strategies in Mol Biol
7:32-34). La mutagénesis por barrido de conectores, particularmente en un ambito combinatorio, es un método atractivo
para identificar formas truncadas (bioactivas) de polipéptidos ActRIIA.

Se conoce en la técnica un amplio intervalo de técnicas para cribar productos génicos de bibliotecas combinatorias
preparadas por mutaciones puntuales y truncaciones, y, en este caso, para cribar bibliotecas de ADNc¢ para productos
génicos que tienen una cierta propiedad. Dichas técnicas seran adaptables, en general, para el rapido cribado de
bibliotecas de genes generadas por la mutagénesis combinatoria de polipéptidos ActRIIA. Las técnicas mas ampliamente
usadas para cribar grandes bibliotecas de genes comprenden normalmente clonar las bibliotecas de genes en vectores
de expresién replicables, transformar las células apropiadas con la biblioteca de vectores resultante y expresar los genes
combinatorios en condiciones en las que la deteccion de una actividad deseada facilita de forma relativamente facil el
aislamiento del vector que codifica el gen cuyo producto se detectd. Los ensayos preferidos incluyen ensayos de unién a
activina y ensayos de sefializacién de células mediada por activina.

En ciertas realizaciones, los polipéptidos ActRIIA usados en los inhibidores de los métodos y composiciones descritos en
el presente documento pueden comprender ademas modificaciones postraduccionales, ademas de cualquiera que esté
naturalmente presente en los polipéptidos ActRIIA. Dichas modificaciones pueden incluir, pero no se limitan a, acetilacién,
carboxilacién, glucosilacién, fosforilacién, lipidacién y acilacién. Como resultado, los polipéptidos ActRIIA modificados
pueden contener elementos no de aminoacido, tales como polietilenglicoles, lipidos, poli- 0 mono-sacaridos y fosfatos.
Los efectos de dichos elementos no de aminoacido sobre la funcionalidad de un polipéptido ActRIIA se pueden probar por
cualquier método conocido por el experto. Cuando un polipéptido ActRIIA se produce en células por escision de una forma
naciente del polipéptido ActRIIA, el procesamiento postraduccional también puede ser importante para el correcto
plegamiento y/o funcion de la proteina. Células diferentes (tales como CHO, HelLa, MDCK, 293, W138, NIH-3T3 0 HEK293)
tienen maquinaria celular especifica y mecanismos caracteristicos para dichas actividades postraduccionales y se pueden
elegir para garantizar la correcta modificacién y procesamiento de los polipéptidos ActRIIA.

En ciertos aspectos, variantes funcionales o formas modificadas de los polipéptidos ActRIIA usados en los inhibidores de
los métodos y composiciones descritos en el presente documento incluyen proteinas de fusién que tienen al menos una
porcion de los polipéptidos ActRIIAy uno o mas dominios de fusion. Ejemplos bien conocidos de dichos dominios de fusion
incluyen, pero no se limitan a, polihistidina, Glu-Glu, glutatién S transferasa (GST), tiorredoxina, proteina A, proteina G,
una regién constante de la cadena pesada de inmunoglobulina (Fc), proteina de unién a maltosa (MBP) o albimina de
suero humano. Se puede seleccionar un dominio de fusién para conferir una propiedad deseada. Por ejemplo, algunos
dominios de fusién son particularmente Utiles para el aislamiento de las proteinas de fusién por cromatografia de afinidad.
Con el fin de purificacién por afinidad, se usan matrices relevantes para la cromatografia de afinidad, tales como resinas
conjugadas con glutatién, amilasa y niquel o cobalto. Muchas de dichas matrices estan disponibles en forma de "kit", tales
como el sistema de purificacién de Pharmacia GST y el sistema QlAexpressTM (Qiagen) util con componentes de fusién
(HISs). Como otro ejemplo, se puede seleccionar un dominio de fusion para facilitar la deteccion de los polipéptidos ActRIIA.
Los ejemplos de dichos dominios de deteccion incluyen las diversas proteinas fluorescentes (por ejemplo, GFP) asi como
"marcas de epitopes,” que son secuencias de péptidos normalmente cortas para las que un anticuerpo especifico esta
disponible. Las marcas de epitopes bien conocidas para las que los anticuerpos monoclonales especificos estan
facilmente disponibles incluyen marcas FLAG, hemaglutinina del virus de la gripe (HA) y c-myc. En algunos casos, los
dominios de fusién tienen un sitio de escisién de la proteasa, tales como para el factor Xa o trombina, que permite que la
proteasa relevante digiera parcialmente las proteinas de fusién y asi libere las proteinas recombinantes de las mismas.
Las proteinas liberadas se pueden aislar entonces del dominio de fusién por separacion cromatografica posterior. En
ciertas realizaciones preferidas, un polipéptido ActRIIA se fusiona con un dominio que estabiliza el polipéptido ActRIIA in
vivo (un dominio "estabilizador"). Por "estabilizacién" se indica algo que aumenta la semivida en suero,
independientemente de si esto es debido a una reduccion de la destruccién, una depuracién reducida por el rifién, u otro
efecto farmacocinético. Se conoce que las fusiones con la porcién Fc de una inmunoglobulina confieren propiedades
farmacocinéticas deseables en un amplio intervalo de proteinas. Asimismo, las fusiones con la albimina de suero humano
pueden conferir propiedades deseables. Otros tipos de dominios de fusién que se pueden seleccionar incluyen dominios
de multimerizacién (por ejemplo, dimerizacién, tetramerizacién) y dominios funcionales (que confieren una funcién
biolégica adicional, tal como estimulacion adicional del crecimiento 6seo o crecimiento muscular, segin se desee).

Se entiende que diferentes elementos de las proteinas de fusion se pueden disponer en cualquier modo que sea coherente
con la funcionalidad deseada. Por ejemplo, un polipéptido ActRIIA se puede poner carboxiterminal a un dominio heterélogo,
0, alternativamente, un dominio heterologo se puede poner carboxiterminal a un polipéptido ActRIIA. El dominio del
polipéptido ActRIIA y el dominio heter6logo no necesitan estar adyacentes en una proteina de fusién, y dominios o
secuencias de aminoacidos adicionales se pueden incluir carboxi- 0 aminoterminales a cualquier dominio o entre los
dominios.

En ciertas realizaciones, los polipéptidos ActRIIA usados en los inhibidores de los métodos y composiciones descritos en
el presente documento contienen una o mas modificaciones que son capaces de estabilizar los polipéptidos ActRIIA. Por
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ejemplo, dichas modificaciones pueden potenciar la semivida in vitro de los polipéptidos ActRIIA, potencian la semivida
circulatoria de los polipéptidos ActRIIA o reducen la degradaciéon proteolitica de los polipéptidos ActRIIA. Dichas
modificaciones estabilizantes pueden incluir, pero no se limitan a, proteinas de fusién (incluyendo, por ejemplo, proteinas
de fusién que comprenden un polipéptido ActRIIA y un dominio estabilizador), modificaciones de un sitio de glucosilacién
(incluyendo, por ejemplo, adicién de un sitio de glucosilacion a un polipéptido ActRIIA) y modificaciones del resto de hidrato
de carbono (incluyendo, por ejemplo, retirada de restos de hidrato de carbono de un polipéptido ActRIIA). En el caso de
proteinas de fusion, un polipéptido ActRIIA se fusiona con un dominio estabilizador, tal como una molécula de IgG (por
ejemplo, un dominio Fc). Como se usa en el presente documento, el término "dominio estabilizador" no solo se refiere a
un dominio de fusion (por ejemplo, Fc), como en el caso de proteinas de fusién, sino que también incluye modificaciones
no proteinaceas, tales como un resto de hidrato de carbono, o polimero no proteinaceo, tal como polietilenglicol.

En ciertas realizaciones, formas aisladas y/o purificadas de los polipéptidos ActRIIA, que se aislan de, o estan de otro
modo sustancialmente libres de, otras proteinas se pueden usar con los métodos y composiciones descritos en el presente
documento. Los polipéptidos ActRIIA pueden producirse, en general, por expresién de acidos nucleicos recombinantes.

En ciertos aspectos, los polipéptidos ActRIIA usados en las composiciones y métodos descritos en el presente documento
se generan usando acidos nucleicos aislados y/o recombinantes que codifican cualquiera de los polipéptidos ActRIIA (por
ejemplo, polipéptidos ActRIIA solubles), que incluyen fragmentos, variantes funcionales y proteinas de fusion desveladas
en el presente documento. Por gjemplo, SEQ ID NO: 4 codifica el polipéptido precursor de ActRIIA humano que existen
de forma natural, mientras que SEQ ID NO: 5 codifica el dominio extracelular de ActRIIA procesado. Dichos é&cidos
nucleicos pueden ser monocatenarios o bicatenarios. Dichos acidos nucleicos pueden ser moléculas de ADN o ARN.
Estos acidos nucleicos se pueden usar, por ejemplo, en métodos de preparacién de polipéptidos ActRIIA o como agentes
terapéuticos directos (por ejemplo, en un enfoque de terapia génica).

En ciertos aspectos, los &cidos nucleicos que codifican polipéptidos ActRIIA pueden incluir acidos nucleicos que son
variantes de SEQ ID NO: 4 o0 5. Las secuencias de nucleétidos de variante incluyen secuencias que se diferencian en una
0 mas sustituciones, adiciones o deleciones de nucleétidos, tales como variantes alélicas.

En ciertas realizaciones, las secuencias del acido nucleico aisladas o recombinantes que codifican polipéptidos ActRIIA
pueden ser al menos 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98%, 99% o0 100% idénticas a SEQ ID NO: 4 o 5. Un experto habitual
en la técnica apreciara que las secuencias del acido nucleico complementarias a SEQ ID NO: 4 o 5, y variantes de SEQ
ID NO: 4 o 5 pueden usarse en la produccién de polipéptidos ActRIIA adecuados para su uso en los métodos y
composiciones descritos en el presente documento. En otras realizaciones, dichas secuencias del acido nucleico pueden
ser aisladas, recombinantes y/o fusionadas con una secuencia de nucleétidos heterdloga, o ser de una biblioteca de ADN.

En otras realizaciones, los acidos nucleicos usados en la produccién de polipéptidos ActRIIA adecuados para su uso en
los métodos y composiciones descritos en el presente documento pueden incluir secuencias de nucleétidos que se
hibridan en condiciones altamente estrictas con la secuencia de nucleétidos designada en SEQ ID NO: 4 o 5, secuencia
del complemento de SEQ ID NO: 4 o0 5, o fragmentos de las mismas. Un experto habitual en la técnica entendera que se
pueden variar las condiciones de rigurosidad apropiadas que promueven la hibridacién del ADN. Por ejemplo, se puede
realizar la hibridacion en 6,0 veces cloruro sodico/citrato de sodio (SSC) a aproximadamente 45 grados Celsius, seguido
de un lavado de 2,0 veces SSC a 50 grados Celsius. Por ejemplo, la concentracién de sales en la etapa de lavado se
puede seleccionar de una baja rigurosidad de aproximadamente 2,0 veces SSC a 50 grados Celsius a una alta rigurosidad
de aproximadamente 0,2 veces SSC a 50 grados Celsius. Ademas, la temperatura en la etapa de lavado se puede
aumentar desde condiciones de baja rigurosidad a temperatura ambiente, aproximadamente 22 grado Celsius, hasta
condiciones de alta rigurosidad a aproximadamente 65 grados Celsius. Se pueden variar tanto la temperatura como la sal,
o se puede mantener constante la temperatura o concentracién de sales mientras se cambia la otra variable. En una
realizacion, los acidos nucleicos que se hibridan en condiciones de baja rigurosidad de 6 veces SSC a temperatura
ambiente seguido por un lavado a 2 veces SSC a temperatura ambiente se pueden usar con los métodos y composiciones
descritos en el presente documento.

Los acidos nucleicos aislados que se diferencian de los acidos nucleicos como se exponen en SEQ ID NO: 4 o 5 debido
a la degeneracién en el cédigo genético también pueden usarse en la produccién de polipéptidos ActRIIA adecuados para
su uso en los métodos y composiciones descritos en el presente documento. Por ejemplo, varios aminoacidos se designan
por mas de un triplete. Los codones que especifican el mismo aminoacido, o sinénimos (por ejemplo, CAU y CAC son
sinénimos de histidina) pueden dar como resultado mutaciones "silenciosas" que no afectan la secuencia de aminoacidos
de la proteina. Sin embargo, se espera que los polimorfismos de secuencia de ADN que conducen a cambios en las
secuencias de aminoacidos de las proteinas objeto existan entre las células de mamifero. Un experto en la técnica
apreciara que estas variaciones en uno o mas nucleotidos (hasta aproximadamente 3-5% de los nucleétidos) de los acidos
nucleicos que codifican una proteina particular pueden existir entre individuos de una especie dada debido a la variacion
alélica natural.

En ciertas realizaciones, los acidos nucleicos recombinantes pueden estar unidos operativamente a una o0 mas secuencias
de nucleétidos reguladoras en una construccién de expresion. Las secuencias de nucleétidos reguladoras seran, en
general, apropiadas para la célula hospedadora usada para la expresién. Se conocen en la técnica numerosos tipos de
vectores de expresion apropiados y secuencias reguladoras adecuadas para una variedad de células hospedadoras.
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Normalmente, dicha una o mas secuencias de nucleotidos reguladoras pueden incluir, pero no se limitan a, secuencias
promotoras, secuencias conductoras o sefial, sitios de unién al ribosoma, secuencias de inicio y terminacién de la
transcripcion, secuencias traduccionales de inicio y terminacién y secuencias potenciadoras o activadoras. Se contemplan
en el presente documento promotores constitutivos o inducibles como se conoce en la técnica. Los promotores pueden
ser 0 promotores que existen de forma natural, o promotores hibridos que combinan elementos de més de un promotor.
Una construccion de expresion puede estar presente en una célula en un episoma, tal como un plasmido, o la construccion
de expresion se puede insertar en un cromosoma. En una realizacién preferida, el vector de expresién contiene un gen
marcador de seleccion para permitir la seleccion de células hospedadoras transformadas. Los genes de marcadores de
seleccién se conocen bien en la técnica y variaran con la célula hospedadora usada.

En ciertos aspectos, el acido nucleico usado en la produccién de polipéptidos ActRIIA adecuados para su uso en los
métodos y composiciones descritos en el presente documento puede proporcionarse en un vector de expresién que
comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido ActRIIAy esta operativamente unida a al menos una
secuencia reguladora. Las secuencias reguladoras son conocidas en la técnica y se seleccionan para dirigir la expresién
del polipéptido ActRIIA. Por consiguiente, el término secuencia reguladora incluye promotores, potenciadores y otros
elementos de control de la expresién. Las secuencias reguladoras a modo de ejemplo se describen en Goeddel; Gene
Expression Technology: Methods in Enzymology, Academic Press, San Diego, Calif. (1990). Por ejemplo, se puede usar
cualquiera de una amplia variedad de secuencias de control de la expresion que controlan la expresion de una secuencia
de ADN cuando se une operativamente en estos vectores para expresar secuencias de ADN que codifican un polipéptido
ActRIIA. Dichas secuencias de control de la expresién Utiles incluyen, por ejemplo, los promotores temprano y tardio del
SV40, promotor tet, promotor temprano inmediato del adenovirus o citomegalovirus, promotores del VSR, el sistema lac,
el sistema trp, el sistema TAC o TRC, el promotor T7 cuya expresion es dirigida por la ARN polimerasa T7, el operador
mayor y regiones promotoras de fago lambda, las regiones de control para la proteina de la envoltura fd, el promotor para
la 3-fosfoglicerato cinasa u otras enzimas glucoliticas, los promotores de fosfatasa acida, por ejemplo, Pho5, los
promotores de los factores de apareamiento alfa de la levadura, el promotor poliédrico del sistema de baculovirus y otras
secuencias que se sabe que controlan la expresién de genes de células procariotas o eucariotas o sus virus, y diversas
combinaciones de los mismos. Se debe entender que el disefio del vector de expresion puede depender de factores tales
como la eleccién de la célula hospedadora a transformar y/o el tipo de proteina que se desea expresar. Ademas, también
se deberia considerar el niimero de copias del vector, la capacidad para controlar ese nimero de copias y la expresion
de cualquier otra proteina codificada por el vector, tal como marcadores de antibiético.

Se puede producir un acido nucleico recombinante usado en la produccién de polipéptidos ActRIIA adecuados para su
uso en los métodos y composiciones descritos en el presente documento uniendo el gen clonado, o una porcién del mismo,
en un vector adecuado para la expresion en cualquier célula procariota, célula eucariota (levadura, aviar, insecto o
mamifero), 0 ambas. Los vehiculos de expresién para la produccion de un polipéptido ActRIIA recombinante incluyen
plasmidos y otros vectores. Por ejemplo, los vectores adecuados incluyen plasmidos de los tipos: plasmidos derivados de
pBR322, plasmidos derivados de pEMBL, plasmidos derivados de pEX, plasmidos derivados de pBTac y plasmidos
derivados de pUC para la expresién en células procariotas, tales como E. coli.

Algunos vectores de expresion de mamifero contienen tanto secuencias procariotas para facilitar la propagacién del vector
en bacterias, como una o mas unidades de transcripcion eucariota que se expresan en células eucariotas. Los vectores
derivados de pcDNAIl/amp, pcDNAI/neo, pRc/CMV, pSV2gpt, pSV2neo, pSV2-dhfr, pTk2, pRSVneo, pMSG, pSVT7, pko-
neo y pHyg son ejemplos de vectores de expresién de mamifero adecuados para la transfeccion de células eucariotas.
Algunos de estos vectores se modifican con secuencias de plasmidos bacterianos, tales como pBR322, para facilitar la
replicacién y resistencia a la seleccién de farmacos en tanto células procariotas como eucariotas. Alternativamente,
derivados de virus tales como el virus del papiloma bovino (VPB-1) o virus de Epstein-Barr (pHEBo, derivado de pREP y
p205) se pueden usar para la expresién transitoria de proteinas en células eucariotas. Los ejemplos de otros sistemas de
expresion viricos (incluyendo retroviricos) se pueden encontrar en |a siguiente descripcion de sistemas de administracion
de genoterapia. Se conocen bien en la técnica diversos métodos empleados en la preparacion de los plasmidos y en la
transformacién de organismos hospedadores. Para otros sistemas de expresién adecuados para tanto células procariotas
como eucariotas, asi como procedimientos recombinantes generales, véase Molecular Cloning A Laboratory Manual, 32
ed., ed. por Sambrook, Fritsch y Maniatis (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2001). En algunos casos, se puede
desear expresar los polipéptidos recombinantes usando un sistema de expresién de baculovirus. Los ejemplos de dichos
sistemas de expresién de baculovirus incluyen vectores derivados de pVL (tales como pVL1392, pVL1393 y pVL941),
vectores derivados de pAcUW (tales como pAcUWH1) y vectores derivados de pBlueBac (tales como pBlueBac IIl que
contiene .beta.-gal).

Se pueden disefiar vectores para la produccion de los polipéptidos ActRIIA objeto en células CHO, tales como un vector
Pcmv-Script (Stratagene, La Jolla, Calif.), vectores de pcDNA4 (Invitrogen, Carlsbad, Calif.) y vectores de pCl-neo
(Promega, Madison, Wis.). Como sera evidente, las construcciones génicas objeto se pueden usar para causar la
expresion de polipéptidos ActRIIA objeto en células propagadas en cultivo, por ejemplo, para producir proteinas, que
incluyen proteinas de fusién o proteinas de variante, para la purificacién.

Se pueden usar células hospedadoras transfectadas con un gen recombinante que incluye una secuencia codificante (por

ejemplo, SEQ ID NO: 4 o0 5) para uno o mas de los polipéptidos ActRIIA objeto en la produccién de polipéptidos ActRIIA
adecuados para su uso en los métodos y composiciones descritos en el presente documento. La célula hospedadora
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puede ser cualquier célula procariota o eucariota. Por ejemplo, un polipéptido ActRIIA proporcionado en el presente
documento se puede expresar en células bacterianas, tales como E. coli, células de insecto (por ejemplo, usando un
sistema de expresién de baculovirus), levadura o células de mamifero. Los expertos en la técnica conocen otras células
hospedadoras adecuadas.

Por consiguiente, en el presente documento se describen métodos de produccion de los polipéptidos ActRIIA. Por ejemplo,
una célula hospedadora transfectada con un vector de expresion que codifica un polipéptido ActRIIA se puede cultivar en
condiciones apropiadas para permitir que ocurra la expresion del polipéptido ActRIIA. El polipéptido ActRIIA se puede
secretar y aislar de una mezcla de células y medio que contiene el polipéptido ActRIIA. Alternativamente, el polipéptido
ActRIIA puede ser retenido citoplasmicamente o en una fraccién de membrana y las células se recogen, lisan y se aisla
la proteina. Un cultivo celular incluye células hospedadoras, medios y otros subproductos. Se conocen bien en la técnica
medios adecuados para el cultivo celular. Los polipéptidos ActRIIA objeto se pueden aislar del medio de cultivo celular,
células hospedadoras, o ambos, usando técnicas conocidas en la técnica para purificar proteinas, que incluyen
cromatografia de intercambio iénico, cromatografia de filtraciéon en gel, ultrafiltracién, electroforesis, inmunopurificacion
por afinidad con anticuerpos especificos contra epitopes particulares de los polipéptidos ActRIIA y purificacién por afinidad
con un agente que se une a un dominio fusionado con el polipéptido ActRIIA (por ejemplo, se puede usar una columna de
proteina A para purificar una fusién ActRIIA-Fc). En una realizacién preferida, el polipéptido ActRIIA es una proteina de
fusién que contiene un dominio que facilita su purificacién. En una realizacion, la purificacion se logra por una serie de
etapas de cromatografia en columna, que incluyen, por ejemplo, tres o mas de los siguientes, en cualquier orden:
cromatografia en proteina A, cromatografia en QSepharose, cromatografia en Phenyl Sepharose, cromatografia de
exclusién por tamafio y cromatografia de intercambio catiénico. La purificacion podria ser completada con filtracién virica
e intercambio de tampén. Como se demuestra en el presente documento, se purificé la proteina ActRIIA-hFc hasta una
pureza de >98% como se ha determinado por cromatografia de exclusion por tamarfio y >95% como se ha determinado
por SDS-PAGE. Este nivel de pureza fue suficiente para lograr efectos deseables sobre el hueso en ratones y un perfil de
seguridad aceptable en ratones, ratas y primates no humanos.

En otra realizacion, un gen de fusién que codifica una secuencia conductora de la purificacién, tal como una secuencia
del sitio de escisién de poli-(His)/enterocinasa en el extremo N de la porcién deseada de un polipéptido ActRIIA
recombinante, puede permitir la purificaciéon de la proteina de fusién expresada por cromatografia de afinidad usando una
resina de metal Ni?*. La secuencia conductora de la purificacion se puede retirar entonces posteriormente mediante
tratamiento con enterocinasa para proporcionar el polipéptido ActRIIA purificado (por ejemplo, véase Hochuli et al., (1987)
J. Chromatography 411:177; y Janknecht et al., PNAS USA 88:8972).

Se conocen bien las técnicas de preparacion de genes de fusién. Esencialmente, la unién de diversos fragmentos de ADN
que codifican diferentes secuencias de polipéptidos se realiza segun técnicas convencionales, empleando extremos
romos o de terminacién escalonada para la ligacién, digestion con enzimas de restricciéon para proporcionar extremos
apropiados, relleno de extremos cohesivos segun convenga, tratamiento con fosfatasa alcalina para evitar unién no
deseable y unién enzimatica. En otra realizacién, el gen de fusiéon se puede sintetizar por técnicas convencionales que
incluyen sintetizadores de ADN automatizados. Alternativamente, la amplificacion por PCR de fragmentos de genes se
puede llevar a cabo usando cebadores de anclaje que dan lugar a nucleétidos protuberantes complementarios entre dos
fragmentos génicos consecutivos que pueden posteriormente ser hibridados para generar una secuencia de genes
quiméricos (véase, por ejemplo, Current Protocols in Molecular Biology, eds. Ausubel et al., John Wiley & Sons: 1992).

La proteina de fusién ActRIIA-Fc se puede expresar en células CHO-DUKX BI 1 establemente transfectadas de un vector
pAID4 (ori/potenciador del SV40, promotor del CMV), usando una secuencia conductora de plasminégeno tisular de SEQ
ID NQO:9. La porciéon Fc es una secuencia de Fc de IgG1 humana, como se muestra en SEQ ID NO:7. En ciertas
realizaciones, tras la expresion, la proteina contenida tiene, en promedio, entre aproximadamente 1,5y 2,5 moles de &cido
sialico por molécula de proteina de fusién ActRIIA-Fc.

En ciertas realizaciones, la larga semivida en suero de una fusién ActRIIA-Fc puede ser 25-32 dias en sujetos humanos.
Ademas, el material expresado en células CHO puede tener una mayor afinidad por el ligando de activina B que el
informado para una proteina de fusién ActRIIA-hFc expresada en células 293 humanas (del Re et al., J Biol Chem. dic
2004 17:279(51):53126-35). Ademas, sin quedar ligado a teoria, el uso de la secuencia conductora de TPA proporciond
mayor produccién que otras secuencias conductoras y, a diferencia de ActRIIA-Fc expresada con un conductor nativo,
puede proporcionar una secuencia aminoterminal altamente pura. El uso de la secuencia conductora nativa puede
producir dos especies importantes de ActRIIA-Fc, cada una de las cuales tiene una secuencia aminoterminal diferente.

8.5.2 INHIBIDORES DE LA SENALIZACION DE ACTRIIB

Como se usa en el presente documento, el término "ActRIIB" se refiere a una familia de proteinas de tipo IIB del receptor
de activina (ActRIIB) de cualquier especie y variante derivada de dichas proteinas ActRIIB por mutagénesis u otra
modificacién. Referencia a ActRIIB en el presente documento se entiende que es una referencia a una cualquiera de las
formas actualmente identificadas del receptor. Miembros de la familia ActRIIB son, en general, proteinas
transmembranarias, compuestas de un dominio extracelular de unién a ligando con una regién rica en cisteina, un dominio
transmembranario y un dominio citoplasmico con actividad de serina/treonina cinasa predicha.
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Los inhibidores de la sefializacion de ActRIIB que van a usarse en las composiciones y métodos descritos en el presente
documento incluyen, sin limitacidn, polipéptidos ActRIIB solubles que se unen a activina, anticuerpos que se unen a
activina (particularmente las subunidades A o B de activina, también denominadas Ba o Bs) y alteran la unién de ActRIIB;
anticuerpos que se unen a ActRIIB y alteran la unidon a activina; proteinas no de anticuerpo seleccionadas para la unién a
activina o ActRIIB; y péptidos aleatorizados seleccionados para la unidn a activina o ActRIIB, que se pueden conjugar con
un dominio Fc.

En ciertas realizaciones, dos 0 mas proteinas diferentes (u otros restos) con actividad de unién de activina o ActRIIB,
especialmente ligantes de activina que bloquean los sitios de unién de tipo | (por ejemplo, un receptor de activina de tipo
| soluble) y tipo Il (por ejemplo, un receptor de activina de tipo Il soluble), respectivamente, se pueden unir juntas para
crear una molécula de union bifuncional o multifuncional que inhibe ActRIIB y asi se puede usar en las composiciones y
métodos descritos en el presente documento. En ciertas realizaciones, los agonistas del eje de sefalizacién de activina-
ActRIIB que inhiben ActRIIB incluyen aptameros de acido nucleico, moléculas pequefias e incluyen otros agentes que se
usan en las composiciones y métodos descritos en el presente documento.

8.5.2.1 Inhibidores de la sefializacion de ActRIIB que comprenden polipéptidos ActRIIB

Como se usa en el presente documento, el término "polipéptido ActRIIB" se refiere a polipéptidos que comprenden
cualquier polipéptido que existe de forma natural de un miembro de la familia de ActRIIB, asi como cualquier variante de
los mismos (incluyendo mutantes, fragmentos, fusiones y formas de peptidomimético) que retienen una actividad Gtil. Por
ejemplo, los polipéptidos ActRIIB incluyen polipéptidos derivados de la secuencia de cualquier receptor ActRIIB conocido
que tenga una secuencia al menos aproximadamente 80% idéntica a la secuencia de un polipéptido ActRIIB, y
opcionalmente al menos 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mayor identidad. Por ejemplo, un polipéptido ActRIIB
puede unirse a e inhibir la funcién de una proteina ActRIIB y/o activina. Un ejemplo de un polipéptido ActRIIB incluye el
polipéptido precursor de ActRIIB humano (SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO:28. Con respecto al polipéptido precursor de
ActRIIB cuya secuencia de aminoacidos se representa como SEQ ID NO:16 o SEQ ID NO:28 (es decir, el polipéptido
precursor de ActRIIB humano), el péptido sefializador del polipéptido precursor de ActRIIB se sitla en los aminoacidos 1
a 18; el dominio extracelular se sitla en los aminoécidos 19 a 134 y los posibles sitios de glucosilacién unidos a N se
sitan en las posiciones de aminoacidos 42 y 65. La secuencia del acido nucleico que codifica el polipéptido precursor de
ActRIIB humano de SEQ ID NO: 16 se desvela como SEQ ID NO:19 (SEQ ID NO:19 proporciona una alanina en el codén
correspondiente a la posicidon de aminoacido 64, pero en su lugar podria ser facilmente modificado por un experto en la
técnica usando métodos conocidos en la técnica para proporcionar una arginina en el codoén correspondiente a la posicién
de aminoacido 64). Véase la Tabla 21 para una descripcién de las secuencias.

La numeracion de aminoacidos para todos los polipéptidos relacionados con ActRIIB descritos en el presente documento
se basa en la numeracion de aminoacidos para SEQ ID NO: 16 y SEQ ID NO:28 (que solo difieren en el aminoacido
expresado en la posiciéon 64), a menos que se designe especificamente lo contrario. Por ejemplo, si se describe un
polipéptido ActRIIB que tiene una sustitucién/mutacion en la posicion de aminoacido 79, entonces se debe entender que
la posicion 79 se refiere al 79.% aminoacido en SEQ ID NO:16 o SEQ ID NO:28, del que deriva el polipéptido ActRIIB.
Asimismo, si se describe que un polipéptido ActRIIB tiene una alanina o una arginina en la posicién de aminoacido 64,
entonces se debe entender que posicion 64 se refiere al aminoacido 64.2 en SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO:28, del que
deriva el polipéptido ActRIIB.

En ciertas realizaciones, los inhibidores de la sefializacién de ActRIIB usados en las composiciones y métodos descritos
en el presente documento comprenden polipéptidos que comprenden un dominio de unién a activina de ActRIIB. En
algunas realizaciones, los dominios de unién a activina de ActRIIB comprenden el dominio extracelular de ActRIIB, o una
porcién del mismo. En realizaciones especificas, el dominio extracelular o porcién del mismo de ActRIIB es soluble.
Formas modificadas ilustrativas de polipéptidos ActRIIB se desvelan en las publicaciones de solicitud de patente de EE.
UU. N.2 20090005308 y 20100068215.

En realizaciones especificas, los polipéptidos ActRIIB usados en las composiciones y métodos descritos en el presente
documento son polipéptidos ActRIIB solubles. El término "polipéptido ActRIIB soluble” se refiere, en general, a polipéptidos
que comprenden un dominio extracelular de una proteina ActRIIB, que incluye cualquier dominio extracelular que existe
de forma natural de una proteina ActRIIB, asi como cualquier variante de la misma (incluyendo mutantes, fragmentos y
formas de peptidomimético). Los polipéptidos ActRIIB solubles se pueden unir a activina; sin embargo, la proteina ActRIIB
natural no presenta selectividad significativa en la union a activina frente a GDF8/11. En ciertas realizaciones, formas
alteradas de ActRIIB con diferentes propiedades de unidén se pueden usar en los métodos proporcionados en el presente
documento. Dichas formas alteradas se desvelan en, por ejemplo, las publicaciones de solicitud de patente internacional
n.2 WO 2006/012627 y WO 2010/019261. A las proteinas ActRIIB nativas o alteradas se les puede dar especificidad
adicional por activina acoplandolas a un segundo agente de unién selectivo por activina. Los polipéptidos ActRIIB solubles
a modo de ejemplo incluyen el dominio extracelular de un polipéptido ActRIIB humano (por ejemplo, SEQ ID NOs: 17, 18,
23, 26, 27, 29, 30, 31, 32, 33, 36, 37, 42, y 43).

Se ha demostrado que una proteina de fusion Fc que tiene la secuencia extracelular ActRIIB desvelada por Hilden et al.

(Blood, 1994, 83(8):2163-70), que tiene una alanina en la posicién correspondiente al aminoacido 64 de la secuencia de
aminoacidos precursora de ActRIIB, es decir, SEQ ID NO: 16 (denominada en el presente documento "A64") posee una
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afinidad relativamente baja por la activina y GDF-11. Por el contrario, una proteina de fusién de Fc con una arginina en la
posicion 64 de la secuencia de aminoacidos precursora de ActRIIB (denominada en el presente documento "R64") tiene
una afinidad por activina y GDF-11 en el intervalo de nanomolar bajo a picomolar alto (véase, por ejemplo, la publicacion
de solicitud de patente de EE. UU. n.2 20100068215). Una secuencia de aminoacidos precursora de ActRIIB con una
arginina en la posicién 64 se presenta en SEQ ID NO:28. Como tal, en ciertas realizaciones, los polipéptidos ActRIIB
usados segln las composiciones y métodos descritos en el presente documento pueden comprender o (i) una alanina en
la posicién correspondiente al aminoacido 64 de la secuencia de aminoacidos precursora de ActRIIB, es decir, SEQ ID
NO: 186; o (ii) una arginina en la posicion 64 de la secuencia de aminoacidos precursora de ActRIIB, es decir, SEQ ID NO:
28. En otras realizaciones, los polipéptidos ActRIIB usados segun las composiciones y métodos descritos en el presente
documento pueden comprender un aminoacido que no es alanina ni arginina en la posicién correspondiente al aminoacido
64 de la secuencia de aminoécidos precursora de ActRIIB, es decir, SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO:28.

Se ha mostrado que una delecién del nudo de prolina en el extremo C del dominio extracelular de ActRIIB reduce la
afinidad del receptor por activina (véase, por ejemplo, Attisano et al., Cell, 1992, 68(1):97-108). Una proteina de fusién de
ActRIIB-Fc que contiene los aminoacidos 20-119 de SEQ ID NO: 28 (es decir, SEQ ID NO:32), "ActRIIB(20-119)-Fc", tiene
unién reducida a GDF-11 y activina con respecto a una proteina de fusion ActRIIB-Fc que contiene los aminoacidos 20-
134 de SEQ ID NO: 28 (es decir, SEQ ID NO:31), "ActRIIB(20-134)-Fc", que incluye la regién del nudo de prolina y el
dominio yuxtamembranario completo. Sin embargo, una proteina de fusiéon ActRIIB-Fc que contiene los aminoacidos 20-
129 de SEQ ID NO: 28, "ActRIIB(20-129)-Fc", retiene actividad similar, pero algo reducida, con respecto al dominio
extracelular no truncado de ActRIIB, adn cuando la regién de nudo de prolina se altere. Por lo tanto, se espera que todos
los polipéptidos ActRIIB que comprenden dominios extracelulares que paran en el aminoécido 134, 133, 132, 131, 130y
129 de SEQ ID NO: 28 (0o SEQ ID NO:16) sean activos, pero las construcciones que paran en el aminoacido 134 o 133
pueden ser mas activas. Similarmente, no se espera que las mutaciones en cualquiera de los restos 129-134 alteren la
afinidad de unién al ligando en grandes margenes, como se indica por el hecho de que las mutaciones de P129 y P130
de SEQ ID NO: 28 no disminuyen sustancialmente la unién al ligando. Por lo tanto, los polipéptidos ActRIIB usados segun
los métodos y composiciones descritos en el presente documento pueden terminar tan pronto como en el aminoacido 109
(es decir, la cisteina final) de SEQ ID NO:28 (o SEQ ID NO:186); sin embargo, se espera que las formas que terminan en
o0 entre las posiciones de aminoacidos 109y 119 de SEQ ID NO:28 (o SEQ ID NO:16) tenga capacidad de unién al ligando
reducida.

El aminoéacido 29 de SEQ ID NO:16 y SEQ ID NO:28 representa la cisteina inicial en la secuencia precursora de ActRIIB.
Se espera que un polipéptido ActRIIB que empieza en el aminoacido 29 del extremo N de SEQ ID NO:16 o SEQ ID NO:28,
o antes de estas posiciones de aminoacidos, retenga la actividad de unién al ligando. Una mutacion de alanina a
asparagina en la posicion 24 de SEQ ID NO:16 o SEQ ID NO:28 introduce una secuencia de glucosilacion unida a N sin
afectar sustancialmente la union al ligando. Esto confirma que las mutaciones en la region entre el péptido de escision
sefial y la regién de reticulacién de cisteina, correspondientes a los aminoacidos 20-29 de SEQ ID NO:16 o0 SEQ ID NO:28,
son bien tolerados. En particular, los polipéptidos ActRIIB que empiezan en la posicién de aminoacido 20, 21, 22, 23 y 24
de SEQ ID NO:16 o SEQ ID NO:28 retendran actividad, y los polipéptidos ActRIIB que empiezan en las posiciones de
aminoacidos 25, 26, 27, 28 y 29 de SEQ ID NO:16 o SEQ ID NO:28 también se espera que retengan actividad. Un
polipéptido ActRIIB que empieza en la posicidn de aminoacido 22, 23, 24 0 25 de SEQ ID NO:16 o SEQ ID NO:28 tendra
la mayor actividad.

Tomados conjuntamente, las porciones activas (es decir, los polipéptidos ActRIIB) de la proteina precursora ActRIIB (es
decir, SEQ ID NO:16 o SEQ ID NQO:28) que se van a usar segln los métodos y composiciones descritos en el presente
documento comprenderan, en general, los aminoécidos 29-109 de SEQ ID NO:16 o SEQ ID NQO:28, y dichos polipéptidos
ActRIIB pueden empezar, por ejemplo, en un resto correspondiente a uno cualquiera de los aminoacidos 19-29 de SEQ
ID NO:16 o SEQ ID NO:28 y terminar en una posicion correspondiente a uno cualquiera de los aminoécidos 109-134 de
SEQ ID NO:16 o0 SEQ ID NO:28. Los ejemplos especificos de polipéptidos ActRIIB englobados en el presente documento
incluyen los que empiezan en una posicion de aminoacido desde 19-29, 20-29 0 21-29 de SEQ ID NO:16 0 SEQ ID NO:28
y terminan en una posicién de aminoacido desde 119-134, 119-133 o0 129-134, 129-133 de SEQ ID NO:16 o SEQ ID
NO:28. Otros ejemplos especificos de polipéptidos ActRIIB englobados en el presente documento incluyen los que
empiezan en una posiciéon de aminoacido desde 20-24 (0 21-24, 0 22-25) de SEQ ID NO:16 o SEQ ID NO:28 y terminan
en una posicién de aminoéacido desde 109-134 (o0 109-133), 119-134 (0 119-133) 0 129-134 (0 129-133) de SEQ ID NO:16
o SEQ ID NO:28. También se contemplan los polipéptidos ActRIIB de variante que se encuentran dentro de estos
intervalos, particularmente los que tiene al menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 0 99%
de identidad de secuencia u homologia de secuencias con la porcién correspondiente de SEQ ID NO:16 o SEQ ID NO:28.

En ciertas realizaciones, los inhibidores de |a sefializacién de ActRIIB usados en las composiciones y métodos descritos
en el presente documento comprenden una forma truncada de un dominio extracelular de ActRIIB. La truncacién puede
ser en el extremo carboxi y/o el extremo amino del polipéptido ActRIIB. En ciertas realizaciones, la truncacién puede ser
de 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 0 25 aminoacidos de longitud con
respecto al dominio extracelular del polipéptido ActRIIB maduro. En ciertas realizaciones, la truncacién puede serde 1, 2,
3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12,13, 14,15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 0 25 aminoacidos aminoterminales del dominio
extracelular del polipéptido ActRIIB maduro. En ciertas realizaciones, la truncacién puede serde 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 0 25 aminoacidos carboxiterminales del dominio extracelular del
polipéptido ActRIIB maduro. Por ejemplo, las formas truncadas de ActRIIB incluyen polipéptidos con los aminoacidos 20-
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119; 20-128; 20-129; 20-130; 20-131; 20-132; 20-133; 20-134; 20-131; 21-131; 22-131; 23-131; 24-131; y 25-131, en
donde las posiciones de aminoacidos se refieren a las posiciones de aminoacidos en SEQ ID NO:16 o SEQ ID NO:28.

Formas truncadas adicionales a modo de ejemplo de ActRIIB incluyen (i) polipéptidos que empiezan en los aminoacidos
en cualquiera de los aminoacidos 21-29 de SEQ ID NO:16 o SEQ ID NO:28 (opcionalmente que empiezan en 22-25 de
SEQ ID NO:16 o SEQ ID NO:28) y que terminan en cualquiera de los aminoacidos 109-134 de SEQ ID NO:16 o SEQ ID
NO:28; (ii) polipéptidos que empiezan en cualquiera de los aminoacidos 20-29 de SEQ ID NO:16 o SEQ ID NO:28
(opcionalmente que empiezan en 22-25 de SEQ ID NO:16 o SEQ ID NO:28) y que terminan en cualquiera de los
aminoacidos 109-133 de SEQ ID NO:16 o SEQ ID NO:28; (iii) polipéptidos que empiezan en cualquiera de los aminoacidos
20-24 de SEQ ID NO:16 0 SEQ ID NO:28 (opcionalmente que empiezan en 22-25 de SEQ ID NO:16 o SEQ ID NO:28) y
que terminan en cualquiera de los aminoacidos 109-133 de SEQ ID NO:16 o SEQ ID NO:28; (iv) polipéptidos que
empiezan en cualquiera de los aminoacidos 21-24 de SEQ ID NO:16 o SEQ ID NO:28 y que terminan en cualquiera de
los amino&cidos 109-134 de SEQ ID NO:16 o SEQ ID NO:28; (v) polipéptidos que empiezan en cualquiera de los
aminoécidos 20-24 de SEQ ID NO:16 o SEQ ID NO:28 y que terminan en cualquiera de los aminoacidos 118-133 de SEQ
ID NO:16 o SEQ ID NO:28; (vi) polipéptidos que empiezan en cualquiera de los aminoacidos 21-24 de SEQ ID NO:16 o
SEQ ID NO:28 y que terminan en cualquiera de los aminoacidos 118-134 de SEQ ID NO:16 o SEQ ID NO:28; (vii)
polipéptidos que empiezan en cualquiera de los aminoacidos 20-24 de SEQ ID NO:16 o SEQ ID NO:28 y que terminan
en cualquiera de los aminoacidos 128-133 de SEQ ID NO:16 o SEQ ID NO:28; (viii) polipéptidos que empiezan en
cualquiera de los aminodacidos 20-24 de SEQ ID NO:16 o SEQ ID NO:28 y que terminan en cualquiera de los aminoacidos
128-133 de SEQ ID NO:16 o SEQ ID NO:28; (ix) polipéptidos que empiezan en cualquiera de los aminoacidos 21-29 de
SEQ ID NO:16 o SEQ ID NO:28 y que terminan en cualquiera de los aminoacidos 118-134 de SEQ ID NO:16 0 SEQ ID
NO:28; (x) polipéptidos que empiezan en cualquiera de los aminoacidos 20-29 de SEQ ID NO:16 o0 SEQ ID NO:28 y que
terminan en cualquiera de los aminoacidos 118-133 de SEQ ID NO:16 o SEQ ID NO:28; (xi) polipéptidos que empiezan
en cualquiera de los aminoacidos 21-29 de SEQ ID NO:16 o SEQ ID NO:28 y que terminan en cualquiera de los
aminoacidos 128-134 de SEQ ID NO:16 o SEQ ID NO:28; y (xii) polipéptidos que empiezan en cualquiera de los
aminoacidos 20-29 de SEQ ID NO:16 o SEQ ID NO:28 y que terminan en cualquiera de los aminoacidos 128-133 de SEQ
ID NO:16 o SEQ ID NO:28. En una realizacién especifica, un polipéptido ActRIIB comprende, consiste esencialmente en,
o consiste en, una secuencia de aminoécidos que empieza en la posiciéon de aminoacido 25 de SEQ ID NO:16 o SEQ ID
NO:28 y que termina en la posicién de aminoacido 131 de SEQ ID NO:16 o SEQ ID NO:28. En otra realizaciéon especifica,
un polipéptido ActRIIB consiste en, o consiste esencialmente en, la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO:17, 18, 23,
26, 27, 29, 30, 31, 32, 33, 36, 37, 42, 0 43.

Cualquiera de los polipéptidos ActRIIB usados en las composiciones y métodos descritos en el presente documento puede
producirse como un homodimero. Cualquiera de los polipéptidos ActRIIB usados en las composiciones y métodos
descritos en el presente documento se puede formular como una proteina de fusién que tiene una porcion heterdloga que
comprende una regién constante de una cadena pesada de IgG, tal como un dominio Fc. Cualquiera de los polipéptidos
ActRIIB usados en las composiciones y métodos descritos en el presente documento puede comprender un aminoacido
acido en la posicion correspondiente a la posiciéon 79 de SEQ ID NO:16 o SEQ ID NO:28, opcionalmente en combinacion
con una o mas sustituciones, deleciones o inserciones de aminoacidos adicionales con respecto a SEQ ID NO:16 o SEQ
ID NO:28.

En realizaciones especificas, los inhibidores de la sefializaciéon de ActRIIB usados en las composiciones y métodos
descritos en el presente documento comprenden un dominio extracelular de ActRIIB con una o mas
sustituciones/mutaciones de aminoacidos. Dicha sustitucién/mutacion de aminoacido puede ser, por ejemplo, un
intercambio de la leucina en la posicién de aminoacido 79 de SEQ ID NO:16 o SEQ ID NO:28 a un aminoacido acido, tal
como &cido aspartico o acido glutamico. Por ejemplo, la posicién L79 de SEQ ID NO:16 o SEQ ID NO:28 se puede alterar
en los polipéptidos del dominio extracelular de ActRIIB para conferir propiedades de union alteradas a activina-miostatina
(GDF-11). Las mutaciones L79A y L79P reducen la unién a GDF-11 a un grado mayor que la unién a activina. Las
mutaciones L79E y L79D retienen la unién a GDF-11, mientras que se demuestra una unién a activina enormemente
reducida.

En ciertas realizaciones, los inhibidores de |a sefializacién de ActRIIB usados en las composiciones y métodos descritos
en el presente documento pueden comprender una forma truncada de un dominio extracelular de ActRIIB que también
lleva una sustitucién de aminoacidos, por ejemplo, un intercambio de la leucina en la posicién de aminoacido 79 de SEQ
ID NO:16 o SEQ ID NO:28 a un aminoécido acido, tal como acido aspartico o acido glutamico. En una realizacion
especifica, la forma truncada de un dominio extracelular de polipéptido ActRIIB que también lleva una sustitucion de
aminoacidos usada en las composiciones y métodos descritos en el presente documento es SEQ ID NO:23. Las formas
de ActRIIB que estan truncadas y/o llevan una o mas sustituciones de aminoéacidos se pueden unir a un dominio Fc de un
anticuerpo como se trata anteriormente.

Se pueden obtener fragmentos funcionalmente activos de polipéptidos ActRIIB, por ejemplo, por cribado de polipéptidos
producidos recombinantemente a partir del fragmento correspondiente del acido nucleico que codifica un polipéptido
ActRIIB. Ademas, los fragmentos pueden ser sintetizados quimicamente usando técnicas conocidas en la técnica, tales
como quimica de f-Moc o t-Boc en fase soélida convencional de Merrifield. Como reconocera un experto en la materia,
pueden usarse otras técnicas, incluyendo por ejemplo diversas resinas y sistemas en fase en disolucién, para la sintesis
de péptidos, para sintetizar los fragmentos de peptidilo descritos en el presente documento. Los fragmentos se pueden
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producir (recombinantemente o por sintesis quimica) y probar para identificar los fragmentos de peptidilo que pueden
servir de antagonistas (inhibidores) de la proteina ActRIIB o sefializacién mediada por activina.

Ademas, se pueden obtener variantes funcionalmente activas de polipéptidos ActRIIB, por ejemplo, cribando bibliotecas
de polipéptidos modificados recombinantemente producidos a partir de los acidos nucleicos correspondientes
mutagenizados que codifican un polipéptido ActRIIB. Las variantes se pueden producir y probar para identificar aquellas
que pueden servir de antagonistas (inhibidores) de la proteina ActRIIB o sefializacién mediada por activina. En ciertas
realizaciones, una variante funcional de los polipéptidos ActRIIB comprende una secuencia de aminoacidos que es al
menos un 75% idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 17, 18, 23, 26, 27, 29, 30, 31, 32,
33, 36, 37, 42, y 43. En ciertas realizaciones, la variante funcional tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos
80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 17,
18, 23, 26, 27, 29, 30, 31, 32, 33, 36, 37, 42, y 43.

Se pueden generar variantes funcionales, por ejemplo, modificando la estructura de un polipéptido ActRIIB para fines tales
como potenciar la eficacia terapéutica, o estabilidad (por ejemplo, vida util ex vivo y resistencia a la degradacién
proteolitica in vivo). Dichos polipéptidos ActRIIB modificados, cuando se seleccionan para retener la union a activina, son
considerados equivalentes funcionales de los polipéptidos ActRIIB que existen de forma natural. Los polipéptidos ActRIIB
modificados también se pueden producir, por ejemplo, por sustitucion, delecién o adicién de aminoacidos. Por ejemplo,
es razonable esperar que una sustitucién aislada de una leucina con una isoleucina o valina, un aspartato con un
glutamato, una treonina con una serina, 0 una sustitucién similar de un aminoacido con un aminoacido relacionado
estructuralmente (por ejemplo, mutaciones conservativas) no tenga un efecto importante sobre la actividad biolégica de
la molécula resultante. Las sustituciones conservativas son aquellas que tienen lugar dentro de una familia de aminoacidos
que estan relacionados en sus cadenas laterales. Si un cambio en la secuencia de amino&cidos de un polipéptido ActRIIB
da como resultado un homélogo funcional, se puede determinar faciimente evaluando la capacidad del polipéptido ActRIIB
de variante para producir una respuesta en células en un modo similar al polipéptido ActRIIB no mutante.

Los mutantes del polipéptido ActRIIB, en particular conjuntos de mutantes combinatorios de un polipéptido ActRIIB, asi
como mutantes de truncamiento; los conjuntos de mutantes combinatorios que son especialmente Utiles para identificar
secuencias variantes funcionales pueden usarse en los métodos y composiciones descritos en el presente documento. El
fin de cribar dichas bibliotecas combinatorias puede ser para generar, por ejemplo, variantes de polipéptidos ActRIIB que
pueden servir 0 de agonistas o antagonistas, o alternativamente, poseer actividades novedosas en conjunto.

Se ha demostrado que el sitio de unién al ligando de ActRIIB se define por los residuos Y31, N33, N35, L38 a T41, E47,
E50, Q53 a K55, L57, H58, Y60, S62, K74, W78 a N83, Y85, R87, A92 y E94 a F101 de SEQ ID NO: 16 0 SEQ ID NO:28.
En estas posiciones, se espera que las mutaciones conservativas sean toleradas, aunque una mutacién K74A es bien
tolerada, ya que son R40A, K55A, F82A y mutaciones en la posicién L79. R40 es K en Xenopus, que indica que los
aminoacidos basicos en esta posicion seran tolerados. Q53 es R en ActRIIB bovino y K en ActRIIB de Xenopus, y por lo
tanto los aminoacidos que incluyen R, K, Q, N y H seran tolerados en esta posicién. Por lo tanto, una férmula general para
un polipéptido ActRIIB para su uso en los métodos y composiciones descritos en el presente documento es una que
comprende los aminoacidos 29-109 de SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO:28, pero opcionalmente que empiezan en una
posicién de aminodacido que varia desde 20-24 0 22-25 de SEQ ID NO: 16 0 SEQ ID NO:28 y que terminan en una posicion
de aminoacido que varia desde 129-134 de SEQ ID NO:16 o SEQ ID NO:28, y que comprende no mas de 1,2, 50 15
cambios conservativos de aminoacidos en el sitio de unién a ligando, y cero, una o mas alteraciones no conservativas en
las posiciones de aminoacidos 40, 53, 55, 74, 79 y/o 82 de SEQ ID NO:16 o0 SEQ ID NO:28 en el sitio de unién a ligando.
Dicho polipéptido ActRIIB puede retener mas de 80%, 90%, 95% o 99% de identidad de secuencia u homologia de
secuencias con la secuencia de aminoacidos 29-109 de SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO:28. Los sitios fuera del sitio de
unién, en los que la variabilidad puede ser particularmente bien tolerada, incluyen los extremos amino y carboxi del
dominio extracelular de ActRIIB, y las posiciones 42-46 y 65-73. Una alteracion de asparagina a alanina en la posicion 65
de SEQ ID NO:16 0 SEQ ID NO:28 (N65A) mejora en realidad la unién a ligando en el acervo de A64, y asi se espera que
no tenga efecto perjudicial sobre la unién a ligando en el acervo de R64. Este cambio elimina probablemente la
glucosilacién en N65 en el acervo de A64, demostrandose asi que es probable que sea tolerado un cambio significativo
en esta regién. Mientras que un cambio de R64A es mal tolerado, R64K es bien tolerado, y asi otro resto basico, tal como
H, puede ser tolerado en la posicion 64.

Como un ejemplo especifico de un polipéptido ActRIIB con una mutacién en el dominio de unién a ligando, el resto de
aminoacido cargado positivamente Asp (D80) del dominio de unién a ligando de ActRIIB se puede mutar a un resto de
aminoacido diferente de forma que el polipéptido ActRIIB de variante se una preferentemente a GDF8, pero no a activina.
En una realizacion especifica, el resto D80 se cambia a un resto de amino&cido seleccionado del grupo que consiste en:
un resto de aminoacido sin carga, un resto de aminoacido negativo y un resto de aminoacido hidréfobo. Como un ejemplo
especifico adicional, el resto hidréfobo L79 se puede alterar a los aminoacidos acidos acido aspartico o acido glutamico
para reducir enormemente la unién a activina, mientras que se retiene la unién a GDF11. Como reconocera un experto en
la técnica, la mayoria de las mutaciones, variantes o modificaciones descritas se pueden hacer al nivel del acido nucleico
0, en algunos casos, por modificacién postraduccional o sintesis quimica. Dichas técnicas son bien conocidas en la técnica.

En realizaciones especificas, los inhibidores de la sefializaciéon de ActRIIB usados en las composiciones y métodos
descritos en el presente documento comprenden un conjugado/proteina de fusién que comprende un dominio extracelular
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(por ejemplo, un dominio de unién a activina) de un receptor de ActRIIB unido a una porcién Fc de un anticuerpo. Dicho
conjugado/proteinas de fusiéon puede comprender cualquiera de los polipéptidos ActRIIB desvelados en el presente
documento (por ejemplo, cualquiera de SEQ ID NOS:17, 18, 23, 26, 27, 29, 30, 31, 32, 33, 36, 37, 42, 0 43), cualquier
polipéptido ActRIIB conocido en la técnica, o cualquier polipéptido ActRIIB generado usando métodos conocidos en la
técnica y/o proporcionados en el presente documento.

En ciertas realizaciones, el dominio extracelular se une a una porcién Fc de un anticuerpo por un conector, por ejemplo,
un conector peptidico. Los conectores a modo de ejemplo incluyen secuencias de polipéptidos cortas, tales como 2-10,
2-5, 2-4, 2-3 restos de aminoacidos (por ejemplo, restos de glicina), tales como, por ejemplo, un conector Gly-Gly-Gly. En
una realizacién especifica, el conector comprende la secuencia de aminoacidos Gly-Gly-Gly (GGG). En otra realizacién
especifica, el conector comprende la secuencia de aminoacidos Thr-Gly-Gly-Gly (TGGG). Opcionalmente, el dominio Fc
tiene una 0 mas mutaciones en restos tales como Asp-265, lisina 322 y Asn-434. En ciertos casos, el dominio Fc mutante
que tiene una o0 méas de estas mutaciones (por ejemplo, una mutacién Asp-265) tiene una capacidad reducida para unirse
al receptor de Fcy con respecto a un dominio Fc no mutante. En otros casos, el dominio Fc mutante que tiene una o mas
de estas mutaciones (por ejemplo, una mutaciéon de Asn-434) tiene un aumento de la capacidad para unirse al receptor
de Fc relacionado con la clase | del MHC (FCRN) con respecto a un dominio Fc no mutante. Las proteinas de fusién a
modo de ejemplo que comprenden un dominio extracelular soluble de ActRIIB fusionado con un dominio Fc se exponen
en SEQ ID NOs:20, 21, 24, 25, 34,35,38,39,40,41,44,46, y 47.

En una realizaciéon especifica, los inhibidores de la sefializacién de ActRIIB usados en las composiciones y métodos
descritos en el presente documento comprenden el dominio extracelular de ActRIIB, o una porcién del mismo, unido a una
porcién Fc de un anticuerpo, en donde dicho inhibidor de la sefializacién de ActRIIB comprende una secuencia de
aminoacidos que es al menos 75% idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NOs:20, 21, 24,
25, 34, 35, 38, 39, 40, 41, 44, 46, y 47. En otra realizacion especifica, los inhibidores de la sefializacién de ActRIIB usados
en las composiciones y métodos descritos en el presente documento comprenden el dominio extracelular de ActRIIB, o
una porcién del mismo, unido a una porcion Fc de un anticuerpo, en donde dicho inhibidor de la sefializacién de ActRIIB
comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% idéntica a una
secuencia de aminoécidos seleccionada de SEQ ID NOS:20, 21, 24, 25, 34, 35, 38, 39, 40, 41, 44, 46, y 47.

En una realizacién especifica, el inhibidor de la sefializacién de ActRIIB que se va a usar en las composiciones y métodos
descritos en el presente documento es una proteina de fusién entre el dominio extracelular del receptor ActRIIB humano
y la porcién Fc de IgG1. En otra realizacion especifica, el inhibidor de la sefializacién de ActRIIB que se va a usar en las
composiciones y métodos descritos en el presente documento es una proteina de fusién entre un dominio extracelular
truncado del receptor ActRIIB humano y la porcién Fc de IgG1. En otra realizacion especifica, el inhibidor de la sefializacion
de ActRIIB que se va a usar en las composiciones y métodos descritos en el presente documento es una proteina de
fusién entre un dominio extracelular truncado del receptor de ActRIIB humano y la porcién Fc de IgG1, en donde el dominio
extracelular truncado del receptor de ActRIIB humano posee una sustitucién de aminoacidos en la posiciéon de aminoacido
correspondiente al aminoacido 79 de SEQ ID NO:16 o SEQ ID NO:28. En una realizacién, la sustitucién de aminoacidos
en la posicion de aminoacido correspondiente al amino&cido 79 de SEQ ID NO:16 o SEQ ID NO:28 es una sustitucion de
leucina por acido aspartico (es decir, una mutacién L79D).

En una realizacién especifica, el inhibidor de la sefializacién de ActRIIB que se va a usar en las composiciones y métodos
descritos en el presente documento es SEQ ID NO:24 o 25, que representa una proteina de fusion entre el dominio
extracelular del receptor de ActRIIB humano y la porciéon Fc de IgG1, en donde dicho dominio extracelular de ActRIIB
comprende los aminoacidos 25-131 de SEQ ID NO:28 con una mutacién L79D. La secuencia del acido nucleico que
codifica la proteina de fusion ActRIIB-Fc de SEQ ID NO:24 se presenta en SEQ ID NO:45.

En otra realizacién especifica, el inhibidor de la sefializacion de ActRIIB que se va a usar en las composiciones y métodos
descritos en el presente documento es SEQ ID NO:34 o 35, que representa una proteina de fusion entre el dominio
extracelular del receptor de ActRIIB humano y la porcién Fc de IgG1, en donde dicho dominio extracelular de ActRIIB
comprende los aminoacidos 25-131 de SEQ ID NO:16 con una mutacién L79D.

Los sitios de reconocimiento de la glucosilaciéon unidos a asparagina comprenden, en general, una secuencia tripeptidica,
asparagina-X-treonina (o asparagina-X-serina) (donde "X" es cualquier aminoacido) que es reconocida especificamente
por enzimas de glucosilacién celular apropiadas. La alteracién también se puede hacer mediante la adicién de, o
sustitucion por, uno 0 mas de restos de serina o treonina a la secuencia del polipéptido ActRIIB no mutante (para sitios de
glucosilacién unidos a Q). Una variedad de sustituciones o deleciones de aminoacidos en una o ambas de la primera o
tercera posiciones de aminoacidos de un sitio de reconocimiento de la glucosilacién (y/o delecién de aminoacidos en la
segunda posicion) produce la no glucosilacién en la secuencia tripeptidica modificada. Otro medio de aumentar el nimero
de restos de hidrato de carbono en un polipéptido ActRIIB es por acoplamiento quimico o enzimatico de glucésidos con
el polipéptido ActRIIB. Dependiendo del modo de acoplamiento usado, el (los) azlcar(es) se pueden unir a (a) arginina e
histidina; (b) grupos carboxilo libres; (¢) grupos sulfhidrilo libres, tales como los de cisteina; (d) grupos hidroxilo libres,
tales como los de serina, treonina o hidroxiprolina; (e) restos aromaticos, tales como los de fenilalanina, tirosina o triptéfano;
o (f) el grupo amida de glutamina. Estos métodos se describen en la solicitud de patente internacional N.2 WO 87/05330
publicada el 11 de septiembre de 1987, y en Aplin y Wriston (1981) CRC Crit. Rev. Biochem., pp. 259-306. La retirada de
uno o mas restos de hidrato de carbono presentes en un polipéptido ActRIIB se puede llevar a cabo quimica y/o
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enzimaticamente. La desglucosilacién quimica puede implicar, por ejemplo, la exposicién del polipéptido ActRIIB al
compuesto acido trifluorometanosulfénico, o un compuesto equivalente. Este tratamiento produce la escision de la
mayoria o todos los azUcares, excepto el azlicar de enlace (N-acetilglucosamina o N-acetilgalactosamina), mientras que
deja intacta la secuencia de aminoacidos. La desglucosilacién quimica se describe ademas por Hakimuddin et al. (1987)
Arch. Biochem. Biophys. 259:52 y por Edge et al. (1981) Anal. Biochem. 118:131. La escisién enzimatica de restos de
hidrato de carbono en polipéptidos ActRIIB se puede lograr usando una variedad de endo- y exo-glucosidasas como se
describe por Thotakura et al. (1987) Meth. Enzymol. 138:350. La secuencia de un polipéptido ActRIIB se puede ajustar,
segun convenga, dependiendo del tipo de sistema de expresion usado, ya que las células de mamifero, levadura, insecto
y vegetales pueden todas introducir diferentes patrones de glucosilacién que se pueden afectar por la secuencia de
aminoacidos del péptido. En general, las proteinas ActRIIB para su uso en seres humanos se expresaran en una estirpe
celular de mamifero que proporciona la glucosilacién apropiada, tales como las estirpes celulares HEK293 o CHO, aunque
también se espera que sean (tiles otros sistemas de expresion, tales como otras estirpes celulares de expresién en
mamifero, estirpes celulares de levadura con enzimas de glucosilacion manipuladas y células de insecto.

En realizaciones especificas, polipéptidos ActRIIB mutados que comprenden la adicién de un sitio de glucosilacién unido
a N adicional (N-X-S/T) que aumenta la semivida en suero de una proteina de fusion ActRIIB-Fc, con respecto a la forma
ActRIIB(R64)-Fc, pueden usarse en los métodos y composiciones descritos en el presente documento. En una realizacién
especifica, la introducciéon de una asparagina en la posicién 24 de SEQ ID NO:16 o SEQ ID NO:28 (A24N) produce la
creacion de una secuencia NXT que confiere una semivida mas larga. Otras secuencias NX(T/S) se pueden encontrar en
42-44 (NQS) y 65-67 (NSS), aunque la Gltima puede no estar eficientemente glucosilada con R en la posicién 64 (es decir,
en polipéptidos R64). Las secuencias N-X-S/T pueden ser introducidas, en general, en las posiciones fuera del sitio de
unién al ligando de ActRIIB, que se detalla anteriormente. Los sitios particularmente adecuados para la introduccién de
secuencias N-X-S/T no endbgenas incluyen los aminoacidos 20-29, 20-24, 22-25, 109-134, 120-134 o0 129-134 de SEQ
ID NO:16 o SEQ ID NO:28. Las secuencias N-X-S/T también se pueden introducir en el conector entre la secuencia
ActRIIB y el componente de fusién Fc u otro. Dicho sitio se puede introducir con esfuerzo minimo introduciendo un N en
la posicion correcta con respecto a un S o T preexistente, o introduciendo un S o T en una posicién correspondiente a un
N preexistente. Por lo tanto, alteraciones deseables que crearian un sitio de glucosilacién unido al N son: A24N, R64N,
S67N (posiblemente combinadas con una alteracién N65A), E106N, R112N, G120N, E123N, P129N, A132N, R112S y
R112T (pudiéndose encontrar todas las posiciones de aminoacidos correspondientes a las posiciones en SEQ ID NO:16
o SEQ ID NQO:28). Cualquier S que se prediga que esta glucosilado se puede alterar a un T sin crear un sitio inmunogénico,
debido a la proteccién proporcionada por la glucosilacién. Asimismo, cualquier T que se prediga que esta glucosilado se
puede alterar a un S. Asi, las alteraciones S67T y S44T estan englobadas en el presente documento. Asimismo, en una
variante de A24N, se puede usar una alteracién de S26T. Por consiguiente, un polipéptido ActRIIB puede incluir una o
mas secuencias consenso de glucosilacion unidas a N no endogenas adicionales.

Se puede usar una variedad de ensayos de cribado para evaluar las variantes de polipéptidos ActRIIB. Por ejemplo, se
puede cribar una variante de polipéptido ActRIIB para la capacidad para unirse a un ligando de ActRIIB, para prevenir la
unién de un ligando de ActRIIB a un polipéptido ActRIIB, o para interferir con la sefializacién causada por un ligando de
ActRIIB. La actividad de un polipéptido ActRIIB o sus variantes también se pueden probar en un ensayo basado en células
0 in vivo.

Se pueden generar variantes derivadas de forma combinatoria que tienen una potencia selectiva o, en general, elevada
con respecto a un polipéptido ActRIIB que existe de forma natural. Asimismo, la mutagénesis puede dar lugar a variantes
que tienen semividas intracelulares espectacularmente diferentes a las del polipéptido ActRIIB no mutante
correspondiente. Por ejemplo, la proteina alterada se puede hacer mas estable 0 menos estable a la degradacion
proteolitica u otros procesos celulares que producen la destruccién de, o inactivacion de otro modo de un polipéptido
ActRIIB nativo. Dichas variantes, y los genes que las codifican, se pueden utilizar para alterar los niveles de polipéptidos
ActRIIB modulando la semivida de los polipéptidos ActRIIB. Por ejemplo, una corta semivida puede dar lugar a efectos
biolégicos mas transitorios y puede permitir un control mas estricto de los niveles de polipéptidos ActRIIB recombinante
en el sujeto. En una proteina de fusién Fc, las mutaciones se pueden hacer en el conector (si lo hay) y/o la porcién Fc
para alterar la semivida de la proteina.

Se puede producir una biblioteca combinatoria a modo de una biblioteca de genes degenerada que codifica una biblioteca
de polipéptidos que incluye cada una al menos una porcién de posibles secuencias de polipéptidos ActRIIB. Por ejemplo,
una mezcla de oligonucleétidos sintéticos puede ser unida enzimaticamente en secuencias de genes de forma que el
conjunto degenerado de posibles secuencias de nucleétidos del polipéptido ActRIIB sea expresable como polipéptidos
individuales, o alternativamente, como un conjunto de proteinas de fusién mas grandes (por ejemplo, para presentacion
en fagos).

Existen muchas formas por las que la biblioteca de posibles homélogos se puede generar a partir de una secuencia de
oligonucleétidos degenerada. La sintesis quimica de una secuencia de genes degenerada se puede llevar a cabo en un
sintetizador de ADN automatico, y los genes sintéticos se unen entonces en un vector apropiado para la expresion. La
sintesis de oligonucleétidos degenerados se conoce bien en la técnica (véanse, por ejemplo, Narang, S A (1983)
Tetrahedron 39:3; Itakura et al., (1981) Recombinant DNA, Proc. 3rd Cleveland Sympos. Macromolecules, ed. AG Walton,
Amsterdam: Elsevier pp 273-289; Itakura et al., (1984) Annu. Rev. Biochem. 53:323; Itakura et al., (1984) Science
198:1056; lke et al., (1983) Nucleic Acid Res. 11:477). Dichas técnicas se han empleado en la evolucién dirigida de otras
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proteinas (véanse, por ejemplo, Scott et al., (1990) Science 249:386-390; Roberts et al., (1992) PNAS USA 89:2429-2433;
Devlin et al., (1990) Science 249: 404-406; Cwirla et al., (1990) PNAS USA 87: 6378-6382; asi como las patentes de EE.
UU. N.2 5.223.409, 5.198.346 y 5.096.815).

Alternativamente, se pueden utilizar otras formas de mutagénesis para generar una biblioteca combinatoria. Por ejemplo,
se pueden generar variantes de polipéptidos ActRIIB y aislar de una biblioteca por cribado usando, por ejemplo,
mutagénesis por cribado de alanina y similares (Ruf et al., (1994} Biochemistry 33:1565-1572; Wang et al., (1994) J. Biol.
Chem. 269:3095-3099; Balint et al., (1993) Gene 137:109-118; Grodberg et al., (1993) Eur. J. Biochem. 218:597-601;
Nagashima et al., (1993) J. Biol. Chem. 268:2888-2892; Lowman et al., (1991) Biochemistry 30:10832-10838; y
Cunningham et al., (1989) Science 244:1081-1085), por mutagénesis por barrido de conectores (Gustin et al., (1993)
Virology 193:653-660; Brown et al., (1992) Mol. Cell Biol. 12:2644-2652; McKnight et al., (1982) Science 232:316); por
mutagénesis de saturacién (Meyers et al., (1986) Science 232:613); por mutagénesis por PCR (Leung et al., (1989)
Method Cell Mol Biol 1:11-19); o por mutagénesis al azar, que incluye mutagénesis quimica, etc. (Miller et al., (1992) A
Short Course in Bacterial Genetics, CSHL Press, Cold Spring Harbor, N.Y.; y Greener et al., (1994) Strategies in Mol Biol
7:32-34). Las mutagénesis por barrido de conectores, particularmente en un ambito combinatorio, es un método atractivo
para identificar formas truncadas (bioactivas) de polipéptidos ActRIIB.

Se conoce en la técnica un amplio intervalo de técnicas para cribar productos génicos de bibliotecas combinatorias
preparadas por mutaciones puntuales y truncaciones, y, en este caso, para cribar bibliotecas de ADNc¢ para productos
génicos que tienen una cierta propiedad. Dichas técnicas seran adaptables, en general, para el rapido cribado de
bibliotecas de genes generadas por la mutagénesis combinatoria de polipéptidos ActRIIB. Las técnicas mas ampliamente
usadas para cribar grandes bibliotecas de genes comprenden normalmente clonar las bibliotecas de genes en vectores
de expresion replicables, transformar las células apropiadas con la biblioteca de vectores resultante y expresar los genes
combinatorios en condiciones en las que la deteccion de una actividad deseada facilita de forma relativamente facil el
aislamiento del vector que codifica el gen cuyo producto se detectd. Los ensayos preferidos incluyen ensayos de unién a
activina y ensayos de sefializacién de células mediada por activina.

En ciertas realizaciones, los polipéptidos ActRIIB usados en los métodos y composiciones descritos en el presente
documento pueden comprender ademas modificaciones postraduccionales, ademas de cualquiera que esté naturalmente
presente en los polipéptidos ActRIIB. Dichas modificaciones incluyen, pero no se limitan a, acetilacién, carboxilacion,
glucosilacién, fosforilacion, lipidacion y acilacién. Como resultado, los polipéptidos ActRIIB modificados pueden contener
elementos no de aminoécido, tales como polietilenglicoles, lipidos, poli- 0 mono-sacaridos y fosfatos. Los efectos de dichos
elementos no de aminoacido sobre la funcionalidad de un polipéptido ActRIIB se pueden probar por cualquier método
conocido por el experto. Cuando un polipéptido ActRIIB se produce en células por escision de una forma naciente del
polipéptido ActRIIB, el procesamiento postraduccional también puede ser importante para el correcto plegamiento y/o
funcién de la proteina. Células diferentes (tales como CHO, HelLa, MDCK, 293, W138, NIH-3T3 o HEK293) tienen
maquinaria celular especifica y mecanismos caracteristicos para dichas actividades postraduccionales y se pueden elegir
para garantizar la correcta modificacién y procesamiento de los polipéptidos ActRIIB.

En ciertos aspectos, variantes funcionales o formas modificadas de los polipéptidos ActRIIB incluyen proteinas de fusion
que tienen al menos una porcién de los polipéptidos ActRIIB y uno o mas dominios de fusion. Ejemplos bien conocidos
de dichos dominios de fusién incluyen, pero no se limitan a, polihistidina, Glu-Glu, glutation S transferasa (GST),
tiorredoxina, proteina A, proteina G, una regién constante de la cadena pesada de inmunoglobulina (Fc), proteina de unién
a maltosa (MBP) o albumina de suero humano. Se puede seleccionar un dominio de fusién para conferir una propiedad
deseada. Por ejemplo, algunos dominios de fusién son particularmente Utiles para el aislamiento de las proteinas de fusién
por cromatografia de afinidad. Con el fin de purificacién por afinidad, se usan matrices relevantes para la cromatografia
de afinidad, tales como resinas conjugadas con glutatién, amilasa y niquel o cobalto. Muchas de dichas matrices estan
disponibles en forma de "kit", tales como el sistema de purificacién de Pharmacia GST y el sistema QlAexpressTM (Qiagen)
til con componentes de fusién (HIS6). Como otro ejemplo, se puede seleccionar un dominio de fusién para facilitar la
deteccién de los polipéptidos ActRIIB. Los ejemplos de dichos dominios de deteccién incluyen las diversas proteinas
fluorescentes (por ejemplo, GFP) asi como "marcas de epitopes,” que son secuencias de péptidos normalmente cortas
para las que un anticuerpo especifico esta disponible. Las marcas de epitopes bien conocidas para las que los anticuerpos
monoclonales especificos estan facilmente disponibles incluyen marcas FLAG, hemaglutinina del virus de la gripe (HA) y
c-myc. En algunos casos, los dominios de fusién tienen un sitio de escisién de la proteasa, tales como para el factor Xa o
trombina, que permite que la proteasa relevante digiera parcialmente las proteinas de fusiéon y asi libere las proteinas
recombinantes de las mismas. Las proteinas liberadas se pueden aislar entonces del dominio de fusién por separacion
cromatografica posterior. En ciertas realizaciones preferidas, un polipéptido ActRIIB se fusiona con un dominio que
estabiliza el polipéptido ActRIIB in vivo (un dominio "estabilizador"). Por "estabilizaciéon" se indica algo que aumenta la
semivida en suero, independientemente de si esto es debido a una reduccion de la destruccion, una depuracién reducida
por el rifién, u otro efecto farmacocinético. Se conoce que las fusiones con la porcién Fc de una inmunoglobulina confieren
propiedades farmacocinéticas deseables en un amplio intervalo de proteinas. Asimismo, las fusiones con la alblimina de
suero humano pueden conferir propiedades deseables. Otros tipos de dominios de fusién que se pueden seleccionar
incluyen dominios de multimerizacién (por ejemplo, dimerizacién, tetramerizacién) y dominios funcionales (que confieren
una funcidn biolégica adicional, tal como estimulacién adicional del crecimiento 6éseo o crecimiento muscular, segun se
desee).

43



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2978 963 T3

Se entiende que diferentes elementos de las proteinas de fusion se pueden disponer en cualquier modo que sea coherente
con la funcionalidad deseada. Por ejemplo, un polipéptido ActRIIB se puede poner carboxiterminal a un dominio heterélogo,
o0, alternativamente, un dominio heter6logo se puede poner carboxiterminal a un polipéptido ActRIIB. El dominio del
polipéptido ActRIIB y el dominio heter6logo no necesitan estar adyacentes en una proteina de fusién, y dominios o
secuencias de aminoacidos adicionales se pueden incluir carboxi- 0 aminoterminales a cualquier dominio o entre los
dominios.

En ciertas realizaciones, los polipéptidos ActRIIB usados en los métodos y composiciones descritos en el presente
documento contienen una o mas modificaciones que son capaces de estabilizar los polipéptidos ActRIIB. Por ejemplo,
dichas modificaciones potencian la semivida in vitro de los polipéptidos ActRIIB, potencian la semivida circulatoria de los
polipéptidos ActRIIB o reducen la degradacién proteolitica de los polipéptidos ActRIIB. Dichas modificaciones
estabilizantes incluyen, pero no se limitan a, proteinas de fusién (incluyendo, por ejemplo, proteinas de fusién que
comprenden un polipéptido ActRIIB y un dominio estabilizador), modificaciones de un sitio de glucosilacién (incluyendo,
por ejemplo, adicién de un sitio de glucosilacién a un polipéptido ActRIIB) y modificaciones del resto de hidrato de carbono
(incluyendo, por ejemplo, retirada de restos de hidrato de carbono de un polipéptido ActRIIB). En el caso de proteinas de
fusién, un polipéptido ActRIIB se fusiona con un dominio estabilizador, tal como una molécula de IgG (por ejemplo, un
dominio Fc). Como se usa en el presente documento, el término "dominio estabilizador" no solo se refiere a un dominio
de fusién (por ejemplo, Fc), como en el caso de proteinas de fusién, sino que también incluye modificaciones no
proteinaceas, tales como un resto de hidrato de carbono, o polimero no proteinaceo, tal como polietilenglicol.

En ciertas realizaciones, los métodos y composiciones descritos en el presente documento usan polipéptidos ActRIIB
aislados o purificados, es decir, polipéptidos ActRIIB que se aislan de, o estan de otro modo sustancialmente libres de,
otras proteinas se pueden usar con los métodos y composiciones descritos en el presente documento. Los polipéptidos
ActRIIB se produciran, en general, por expresion de acidos nucleicos recombinantes.

En ciertos aspectos, los polipéptidos ActRIIB usados en los métodos y composiciones descritos en el presente documento
estan codificados por acidos nucleicos aislados y/o recombinantes, que incluyen fragmentos, variantes funcionales y
proteinas de fusién desveladas en el presente documento. Por ejemplo, SEQ ID NO: 19 codifica el polipéptido precursor
de ActRIIB humano que existen de forma natural. Los acidos nucleicos objeto pueden ser monocatenarios o bicatenarios.
Dichos acidos nucleicos pueden ser moléculas de ADN o ARN. Estos acidos nucleicos se pueden usar, por ejemplo, en
métodos de preparacion de polipéptidos ActRIIB o como agentes terapéuticos directos (por ejemplo, en un enfoque de
terapia génica).

En ciertos aspectos, se entiende ademas que los acidos nucleicos que pueden usarse para producir polipéptidos ActRIIB
adecuados para su uso en los métodos y composiciones descritos en el presente documento incluyen acidos nucleicos
que son variantes de SEQ ID NO: 19, ademas de todas las variantes de aquellas secuencias del acido nucleico que
codifican polipéptidos ActRIIB solubles (por ejemplo, acidos nucleicos que codifican SEQ ID NOs: 17, 18, 23, 26, 27, 29,
30, 31, 32, 33, 36, 37, 42, y 43). Las secuencias de nucleétidos de variante incluyen secuencias que se diferencian en
una o mas sustituciones, adiciones o deleciones de nucleétidos, tales como variantes alélicas.

En ciertas realizaciones, las secuencias del acido nucleico aisladas o recombinantes que pueden usarse para producir
polipéptidos ActRIIB adecuados para su uso en los métodos y composiciones descritos en el presente documento son al
menos 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98%, 99% o 100% idénticas a SEQ ID NO: 19 o aquellas secuencias del acido nucleico
que codifican polipéptidos ActRIIB solubles (por ejemplo, acidos nucleicos que codifican SEQ ID NOs: 17, 18, 23, 26, 27,
29, 30, 31, 32, 33, 36, 37, 42, y 43).Un experto habitual en la técnica apreciara que las secuencias del acido nucleico
complementarias a SEQ ID NO: 19 o aquellas secuencias del acido nucleico que codifican polipéptidos ActRIIB solubles
(por ejemplo, acidos nucleicos que codifican SEQ ID NOs: 17, 18, 23, 26, 27, 29, 30, 31, 32, 33, 36, 37, 42, y 43), y
variantes de SEQ ID NO: 19 o aquellas secuencias del acido nucleico que codifican polipéptidos ActRIIB solubles (por
ejemplo, acidos nucleicos que codifican SEQ ID NOs: 17, 18, 23, 26, 27, 29, 30, 31, 32, 33, 36, 37, 42, y 43) se pueden
usar con los métodos y composiciones descritos en el presente documento. En otras realizaciones, las secuencias del
acido nucleico proporcionadas en el presente documento pueden ser aisladas, recombinantes y/o fusionadas con una
secuencia de nucledtidos heterdloga, o en una biblioteca de ADN.

En otras realizaciones, los acidos nucleicos que se pueden usar para producir polipéptidos ActRIIB adecuados para su
uso en los métodos y composiciones descritos en el presente documento incluyen secuencias de nucledtidos que se
hibridan en condiciones altamente estrictas con la secuencia de nucleétidos designada en SEQ ID NO: 19 o aquellas
secuencias del acido nucleico que codifican polipéptidos ActRIIB solubles (por ejemplo, acidos nucleicos que codifican
SEQ ID NOs: 17, 18, 23, 26, 27, 29, 30, 31, 32, 33, 36, 37, 42, y 43), secuencia complementaria de SEQ ID NO:19 o
aquellas secuencias del acido nucleico que codifican polipéptidos ActRIIB solubles (por ejemplo, acidos nucleicos que
codifican SEQ ID NOs: 17, 18, 23, 26, 27, 29, 30, 31, 32, 33, 36, 37, 42, y 43}, o fragmentos de los mismos. Un experto
habitual en la técnica entendera que se pueden variar las condiciones de rigurosidad apropiadas que promueven la
hibridacién del ADN. Por ejemplo, se puede realizar la hibridacién en 6,0 veces cloruro sédico/citrato de sodio (SSC) a
aproximadamente 45 grados Celsius, seguido de un lavado de 2,0 veces SSC a 50 grados Celsius. Por ejemplo, la
concentracién de sales en la etapa de lavado se puede seleccionar de una baja rigurosidad de aproximadamente 2,0
veces SSC a 50 grados Celsius a una alta rigurosidad de aproximadamente 0,2 veces SSC a 50 grados Celsius. Ademas,
la temperatura en la etapa de lavado se puede aumentar desde condiciones de baja rigurosidad a temperatura ambiente,
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aproximadamente 22 grado Celsius, hasta condiciones de alta rigurosidad a aproximadamente 65 grados Celsius. Se
pueden variar tanto la temperatura como la sal, o se puede mantener constante la temperatura o concentracion de sales
mientras se cambia la otra variable. En una realizacién, los acidos nucleicos que se hibridan en condiciones de baja
rigurosidad de 6 veces SSC a temperatura ambiente seguido por un lavado a 2 veces SSC a temperatura ambiente se
pueden usar con los métodos y composiciones descritos en el presente documento.

Los acidos nucleicos aislados que difieren de los acidos nucleicos que se exponen en SEQ ID NO:19 o aquellas
secuencias del acido nucleico que codifican polipéptidos ActRIIB solubles (por ejemplo, acidos nucleicos que codifican
SEQID NOs: 17, 18, 23, 26, 27, 29, 30, 31, 32, 33, 36, 37, 42, y 43) debido a degeneracion en el cédigo genético también
se pueden usar para producir polipéptidos ActRIIB adecuados para su uso en los métodos y composiciones descritos en
el presente documento. Por ejemplo, varios aminoacidos se designan por mas de un triplete. Los codones que especifican
el mismo aminoacido, o sinénimos (por ejemplo, CAU y CAC son sinénimos de histidina) pueden dar como resultado
mutaciones "silenciosas” que no afectan la secuencia de aminoacidos de la proteina. Sin embargo, se espera que los
polimorfismos de secuencia de ADN que conducen a cambios en las secuencias de aminoacidos de las proteinas objeto
existan entre las células de mamifero. Un experto en la técnica apreciara que estas variaciones en uno o mas nucleétidos
(hasta aproximadamente 3-5% de los nucleotidos) de los acidos nucleicos que codifican una proteina particular pueden
existir entre individuos de una especie dada debido a |a variacion alélica natural. Todas y cada una de dichas variaciones
de nucleétidos y polimorfismos de aminoacidos resultantes se pueden usar con los métodos y composiciones descritos
en el presente documento.

En ciertas realizaciones, los &cidos nucleicos recombinantes que pueden usarse para producir polipéptidos ActRIIB
adecuados para su uso en los métodos y composiciones descritos en el presente documento pueden unirse
operativamente a una o mas secuencias de nucleétidos reguladores en una construccion de expresién. Las secuencias
de nucledtidos reguladoras seran, en general, apropiadas para la célula hospedadora usada para la expresién. Se
conocen en la técnica numerosos tipos de vectores de expresion apropiados y secuencias reguladoras adecuadas para
una variedad de células hospedadoras. Normalmente, dicha una o mas secuencias de nucleétidos reguladoras pueden
incluir, pero no se limitan a, secuencias promotoras, secuencias conductoras o sefial, sitios de unién al ribosoma,
secuencias de inicio y terminacion de la transcripcién, secuencias traduccionales de inicio y terminacién y secuencias
potenciadoras o activadoras. En el presente documento se pueden usar promotores constitutivos o inducibles como se
conoce en la técnica con los métodos y composiciones descritos. Los promotores pueden ser o promotores que existen
de forma natural, o promotores hibridos que combinan elementos de mas de un promotor. Una construccién de expresion
puede estar presente en una célula en un episoma, tal como un plasmido, o la construccién de expresion se puede insertar
en un cromosoma. En una realizacion preferida, el vector de expresién contiene un gen marcador de seleccién para
permitir la seleccion de células hospedadoras transformadas. Los genes de marcadores de seleccién se conocen bien en
la técnica y variaran con la célula hospedadora usada.

En ciertos aspectos, los acidos nucleicos que se puedan usar para producir polipéptidos ActRIIB adecuados para su uso
en los métodos y composiciones descritos en el presente documento se proporcionan en un vector de expresién que
comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido ActRIIB y esta unida operativamente a al menos una
secuencia reguladora. Las secuencias reguladoras son conocidas en la técnica y se seleccionan para dirigir la expresion
del polipéptido ActRIIB. Por consiguiente, el término secuencia reguladora incluye promotores, potenciadores y otros
elementos de control de la expresién. Las secuencias reguladoras a modo de ejemplo se describen en Goeddel; Gene
Expression Technology: Methods in Enzymology, Academic Press, San Diego, Calif. (1990). Por ejemplo, se puede usar
cualquiera de una amplia variedad de secuencias de control de la expresién que controlan la expresién de una secuencia
de ADN cuando se une operativamente en estos vectores para expresar secuencias de ADN que codifican un polipéptido
ActRIIB. Dichas secuencias de control de la expresién Utiles incluyen, por ejemplo, los promotores temprano y tardio del
SV40, promotor tet, promotor temprano inmediato del adenovirus o citomegalovirus, promotores del VSR, el sistema lac,
el sistema trp, el sistema TAC o TRC, el promotor T7 cuya expresion es dirigida por la ARN polimerasa T7, el operador
mayor y regiones promotoras de fago lambda, las regiones de control para la proteina de la envoltura fd, el promotor para
la 3-fosfoglicerato cinasa u otras enzimas glucoliticas, los promotores de fosfatasa acida, por ejemplo, Pho5, los
promotores de los factores de apareamiento alfa de la levadura, el promotor poliédrico del sistema de baculovirus y otras
secuencias que se sabe que controlan la expresién de genes de células procariotas o eucariotas o sus virus, y diversas
combinaciones de los mismos. Se debe entender que el disefio del vector de expresiéon puede depender de factores tales
como la eleccién de la célula hospedadora a transformar y/o el tipo de proteina que se desea expresar. Ademas, también
se deberia considerar el niimero de copias del vector, la capacidad para controlar ese nimero de copias y la expresion
de cualquier otra proteina codificada por el vector, tal como marcadores de antibiotico.

Se puede producir un acido nucleico recombinante uniendo el gen clonado, o una porcién del mismo, en un vector
adecuado para la expresion en cualquier célula procariota, célula eucariota (levadura, aviar, insecto o mamifero), o ambas.
Los vehiculos de expresién para la produccién de un polipéptido ActRIIB recombinante incluyen plasmidos y otros vectores.
Por ejemplo, los vectores adecuados incluyen plasmidos de los tipos: plasmidos derivados de pBR322, plasmidos
derivados de pEMBL, plasmidos derivados de pEX, plasmidos derivados de pBTac y plasmidos derivados de pUC para la
expresion en células procariotas, tales como E. coli.

Algunos vectores de expresion de mamifero contienen tanto secuencias procariotas para facilitar la propagacién del vector
en bacterias, como una o mas unidades de transcripcion eucariota que se expresan en células eucariotas. Los vectores
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derivados de pcDNAVamp, pcDNAIl/neo, pRc/CMV, pSV2gpt, pSV2neo, pSV2-dhfr, pTk2, pPRSVneo, pMSG, pSVT7, pko-
neo y pHyg y son ejemplos de vectores de expresién de mamifero adecuados para la transfeccion de células eucariotas.
Algunos de estos vectores se modifican con secuencias de plasmidos bacterianos, tales como pBR322, para facilitar la
replicacién y resistencia a la seleccién de farmacos en tanto células procariotas como eucariotas. Alternativamente,
derivados de virus tales como el virus del papiloma bovino (VPB-1) o virus de Epstein-Barr (pHEBo, derivado de pREP y
p205) se pueden usar para la expresién transitoria de proteinas en células eucariotas. Los ejemplos de otros sistemas de
expresion viricos (incluyendo retroviricos) se pueden encontrar en |a siguiente descripcion de sistemas de administracion
de genoterapia. Se conocen bien en la técnica diversos métodos empleados en la preparacion de los plasmidos y en la
transformacién de organismos hospedadores. Para otros sistemas de expresién adecuados para tanto células procariotas
como eucariotas, asi como procedimientos recombinantes generales, véase Molecular Cloning A Laboratory Manual, 32
ed., ed. por Sambrook, Fritsch y Maniatis (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2001). En algunos casos, se puede
desear expresar los polipéptidos recombinantes usando un sistema de expresién de baculovirus. Los ejemplos de dichos
sistemas de expresién de baculovirus incluyen vectores derivados de pVL (tales como pVL1392, pVL1393 y pVL941),
vectores derivados de pAcUW (tales como pAcUWH1) y vectores derivados de pBlueBac (tales como pBlueBac IIl que
contiene .beta.-gal).

En una realizacion, se puede disefiar un vector para la produccién de los polipéptidos ActRIIB usados en los métodos y
composiciones descritos en el presente documento en células CHO, tales como un vector Pcmv-Script (Stratagene, La
Jolla, Calif.), vectores de pcDNA4 (Invitrogen, Carlsbad, Calif.) y vectores de pCl-neo (Promega, Madison, Wis.). Como
sera evidente, las construcciones génicas objeto se pueden usar para causar la expresién de polipéptidos ActRIIB objeto
en células propagadas en cultivo, por ejemplo, para producir proteinas, que incluyen proteinas de fusién o proteinas de
variante, para la purificacién.

Se puede usar células hospedadoras transfectadas con un gen recombinante que incluye una secuencia codificante (por
ejemplo, SEQ ID NO: 19 o0 aquellas secuencias del acido nucleico que codifican polipéptidos ActRIIB solubles (por ejemplo,
acidos nucleicos que codifican SEQ ID NOs: 17, 18, 23, 26, 27, 29, 30, 31, 32, 33, 36, 37, 42, y 43)) para uno o mas de
los polipéptidos ActRIIB objeto para producir polipéptidos ActRIIB adecuados para su uso en los métodos y composiciones
descritos en el presente documento. La célula hospedadora puede ser cualquier célula procariota o eucariota. Por ejemplo,
un polipéptido ActRIIB se puede expresar en células bacterianas, tales como E. coli, células de insecto (por ejemplo,
usando un sistema de expresién de baculovirus), levadura o células de mamifero. Los expertos en la técnica conocen
otras células hospedadoras adecuadas.

Por consiguiente, en el presente documento se describen métodos de produccion de los polipéptidos ActRIIB usados en
los métodos y composiciones descritos en el presente documento. Por ejemplo, una célula hospedadora transfectada con
un vector de expresion que codifica un polipéptido ActRIIB se puede cultivar en condiciones apropiadas para permitir que
ocurra la expresion del polipéptido ActRIIB. El polipéptido ActRIIB se puede secretar y aislar de una mezcla de células y
medio que contiene el polipéptido ActRIIB. Alternativamente, el polipéptido ActRIIB puede ser retenido citoplasmicamente
o en una fraccién de membrana y las células se recogen, lisan y se aisla la proteina. Un cultivo celular incluye células
hospedadoras, medios y otros subproductos. Se conocen bien en la técnica medios adecuados para el cultivo celular. Los
polipéptidos ActRIIB objeto se pueden aislar del medio de cultivo celular, células hospedadoras, o ambos, usando técnicas
conocidas en la técnica para purificar proteinas, que incluyen cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia de
filtracion en gel, ultrafiliracion, electroforesis, inmunopurificaciéon por afinidad con anticuerpos especificos contra epitopes
particulares de los polipéptidos ActRIIB y purificacién por afinidad con un agente que se une a un dominio fusionado con
el polipéptido ActRIIB (por ejemplo, se puede usar una columna de proteina A para purificar una fusién ActRIIB-Fc). En
una realizacién preferida, el polipéptido ActRIIB es una proteina de fusién que contiene un dominio que facilita su
purificacién. En una realizacién preferida, la purificacién se logra por una serie de etapas de cromatografia en columna,
que incluyen, por ejemplo, tres 0 mas de los siguientes, en cualquier orden: cromatografia en proteina A, cromatografia
en QSepharose, cromatografia en Phenyl Sepharose, cromatografia de exclusion por tamafio y cromatografia de
intercambio catiénico. La purificacién podria ser completada con filtracion virica e intercambio de tampoén. Como se
demuestra en el presente documento, se purificé la proteina ActRIIB-hF¢c hasta una pureza de >98% como se ha
determinado por cromatografia de exclusion por tamafio y >95% como se ha determinado por SDS-PAGE. Este nivel de
pureza fue suficiente para lograr efectos deseables sobre el hueso en ratones y un perfil de seguridad aceptable en
ratones, ratas y primates no humanos.

En otra realizacién, un gen de fusién que codifica una secuencia conductora de la purificacién, tal como una secuencia
del sitio de escision de poli-(His)/enterocinasa en el extremo N de la porcién deseada del polipéptido ActRIIB recombinante,
puede permitir la purificacion de la proteina de fusion expresada por cromatografia de afinidad usando una resina de metal
Ni2+. La secuencia conductora de la purificacién se pueden retirar entonces posteriormente mediante tratamiento con
enterocinasa para proporcionar el polipéptido ActRIIB purificado (por ejemplo, véase Hochuli et al., (1987) J.
Chromatography 411:177; y Janknecht et al., PNAS USA 88:8972).

Se conocen bien las técnicas de preparacion de genes de fusién. Esencialmente, la unién de diversos fragmentos de ADN
que codifican diferentes secuencias de polipéptidos se realiza segun técnicas convencionales, empleando extremos
romos o de terminacién escalonada para la ligacion, digestién con enzimas de restriccién para proporcionar extremos
apropiados, relleno de extremos cohesivos segun convenga, tratamiento con fosfatasa alcalina para evitar unién no
deseable y unién enzimatica. En otra realizacion, el gen de fusién se puede sintetizar por técnicas convencionales que
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incluyen sintetizadores de ADN automatizados. Alternativamente, la amplificacion por PCR de fragmentos de genes se
puede llevar a cabo usando cebadores de anclaje que dan lugar a nucleétidos protuberantes complementarios entre dos
fragmentos génicos consecutivos que pueden posteriormente ser hibridados para generar una secuencia de genes
quiméricos (véase, por ejemplo, Current Protocols in Molecular Biology, eds. Ausubel et al., John Wiley & Sons: 1992).

La proteina de fusion ActRIIB-Fc se puede expresar en células CHO-DUKX Bl 1 establemente transfectadas de un vector
pAID4 (ori/potenciador del SV40, promotor del CMV), usando una secuencia conductora de plasminégeno tisular de SEQ
ID NO:8. La porcion Fc puede comprender una secuencia de Fc de IgG1 humana, como se muestra en SEQ ID NO:7. En
ciertas realizaciones, tras la expresion, la proteina contenida tiene, en promedio, entre aproximadamente 1,5y 2,5 moles
de &cido sialico por molécula de proteina de fusion ActRIIB-Fc.

En ciertas realizaciones, la larga semivida en suero de una fusién ActRIIB-Fc puede ser 25-32 dias en sujetos humanos.
Ademas, el material expresado en células CHO puede tener una mayor afinidad por el ligando de activina B que el
informado para una proteina de fusién ActRIIB-hFc expresada en células 293 humanas (del Re et al., J Biol Chem. 2004
Dec 17;279(51):53126-35). Ademas, sin quedar ligado a teoria, el uso de la secuencia conductora de TPA proporcioné
mayor produccion que otras secuencias conductoras vy, a diferencia de ActRIIB-Fc expresada con un conductor nativo,
puede proporcionar una secuencia aminoterminal altamente pura. El uso de la secuencia conductora nativa puede
producir dos especies importantes de ActRIIB-Fc¢, cada una de las cuales tiene una secuencia aminoterminal diferente.

8.5.3 OTROS INHIBIDORES DE LA SENALIZACION DE RECEPTORES ACTRII

En ciertas realizaciones, los inhibidores de la sefializacién de ActRIl usados en las composiciones y métodos descritos en
el presente documento son compuestos de acido nucleico.

Ejemplos de categorias de compuestos de acido nucleico que inhiben los receptores ActRIl incluyen acidos nucleicos
antisentido, construcciones de ARNip o iARN y construcciones cataliticas de acidos nucleicos. Un compuesto de acido
nucleico puede ser mono- o bicatenario. Un compuesto bicatenario también puede incluir regiones de nucleétidos
protuberantes 0 de no complementariedad, donde una o la otra de las cadenas es monocatenaria. Un compuesto
monocatenario puede incluir regiones de autocomplementariedad, que significa que el compuesto puede formar una
denominada estructura de "horquilla” o "tallo-bucle”, con una regién de estructura helicoidal doble.

En ciertas realizaciones, los compuestos de acido nucleico que inhiben los receptores ActRIl pueden comprender una
secuencia de nucledtidos que es complementaria a una regién que consiste en no mas de 1000, no mas de 500, no mas
de 250, no mas de 100 o no mas de 50, 35, 30, 25, 22, 20 o 18 nucledtidos de la secuencia del acido nucleico de receptor
ActRII de longitud completa o secuencia del acido nucleico de activina (por ejemplo, la secuencia del acido nucleico de
una subunidad de activina A o activina B, también denominada pBa o Bs). En realizaciones especificas, la regién de
complementariedad seréd al menos de 8 nucleétidos, y opcionalmente al menos de 10 o al menos 15 nucleétidos, y
opcionalmente entre 15 y 25 nucleétidos. Una regién de complementariedad puede entrar dentro de un intrén, una
secuencia codificante o0 una secuencia no codificante del transcrito diana, tal como la porcién de la secuencia codificante.
En general, un compuesto de acido nucleico que inhibe un receptor ActRIl tendra una longitud de aproximadamente 8 a
aproximadamente 500 nucleétidos o pares de bases de longitud, y opcionalmente la longitud sera aproximadamente 14 a
aproximadamente 50 nucleétidos. Un compuesto de acido nucleico que inhibe un receptor ActRIl puede ser un ADN
(particularmente para su uso como un antisentido), un ARN, o un hibrido ARN:ADN. Una cadena cualquiera puede incluir
una mezcla de ADN y ARN, asi como formas modificadas que no se pueden clasificar facilmente como cualquiera de ADN
o0 ARN. Asimismo, un compuesto de &cido nucleico bicatenario puede ser ADN:ADN, ADN:ARN o ARN:ARN, y una cadena
cualquiera también puede incluir una mezcla de ADN y ARN, asi como formas modificadas que no se pueden clasificar
facilmente como cualquiera de ADN o ARN.

Los compuestos de &cido nucleico que inhiben un receptor de ActRIl pueden incluir cualquiera de una variedad de
modificaciones, que incluyen una o modificaciones al esqueleto (la porcion del fosfato de azlcar en un &cido nucleico
natural, que incluye enlaces internucleotidicos) o la porcion de base (la porcion de purina o pirimidina de un acido nucleico
natural). En ciertas realizaciones, un compuesto de acido nucleico antisentido tendra una longitud de aproximadamente
15 a aproximadamente 30 nucleétidos y contendrd frecuentemente una o mas modificaciones para mejorar ciertas
caracteristicas, tales como estabilidad en el suero, estabilidad en una célula o estabilidad en un lugar donde el compuesto
es probable que se administre, tal como, por ejemplo, el estbmago en el caso de compuestos administrados por via oral
y el pulmén para compuestos inhalados. En el caso de una construccion de iIARN, la cadena complementaria al transcrito
diana sera, en general, ARN o modificaciones del mismo. La otra cadena puede ser ARN, ADN, o cualquier otra variacién.
La porcién de duplex de construccién bicatenaria 0 monocatenaria de iARN de "horquilla" puede tener, en ciertas
realizaciones, una longitud de 18 a 40 nucleétidos de longitud y opcionalmente aproximadamente 21 a 23 nucledtidos de
longitud, mientras que sirva de un sustrato de Dicer. Los acidos nucleicos cataliticos o enzimaticos pueden ser ribozimas
o enzimas de ADN y también pueden contener formas modificadas. En ciertas realizaciones, los compuestos de acido
nucleico que inhiben a los receptores ActRIl pueden inhibir la expresién de su diana en aproximadamente 50%, 60%, 70%,
75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 99%, 0 mas, en condiciones fisioldégicas y a una concentracién donde un control no sentido
o sentido tiene poco o ningln efecto. Las concentraciones para probar el efecto de los compuestos de acido nucleico
incluyen 1, 5, 10 micromolar, o mas.
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En otras realizaciones, los inhibidores de la sefializacién de ActRIl usados en las composiciones y métodos descritos en
el presente documento son anticuerpos. Dichos anticuerpos incluyen anticuerpos que se unen a activina (particularmente
las subunidades de activina A o B, también denominadas BA o BB) y alteran la unién al receptor ActRIl; y anticuerpos que
se unen a polipéptidos del receptor ActRIl (por ejemplo, un polipéptido ActRIIA soluble o ActRIIB soluble) y alteran la unién
a activina.

Usando inmunégenos derivados de un polipéptido receptor de ActRIl o un polipéptido de activina, se pueden preparar
antisueros anti-proteina/anti-péptido o anticuerpos monoclonales por protocolos convencionales (véase, por gjemplo,
Antibodies: A Laboratory Manual ed. por Harlow y Lane (Cold Spring Harbor Press: 1988)). Un mamifero, tal como un
ratén, un hamster o un conejo se puede inmunizar con una forma inmunogénica del polipéptido receptor ActRII, un
fragmento antigénico que es capaz de provocar una respuesta de anticuerpos, o una proteina de fusién. Las técnicas para
conferir inmunogenicidad a una proteina o péptido incluyen conjugacién con vehiculos u otras técnicas bien conocidas en
la técnica. Una porcién inmunogénica de un receptor ActRIl o polipéptido de activina se puede administrar en presencia
de adyuvante. El progreso de la inmunizacién se puede monitorizar por deteccién de titulos de anticuerpos en plasma o
suero. Se pueden usar ELISA convencional u otros inmunoensayos con el inmunogén como antigeno para evaluar los
niveles de anticuerpos.

Tras la inmunizacién de un animal con una preparacién antigénica de un polipéptido receptor ActRIl, se pueden obtener
antisueros y, si se desea, se pueden aislar anticuerpos policlonales del suero. Para producir anticuerpos monoclonales,
se pueden recoger células productoras de anticuerpos (linfocitos) de un animal inmunizado y fusionar por procedimientos
habituales de fusién de células somaticas con células inmortalizantes, tales como células de mieloma para dar células de
hibridoma. Dichas técnicas se conocen bien en la técnica, e incluyen, por ejemplo, la técnica de hibridomas (originalmente
desarrollada por Kohler y Milstein, (1975) Nature, 256: 495-497), la técnica de hibridomas de linfocitos B humanos (Kozbar
et al., (1983) Immunology Today, 4: 72) y la técnica VEB-hibridomas para producir anticuerpos monoclonales humanos
(Cole et al., (1985) Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc. pp. 77-96). Se pueden cribar
inmunoquimicamente células de hibridoma para la producciéon de anticuerpos reactivos especificamente con un
polipéptido receptor ActRIl y anticuerpos monoclonales aislados de un cultivo que comprende dichas células de hibridoma.

El término "anticuerpo”, como se usa en el presente documento, pretende incluir fragmentos del mismo que también son
especificamente reactivos con un polipéptido objeto. Los anticuerpos pueden ser fragmentados usando técnicas
convencionales y los fragmentos se criban para su utilidad del mismo modo que se ha descrito anteriormente para
anticuerpos completos. Por ejemplo, se pueden generar fragmentos F(ab)2 tratando el anticuerpo con pepsina. El
fragmento F(ab)2 resultante se puede tratar para reducir los puentes disulfuro para producir fragmentos Fab. Se pretende
ademas que un anticuerpo incluya moléculas biespecificas, monocatenarias, quiméricas, humanizadas y completamente
humanas que tienen afinidad por un receptor ActRIl o polipéptido de activina conferido por al menos una regién CDR del
anticuerpo. Un anticuerpo puede comprender ademas una marca unida al mismo y capaz de ser detectada (por ejemplo,
la marca puede ser un radioisétopo, compuesto fluorescente, enzima o cofactor de enzima).

En ciertas realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo recombinante, término que engloba cualquier anticuerpo generado
en parte por técnicas de biologia molecular, que incluyen anticuerpos injertados en CDR o quiméricos, anticuerpos
humanos u otros ensamblados de dominios de anticuerpo seleccionados de bibliotecas, anticuerpos monocatenarios y
anticuerpos de un solo dominio (por ejemplo, proteinas Vi humanas o proteinas Vun de camélido). En ciertas realizaciones,
un anticuerpo puede ser un anticuerpo monoclonal, y en ciertas realizaciones. Por ejemplo, un método para generar un
anticuerpo monoclonal que se une especificamente a un polipéptido receptor ActRIl o polipéptido de activina puede
comprender administrar a un ratén una cantidad de una composicién inmunogénica que comprende el polipéptido de
antigeno eficaz para estimular una respuesta inmunitaria detectable, obtener células productoras de anticuerpo (por
ejemplo, células del bazo) del ratén y fusionar las células productoras de anticuerpo con células de mieloma para obtener
hibridomas productores de anticuerpos, y probar los hibridomas productores de anticuerpos para identificar un hibridoma
que produce un anticuerpo monoclonal que se une especificamente al antigeno. Una vez obtenido, un hibridoma se puede
propagar en un cultivo celular, opcionalmente en condiciones de cultivo, donde las células derivadas de hibridoma
producen el anticuerpo monoclonal que se une especificamente al antigeno. El anticuerpo monoclonal se puede purificar
del cultivo celular.

El adjetivo "reactivo especificamente con", como se usa en referencia a un anticuerpo, pretende significar, como se
entiende, en general, en la técnica, que el anticuerpo es suficientemente selectivo entre el antigeno de interés (por ejemplo,
un polipéptido receptor ActRIl} y otros antigenos que no son de interés para los que el anticuerpo es (til, como minimo,
detectar la presencia del antigeno de interés en un tipo particular de muestra biologica. En ciertos métodos que emplean
el anticuerpo, tales como aplicaciones terapéuticas, puede ser conveniente un mayor grado de especificidad en la unién.
Los anticuerpos monoclonales tienen, en general, una mayor tendencia (en comparacion con los anticuerpos policlonales)
para discriminar eficazmente entre los antigenos deseados y los polipéptidos que reaccionan de forma cruzada. Una
caracteristica que influye en la especificidad de una interaccién anticuerpo: antigeno es la afinidad del anticuerpo por el
antigeno. Aungue la especificidad deseada se puede alcanzar con un intervalo de afinidades diferentes, en general, los
anticuerpos preferidos tendran una afinidad (una constante de disociacion) de aproximadamente 106, 107, 108, 10° o
menos. Dada la unién extraordinariamente fuerte entre la activina y un receptor ActRIl, se espera que un anticuerpo
neutralizante anti-activina o anti-receptor ActRll tenga, en general, una constante de disociacién de 10-'° 0 menos.
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Ademas, las técnicas usadas para cribar anticuerpos para identificar un anticuerpo deseable pueden influir en las
propiedades del anticuerpo obtenido. Por ejemplo, si un anticuerpo se va a usar para la unién de un antigeno en disolucion,
se puede desear probar la unién en disolucién. Estan disponibles una variedad de diferentes técnicas para probar la
interaccion entre anticuerpos y antigenos para identificar anticuerpos particularmente deseables. Dichas técnicas incluyen
ELISA, ensayos de unién de resonancia de plasmones superficiales (por ejemplo, el ensayo de unién Biacore.TM., Biacore
AB, Uppsala, Suecia), ensayos de sandwich (por ejemplo, el sistema de perlas paramagnéticas de IGEN International,
Inc., Gaithersburg, Md.), transferencias Western, ensayos de inmunoprecipitacion e inmunohistoquimica.

En ciertas realizaciones, los inhibidores de la sefializacién de ActRIl que se van a usar en las composiciones y métodos
descritos en el presente documento incluyen formas alternativas de activina, particularmente aquellas con alteraciones en
el dominio de unién de receptor de tipo | que pueden unirse a receptores de tipo Il y dejan de formar un complejo ternario
activo. En ciertas realizaciones, los acidos nucleicos, tales como las moléculas antisentido, ARNip o ribozimas que inhiben
activina A, B, C o E, o, particularmente, la expresion del receptor ActRIl, se pueden usar en las composiciones y métodos
descritos en el presente documento. En ciertas realizaciones, los inhibidores de la sefializacién de ActRIl que se van a
usar en las composiciones y métodos descritos en el presente documento presentan selectividad por la inhibicién de la
sefializacion mediada por GDF11 frente a otros miembros de la familia de TGF-beta, particularmente con respecto a GDF8
y activina.

En otras realizaciones, los inhibidores de la sefializacién de ActRIl usados en las composiciones y métodos descritos en
el presente documento son proteinas distintas de anticuerpo con actividad de antagonista del receptor ActRlIl, que incluyen
inhibina (es decir, subunidad de inhibina alfa), folistatina (por ejemplo, folistatina-288 y folistatina-315), Cerberus, proteina
relacionada con folistatina ("FSRP"), endoglina, activina C, alfa(2)-macroglobulina y una activina A mutante M108A
(cambio de metionina a alanina en la posicién 108).

En una realizacion especifica, el inhibidor de la sefializacién de ActRIl que se va a usar en las composiciones y métodos
descritos en el presente documento es un polipéptido de folistatina que antagoniza la bioactividad de activina y/o se une
a activina. El término "polipéptido de folistatina" incluye polipéptidos que comprenden cualquier polipéptido de folistatina
que existe de forma natural, asi como cualquier variante del mismo (incluyendo mutantes, fragmentos, fusiones y formas
de peptidomimético) que retiene una actividad (til, e incluye ademas cualquier monémero o multimero funcional de
folistatina. Las variantes de polipéptidos de folistatina que retienen propiedades de unién a activina se pueden identificar
basandose en estudios previos que implican interacciones de folistatina y activina. Por ejemplo, el documento de patente
WQ02008/030367, que se incluye por referencia en el presente documento en su totalidad, desvela dominios especificos
de folistatina ("FSD") que se muestra que son importantes para la unién de activina. Los polipéptidos de folistatina incluyen
polipéptidos derivados de la secuencia de cualquier folistatina conocida que tienen una secuencia al menos
aproximadamente 80% idéntica a la secuencia de un polipéptido de folistatina, y opcionalmente al menos 85%, 90%, 95%,
96%, 97%, 98%, 99% o mayor identidad. Los ejemplos de polipéptidos de folistatina incluyen el polipéptido de folistatina
maduro o isoformas mas cortas u otras variantes del polipéptido precursor de folistatina humano como se describen, por
ejemplo, en el documento de patente W0O2005/025601, que se incluye por referencia en el presente documento en su
totalidad.

En una realizacion especifica, el inhibidor de la sefializacién de ActRIl que se va a usar en las composiciones y métodos
descritos en el presente documento es un gen relacionado de tipo folistatina (FLRG) que antagoniza la bioactividad de
activina y/o se une a activina. El término "polipéptido de FLRG" incluye polipéptidos que comprenden cualquier polipéptido
de FLRG que existe de forma natural, asi como cualquier variante de los mismos (incluyendo mutantes, fragmentos,
fusiones y formas de peptidomimético) que retienen una actividad util. Las variantes de polipéptidos FLRG que retienen
propiedades de unién a activina se pueden identificar usando métodos rutinarios para ensayar interacciones de FLRG y
activina. Véanse, por ejemplo, la patente de EE. UU. n.26.537.966, que se incluye por referencia en el presente documento
en su totalidad. Los polipéptidos de FLRG incluyen polipéptidos derivados de la secuencia de cualquier FLRG conocido
que tienen una secuencia al menos aproximadamente 80% idéntica a la secuencia de un polipéptido FLRG, y
opcionalmente al menos 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mayor identidad.

En ciertas realizaciones, variantes funcionales o formas modificadas de los polipéptidos de folistatina y polipéptidos FLRG
incluyen proteinas de fusién que tienen al menos una porcién de los polipéptidos de folistatina o polipéptidos FLRG y uno
o mas dominios de fusién, tales como, por ejemplo, dominios que facilitan el aislamiento, la deteccién, la estabilizacién o
la multimerizacién del polipéptido. Los dominios de fusién adecuados se tratan con detalle anteriormente con referencia
a los polipéptidos ActRIIA y ActRIIB. En una realizacién, un inhibidor de la sefializacién de ActRIl es una proteina de fusion
que comprende una porcion de unién a activina de un polipéptido de folistatina fusionado con un dominio Fc. En otra
realizacion, un inhibidor de la sefializacion de ActRIl es una proteina de fusién que comprende una porcién de union a
activina de un polipéptido FLRG fusionado con un dominio Fc.

8.6 ENSAYOS
Se pueden probar diversas variantes de polipéptidos ActRlIl, o variantes de polipéptidos ActRlIl solubles, para su capacidad

para inhibir ActRIl. Ademas, se pueden probar compuestos para su capacidad para inhibir ActRIl. Una vez se confirman
los inhibidores de sefializacion de ActRIIl, estos compuestos se pueden usar con los métodos proporcionados en el
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presente documento. ActRIl puede ser ActRIIA o ActRIIB. Los ensayos que siguen se describen para ActRIIA, pero se
pueden realizar analogamente para ActRIIB.

8.6.1 EVALUACION DEL NIVEL Y/O ACTIVIDAD DE SNAI1, FOSFOSMAD2, FOSFOSMAD3, PROTEINA URINARIA,
DKK1, COL1A1, ACTIVINA (POR EJEMPLO, ACTIVINA LIBRE), RUNX2, ALP, BSAP, CTX, OSTERIX, KLOTHO, ALFA-
SMA, MYOCD, ACTRIIA, AXIN2 Y/O SM22-ALFA

El nivel y/o actividad de Snail, fosfoSmad?2, fosfoSmad3, proteina urinaria, Dkk1, collal, activina (por ejemplo, activina
libre), Runx2, Alp, BSAP, CTX, Osterix, Klotho, alfa-SMA, MYOCD, ActRIIA, Axin2 y/o Sm22-alfa puede determinarse por
cualquier método conocido en la técnica o descrito en el presente documento. Por ejemplo, el nivel de Snail, proteina
urinaria, Dkk1, collal, activina, Runx2, Alp, BSAP, CTX, Osterix, Klotho, alfa-SMA, MYOCD, ActRIIA, Axin2 y/o Sm22-alfa
en una muestra de tejido puede determinarse evaluando (por ejemplo, cuantificando) el ARN transcrito de Snail, proteina
urinaria, Dkk1, collal, activina, Runx2, Osterix, Alp, BSAP, CTX, Klotho, alfa-SMA, MYOCD, ActRIIA, Axin2 y/o Sm22-alfa,
respectivamente, en la muestra usando, por ejemplo, transferencia Northern, andlisis de PCR, analisis de PCR en tiempo
real, o cualquier otra técnica conocida en la técnica o descrita en el presente documento. Un experto en la técnica
reconocera que los niveles y/o actividad de uno o mas de Runx2, Alp, Snail, fosfoSmad2, Dkk1, collal, activina, BSAP,
CTX, Osterix, Klotho, alfa-SMA, MYOCD, ActRIIA, Axin2, Sm22-alfa, fosfoSmad3 y proteina urinaria pueden compararse
independientemente y respectivamente con el nivel y/o actividad en una poblacion de referencia correspondiente, tal como
se describe anteriormente en la Seccién 8.3.1. En una realizacion, el nivel de Snail, proteina urinaria, Dkk1, collal, activina,
Runx2, Alp, BSAP, CTX, Osterix, Klotho, alfa-SMA, MYOCD, ActRIIA, Axin2 y/o Sm22-alfa en una muestra de tejido puede
determinarse evaluando (por ejemplo, cuantificando) el ARNm de Snail, proteina urinaria, Dkk1, collal, activina, Runx2,
Alp, BSAP, CTX, Osterix, Klotho, alfa-SMA, MYOCD, ActRIIA, Axin2 y/o Sm22-alfa, respectivamente, en la muestra. En
una realizacion especifica, el nivel de ARNm de Snail, proteina urinaria, Dkk1, colial, activina, Runx2, Alp, BSAP, CTX,
Osterix, Klotho, alfa-SMA, MYOCD, ActRIIA, Axin2 y/o Sm22-alfa se determina mediante reaccién en cadena de la
polimerasa cuantitativa con transcriptasa inversa (QRT-PCR). En una realizaciéon especifica, la secuencia del acido
nucleico del ARNm de Runx2 comprende la secuencia del &cido nucleico de SEQ ID NO: 58. En una realizacion especifica,
la secuencia del acido nucleico del ARNm de Alp comprende la secuencia del acido nucleico de SEQ ID NO: 59. En una
realizacién especifica, la secuencia del acido nucleico del ARNm de Snail comprende la secuencia del acido nucleico de
SEQ ID NO: 74. En una realizacién especifica, la secuencia del acido nucleico del ARNm de Dkk1 comprende la secuencia
del acido nucleico de SEQ ID NO: 75. En una realizacién especifica, la secuencia del acido nucleico del ARNm de col1al
comprende la secuencia del acido nucleico de SEQ ID NO: 76. En una realizacién especifica, la secuencia del acido
nucleico del ARNm de activina comprende la secuencia del acido nucleico de SEQ ID NO: 77. En una realizacién
especifica, la secuencia del acido nucleico del ARNm de Osterix comprende la secuencia del acido nucleico de SEQ ID
NO: 60. En una realizacion especifica, la secuencia del acido nucleico del ARNm de Klotho comprende la secuencia del
acido nucleico de SEQ ID NO: 61. En una realizacion especifica, la secuencia del acido nucleico del ARNm de alfa-SMA
comprende la secuencia del acido nucleico de SEQ ID NO: 70. En una realizacién especifica, la secuencia del &cido
nucleico del ARNm de MYOCD comprende la secuencia del acido nucleico de SEQ ID NO: 71. En una realizacién
especifica, la secuencia del acido nucleico del ARNm de Sm22-alfa comprende la secuencia del acido nucleico de SEQ
ID NO: 62. En una realizacion especifica, la gqRT-PCR se lleva a cabo con cebadores especificos de Runx2 (SEQ ID NO:
48 y 49) para determinar los niveles de Runx2. En una realizacion especifica, la gRT-PCR se lleva a cabo con cebadores
especificos de Alp (SEQ ID NO: 50 y 51) para determinar los niveles de Alp. En una realizacién especifica, la qRT-PCR
se lleva a cabo con cebadores especificos de Snail (SEQ ID NO: 78 y 79) para determinar los niveles de Snail. En una
realizacion especifica, la qRT-PCR se lleva a cabo con cebadores especificos de Dkk1 (SEQ ID NO: 80 y 81) para
determinar los niveles de Dkk1. En una realizacién especifica, la gRT-PCR se lleva a cabo con cebadores especificos de
collal (SEQ ID NO: 82 y 83) para determinar los niveles de col1al. En una realizacién especifica, la gqRT-PCR se lleva a
cabo con cebadores especificos de activina (SEQ ID NO: 84 y 85) para determinar los niveles de activina. En una
realizacién especifica, la gRT-PCR se lleva a cabo con cebadores especificos de Osterix (SEQ ID NO: 52 y 53) para
determinar los niveles de Osterix. En una realizacion especifica, la qRT-PCR se lleva a cabo con cebadores especificos
de Klotho (SEQ ID NO: 54 y 55) para determinar los niveles de Klotho. En una realizacién especifica, la qRT-PCR se lleva
a cabo con cebadores especificos de Sm22-alfa (SEQ ID NO: 56 y 57) para determinar los niveles de Sm22-alfa.

El nivel de Snail, fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina urinaria, Dkk1, collal, activina (por ejemplo, activina libre), Runx2,
Alp, BSAP, CTX, Osterix, Klotho, alfa-SMA, MYOCD, ActRIIA, Axin2 y/o Sm22-alfa en una muestra de tejido también
puede determinarse evaluando (por ejemplo, cuantificando) el nivel de expresion de proteina de Snalil, fosfoSmad2,
fosfoSmad3, proteina urinaria, Dkk1, collal, activina (por ejemplo, activina libre}, Runx2, Alp, BSAP, CTX, Osterix, Klotho,
alfa-SMA, MYOCD, ActRIIA, Axin2 y/o Sm22-alfa, respectivamente, en la muestra usando, por ejemplo, analisis
inmunohistoquimico, transferencia Western, ELISA, inmunoprecipitacion, andlisis de citometria de flujo, o cualquier otra
técnica conocida en la técnica o descrita en el presente documento. En una realizacién especifica, la secuencia de
aminoacidos de la proteina de Runx2 comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 63. En una realizacion
especifica, la secuencia de aminoéacidos de la proteina de Alp comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
64. En una realizacién especifica, la secuencia de aminoacidos de la proteina de Snail comprende la secuencia de
aminoécidos de SEQ ID NO: 86. En una realizacién especifica, la secuencia de aminoacidos de la proteina de Dkk1
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 87. En una realizacién especifica, la secuencia de aminoacidos
de la proteina de colial comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 88. En una realizacién especifica, la
secuencia de aminoacidos de la proteina activina (por ejemplo, activina libre) comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 89. En una realizacién especifica, la secuencia de aminoacidos de la proteina de BSAP comprende la
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secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 72. En una realizacion especifica, la secuencia de aminoacidos de la proteina
de Osterix comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 65. En una realizacién especifica, la secuencia de
aminoécidos de la proteina de Klotho comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 66. En una realizacién
especifica, la secuencia de aminoécidos de la proteina de alfa-SMA comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID
NQ: 68. En una realizacién especifica, la secuencia de aminoacidos de la MYOCD comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 69. En una realizacién especifica, la secuencia de aminoacidos de la proteina Sm22-alfa
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 67. En una realizacién especifica, la secuencia de aminoacidos
de la proteina de ActRIIA comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1. En una realizacién especifica, la
secuencia de aminoacidos de la proteina de ActRIIA comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2. En una
realizacion especifica, la secuencia de aminoacidos de la proteina de ActRIIA comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 3. En una realizacién especifica, la secuencia de aminoacidos de la proteina de ActRIIA comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4. En una realizacién especifica, la secuencia de aminoacidos de la proteina
de ActRIIA comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5. En una realizacién especifica, la secuencia de
aminoacidos de la proteina de Axin2 comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 87. En realizaciones
particulares, el nivel y/o actividad de Snail, fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina urinaria, Dkk1, collal, activina (por ejemplo,
activina libre), Runx2, Alp, BSAP, CTX, Osterix, Klotho, alfa-SMA, MYOCD, ActRIIA, Axin2 y/o Sm22-alfa se determina por
transferencia Western. En una realizacién particular, la actividad de Snai1, fosfoSmad?2, fosfoSmad3, proteina urinaria,
Dkk1, collal, activina (por ejemplo, activina libre), Runx2, Alp, BSAP, CTX, Osterix, Klotho, alfa-SMA, MYOCD, ActRIIA,
Axin2 y/o Sm22-alfa se determina por analisis transferencia Western de una proteina modulada por Snail, fosfoSmad2,
fosfoSmad3, proteina urinaria, Dkk1, collal, activina (por ejemplo, activina libre}, Runx2, Alp, BSAP, CTX, Osterix, Klotho,
alfa-SMA, MYOCD, ActRIIA, Axin2 o SM22-alfa. En realizaciones particulares, el nivel de Snail, fosfoSmad2, fosfoSmad3,
proteina urinaria, Dkk1, collal, activina (por ejemplo, activina libre), Runx2, Alp, BSAP, CTX, Osterix, Klotho, alfa-SMA,
MYOCD, ActRIIA, Axin2 y/o Sm22-alfa se determina mediante un método capaz de cuantificar la cantidad de Snail,
fosfoSmad?2, fosfoSmad3, proteina urinaria, Dkk1, collal, activina (por ejemplo, activina libre), Runx2, Alp, BSAP, CTX,
Osterix, Klotho, alfa-SMA, MYOCD, ActRIIA, Axin2 y/o Sm22-alfa, respectivamente, presente en una muestra de tejido de
un sujeto (por ejemplo, en suero humano), y/o capaz de detectar la correccion del nivel de Snail, fosfoSmad2, fosfoSmad3,
proteina urinaria, Dkk1, collal, activina (por ejemplo, activina libre), Runx2, Alp, BSAP, CTX, Osterix, Klotho, alfa-SMA,
MYQCD, ActRIIA, Axin2 y/o Sm22-alfa, respectivamente, tras el tratamiento con un inhibidor de la sefializacién de ActRlII.
En una realizaciéon, el nivel de Snail, fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina urinaria, Dkk1, collal, activina (por ejemplo,
activina libre), Runx2, Alp, BSAP, CTX, Osterix, Klotho, alfa-SMA, MYOCD, ActRIIA, Axin2 y/o Sm22-alfa en una muestra
de tejido se determina evaluando (por ejemplo, cuantificando) la expresién de proteina de Snail, fosfoSmad?2, fosfoSmad3,
proteina urinaria, Dkk1, collal, activina (por ejemplo, activina libre), Runx2, Alp, BSAP, CTX, Osterix, Klotho, alfa-SMA,
MYOCD, ActRIIA, Axin2 y/o Sm22-alfa, respectivamente, en la muestra usando ELISA. Por ejemplo, Snail, fosfoSmad2,
fosfoSmad3, proteina urinaria, Dkk1, collal, activina (por ejemplo, activina libre), Runx2, Alp, BSAP, CTX, Osterix, Klotho,
alfa-SMA, MYOCD, ActRIIA, Axin2 y/o Sm22-alfa pueden identificarse y cuantificarse en el suero humano usando el
método de ELISA. El método de ELISA para su uso en la determinacién del nivel de Snail, fosfoSmad2, fosfoSmad3,
proteina urinaria, Dkk1, coll a1, activina (por ejemplo, activina libre), Runx2, Alp, BSAP, CTX, Osterix, Klotho, alfa-SMA,
MYQCD, ActRIIA, Axin2 y/o Sm22-alfa en una muestra de tejido puede comprender el recubrimiento de placas de ELISA
con la muestra de tejido (por ejemplo, suero humano), y la deteccién de Snail, fosfoSmad?2, fosfoSmad3, proteina urinaria,
Dkk1, collal, activina (por ejemplo, activina libre), Runx2, Alp, BSAP, CTX, Osterix, Klotho, alfa-SMA, MYOCD, ActRIIA,
Axin2 y/o Sm22-alfa, respectivamente, en la muestra de tejido (por ejemplo, suero humano) que se unen a anticuerpos
especificos de Snail, fosfoSmad?2, fosfoSmad3, proteina urinaria, Dkk1, colial, activina (por ejemplo, activina libre),
Runx2, Alp, BSAP, CTX, Osterix, Klotho, alfa-SMA, MYOCD, ActRIIA, Axin2 y/o Sm22-alfa, respectivamente. En algunas
realizaciones, el método para su uso en la determinacién del nivel y/o actividad de Snail, fosfoSmad2, fosfoSmad3,
proteina urinaria, Dkk1, collal, activina (por ejemplo, activina libre), Runx2, Alp, BSAP, CTX, Osterix, Klotho, alfa-SMA,
MYQCD, ActRIIA, Axin2 y/o Sm22-alfa como se describe en el presente documento (por ejemplo, ELISA) es capaz de
detectar a partir de 100 pg/ml de Snail, fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina urinaria, Dkk1, collal, activina (por ejemplo,
activina libre), Runx2, Alp, BSAP, CTX, Osterix, Klotho, alfa-SMA, MYOCD, ActRIIA, Axin2 y/o Sm22-alfa. En una
realizacion especifica, el ELISA se realiza con el anticuerpo especifico de Runx2 SC-390715 (Santa Cruz) para determinar
los niveles de Runx2. En una realizacién especifica, el ELISA se realiza con el anticuerpo especifico de Alp SC-98652
(Santa Cruz) para determinar los niveles de Alp. En una realizacion especifica, el ELISA se realiza con el anticuerpo
especifico de Snail s¢-393172 (Santa Cruz) para determinar los niveles de Snail. En una realizacion especifica, el ELISA
se realiza con el anticuerpo especifico de fosfoSmad2 sc-101801 (Santa Cruz) para determinar los niveles de fosfoSmad2.
En una realizacién especifica, el ELISA se realiza con el anticuerpo especifico de fosfoSmad3 sc-130218 (Santa Cruz)
para determinar los niveles de fosfoSmad2. En una realizacién especifica, el ELISA se realiza con el anticuerpo especifico
de Dkk1 sc-374574 (Santa Cruz) para determinar los niveles de Dkk1. En una realizacién especifica, el ELISA se realiza
con el anticuerpo especifico de colial sc-8784 (Santa Cruz) para determinar los niveles de colial. En una realizacién
especifica, el ELISA se realiza con el anticuerpo especifico de activina A1594 (Sigma Aldrich) para determinar los niveles
de activina (ejemplo, activina libre). En una realizacién especifica, el ELISA se realiza con el anticuerpo especifico de
BSAP SC-98652 (Santa Cruz) para determinar los niveles de BSAP. En una realizacion especifica, el ELISA se realiza
con el anticuerpo especifico de CTX ABIN1173415 (Antibodies Online) para determinar los niveles de CTX. En una
realizacion especifica, el ELISA se realiza con el anticuerpo especifico de Osterix SC-22538 (Santa Cruz) para determinar
los niveles de Osterix. En una realizacion especifica, el ELISA se realiza con el anticuerpo especifico de Klotho SC-22218
(Santa Cruz) para determinar los niveles de Klotho. En una realizacién especifica, el ELISA se realiza con el anticuerpo
especifico de alfa-SMA SC-53142 (Santa Cruz) para determinar los niveles de alfa-SMA. En una realizacion especifica,
el ELISA se realiza con el anticuerpo especifico de MYOCD SC-21561 (Santa Cruz) para determinar los niveles de
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MYOCD. En una realizacion especifica, el ELISA se realiza con el anticuerpo especifico de Sm22-alfa SC-271719 (Santa
Cruz) para determinar los niveles de Sm22-alfa. En una realizacién especifica, el ELISA se realiza con el anticuerpo
especifico de ActRIIA ab135634 (Abcam) para determinar los niveles de ActRIIA.

Los niveles de uno o mas de Runx2, Alp, Snail, fosfoSmad2, Dkk1, collal, activina, BSAP, CTX, Osterix, Klotho, alfa-SMA,
MYOCD, ActRIIA, Axin2, Sm22-alfa, fosfoSmad3 y proteina urinaria descritos en los ensayos de ELISA descritos en el
presente documento pueden compararse independientemente y respectivamente con el nivel y/o actividad en una
poblacién de referencia correspondiente, tal como se describe anteriormente en la Seccién 8.3.1.

Los anticuerpos para su uso en ensayos que miden los niveles de Snail, fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina urinaria, Dkk1,
collal, activina (por ejemplo, activina libre), Runx2, Alp, BSAP, CTX, Osterix, Klotho, alfa-SMA, MYOCD, ActRIIA, Axin2
y/o Sm22-alfa en una muestra (por ejemplo, en una muestra de tejido, por ejemplo, una muestra de aorta, sangre, suero,
plasma, higado, bazo y/o médula ésea) son conocidos en la técnica o podrian desarrollarse facilmente usando enfoques
conocidos por los expertos en la técnica. Ejemplos de anticuerpos monoclonales que pueden usarse en ensayos que
miden los niveles de Runx2 en una muestra incluyen anticuerpos de LifeSpan Biosciences Inc., Seattle, WA, con nimeros
de catalogo LS-B4293, LS-B4294, LS-B4296; anticuerpos disponibles en Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA,
con numero de catalogo sc-390715; y anticuerpos disponibles en Sigma-Aldrich Co. LLC, con numero de producto:
WHO0000860M1. Ejemplos de anticuerpos monoclonales que pueden usarse en ensayos que miden los niveles de Alp en
una muestra incluyen anticuerpos de LifeSpan Biosciences Inc., Seattle, WA, con nimeros de catalogo LS-B2877, LS-
B1844, LS-C169212; anticuerpos disponibles en Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, con nliimero de catalogo:
sc-98652; y anticuerpos disponibles en Sigma-Aldrich Co. LLC, con nimero de producto: SAB1405449. Ejemplos de
anticuerpos monoclonales que pueden usarse en ensayos que miden los niveles de Snail en una muestra incluyen
anticuerpos de LifeSpan Biosciences Inc., Seattle, WA, con numeros de catalogo LS-C161335, LS-C198229 y LS-
C169298; anticuerpos disponibles en Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, con numero de catalogo: sc-393172;
y anticuerpos disponibles en Sigma-Aldrich Co. LLC, con nimero de producto: SAB1404386. Ejemplos de anticuerpos
que pueden usarse en ensayos que miden los niveles de fosfoSmad2 en una muestra incluyen anticuerpos de Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, con nimero de catalogo: sc-101801; y anticuerpos disponibles en Sigma-Aldrich Co.
LLC, con numeros de producto: SAB4200251 y SAB4300252. Ejemplos de anticuerpos que pueden usarse en ensayos
que miden los niveles de fosfoSmad3 en una muestra incluyen anticuerpos de Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz,
CA, con numero de catalogo: sc-130218; y anticuerpos disponibles en Sigma-Aldrich Co. LLC, con nimeros de producto:
SAB4300253 y SAB4504210. Ejemplos de anticuerpos monoclonales que pueden usarse en ensayos que miden los
niveles de Dkk1 en una muestra incluyen anticuerpos de LifeSpan Biosciences Inc., Seattle, WA, con nimeros de catalogo
LS-C108793, LS-C105116 y LS-C105117; anticuerpos disponibles en Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA,
con numero de catalogo: sc-374574; y anticuerpos disponibles en Sigma-Aldrich Co. LLC, con nimero de producto:
WH0022943M1. Ejemplos de anticuerpos monoclonales que pueden usarse en ensayos que miden los niveles de collal
en una muestra incluyen anticuerpos de LifeSpan Biosciences Inc., Seattle, WA, con nimero de catalogo LS-B5932;
anticuerpos disponibles en Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, con nimero de catalogo: sc-8784; y
anticuerpos disponibles en Sigma-Aldrich Co. LLC, con numero de producto: C2456. Ejemplos de anticuerpos
monoclonales que pueden usarse en ensayos que miden los niveles de activina (por ejemplo, activina libre) en una
muestra incluyen anticuerpos de LifeSpan Biosciences Inc., Seattle, WA, con numero de catalogo LS-C308491; y
anticuerpos disponibles en Sigma-Aldrich Co. LLC, con nimero de producto: A1719. Ejemplos de anticuerpos
monoclonales que pueden usarse en ensayos que miden los niveles de BSAP en una muestra incluyen anticuerpos de
LifeSpan Biosciences Inc., Seattle, WA, con numeros de catdlogo LS-B2877, LS-B1844, LS-C169212; anticuerpos
disponibles en Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, con nimero de catdlogo: sc-98652; y anticuerpos
disponibles en Sigma-Aldrich Co. LLC, con nimero de producto: SAB 1405449. Ejemplos de anticuerpos monoclonales
que pueden usarse en ensayos que miden los niveles de CTX en una muestra incluyen ABIN1173415 (Antibodies Online).
Ejemplos de anticuerpos monoclonales que pueden usarse en ensayos que miden los niveles de Osterix en una muestra
incluyen anticuerpos de LifeSpan Biosciences Inc., Seattle, WA, con numeros de catélogo LS-C139215, LS-C132610, LS-
B6531; anticuerpos disponibles en Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, con numero de catéalogo: sc-133871;
y anticuerpos disponibles en Sigma-Aldrich Co. LLC, con nimero de producto: WH0121340M1. Ejemplos de anticuerpos
monoclonales que pueden usarse en ensayos que miden los niveles de Klotho en una muestra incluyen anticuerpos de
LifeSpan Biosciences Inc., Seattle, WA, con nimeros de catalogo LS-C165587, LS-C145689, LS-C8376; anticuerpos
disponibles en Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, con nimero de catdlogo: sc-22218; y anticuerpos
disponibles en Sigma-Aldrich Co. LLC, con nimero de producto: SAB1306662. Ejemplos de anticuerpos que pueden
usarse en ensayos que miden los niveles de alfa-SMA en una muestra incluyen anticuerpos de LifeSpan Biosciences Inc.,
Seattle, WA, con nimeros de catalogo LS-B6000, LS-B5966, LS-B2161; anticuerpos disponibles en Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, con nimero de catalogo: SC-21561; y anticuerpos disponibles de Sigma-Aldrich Co.
LLC, con nimero de producto: A5228. Ejemplos de anticuerpos que pueden usarse en ensayos que miden los niveles de
MYOCD en una muestra incluyen anticuerpos de LifeSpan Biosciences Inc., Seattle, WA, con nimeros de catalogo LS-
C37407, LS-C153495, LS-c137255; anticuerpos disponibles en Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, con
numero de catalogo: SC-53142; y anticuerpos disponibles de Sigma-Aldrich Co. LLC, con nimero de producto: M8948.
Ejemplos de anticuerpos monoclonales que pueden usarse en ensayos que miden los niveles de Sm22-alfa en una
muestra incluyen anticuerpos de LifeSpan Biosciences Inc., Seattle, WA, con nuimeros de catélogo LS-B2563, LS-
C139114, LS-C210979; anticuerpos disponibles en Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, con nimero de
catalogo: sc-271719; y anticuerpos disponibles en Sigma-Aldrich Co. LLC, con numero de producto: SAB2501014.
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Ejemplos de anticuerpos monoclonales que pueden usarse en ensayos que miden los niveles de ActRIIA en una muestra
incluyen anticuerpos de Abcam con cédigo de producto: ab135634.

La actividad de Snail, fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina urinaria, Dkk1, collal, activina (por ejemplo, activina libre}, Runx2,
Alp, BSAP, CTX, Osterix, Klotho, alfa-SMA, MYOCD, ActRIIA, Axin2 y/o Sm22-alfa puede medirse mediante cualquier
ensayo conocido en la técnica incluyendo, sin limitacién, un ensayo de gen indicador (por ejemplo, que contenga
construccion de gen indicador sensible a Snail, fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina urinaria, Dkk1, colial, activina, Runx2,
Alp, BSAP, CTX, Osterix, Klotho, alfa-SMA, MYOCD, ActRIIA, Axin2 o Sm22-alfa, respectivamente) o cualquier otro
ensayo de bioactividad.

El nivel y/o actividad de Snail, fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina urinaria, Dkk1, collal, activina (por ejemplo, activina
libre), Runx2, Alp, BSAP, CTX, Osterix, Klotho, alfa-SMA, MYOCD, ActRIIA, Axin2 y/o Sm22-alfa puede evaluarse en
cualquier muestra de tejido obtenida de un sujeto tratado seguin los métodos descritos en el presente documento. En
ciertas realizaciones, el nivel y/o actividad de Snail, fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina urinaria, Dkk1, collal, activina (por
ejemplo, activina libre}, Runx2, Alp, BSAP, CTX, Osterix, Klotho, alfa-SMA, MYOCD, ActRIIA, Axin2 y/o Sm22-alfa se
evalla en una muestra obtenida de aorta, suero, higado, bazo o médula 6sea de un sujeto tratado segun los métodos
descritos en el presente documento. En una realizacion, el nivel y/o actividad de Snail, fosfoSmad?2, fosfoSmad3, proteina
urinaria, Dkk1, col1al, activina (por ejemplo, activina libre), Runx2, Alp, BSAP, CTX, Osterix, Klotho, alfa-SMA, MYOCD,
ActRIIA, Axin2 y/o Sm22-alfa se evallia en una muestra obtenida de suero de un sujeto tratado segun los métodos
descritos en el presente documento. En otra realizacién, el nivel y/o actividad de Snail, fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina
urinaria, Dkk1, collal, activina (por ejemplo, activina libre), Runx2, Alp, BSAP, CTX, Osterix, Klotho, alfa-SMA, MYOCD,
ActRIIA, Axin2 y/o Sm22-alfa se evalla en una muestra obtenida de aorta, bazo, de un sujeto tratado segun los métodos
descritos en el presente documento. En aln otra realizacién, el nivel y/o actividad de Snail, fosfoSmad?2, fosfoSmad3,
proteina urinaria, Dkk1, collal, activina (por ejemplo, activina libre), Runx2, Alp, BSAP, CTX, Osterix, Klotho, alfa-SMA,
MYOCD, ActRIIA, Axin2 y/o Sm22-alfa se evalia en una muestra obtenida de médula 6sea de un sujeto tratado segun los
métodos descritos en el presente documento.

Un experto en la técnica reconocera que la actividad de uno o més de Runx2, Alp, Snail, fosfoSmad2, Dkk1, collal, activina,
BSAP, CTX, Osterix, Klotho, alfa-SMA, MYOCD, ActRIIA, Axin2, Sm22-alfa, fosfoSmad3 y proteina urinaria determinada
usando ensayos conocidos en la técnica y descritos en el presente documento puede compararse respectivamente con
el nivel y/o actividad en una poblacién de referencia correspondiente, tal como se describe anteriormente en la Seccién
8.3.1.

En algunas realizaciones, el nivel y/o actividad de Snalil, fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina urinaria, Dkk1, collal, activina
(por ejemplo, activina libre), Runx2, Alp, BSAP, CTX, Osterix, Klotho, alfa-SMA, MYOCD, ActRIIA, Axin2 y/o Sm22-alfa en
una muestra de un tejido de un sujeto se compara con el nivel y/o actividad de Snail, fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina
urinaria, Dkk1, collal, activina (por ejemplo, activina libre), Runx2, Alp, BSAP, CTX, Osterix, Klotho, alfa-SMA, MYOCD,
ActRIIA, Axin2 y/o Sm22-alfa, respectivamente, en muestras de tejido (por ejemplo, en muestras del mismo tejido) de una
poblacién de referencia como se describe en la Seccidén 8.6. En algunas realizaciones, el nivel y/o actividad de Snait,
fosfoSmad?2, fosfoSmad3, proteina urinaria, Dkk1, collal, activina (por ejemplo, activina libre), Runx2, Alp, BSAP, CTX,
Osterix, Klotho, alfa-SMA, MYOCD, ActRIIA, Axin2 y/o Sm22-alfa en una muestra de un tejido de un sujeto se compara
con el nivel y/o actividad de Snail, fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina urinaria, Dkk1, col1a1, activina (por ejemplo, activina
libre), Runx2, Alp, BSAP, CTX, Osterix, Klotho, alfa-SMA, MYOCD, ActRIIA, Axin2 y/o Sm22-alfa, respectivamente, en una
muestra de tejido (por ejemplo, en una muestra del mismo tejido) del sujeto en un momento de tiempo anterior (por ejemplo,
antes de la aparicién de la enfermedad, antes del inicio del tratamiento, o durante el tratamiento). En algunas realizaciones,
el nivel y/o actividad de Snail, fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina urinaria, Dkk1, collal, activina (por ejemplo, activina
libre), Runx2, Alp, BSAP, CTX, Osterix, Klotho, alfa-SMA, MYOCD, ActRIIA, Axin2 y/o Sm22-alfa en una muestra de tejido
(por ejemplo, aorta, suero, bazo, higado o médula sanguinea) de un sujeto se compara con el nivel y/o actividad de Snail,
fosfoSmad?2, fosfoSmad3, proteina urinaria, Dkk1, collal, activina (por ejemplo, activina libre), Runx2, Alp, BSAP, CTX,
Osterix, Klotho y/o Sm22-alfa, respectivamente, en otra muestra de tejido del sujeto. En algunas realizaciones, el nivel y/o
actividad de Snail, fosfoSmad?2, fosfoSmad3, proteina urinaria, Dkk1, col1al, activina (por ejemplo, activina libre}, Runx2,
Alp, BSAP, CTX, Osterix, Klotho, alfa-SMA, MYOCD, ActRIIA, Axin2 y/o Sm22-alfa en una muestra de tejido de un sujeto
se compara con el nivel y/o actividad de otro producto génico en la muestra de tejido del sujeto (por ejemplo, b-actina,
activina A, activina B).

En algunas realizaciones, el nivel y/o actividad de Snail, fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina urinaria, collal, Runx2, CTX,
Osterix, alfa-SMA, MYOCD, Axin2 y/o Sm22-alfa en una muestra de tejido de un sujeto se compara con el nivel y/o
actividad de Snalil, fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina urinaria, collal, Runx2, CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD, Axin2
y/o Sm22-alfa, respectivamente, en la muestra de tejido en una poblacion de referencia. En algunas realizaciones, la
deteccién del nivel y/o actividad elevados de Snail, fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina urinaria, colial, Runx2, CTX,
Osterix, alfa-SMA, MYOCD, Axin2 y/o Sm22-alfa en comparacién con el nivel y/o actividad de Snail, fosfoSmad2,
fosfoSmad3, proteina urinaria, colial, Runx2, CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD, Axin2 y/o Sm22-alfa, respectivamente,
en una poblacién de referencia, va seguida de la administracién de un inhibidor de la sefializacién del receptor de activina
(tal como uno o mas inhibidores de la sefializacién del receptor de activina descritos en el presente documento). En
algunas realizaciones, la administracién de un inhibidor de la sefializacién del receptor de activina (tal como uno o mas
inhibidores de la sefializacion del receptor de activina descritos en el presente documento) va seguida de la monitorizacion
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del nivel y/o actividad de Snail, fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina urinaria, collal, Runx2, CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD,
Axin2 y/o Sm22-alfa y, opcionalmente, la comparacién del nivel y/o actividad de Snail, fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina
urinaria, collal, Runx2, CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD, Axin2 y/o Sm22-alfa con el nivel y/o actividad de Snail,
fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina urinaria, colial, Runx2, CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD, Axin2 y/o Sm22-alfa,
respectivamente, en una poblacién de referencia. En algunas realizaciones, la administracién de una primera dosis del
inhibidor de la sefalizacién de ActRIl (por ejemplo, ActRIIA-hFc, tal como SEQ ID NO:7) va seguida de la determinacion
del nivel y/o actividad de Snail, fosfoSmad?2, fosfoSmad3, proteina urinaria, colial, Runx2, CTX, Osterix, alfa-SMA,
MYOCD, Axin2 y/o Sm22-alfa, y si el nivel y/o actividad de Snail, fosfoSmad?2, fosfoSmad3, proteina urinaria, collal, Runx2,
CTX, y/u Osterix aumenta en comparacion con el nivel y/o actividad de Snail, fosfoSmad?2, fosfoSmad3, proteina urinaria,
coltal, Runx2, CTX y/u Osterix, respectivamente, en una poblacién de referencia, y/o si el nivel y/o actividad de alfa-SMA,
MYQCD, Axin2 y/o Sm22-alfa disminuye en comparacién con el nivel y/o actividad de alfa-SMA, MYOCD, Axin2 y/o Sm22-
alfa, respectivamente, en una poblacion de referencia, administrar una segunda dosis del inhibidor de la sefializacién de
ActRII que sea superior (por ejemplo, 1,25, 1,5, 1,75, 2, 2,5, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 veces mayor) que la primera dosis, y
si el nivel y/o actividad de Snail, fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina urinaria, colial, Runx2, CTX y/u Osterix disminuye
en comparacion con el nivel y/o actividad de Snail, fosfoSmad?2, fosfoSmad3, proteina urinaria, colial, Runx2, CTX, y/u
Osterix, respectivamente, en una poblaciéon de referencia, y/o si el nivel y/o actividad de alfa-SMA, MYOCD, Axin2 y/o
Sm22-alfa aumenta en comparacién con el nivel y/o actividad de alfa-SMA, MYOCD, Axin2 y/o Sm22-alfa,
respectivamente, en una poblacion de referencia, administrar una segunda dosis del inhibidor de la sefializacion de ActRII
que sea inferior (por ejemplo, 1,25, 1,5, 1,75, 2, 2,5, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 veces menor) que la primera dosis. En ciertas
realizaciones, la poblacién de referencia es una poblacién como se describe en la Seccién 8.6.

En algunas realizaciones, el nivel y/o actividad de Snail, fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina urinaria, colial, Runx2, CTX,
Osterix, alfa-SMA, MYOCD, Axin2 y/o Sm22-alfa en una muestra de tejido del sujeto tratado se compara con el nivel y/o
actividad de Snail, fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina urinaria, colial, Runx2, CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD, Axin2
y/o Sm22-alfa, respectivamente, en una muestra del mismo tejido de uno o mas sujetos sanos. En algunas realizaciones,
el tejido en el que se evalla el nivel y/o actividad de Snail, fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina urinaria, colial, Runx2,
CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD, Axin2 y/o Sm22-alfa es la aorta, el suero sanguineo, la médula 6sea, el higado o el
bazo. En una realizacién, el tejido en el que se evalua el nivel y/o actividad de Snail, fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina
urinaria, colial, Runx2, CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD, Axin2 y/o Sm22-alfa es el suero.

En ciertas realizaciones, el nivel y/o actividad elevado de Snail, fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina urinaria, Dkk1, collal,
activina (por ejemplo, activina libre), Runx2, Alp, BSAP, CTX y/u Osterix es aproximadamente 10%, 20%, 25%, 30%, 40%,
50%, 60%, 70%, 75%, 80% 90%, 100%, 200%, o 500% mayor que el nivel y/o actividad de Snail, fosfoSmad2,
fosfoSmad3, proteina urinaria, Dkk1, colial, activina (por ejemplo, activina libre), Runx2, Alp, BSAP, CTX, y/u Osterix,
respectivamente, en una poblacion de referencia; y/o los niveles reducidos de Klotho, alfa-SMA, MYOCD, ActRIIA, Axin2
y/o Sm22-alfa son aproximadamente 10%, 20%, 25%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 75%, 80% 90%, 0 100% menores que
el nivel y/o actividad de Klotho, alfa-SMA, MYOCD, ActRIIA, Axin2 y/o Sm22-alfa, respectivamente, en una poblacién de
referencia. En ciertas realizaciones, el nivel y/o actividad elevados de Snalil, fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina urinaria,
Dkk1, collal, activina (por ejemplo, activina libre), Runx2, Alp, BSAP, CTX y/u Osterix es igual o aproximadamente 10%,
20%, 25%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 90%, 100%, 200%, o0 500% mayor que el nivel y/o actividad de Snaif,
fosfoSmad?2, fosfoSmad3, proteina urinaria, Dkk1, collal, activina (por ejemplo, activina libre}, Runx2, Alp, BSAP, CTX y/u
Osterix, respectivamente, en el 10% superior, 5% superior, 4% superior, 3% superior, 2% superior 0 1% superior de la
poblacién de referencia; y/o los niveles reducidos de Klotho, alfa-SMA, MYOCD, ActRIIA, Axin2 y/o Sm22-alfa son iguales
o aproximadamente 10%, 20%, 25%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 90%, 0 100% menores que el nivel y/o
actividad de Klotho, alfa-SMA, MYOCD, ActRIIA, Axin2 y/o Sm22-alfa, respectivamente, en el 10% inferior, 5% inferior, 4%
inferior, 3% inferior, 2% inferior 0 1% inferior de la poblacién de referencia. En ciertas realizaciones, la poblacién de
referencia es como se describe en la Seccién 8.6.

En ciertas realizaciones, el nivel y/o actividad elevado de Klotho, alfa-SMA, MYOCD, ActRIIA, Axin2 y/o Sm22-alfa es
aproximadamente 10%, 20%, 25%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 75%, 80% 90%, 100%, 200%, 0 500% mayor que el nivel
y/o actividad de Klotho, alfa-SMA, MYOCD, ActRIIA, Axin2 y/o Sm22-alfa, respectivamente, en la poblacién de referencia;
y/o el nivel y/o actividad reducido de Snail, fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina urinaria, Dkk1, collal, activina (por ejemplo,
activina libre), Runx2, Alp, BSAP, CTX y/u Osterix es aproximadamente 10%, 20%, 25%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%,
75%, 80% 90%, 0 100% menor que el nivel y/o actividad de Snail, fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina urinaria, Dkk1, collal,
activina (por ejemplo, activina libre}, Runx2, Alp, BSAP, CTX y/u Osterix, respectivamente, en una poblacién de referencia.
En ciertas realizaciones, el nivel y/o actividad elevado de Klotho, alfa-SMA, MYOCD, ActRIIA, Axin2 y/o Sm22-alfa es igual
a 0 aproximadamente 10%, 20%, 25%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 90%, 100%, 200%, 0 500% mayor que el
nivel y/o actividad de Klotho, alfa-SMA, MYOCD, ActRIIA, Axin2 y/o Sm22-alfa en el 10% superior, 5% superior, 4%
superior, 3% superior, 2% superior 0 1% superior en la poblacidon de referencia; y/o el nivel y/o actividad reducido de Snail,
fosfoSmad?2, fosfoSmad3, proteina urinaria, Dkk1, collal, activina (por ejemplo, activina libre), Runx2, A1p, BSAP, CTX y/u
Osterix es igual a o aproximadamente 10%, 20%, 25%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 90%, o 100% menor que
el nivel y/o actividad de Snail, fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina urinaria, Dkk1, col1al, activina (por ejemplo, activina
libre), Runx2, Alp, BSAP, CTX y/u Osterix en el 10% inferior, 5% inferior, 4% inferior, 3% inferior, 2% inferior 0 1% inferior
en la poblacién de referencia. En ciertas realizaciones, la poblacién de referencia es como se describe en la Seccién 8.6.
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En ciertas realizaciones, los niveles de activina son los niveles de activina libre, tales como, por ejemplo, activina no
asociada con, por ejemplo, folistatina, 3 similar a la folistatina o inhibina. El nivel de activina libre puede determinarse, por
ejemplo, (i) cuantificando la concentracién de activina en una muestra, por ejemplo, en el plasma; (ii) cuantificando la
concentracién de proteinas que se asocian con activina, tales como, por ejemplo, folistatina, 3 similar a la folistatina e
inhibina en la muestra; vy (iii) calculando la relacion estequiométrica de la concentracién de activina a la concentracién de
las proteinas asociadas con activina.

Los ensayos descritos en el presente documento también pueden utilizarse para determinar el nivel y/o actividad de otras
proteinas y/o transcritos, tales como, por ejemplo, FGF23, folistatina, 3 similar a la folistatina, inhibina, proteinas y/o
transcritos implicados en la transicién endotelial a mesenquimatosa.

En ciertas realizaciones, el nivel y/o actividad de Snail, fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina urinaria, Dkk1, colial, activina
(por ejemplo, activina libre), Runx2, Alp, BSAP, CTX, Osterix, Klotho, alfa-SMA, MYOCD, ActRIIA, Axin2 y/o Sm22-alfa es
en un tejido (por ejemplo, muestra de tejido). En ciertas realizaciones, el tejido es |la aorta. En ciertas realizaciones, el
tejido es el rifién. En ciertas realizaciones, el tejido es hueso. En ciertas realizaciones, el tejido es suero. En una realizacién
preferida, los niveles y/o actividad de Runx2, Dkk1, Alp, Osterix, Sm22-alfa, Klotho, alfa-SMA, ActRIIA, Axin2 y MYOCD
estan en la aorta En una realizacién preferida, los niveles y/o la actividad de fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina urinaria,
ActRIIA, Axin2 y collal estan en el rifion. En una realizacion preferida, los niveles y/o actividad de la activina estan en el
suero. En ciertas realizaciones, los niveles elevados de activina estan en los miofibroblastos peritubulares. En ciertas
realizaciones, los niveles elevados de activina no estan en el epitelio renal. En ciertas realizaciones, los niveles elevados
de activina estan en los miofibroblastos peritubulares, y los niveles elevados de activina no estan en el epitelio renal.

Un experto en la técnica reconocera que los niveles y/o actividad de uno o mas de Runx2, Alp, Snalil, fosfoSmad?2, Dkk1,
collal, activina, BSAP, CTX, Osterix, Klotho, alfa-SMA, MYOCD, ActRIIA, Axin2, Sm22-alfa, fosfoSmad3 y proteina urinaria
pueden compararse independientemente y respectivamente con el nivel y/o actividad en una poblacion de referencia
correspondiente, tal como se describe anteriormente en la Seccién 8.3.1.

8.6.2 POBLACION DE REFERENCIA

En ciertas realizaciones, los datos (por ejemplo, niveles de biomarcadores o sintomas clinicos) obtenidos de una poblacién
de referencia descrita en el presente documento se utilizan para determinar si los datos analogos obtenidos de un sujeto
tratado o que se va a tratar seglin los métodos proporcionados en el presente documento son patolégicamente altos (por
ejemplo, elevados) o bajos (por ejemplo, reducidos).

En ciertas realizaciones, el tamafio de la poblacion de referencia puede ser de 1, 5, 10, 25, 50, 75, 100, 200, 250, 300,
400, 500, o 1000 individuos. En ciertas realizaciones, la poblacién de referencia consiste en voluntarios aleatorios. En
ciertas realizaciones, la poblacién de referencia consiste en personas sanas. En ciertas realizaciones, la poblacién de
referencia consiste en personas de la misma edad, peso y/o sexo que la poblacion de pacientes como se describe en la
Seccion 8.4. En ciertas realizaciones, la poblacién de referencia consiste en personas sin enfermedad cardiovascular. En
ciertas realizaciones, la poblacion de referencia consiste en personas sin calcificacién vascular. En ciertas realizaciones,
la poblacion de referencia consiste en personas sin enfermedad cardiovascular. En ciertas realizaciones, la poblacién de
referencia consiste en personas sin una enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de calcificacion vascular.
En ciertas realizaciones, la poblacién de referencia consiste en personas sin enfermedad renal. En ciertas realizaciones,
la poblacién de referencia consiste en personas sin enfermedad renal crénica. En ciertas realizaciones, la poblacién de
referencia consiste en personas sin niveles patolégicamente elevados de rigidez arterial. En ciertas realizaciones, la
poblacién de referencia consiste en personas sin enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de niveles elevados
de rigidez arterial. En ciertas realizaciones, la poblacién de referencia consiste en personas sin HVI. En ciertas
realizaciones, la poblacién de referencia consiste en personas sin una enfermedad cardiovascular asociada a y/o
resultante de HVI.

En ciertas realizaciones, la poblacién de referencia se refiere a un sujeto tratado segun los métodos proporcionados en el
presente documento antes de la aparicién de uno o mas sintomas de enfermedad cardiovascular. En ciertas realizaciones,
la poblacién de referencia se refiere a un sujeto tratado segun los métodos proporcionados en el presente documento
antes de la aparicién de uno o mas sintomas de calcificacién vascular. En ciertas realizaciones, la poblacién de referencia
se refiere a un sujeto tratado segun los métodos proporcionados en el presente documento antes de la aparicién de uno
o0 mas sintomas de enfermedad renal crénica. En ciertas realizaciones, la poblacion de referencia se refiere a un sujeto
tratado segln los métodos proporcionados en el presente documento antes de la aparicion de uno o mas sintomas de
niveles elevados de rigidez arterial. En ciertas realizaciones, la poblacién de referencia se refiere a un sujeto tratado segin
los métodos proporcionados en el presente documento antes de la apariciéon de uno o mas sintomas de HVI. En ciertas
realizaciones, la poblacién de referencia se refiere a un sujeto tratado segun los métodos proporcionados en el presente
documento antes del diagnéstico de la enfermedad cardiovascular en el sujeto. En ciertas realizaciones, la poblaciéon de
referencia se refiere a un sujeto tratado seguin los métodos proporcionados en el presente documento antes del
diagnoéstico de calcificacién vascular en el sujeto. En ciertas realizaciones, la poblacién de referencia se refiere a un sujeto
tratado segun los métodos proporcionados en el presente documento antes del diagnostico de enfermedad renal crénica
en el sujeto. En ciertas realizaciones, la poblacién de referencia se refiere a un sujeto tratado segun los métodos
proporcionados en el presente documento antes del diagnéstico de enfermedad renal cronica de estadio 1. En ciertas
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realizaciones, la poblacién de referencia se refiere a un sujeto tratado segun los métodos proporcionados en el presente
documento antes del diagnéstico de enfermedad renal crénica de estadio 2. En ciertas realizaciones, la poblacién de
referencia se refiere a un sujeto tratado seguin los métodos proporcionados en el presente documento antes del
diagnéstico de enfermedad renal crénica de estadio 3. En ciertas realizaciones, la poblacion de referencia se refiere a un
sujeto tratado segun los métodos proporcionados en el presente documento antes del diagnéstico de enfermedad renal
crénica de estadio 4. En ciertas realizaciones, la poblacién de referencia se refiere a un sujeto tratado segun los métodos
proporcionados en el presente documento antes del diagnéstico de enfermedad renal cronica de estadio 5. En ciertas
realizaciones, la poblacién de referencia se refiere a un sujeto tratado segun los métodos proporcionados en el presente
documento antes del diagnostico de niveles elevados de rigidez arterial en el sujeto. En ciertas realizaciones, la poblacién
de referencia se refiere a un sujeto tratado segun los métodos proporcionados en el presente documento antes del
diagnéstico de HVI en el sujeto. En ciertas realizaciones, la poblaciéon de referencia consiste en personas que muestran
un aumento de la rigidez arterial antes de ser tratadas segun los métodos proporcionados en el presente documento o de
ser diagnosticadas con una enfermedad descrita en el presente documento. En ciertas realizaciones, la poblacién de
referencia estd formada por personas que muestran una tendencia ascendente de uno de los marcadores mencionados
en el Sumario (véase la Seccién 6) antes del tratamiento segin los métodos proporcionados en el presente documento o
de ser diagnosticadas con una enfermedad descrita en el presente documento. En ciertas realizaciones, la poblacién de
referencia consiste en personas que muestran un nivel elevado de Runx2, Alp, Snail, fosfoSmad2, Dkk1, collal, activina,
BSAP, CTX, Osterix, fosfoSmad3 y/o proteina urinaria antes del tratamiento segun los métodos descritos en el presente
documento o de ser diagnosticadas con una enfermedad descrita en el presente documento. En ciertas realizaciones, la
poblacién de referencia esta formada por personas que muestran una tendencia descendente de uno de los marcadores
mencionados en el Sumario (véase la Seccién 6) antes del tratamiento segun los métodos descritos en el presente
documento o de ser diagnosticadas con una enfermedad descrita en el presente documento. En ciertas realizaciones, la
poblacién de referencia esta formada por personas que muestran un nivel reducido de alfa-SMA, MYOCD, Sm22-alfa o
ActRIIA antes del tratamiento segun los métodos proporcionados en el presente documento o de ser diagnosticadas con
una enfermedad descrita en el presente documento.

8.6.3 TRANSICION ENDOTELIAL-MESENQUIMATOSA

En ciertos ejemplos, la ENMT en un sujeto tratado segin los métodos descritos en el presente documento puede
monitorizarse mediante un ensayo de rastreo de linaje para determinar el destino de una poblacién celular. En ciertos
ejemplos, la EnMT en un sujeto tratado segun los métodos descritos en el presente documento puede monitorizarse
cuantificando el nivel y/o actividad de una o mas proteinas o transcritos asociados con la EnMT, tales como, por ejemplo,
Snaif.

8.6.4 RECAMBIO OSEO

Pueden usarse diversos marcadores circulantes del recambio 6seo para diagnosticar trastornos 6seos, tales como el
recambio éseo lento. Los marcadores circulantes del recambio 6seo son marcadores de la formacién 6sea, tales como la
fosfatasa alcalina especifica del hueso (bAP), la osteocalcina, el propéptido carboxiterminal del procolageno de tipo |
(PICP) y el factor de crecimiento similar a la insulina-1 (IGF-1), siendo algunos marcadores de la resorcion 6sea, tales
como la piridinolina, desoxipiridinolina, fosfatasa acida resistente a tartrato(TRAP), TRAP de tipo 5b, piridinolina,
desoxipiridinolina y telopéptido carboxiterminal del procolageno de tipo | (ICTP), enlaces cruzados de colageno en suero
u orina (N-telopéptido o C-telopéptido) y 25 hidroxivitamina D. También pueden usarse ensayos para medir la molécula
completa de la hormona paratiroidea (PTH). El experto en la técnica conoce los métodos de obtencién de imagenes que
permiten la evaluacién de la densidad mineral ésea (DMO), el volumen 6seo, el volumen de hueso trabecular y el grosor
trabecular. Véase, por ejemplo, Tilman B. Drueke y Sharon M. Moe, Disturbances of bone and mineral metabolism in
chronic kidney disease: an international initiative to improve diagnosis and treatment, Nephrol Dial Transplant (2004} 19:
534-536; Okuno S, Inaba M., Biochemical markers of bone turnover. New aspect. Dialysis and bone metabolic marker,
Clin Calcium. agosto 2009;19(8):1084-91; Herberth J, Monier-Faugere MC, Mawad HW, Branscum AJ, Herberth Z, Wang
G, Cantor T, Malluche HH, The five most commonly used intact parathyroid hormone assays are useful for screening but
not for diagnosing bone turnover abnormalities in CKD-5 subjects, Clin Nephrol. 2009 Ju1;72(1):5-14; Lehmann G, Ott U,
Kaemmerer D, Schuetze J, Wolf G., Bone histomorphometry and biochemical markers of bone turnover in subjects with
chronic kidney disease Stages 3-5, Clin Nephrol. Octubre 2008;70(4):296-305; Driiecke TB., Is parathyroid hormone
measurement useful for the diagnosis of renal bone disease?, Kidney Int. marzo 2008;73(6).674-6;, Yamada S, Inaba M,
Kurajoh M, Shidara K, Imanishi Y, Ishimura E, Nishizawa Y., Utility of serum tartrate-resistant acid phosphatase (TRACP5b)
as a bone resorption marker in subjects with chronic kidney disease: independence from renal dysfunction., Clin Endocrinol
(Oxf). agosto 2008;69(2):189-96. Publicacién electronica 23 de enero de 2008. Véase también, Paul D. Miller, Diagnosis
and Treatment of Osteoporosis in Chronic Renal Disease, 2009.

Otro marcador para monitorizar la resorcion ésea en sujetos con ERC y disfuncién renal leve es la concentracion sérica
de N-telopéptido de colageno de tipo | (S-NTX). Véase, por ejemplo, Hamano T, Fujii N, Nagasawa Y, Isaka Y, Moriyama
T, Okada N, Imai E, Horio M, Ito T., Serum NTX is a practical marker for assessing antiresorptive therapy for glucocorticoid
treated subjects with chronic kidney disease, Bone. Noviembre 2006;39(5):1067-72). Publicacion electrénica 16 de junio
de 2006.

También puede usarse tomografia computarizada cuantitativa (TCc) para determinar el recambio 6seo.
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Marcadores, tales como, por ejemplo, Runx2 y Alp, pueden evaluarse para monitorizar la transicion osteoblastica en un
sujeto. Marcadores, tales como, por ejemplo, Sm22-alfa, pueden evaluarse para monitorizar la funcién del musculo liso
vascular y los niveles de células musculares lisas vasculares diferenciadas.

8.6.5 NIVELES DE CALCIO

Pueden analizarse los niveles de calcio mediante métodos conocidos por los expertos en la técnica, tales como, por
ejemplo, el electrodo selectivo de iones calcio. En ciertas realizaciones, los niveles totales de calcio se miden en suero,
sangre, aorta u orina.

8.6.6 CALCIFICACION VASCULAR

La tomografia computarizada (TC) sin contraste para obtener imagenes de la extensién de la calcificacion de las arterias
coronarias (CAC) y la TC con contraste para la angiografia coronaria no invasiva (ATC) son desarrollos que se usan
generalmente para diagnosticar la enfermedad coronaria obstructiva. También pueden usarse pruebas de esfuerzo con
radioniclidos, escaneo de calcio en las arterias coronarias y angiografia coronaria no invasiva para la evaluacion
diagnostica y pronoéstica cardiaca. Véanse: Berman DS, Shaw LJ, Hachamovitch R, Friedman JD, Polk DM, Hayes SW,
Thomson LE, Germane G, Wong ND, Kang X, Rozanski A., Comparative use of radionuclide stress testing, coronary artery
calcium scanning, and noninvasive coronary angiography for diagnostic and prognostic cardiac assessment, Semin Nucl
Med. enero 2007;37(1):2-16.

Los resultados del escaneo de calcio coronario de sujetos asintomaticos pueden usarse como comparacion. Por ejemplo,
los resultados del escaneo de calcio obtenidos antes de la aparicién de la enfermedad renal pueden usarse como
comparacién cuando la calcificacion vascular esté relacionada con la enfermedad renal.

Los posibles métodos de deteccién y cuantificacién de la calcificacion de las arterias coronarias (CAC) incluyen, pero no
se limitan a, tomografia computarizada por rayos X y tomografia computarizada de emisién monofoténica (SPECT) de
perfusién miocéardica. Moser KW, O'Keefe JH Jr, Bateman TM, McGhie IA., Coronary calcium screening in asymptomatic
subjects as a guide to risk factor modification and stress myocardial perfusion imaging, J Nucl Cardiol. 2003 nov-
dic;10(6):590-8. También puede usarse tomografia computarizada multidetector (TCMD) para detectar la calcificacion
vascular (véase, por ejemplo, Burrill et al., 2007, Postgrad. Med. J, 83:985-698, 704).

Otro método de diagndstico de la calcificacién vascular es la captacion de fllor 18 fluorodesoxiglucosa (FDG) en la pared
adrtica toracica en tomografia por emisién de positrones (PET)/tomografia computarizada (TC) combinadas. Véanse:
Tatsumi M, Cohade C, Nakamoto Y, Wahl RL., Fluorodeoxyglucose uptake in the aortic wall at PET/CT: possible finding
for active atherosclerosis, Radiology. Dic. 2003;229(3):831-7). Publicacién electrénica 30 de octubre de 2003.

Por ejemplo, puede usarse TC ultrarrapida para detectar la presencia de enfermedad coronaria aterosclerética. Véase,
por ejemplo, Breen JF, Sheedy PF 2nd, Schwartz RS, Stanson AW, Kaufmann RB, Moll PP, Rumberger JA, Coronary
artery calcification detected with ultrafast CT as an indication of coronary artery disease, Radiology. noviembre
1992;185(2):435-9).

También puede usarse tomografia computarizada por haz de electrones para diagnosticar la enfermedad arterial coronaria.
Véanse: Schmermund A, Baumgart D, Sack S, Méhlenkamp S, Gronemeyer D, Seibel R, Erbel R., Assessment of coronary
calcification by electron-beam computed tomography in symptomatic subjects with normal, abnormal or equivocal exercise
stress test, Eur Heart J. oct. 2000;21(20): 1674-82.

Otra prueba de la calcificacion vascular se refiere a la composicién de la placa en la hipertension pulmonar plexogénica y
tromboembodlica. La hipertension pulmonar tromboembélica crénica se asocia a placas ateroscleréticas con nucleos
pultaceos ricos en glicoforina, y la hipertension pulmonar plexogénica a placas fibrosas. El material tromboembélico
desempefia un papel fundamental en la formacién de los nicleos pultaceos, de los que la glicoforina derivada de la
membrana eritrocitaria es un componente principal. De este modo, se investiga la hipertensién pulmonar tromboembélica
crénica y plexogénica (primaria y secundaria (sindrome de Eisenmenger)). Véanse: Arbustini E, Morbini P, D'Armini AM,
Repetto A, Minzioni G, Piovella F, Vigané M, Tavazzi L, Plaque composition in plexogenic and thromboembolic pulmonary
hypertension: the critical role of thrombotic material in pultaceous core formation, Heart. agosto 2002;88(2):177-82.

Se puede usar la puntuacién de Agatston, un sistema de puntuacion del calcio basado en mediciones de la densidad de
las placas de calcio depositadas, para cuantificar la calcificacién vascular. En este sistema, los niveles de calcificacion
vascular pueden medirse mediante tomografia computarizada multidetector (TCMD) y pueden evaluarse las atenuaciones
en la tasa de progresién en la puntuacién de Agatston (véase, por ejemplo, Sharma et al., 2010, Vasc. Health Risk Manag.
6:603-611).

Ademas, la calcificacién vascular puede evaluarse usando los métodos descritos en Adragao et al., 2004, Nephrol. Dial.
Transplant 19:1480-1488.
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Otro ensayo para su uso en la cuantificacién de la calcificacion vascular en un sujeto es la puntuacién de calcio especifica
de la lesion, que comprende un método de medicién del calcio que resulta de una prueba de TC para la calcificaciéon de
las arterias coronarias. Este método se describe, por ejemplo, en Akram y Voros, 2008, Int. J. cardiovac. Imaging 14:743-
749.

8.6.7 TAMANO DEL CORAZON E HIPERTROFIA CARDIACA

Pueden determinarse el tamafio del corazén y la hipertrofia cardiaca mediante cualquier método conocido por el experto,
tal como, por ejemplo, resonancia magnética, electrocardiografia, ecocardiografia y tomografia computarizada cardiaca
sin contraste.

8.6.8 RIGIDEZ ARTERIAL

Pueden determinarse los niveles de rigidez arterial mediante cualquier método conocido por el experto, tal como, por
ejemplo, pruebas Doppler ultrasénicas, imagenes por resonancia magnética, incluida la arteriografia por resonancia
magnética, tomografia computarizada (TC), incluida la angiografia por TC, y otras formas de angiografia conocidas en la
técnica.

8.6.9 ENFERMEDAD RENAL

Pueden determinarse la tasa de filtraciéon glomerular, el aclaramiento de inulina, la hiperfosfatemia y los niveles de BUN
mediante cualquier método conocido por el experto para determinar la enfermedad renal. La fibrosis renal y/o la
glomeruloesclerosis pueden diagnosticarse y/o controlarse por cualquier método conocido por el experto, tal como, por
ejemplo, biopsia de tejido renal y examen del tejido para detectar cicatrizacion. La fibrosis renal y/o la glomeruloesclerosis
también pueden diagnosticarse y/o controlarse, por ejemplo, midiendo la tasa de filtraciéon glomerular y/o realizando una
ecografia del rifién. Véase el sitio web de la National Kidney Foundation.

8.6.10 MODELOS ANIMALES

Pueden adquirirse machos ateroscleréticos deficientes en el receptor de lipoproteinas de baja densidad (Idir-/-) (acervo
C57B1/6J) de Jackson Laboratories y alimentarse con una dieta hiperlipidica (42% de calorias procedentes de grasa)
(Teklad #) a partir de las 12 semanas de edad. Los ratones son obesos, resistentes a la insulina a las 22 semanas de
edad, diabéticos a las 28 semanas de edad e hipercolesterolémicos.

Se puede utilizar un procedimiento de dos etapas para crear una enfermedad renal crénica, como se ha descrito
anteriormente (Davies, M.R., et al., 2003. J Am Soc Nephrol 14:1559-1567; Davies, M.R., et al., 2005. J Am Soc Nephrol
16:917-928). Puede aplicarse electrocauterio al rifidn derecho a través de una incisién de 2 cm en el flanco a las 12
semanas posnatales, seguido de una nefrectomia total izquierda a las 14 semanas de edad. La intensidad del cauterio se
varia para producir una lesién renal moderada (ERC-3) que se confirma mediante aclaramientos de inulina a las 20
semanas de edad. Un grupo de ratones de control, ratones C57B1/6J naturales, son alimentados con una dieta de comida
normal, que es un grupo de funcién renal normal y dieta usado para los valores de control normativos. Un segundo grupo
es ratones /dir-/- alimentados con una dieta hiperlipidica y con operacién simulada, que tienen una funcién renal normal,
y sirven como grupo de control para determinar el efecto de la enfermedad renal. Un tercer grupo es ratones /dir-/- con
una FG reducida equivalente al estadio 3 de la ERC humana alimentados con una dieta hiperlipidica (ERC-3) con
eutanasia a las 22 semanas, el grupo de calcificacién vascular basal (ERC-3). El cuarto grupo es ratones /dlr-/- con ERC-
3 que reciben inyecciones subcutaneas de vehiculo dos veces por semana a partir de las 22 semanas hasta la eutanasia
a las 28 semanas (ERC-3 V). El quinto grupo es ratones Idir-/- con ERC-3 que reciben inyecciones subcutaneas de
mActRIIA-Fc (Celgene, Summit, NJ), 10 mg/kg dos veces por semana a partir de las 22 semanas hasta la eutanasia a las
28 semanas (ERC-3 mActRIIA-Fc). La dosis usada demostré previamente en estudios FC/FD ser una dosis eficaz para
la estimulacion de la formacién 6sea (Lotinun, S., et al., 2010. Bone 46:1082-1088).

Un segundo modelo de ERC usado es el homélogo murino del sindrome de Alport ligado al cromosoma X, que es una
deficiencia en el gen de la cadena a5 del colageno de tipo 1V, COL4A5 (Rheault, M.N., et al., 2004. Journal of the American
Society of Nephrology 15:1466-1474). Se trata de un modelo de enfermedad renal espontanea. Pueden adquirirse parejas
reproductoras de Jackson Laboratories y criarse para experimentos. Los machos hemicigotos desarrollan
espontaneamente una enfermedad renal comparable a la ERC humana en estadio 3-4 a los 200 dias del nacimiento.

Un tercer modelo de ERC es la ablacién renal, similar al protocolo /dir-/-, en una linea de ratén transgénico usada para el
rastreo del linaje celular, el ratén GNZ. Se adquirieron ratones hembra indicadores GNZ (Stoller, J.Z., et al., 2008. Genesis
(New York, N.Y. 2000) 46:200-204.) y el ratébn macho transgénico Tek-Cre (Koni, P.A., et al,, 2001. The Journal of
Experimental Medicine 193:741-754.) de Jackson Laboratories y se criaron para producir ratones GNZ / Tek-Cre + para
experimentos. Los compafieros de camada GNZ/ Tek-Cre - sirven como controles negativos. El genotipado de los ratones
puede realizarse usando cebadores especificos recomendados por el fabricante para las razas de ratones GNZ y Tek-
Cre.

8.6.11 ENSAYO DE RESPUESTA TRANSCRIPCIONAL
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En ciertas realizaciones, puede usarse un ensayo de respuesta de transcripcion para probar un inhibidor de sefializacion
de ActRIl o la actividad de Snalil, fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina urinaria, Dkk1, collal, activina (por ejemplo, activina
libre), Runx2, Alp, BSAP, CTX, Osterix, Klotho, ActRIIA, Axin2 y/o Sm22-alfa. Tras la sefializacién de ActRIl, Snalil,
fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina urinaria, Dkk1, collal, activina (por ejemplo, activina libre), Runx2, Osterix, Alp, BSAP,
CTX, Klotho, ActRIIA, Axin2 y/o Sm22-alfa, la transcripcion de ciertos genes se regula al alza o a la baja. Se pueden medir
un sistema de cultivo celular usado y la respuesta transcripcional (por ejemplo, mediante RT-PCR). El efecto de un agente
sobre la respuesta transcripcional es una medida de su eficacia o actividad. En ciertas realizaciones, la region promotora
que se sabe que responde a la sefializacién de ActRIl, Snail, fosfoSmad?2, fosfoSmad3, proteina urinaria, Dkk1, collal,
activina (por ejemplo, activina libre), Runx2, Osterix, Alp, BSAP, CTX, Klotho, ActRIIA, Axin2 y/o Sm22-alfa puede clonarse
aguas arriba de un gen indicador. De este modo, el ensayo puede simplificarse de forma que solo sea necesario evaluar
la actividad del gen indicador.

8.6.12 ENSAYOS DE CRIBADO

Se pueden probar diversas variantes de polipéptidos ActRII, o variantes de polipéptidos ActRIl solubles, para su capacidad
para inhibir ActRIl. Ademas, se pueden probar compuestos para su capacidad para inhibir ActRIl. Una vez se confirman
los inhibidores de sefializacion de ActRIIl, estos compuestos se pueden usar con los métodos proporcionados en el
presente documento. ActRIl puede ser ActRIIA o ActRIIB. Los ensayos que siguen se describen para ActRIIA, pero se
pueden realizar analogamente para ActRIIB.

Por ejemplo, se puede evaluar el efecto de una variante de polipéptido ActRIIA sobre la expresiéon de genes implicados
en la produccién de hueso o destruccion de hueso. Esto se puede realizar, segln se necesite, en presencia de una o mas
proteinas de ligando de ActRIIA recombinante (por ejemplo, activina), y las células se pueden transfectar para producir un
polipéptido ActRIIA y/o variantes del mismo, y opcionalmente, un ligando de ActRIIA. Asimismo, un polipéptido ActRIIA se
puede administrar a un ratén u otro animal, y se pueden evaluar una o mas propiedades del hueso, tales como densidad
o volumen. También se puede evaluar la tasa de consolidacion de las fracturas éseas. La absorciometria con rayos X de
doble energia (DEXA) es una técnica bien establecida, no invasiva y cuantitativa para evaluar la densidad 6sea en un
animal. En seres humanos se pueden usar sistemas de DEXA centrales para evaluar la densidad 6sea en la columna
vertebral y la pelvis. Estos son los mejores factores pronésticos de la densidad 6sea global. Se pueden usar sistemas de
DEXA periféricos para evaluar la densidad 6sea en huesos periféricos, que incluyen, por ejemplo, los huesos de la mano,
la mufieca, el tobillo y el pie. Se pueden usar sistemas de obtencion de imagenes por rayos X tradicionales, que incluyen
TAC, para evaluar el crecimiento de hueso y la consolidacion de la fractura. Ademas, la densidad 6sea se puede medir
usando tomografia computarizada cuantitativa (TCc). También se puede evaluar la resistencia mecanica del hueso.

En ciertos aspectos, en el presente documento se proporciona el uso de polipéptidos ActRIIA (por ejemplo, polipéptidos
ActRIIA solubles) y polipéptidos de activina para identificar compuestos (agentes) que son agonistas o antagonistas de la
via de sefializacién de activina-ActRIIA. Los compuestos identificados mediante esta selecciéon se pueden probar para
evaluar su capacidad para modular el crecimiento o la mineralizacién 6seos in vitro. Opcionalmente, estos compuestos
se pueden probar ademas en modelos animales para evaluar su capacidad para modular el crecimiento de tejido in vivo.

Existen numerosos enfoques para cribar agentes terapéuticos para modular el crecimiento de tejido por direccionamiento
de activina y polipéptidos ActRIIA. En ciertas realizaciones, el cribado de alta resolucién de compuestos se puede llevar
a cabo identificando agentes que perturban los efectos mediados por activina o ActRIIA sobre el hueso. En ciertas
realizaciones, el ensayo se lleva a cabo para cribar e identificar compuestos que inhiben o reducen especificamente la
unién de un polipéptido ActRIIA a activina. Alternativamente, el ensayo se puede usar para identificar compuestos que
potencian la unién de un polipéptido ActRIIA a activina. En una realizacién adicional, los compuestos se pueden identificar
por su capacidad para interactuar con un polipéptido de activina o ActRIIA.

Serd suficiente una variedad de formatos de ensayo y, en vista de la presente divulgacion, aquellos no explicitamente
descritos en el presente documento seran, sin embargo, comprendidos por un experto habitual en la técnica. Como se
describe en el presente documento, los compuestos de prueba (agentes) usados en el presente documento pueden ser
creados por cualquier método quimico combinatorio. Alternativamente, los compuestos objeto pueden ser biomoléculas
que existen de forma natural sintetizadas in vivo o in vitro. Los compuestos (agentes) a probar para su capacidad para
actuar de moduladores del crecimiento de tejido se pueden producir, por ejemplo, por bacterias, levadura, plantas u otros
organismos (por ejemplo, productos naturales), producidos quimicamente (por ejemplo, moléculas pequefias, que
incluyen peptidomiméticos), o producidos recombinantemente. Los compuestos de prueba contemplados en el presente
documento incluyen moléculas organicas no de peptidilo, péptidos, polipéptidos, peptidomiméticos, azlcares, hormonas
y moléculas del acido nucleico. En una realizacién especifica, el agente de prueba es una molécula organica pequefia
que tiene un peso molecular de menos de aproximadamente 2.000 déaltones.

Los compuestos de prueba se pueden proporcionar como entidades discretas individuales, o proporcionar en bibliotecas
de mayor complejidad, tales como preparadas por quimica combinatoria. Estas bibliotecas pueden comprender, por
ejemplo, alcoholes, haluros de alquilo, aminas, amidas, ésteres, aldehidos, éteres y otras clases de compuestos organicos.
La presentacién de compuestos de prueba al sistema de prueba puede ser en o una forma aislada o como mezclas de
compuestos, especialmente en etapas de cribado iniciales. Opcionalmente, los compuestos pueden ser derivatizados con
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otros compuestos y tener grupos de derivatizacion que facilitan el aislamiento de los compuestos. Los ejemplos no
limitantes de grupos de derivatizacion incluyen biotina, fluoresceina, digoxigenina, proteina verde fluorescente, is6topos,
polihistidina, perlas magnéticas, glutation S transferasa (GST), reticulantes fotoactivables o cualquier combinacién de los
mismos.

En muchos programas de seleccion de farmacos que prueban bibliotecas de compuestos y extractos naturales, son
deseables ensayos de alta resolucion para maximizar el nimero de compuestos analizados en un periodo de tiempo dado.
Se prefieren frecuentemente ensayos que se realizan en sistemas sin células, tal que se puedan derivar con proteinas
purificadas o semipurificadas, como cribados "primarios" ya que se pueden generar para permitir el rapido desarrollo y la
deteccion relativamente facil de una alteracion en una diana molecular que esta mediada por un compuesto de prueba.
Ademas, los efectos de toxicidad celular o biodisponibilidad del compuesto de prueba pueden ser, en general, ignorados
en el sistema in vitro, estando el ensayo en su lugar centrado principalmente en el efecto del farmaco sobre la diana
molecular como puede manifestarse en una alteracién de la afinidad de unién entre un polipéptido ActRIIA y activina.

Simplemente para ilustracién, en un ensayo de cribado a modo de ejemplo, el compuesto de interés se pone en contacto
con un polipéptido ActRIIA aislado y purificado que es, en general, capaz de unirse a activina. A la mezcla del compuesto
y el polipéptido ActRIIA se afiade entonces una composicion que contiene un ligando de ActRIIA. La deteccién y
cuantificacion de complejos de ActRIIA/activina proporciona un medio para determinar la eficacia del compuesto en la
inhibicién (o potenciamiento) de la formaciéon de complejos entre el polipéptido ActRIIA y activina. La eficacia del
compuesto se puede evaluar generando curvas de respuesta a dosis de datos obtenidos usando diversas concentraciones
del compuesto de prueba. Ademas, también se puede realizar un ensayo de control para proporcionar un nivel basal para
la comparacién. Por ejemplo, en un ensayo de control, se afiade activina aislada y purificada a una composicién que
contiene el polipéptido ActRIIA, y la formacién del complejo ActRIIA/activina se cuantifica en ausencia del compuesto de
prueba. Se entendera que, en general, se puede variar el orden en el que los reactantes se pueden mezclar, y se pueden
mezclar simultdneamente. Ademas, en lugar de proteinas purificadas, se pueden usar extractos celulares y lisados para
obtener un sistema de ensayo sin células adecuado.

La formacién de complejos entre el polipéptido ActRIIA y activina se puede detectar mediante una variedad de técnicas.
Por ejemplo, la modulacién de la formacién de complejos puede ser cuantificada usando, por ejemplo, proteinas
detectablemente marcadas, tales como polipéptido ActRIIA radiomarcado (por ejemplo, %P, 3°S, “C o 3H),
fluorescentemente marcado (por ejemplo, FITC) o enzimaticamente marcado, o activina, por inmunoensayo, o por
deteccion cromatografica.

En ciertas realizaciones, en el presente documento se contempla el uso de ensayos de polarizacion de fluorescencia y
ensayos de transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET) en la medicién, ya sea directa o indirecta,
del grado de interaccién entre un polipéptido ActRIIA y su proteina de unién. Ademas, otros modos de deteccion, tales
como los basados en guias de ondas 6pticas (publicacién PCT WO 96/26432 y la patente de EE. UU. n.2 5.677.196),
resonancia de plasmones superficiales (SPR), sensores de carga superficial y sensores de fuerza superficial, son
compatibles con muchas realizaciones descritas en el presente documento.

Ademas, se puede usar un ensayo de trampa de interaccion, también conocido como el "ensayo de dos hibridos", para
identificar agentes que alteran o potencian la interaccién entre un polipéptido ActRIIA y su proteina de unioén. Véase, por
ejemplo, la patente de EE. UU. n.° 5.283.317; Zervos et al. (1993) Cell 72:223-232; Madura et al. (1993) J Biol Chem
268:12046-12054; Bartel et al. (1993) Biotechniques 14:920-924; e Iwabuchi et al. (1993) Oncogene 8:1693-1696). En
una realizacién especifica, en el presente documento se contempla el uso de sistemas inversos de dos hibridos para
identificar compuestos (por ejemplo, moléculas pequefias o péptidos) que disocian interacciones entre un polipéptido
ActRIIAy su proteina de unién. Véase, por ejemplo, Vidal y Legrain, (1999) Nucleic Acids Res 27:919-29; Vidal y Legrain,
(1999) Trends Biotechnol 17:374-81; y las patentes de EE. UU. n.° 5.525.490; 5.955.280; y 5.965.368.

En ciertas realizaciones, los compuestos objeto se identifican por su capacidad para interactuar con un polipéptido ActRIIA
o activina. La interaccién entre el compuesto y el polipéptido ActRIIA o activina puede ser covalente o no covalente. Por
ejemplo, dicha interaccion se puede identificar al nivel de proteina usando métodos bioquimicos in vitro, que incluyen
fotorreticulacién, unién a ligando radiomarcado y cromatografia de afinidad (Jakoby W B et al., 1974, Methods in
Enzymology 46: 1). En ciertos casos, los compuestos se pueden cribar en un ensayo basado en mecanismo, tal como un
ensayo para detectar compuestos que se unen a un polipéptido activina o ActRIIA. Esto puede incluir un evento de unién
en fase sélida o fase liquida. Alternativamente, el gen que codifica un polipéptido activina o ActRIIA se puede transfectar
con un sistema indicador (por ejemplo, B-galactosidasa, luciferasa o proteina verde fluorescente) en una célula y cribar
contra la biblioteca, preferentemente por un cribado de alta resolucion o con miembros individuales de la biblioteca. Se
pueden usar otros ensayos de unién basados en mecanismo, por ejemplo, ensayos de unién que detectan cambios en la
energia libre. Los ensayos de unién se pueden realizar con la diana fijada a un pocillo, perla o chip, o capturar por un
anticuerpo inmovilizado o resolver por electroforesis capilar. Los compuestos unidos se pueden detectar normalmente
usando colorimetria o fluorescencia o resonancia de plasmones superficiales.

En ciertos aspectos, en el presente documento se describen métodos y agentes para modular (estimular o inhibir} la

formacion de hueso y aumentar la masa 6sea. Por lo tanto, cualquier compuesto identificado se puede probar en células
completas o tejidos, in vitro o in vivo, para confirmar su capacidad para modular el crecimiento o la mineralizacién éseos.
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Se pueden utilizar para este fin diversos métodos conocidos en la técnica. En particular, los compuestos se pueden probar
por su capacidad para aumentar el recambio 6seo.

Por ejemplo, el efecto de los polipéptidos ActRIIA o activina o compuestos de prueba sobre el crecimiento de hueso o
cartilago se puede determinar midiendo la induccién de Msx2 o la diferenciacion de células osteoprogenitoras en
osteoblastos en ensayos basados en células (véase, por ejemplo, Daluiski et al., Nat Genet. 2001, 27(1):84-8; Hino et al,
Front Biosci. 2004, 9:1520-9). Otro ejemplo de ensayos basados en células incluye analizar la actividad osteogénica de
los polipéptidos de ActRIIA o activina objeto y compuestos de prueba en células progenitoras y osteoblasticas
mesenquimatosas. Para ilustracion, se pueden construir adenovirus recombinantes que expresan una activina o
polipéptido ActRIIA para infectar células C3H10T1/2 progenitoras mesenquimatosas pluripotentes, células C2CI2
preosteoblasticas y células TE-85 osteoblasticas. La actividad osteogénica se determina entonces midiendo la inducciéon
de fosfatasa alcalina, osteocalcina y mineralizacién de la matriz (véase, por ejemplo, Cheng et al., J Bone Joint Surg Am.
2003, 85-A(8): 1544-52).

En el presente documento también se describen ensayos in vivo para medir el crecimiento de hueso o cartilago. Por
ejemplo, Namkung-Matthai et al., Bone, 28:80-86 (2001) desvela un modelo osteoporoético de rata en el que se estudia la
reparacion 6sea durante el periodo inicial después de la fractura. Kubo et al., Steroid Biochemistry & Molecular Biology,
68:197-202 (1999) también desvela un modelo osteoporotico de rata en el que se estudia la reparacién 6sea durante el
periodo tardio después de la fractura. Andersson et al., J. Endocrinol. 170:529-537 describen un modelo de osteoporosis
de ratén en el que los ratones son ovariectomizados, que hace que los ratones pierdan un contenido sustancial de hueso
mineral y densidad mineral ésea, perdiendo el hueso trabecular aproximadamente el 50% de densidad mineral ésea. La
densidad 6sea se podria aumentar en los ratones ovariectomizados por administracién de factores, tales como hormona
paratiroidea. En ciertos aspectos, se pueden usar los ensayos de consolidacion de fracturas que se conocen en la técnica.
Estos ensayos incluyen técnica de fractura, analisis histolégico y analisis biomecanico, que se describen en, por ejemplo,
la patente de EE. UU. n.® 6.521.750.

8.7 DOSIS DE INHIBIDOR DE LA SENALIZACION DEL RECEPTOR DE ACTIVINA DE TIPO II

En ciertas realizaciones, un inhibidor de la sefializacién de ActRIl es un inhibidor de la sefializacién de ActRIIA como se
establece en la Seccion 8.5.1. En otras realizaciones, un inhibidor de ActRIl es un inhibidor de la sefializacién de ActRIIB
como se establece en la Seccién 8.5.2. En ciertas realizaciones, un inhibidor de la sefializacién de ActRIl es una
combinacion de un inhibidor de la sefializacién de ActRIIA y un inhibidor de la sefializacion de ActRIIB.

En ciertas realizaciones, el inhibidor de la sefializacion de ActRIl se administra en intervalos y cantidades suficientes para
lograr concentraciones en suero de 0,2 microgramos/kg 0 mayores, y niveles en suero de 1 microgramo/kg o 2
microgramos/kg o mayores que son deseables para lograr efectos significativos sobre la densidad ésea y la resistencia.
Las pautas posolégicas se pueden disefiar para alcanzar concentraciones en suero de entre 0,2 y 15 microgramos/kg, y
opcionalmente entre 1 y 5 microgramos/kg. En seres humanos, los niveles en suero de 0,2 microgramos/kg se pueden
lograr con una dosis Unica de 0,1 mg/kg o mayor y los niveles en suero de 1 microgramo/kg se pueden lograr con una
dosis unica de 0,3 mg/kg o mayor. La semivida en suero observada de la molécula es entre aproximadamente 20 y 30
dias, sustancialmente mas larga que la mayoria de las proteinas de fusion de Fc, y asi se puede lograr un nivel en suero
eficaz sostenido, por ejemplo, por administracién de 0,2-0,4 mg/kg semanalmente o cada dos semanas, o se pueden usar
dosis mas altas con intervalos mas largos entre administraciones. Por ejemplo, dosis de 1-3 mg/kg se podrian usar
mensualmente o cada dos meses, y el efecto sobre el hueso puede ser suficientemente duradero de forma que la
administracion sea necesaria solo una vez cada 3, 4, 5, 6, 9, 12 0 mas meses. Los niveles en suero del inhibidor de la
sefializacién de ActRIl se pueden medir mediante cualquier medio conocido por el experto. Por ejemplo, los anticuerpos
contra el inhibidor de la sefializacién de ActRIl se pueden usar para determinar niveles en suero del inhibidor de la
sefializacion de ActRIl usando, por ejemplo, un ELISA.

En ciertas realizaciones, la dosis del inhibidor de la sefializacién de ActRIl varia desde 0,01 hasta 3,0 mg/kg por via
intravenosa o desde 0,03 hasta 0,1 mg/kg por via subcutanea. En ciertas realizaciones, la dosis del inhibidor de la
sefializacion de ActRIl es de aproximadamente 0,01 mg/kg, aproximadamente 0,1 mg/kg, aproximadamente 0,13 mg/kg,
aproximadamente 0,2 mg/kg, aproximadamente 0,26 mg/kg, aproximadamente 0,3 mg/kg, aproximadamente 0,4 mg/kg,
aproximadamente 0,5 mg/kg, aproximadamente 0.6 mg/kg, aproximadamente 0,7 mg/kg, aproximadamente 0,8 mg/kg,
aproximadamente 0,9 mg/kg, aproximadamente 1,0 mg/kg, aproximadamente 1,5 mg/kg, aproximadamente 2,0 mg/kg,
aproximadamente 2,5 mg/kg, aproximadamente 3,0 mg/kg, aproximadamente 3,5 mg/kg, aproximadamente 4,0 mg/kg,
aproximadamente 4,5 mg/kg o aproximadamente 5,0 mg/kg. En ciertas realizaciones, la dosis del inhibidor de la
sefializacion de ActRIl es de aproximadamente 10,0 mg/kg, aproximadamente 15,0 mg/kg, aproximadamente 20,0 mg/kg,
aproximadamente 25,0 mg/kg o aproximadamente 30,0 mg/kg. En ciertas realizaciones, la dosis del inhibidor de la
sefalizacion de ActRIl es entre 0,01 mg/kg y 0,1 mg/kg, entre 0,1 mg/kg y 0,3 mg/kg, entre 0,3 mg/kg y 0,5 mg/kg, entre
0,3 mg/kg y 0,8 mg/kg, entre 0,5 mg/kg y 1,0 mg/kg, entre 1,0 mg/kg y 2,0 mg/kg, entre 1,0 mg/kg y 3,0 mg/kg, entre 2,0
mg/kg vy 3,0 mg/kg, entre 2,0 mg/kg y 4,0 mg/kg, entre 3,0 mg/kg y 5,0 mg/kg, entre 5,0 mg/kg y 10,0 mg/kg, entre 10,0
mg/kg y 15,0 mg/kg, entre 10,0 mg/kg y 20,0 mg/kg, entre 15,0 mg/kg y 20,0 mg/kg, o entre 20,0 mg/kg y 30,0 mg/kg. En
ciertas realizaciones, la dosis es de aproximadamente 15 mg, aproximadamente 30 mg, aproximadamente 45 mg,
aproximadamente 60 mg, aproximadamente 75 mg, aproximadamente 90 mg o aproximadamente 1 g. En ciertas
realizaciones, la dosis es de aproximadamente 0,1 mg/kg. En ciertas realizaciones, la dosis es de aproximadamente 0,3
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mg/kg. En ciertas realizaciones, la dosis es de aproximadamente 0,5 mg/kg. En ciertas realizaciones, la dosis es de
aproximadamente 0,7 mg/kg.

En ciertas realizaciones, la dosis es una dosis farmacéuticamente eficaz. En ciertas realizaciones, la dosis
farmacéuticamente eficaz es de aproximadamente 15 mg, aproximadamente 30 mg, aproximadamente 45 mg,
aproximadamente 60 mg, aproximadamente 75 mg, aproximadamente 90 mg, o aproximadamente 1 g, o de
aproximadamente 0,1 mg/kg, aproximadamente 0,13 mg/kg, aproximadamente 0.2 mg/kg, aproximadamente 0,26 mg/kg,
aproximadamente 0,3 mg/kg, aproximadamente 0,4 mg/kg, aproximadamente 0,5 mg/kg, aproximadamente 0,6 mg/kg,
aproximadamente 0,7 mg/kg, aproximadamente 0,8 mg/kg, aproximadamente 0,2 mg/kg, aproximadamente 1,0 mg/kg,
aproximadamente 1,1 mg/kg, aproximadamente 1,2 mg/kg, aproximadamente 1,3 mg/kg, aproximadamente 1,4 mg/kg o
aproximadamente 1,5 mg/kg. En ciertas realizaciones, la dosis farmacéuticamente eficaz es de aproximadamente 0,1
mg/kg. En ciertas realizaciones, la dosis farmacéuticamente eficaz es de aproximadamente 0,3 mg/kg. En ciertas
realizaciones, la dosis farmacéuticamente eficaz es de aproximadamente 0,5 mg/kg. En ciertas realizaciones, la dosis
farmacéuticamente eficaz es de aproximadamente 0,7 mg/kg.

En ciertas realizaciones, la dosis es una dosis inicial. En ciertas realizaciones, la dosis inicial es de aproximadamente 15
mg, aproximadamente 30 mg, aproximadamente 45 mg, aproximadamente 60 mg, aproximadamente 75 mg,
aproximadamente 90 mg, o aproximadamente 1 g, o de aproximadamente 0,1 mg/kg, aproximadamente 0,13 mg/kg,
aproximadamente 0.2 mg/kg, aproximadamente 0,26 mg/kg, aproximadamente 0,3 mg/kg, aproximadamente 0,4 mg/kg,
aproximadamente 0,5 mg/kg, aproximadamente 0,6 mg/kg, aproximadamente 0,7 mg/kg, aproximadamente 0,8 mg/kg,
aproximadamente 0,9 mg/kg, aproximadamente 1,0 mg/kg, aproximadamente 1,1 mg/kg, aproximadamente 1,2 mg/kg,
aproximadamente 1,3 mg/kg, aproximadamente 1,4 mg/kg o aproximadamente 1,5 mg/kg. En ciertas realizaciones, la
dosis farmacéuticamente eficaz es de aproximadamente 0,1 mg/kg. En ciertas realizaciones, la dosis inicial es de
aproximadamente 0,3 mg/kg. En ciertas realizaciones, la dosis inicial es de aproximadamente 0,5 mg/kg. En ciertas
realizaciones, la dosis inicial es de aproximadamente 0,7 mg/kg. En ciertas realizaciones, la dosis inicial se administra (i)
una vez cada 28 dias; o (ii) una vez cada 42 dias. En ciertas realizaciones, |la dosis inicial se administra una vez cada 14
dias. En ciertas realizaciones, |la dosis inicial se administra una vez cada 21 dias.

En ciertas realizaciones, la dosis inicial se administra unavez cada 1, 2, 3,4, 5,6, 7,8, 910, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, o 28 dias. En ciertas realizaciones, la dosis inicial se administra una vez cada 1, 2,
3, 4, 5 0 6 semanas. En ciertas realizaciones, la dosis inicial se administra una vez cada 2 semanas. En ciertas
realizaciones, la dosis inicial es de aproximadamente 0,1 mg/kg, aproximadamente 0,13 mg/kg, aproximadamente 0,2
mg/kg, aproximadamente 0,26 mg/kg, aproximadamente 0,3 mg/kg, aproximadamente 0,4 mg/kg, aproximadamente 0,5
mg/kg, aproximadamente 0,6 mg/kg, aproximadamente 0,7 mg/kg, aproximadamente 0,8 mg/kg, aproximadamente 0.9
mg/kg, aproximadamente 1,0 mg/kg, aproximadamente 1,1 mg/kg, aproximadamente 1,2 mg/kg, aproximadamente 1,3
mg/kg, aproximadamente 1,4 mg/kg o aproximadamente 1,5 mg/kg y se administraunavez cada 1, 2, 3,4, 5 0 6 semanas.
En ciertas realizaciones, la dosis inicial es entre aproximadamente 0,3 y aproximadamente 0,8 mg/kg y se administra una
vez cada 2 semanas. En ciertas realizaciones, la dosis inicial es de aproximadamente 0,1 mg/kg, aproximadamente 0,13
mg/kg, aproximadamente 0,3 mg/kg, aproximadamente 0,4 mg/kg, aproximadamente 0,5 mg/kg, aproximadamente 0,6
mg/kg, aproximadamente 0,7 mg/kg, aproximadamente 0,8 mg/kg, aproximadamente 0.9 mg/kg, aproximadamente 1,0
mg/kg, aproximadamente 1,1 mg/kg, aproximadamente 1,2 mg/kg, aproximadamente 1,3 mg/kg, aproximadamente 1,4
mg/kg, aproximadamente 1,5 mg/kg y se administra una vez cada 1, 2, 3, 4, 5 0 6 semanas. En ciertas realizaciones, la
dosis inicial es de aproximadamente 0,3 mg/kg, aproximadamente 0,4 mg/kg, aproximadamente 0,5 mg/kg,
aproximadamente 0,6 mg/kg, aproximadamente 0,7 mg/kg, aproximadamente 0,8 mg/kg, aproximadamente 0.9 mg/kg,
aproximadamente 1,0 mg/kg, aproximadamente 1,1 mg/kg, aproximadamente 1,2 mg/kg, aproximadamente 1,3 mg/kg,
aproximadamente 1,4 mg/kg, aproximadamente 1,5 mg/kg y se administra una vez cada 2 semanas. En ciertas
realizaciones, la dosis inicial es aproximadamente 0,3 mg/kg y se administra una vez cada 2 semanas. En ciertas
realizaciones, la dosis inicial es aproximadamente 0,5 mg/kg y se administra una vez cada 2 semanas. En ciertas
realizaciones, la dosis inicial es aproximadamente 0,7 mg/kg y se administra una vez cada 2 semanas. En ciertas
realizaciones, la dosis inicial es aproximadamente 0,8 mg/kg y se administra una vez cada 2 semanas.

En ciertas realizaciones, la dosis es una dosis ajustada. En ciertas realizaciones, la dosis ajustada es mayor que la dosis
inicial. En ciertas realizaciones, la dosis ajustada es aproximadamente 2,5 mg, aproximadamente 5 mg, aproximadamente
10 mg, aproximadamente 15 mg, aproximadamente 20 mg, o aproximadamente 35 mg superior a la dosis inicial, o
aproximadamente 0,05 mg/kg, aproximadamente 0,1 mg/kg, aproximadamente 0,15 mg/kg, aproximadamente 0,25 mg/kg,
aproximadamente 0,3 mg/kg, aproximadamente 0,35 mg/kg, aproximadamente 0,4 mg/kg, o0 aproximadamente 0,5 mg/kg
superior a la dosis inicial. En ciertas realizaciones, la dosis ajustada se administra mas frecuentemente que la dosis inicial.
En ciertas realizaciones, la dosis ajustada se administra cada 5, 10, 15, 20, 25, 28, 30, 35 o 40 dias.

En ciertas realizaciones, la dosis ajustada es menor que la dosis inicial. En ciertas realizaciones, la dosis ajustada es
aproximadamente 2,5 mg, aproximadamente 5 mg, aproximadamente 10 mg, aproximadamente 15 mg, aproximadamente
20 mg, o aproximadamente 35 mg menos que la dosis inicial, 0 aproximadamente 0,05 mg/kg, aproximadamente
0,1 mg/kg, aproximadamente 0,15 mg/kg, aproximadamente 0,25 mg/kg, aproximadamente 0,3 mg/kg, aproximadamente
0,35 mg/kg, aproximadamente 0,4 mg/kg, o aproximadamente 0,5 mg/kg menos que la dosis inicial. En ciertas
realizaciones, la dosis ajustada se administra menos frecuentemente que la dosis inicial. En ciertas realizaciones, la dosis
ajustada se administra cada 30, 35, 40, 42, 50, 60, 70, 80 o 90 dias.
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En ciertas realizaciones, la dosis se administra mediante inyeccién. En ciertas realizaciones, la dosis se administra una
vez cada 28 dias o una vez cada 42 dias. En ciertas realizaciones, la dosis se administra de forma continua y/o indefinida.

En ciertas realizaciones, la dosis de un inhibidor de la sefializacién de ActRIl administrada a un sujeto segun los métodos
proporcionados en el presente documento es suficiente para disminuir los niveles y/o actividad de activina en el sujeto en
al menos un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%,
0 al menos en un 100%, 0 como maximo en un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, o como maximo en un 100% en comparacién con los niveles y/o actividad de activina
en una poblacién de referencia (por ejemplo, una poblacién de referencia como se describe en la Seccién 8.6). En ciertas
realizaciones, la activina es activina libre, por ejemplo, activina no asociada con folistatina, 3 similar a la folistatina o
inhibina. En ciertas realizaciones, la activina es activina A. En ciertas realizaciones, los niveles y/o la actividad de activina
se determinan mediante un ensayo como se describe en la Seccién 8.6.

En ciertas realizaciones, la dosis de un inhibidor de la sefializacién de ActRIl administrada a un sujeto segun los métodos
proporcionados en el presente documento es suficiente para disminuir la sefializacién dependiente de Smad en el sujeto
en al menos un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
95%, 0 al menos en un 100%, 0 como maximo en un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%,
65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 0 como maximo en un 100% en comparacién con la sefializacién dependiente de
Smad en una poblacién de referencia (por ejemplo, una poblacién de referencia como se describe en la Seccién 8.6). En
ciertas realizaciones, la sefializacién dependiente de Smad se determina mediante un ensayo como se describe en la
Seccion 8.6.

En ciertas realizaciones, la dosis de un inhibidor de la sefializacién de ActRIl administrada a un sujeto segun los métodos
proporcionados en el presente documento es suficiente para disminuir los niveles y/o actividad de Runx2 en el sujeto en
al menos un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%,
0 al menos en un 100%, 0 como maximo en un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 0 como méaximo en un 100% en comparacién con los niveles y/o actividad de Runx2
en una poblacién de referencia (por ejemplo, una poblacién de referencia como se describe en la Seccién 8.6). En ciertas
realizaciones, los niveles y/o actividad de Runx2 se determinan mediante un ensayo como se describe en la Seccién 8.6.

En ciertas realizaciones, la dosis de un inhibidor de la sefializacién de ActRIl administrada a un sujeto segun los métodos
proporcionados en el presente documento es suficiente para disminuir los niveles y/o actividad de Alp en el sujeto en al
menos un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 0
al menos en un 100%, 0 como maximo en un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, o0 como maximo en un 100% en comparacién con los niveles y/o actividad de Alp en
una poblacién de referencia (por ejemplo, una poblacién de referencia como se describe en la Seccién 8.6). En ciertas
realizaciones, los niveles y/o actividad de Alp se determinan mediante un ensayo como se describe en la Seccion 8.6.

En ciertas realizaciones, la dosis de un inhibidor de la sefializacién de ActRIl administrada a un sujeto segun los métodos
proporcionados en el presente documento es suficiente para disminuir los niveles y/o actividad de Snail en el sujeto en al
menos un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 0
al menos en un 100%, 0 como maximo en un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 0 como méaximo en un 100% en comparacién con los niveles y/o actividad de Snail en
una poblacién de referencia (por ejemplo, una poblacién de referencia como se describe en la Seccién 8.6). En ciertas
realizaciones, los niveles y/o actividad de Snail se determinan mediante un ensayo como se describe en la Seccién 8.6.

En ciertas realizaciones, la dosis de un inhibidor de la sefializacién de ActRIl administrada a un sujeto segun los métodos
proporcionados en el presente documento es suficiente para disminuir los niveles y/o actividad de fosfoSmad?2 en el sujeto
en al menos un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
95%, 0 al menos en un 100%, 0 como maximo en un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%,
65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, o como maximo en un 100% en comparacioén con los niveles y/o actividad de
fosfoSmad2 en una poblacién de referencia (por ejemplo, una poblacién de referencia como se describe en la Seccidén
8.6). En ciertas realizaciones, los niveles y/o actividad de phosphosmad2 se determinan mediante un ensayo como se
describe en la Seccién 8.6.

En ciertas realizaciones, la dosis de un inhibidor de la sefializacién de ActRIl administrada a un sujeto segun los métodos
proporcionados en el presente documento es suficiente para disminuir los niveles y/o actividad de fosfoSmad3 en el sujeto
en al menos un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
95%, 0 al menos en un 100%, 0 como maximo en un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%,
65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 0 como maximo en un 100% en comparacién con los niveles y/o actividad de
fosfoSmad3 en una poblacién de referencia (por ejemplo, una poblacién de referencia como se describe en la Seccidén
8.6). En ciertas realizaciones, los niveles y/o actividad de phosphosmad3 se determinan mediante un ensayo como se
describe en la Seccién 8.6.
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En ciertas realizaciones, la dosis de un inhibidor de la sefializacién de ActRIl administrada a un sujeto segun los métodos
proporcionados en el presente documento es suficiente para disminuir los niveles y/o actividad de proteina urinaria en el
sujeto en al menos un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%,
90%, 95%, o0 al menos en un 100%, 0 como maximo en un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%,
60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 0 como maximo en un 100% en comparacién con los niveles y/o actividad
de proteina urinaria en una poblacién de referencia (por ejemplo, una poblacién de referencia como se describe en la
Seccion 8.6). En ciertas realizaciones, los niveles y/o actividad de la proteina urinaria se determinan mediante un ensayo
como se describe en la Seccién 8.6.

En ciertas realizaciones, la dosis de un inhibidor de la sefializacién de ActRIl administrada a un sujeto segun los métodos
proporcionados en el presente documento es suficiente para disminuir los niveles y/o actividad de Dkk1 en el sujeto en al
menos un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 0
al menos en un 100%, 0 como maximo en un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 0 como maximo en un 100% en comparacioén con los niveles y/o actividad de Dkk1 en
una poblacion de referencia (por ejemplo, una poblacion de referencia como se describe en la Seccién 8.6). En ciertas
realizaciones, los niveles y/o actividad de Dkk1 se determinan mediante un ensayo como se describe en la Seccién 8.6.

En ciertas realizaciones, la dosis de un inhibidor de la sefializacién de ActRIl administrada a un sujeto segun los métodos
proporcionados en el presente documento es suficiente para disminuir los niveles y/o actividad de collail en el sujeto en
al menos un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%,
0 al menos en un 100%, 0 como maximo en un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, o como maximo en un 100% en comparacién con los niveles y/o actividad de coliat
en una poblacién de referencia (por ejemplo, una poblacién de referencia como se describe en la Seccién 8.6). En ciertas
realizaciones, los niveles y/o actividad de collal se determinan mediante un ensayo como se describe en la Seccién 8.6.

En ciertas realizaciones, la dosis de un inhibidor de la sefializacién de ActRIl administrada a un sujeto segun los métodos
proporcionados en el presente documento es suficiente para disminuir los niveles y/o actividad de BSAP en el sujeto en
al menos un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%,
0 al menos en un 100%, 0 como maximo en un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 0 como méaximo en un 100% en comparacién con los niveles y/o actividad de BSAP en
una poblacion de referencia (por ejemplo, una poblacion de referencia como se describe en la Seccién 8.6). En ciertas
realizaciones, los niveles y/o actividad de BSAP se determinan mediante un ensayo como se describe en la Seccion 8.6.

En ciertas realizaciones, la dosis de un inhibidor de la sefializacién de ActRIl administrada a un sujeto segun los métodos
proporcionados en el presente documento es suficiente para disminuir los niveles y/o actividad de CTX en el sujeto en al
menos un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, o
al menos en un 100%, 0 como maximo en un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, o como maximo en un 100% en comparacioén con los niveles y/o actividad de CTX en
una poblacion de referencia (por ejemplo, una poblacion de referencia como se describe en la Seccién 8.6). En ciertas
realizaciones, los niveles y/o actividad de CTX se determinan mediante un ensayo como se describe en la Seccién 8.6.

En ciertas realizaciones, la dosis de un inhibidor de la sefializacién de ActRIl administrada a un sujeto segun los métodos
proporcionados en el presente documento es suficiente para disminuir los niveles y/o actividad de Osterix en el sujeto en
al menos un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%,
0 al menos en un 100%, 0 como maximo en un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, o como maximo en un 100% en comparacién con los niveles y/o actividad de Osterix
en una poblacién de referencia (por ejemplo, una poblacién de referencia como se describe en la Seccién 8.6). En ciertas
realizaciones, los niveles y/o actividad de Osterix se determinan mediante un ensayo como se describe en la Seccién 8.6.

En ciertas realizaciones, la dosis de un inhibidor de la sefializacién de ActRIl administrada a un sujeto segun los métodos
proporcionados en el presente documento es suficiente para disminuir los niveles y/o actividad de ActRIIA en el sujeto en
al menos un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%,
0 al menos en un 100%, 0 como maximo en un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 0 como maximo en un 100% en comparacién con los niveles y/o actividad de ActRIIA
en una poblacién de referencia (por ejemplo, una poblacién de referencia como se describe en la Seccién 8.6). En ciertas
realizaciones, los niveles y/o actividad de ActRIIA se determinan mediante un ensayo como se describe en la Seccién 8.6.

En ciertas realizaciones, la dosis de un inhibidor de la sefializacién de ActRIl administrada a un sujeto segun los métodos
proporcionados en el presente documento es suficiente para aumentar los niveles y/o actividad de Klotho en el sujeto en
al menos un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%,
100%, 125%, 150%, 175%, 200%, 250%, 300%, 350%, 400%, 450%, 0 al menos en un 500%, 0 como maximo en un 5%,
10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 100%, 125%,
150%, 175%, 200%, 250%, 300%, 350%, 400%, 450% o0 como méaximo en un 500% en comparacién con los niveles y/o
actividad de Klotho en una poblacion de referencia (por ejemplo, una poblacién de referencia como se describe en la
Seccion 8.6). En ciertas realizaciones, los niveles y/o actividad de Klotho se determinan mediante un ensayo como se
describe en la Seccién 8.6.
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En ciertas realizaciones, la dosis de un inhibidor de la sefializacién de ActRIl administrada a un sujeto segun los métodos
proporcionados en el presente documento es suficiente para aumentar los niveles y/o actividad alfa-SMA en el sujeto en
al menos un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%,
100%, 125%, 150%, 175%, 200%, 250%, 300%, 350%, 400%, 450%, 0 al menos en un 500%, 0 como maximo en un 5%,
10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 100%, 125%,
150%, 175%, 200%, 250%, 300%, 350%, 400%, 450%, 0 como maximo en un 500% en comparacién con los niveles y/o
actividad de alfa-SMA en una poblacion de referencia (por ejemplo, una poblacién de referencia como se describe en la
Seccion 8.6). En ciertas realizaciones, los niveles y/o actividad de alfa-SMA se determinan mediante un ensayo como se
describe en la Seccién 8.6.

En ciertas realizaciones, la dosis de un inhibidor de la sefializacién de ActRIl administrada a un sujeto segun los métodos
proporcionados en el presente documento es suficiente para aumentar los niveles y/o actividad de MYOCD en el sujeto
en al menos un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
95%, 100%, 125%, 150%, 175%, 200%, 250%, 300%, 350%, 400%, 450%, o al menos en un 500%, 0 como maximo en
un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 100%,
125%, 150%, 175%, 200%, 250%, 300%, 350%, 400%, 450%, o como maximo en un 500% en comparaciéon con los
niveles y/o actividad de MYOCD en una poblacién de referencia (por ejemplo, una poblacion de referencia como se
describe en la Seccién 8.6). En ciertas realizaciones, los niveles y/o actividad de MYOCD se determinan mediante un
ensayo como se describe en la Seccion 8.6.

En ciertas realizaciones, la dosis de un inhibidor de la sefializacién de ActRIl administrada a un sujeto segun los métodos
proporcionados en el presente documento es suficiente para aumentar los niveles y/o actividad de Axin2 en el sujeto en
al menos un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%,
100%, 125%, 150%, 175%, 200%, 250%, 300%, 350%, 400%, 450%, 0 al menos en un 500%, 0 como maximo en un 5%,
10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 100%, 125%,
150%, 175%, 200%, 250%, 300%, 350%, 400%, 450%, 0 como maximo en un 500% en comparacién con los niveles y/o
actividad de Axin2 en una poblacién de referencia (por ejemplo, una poblacién de referencia como se describe en la
Seccién 8.6). En ciertas realizaciones, los niveles y/o actividad de Axin2 se determinan mediante un ensayo como se
describe en la Seccién 8.6.

En ciertas realizaciones, la dosis de un inhibidor de la sefializacién de ActRIl administrada a un sujeto segun los métodos
proporcionados en el presente documento es suficiente para aumentar los niveles de proteina de musculo liso vascular,
tal como, por ejemplo, Sm22-alfa, en el sujeto en comparacién con los niveles de proteina de musculo liso vascular de la
poblacién de referencia (por ejemplo, una poblacién de referencia como se describe en la Seccién 8.6). En ciertas
realizaciones, los niveles y/o actividad de la proteina de musculo liso vascular se determinan mediante un ensayo como
se describe en la Seccién 8.6. En ciertas realizaciones, la dosis de un inhibidor de la sefalizacién de ActRIl administrada
a un sujeto segun los métodos proporcionados en el presente documento es suficiente para aumentar los niveles y/o
actividad de Sm22-alfa en el sujeto en al menos un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%,
65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 100%, 125%, 150%, 175%, 200%, 250%, 300%, 350%, 400%, 450%, o al menos
en un 500%, o como maximo en un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%,
80%, 85%, 90%, 95%, 100%, 125%, 150%, 175%, 200%, 250%, 300%, 350%, 400%, 450%, 0 como maximo en un 500%
en comparacién con los niveles y/o actividad de Sm22-alfa en una poblacion de referencia (por ejemplo, una poblacién
de referencia como se describe en la Seccién 8.6). En ciertas realizaciones, los niveles y/o actividad de Sm22-alfa se
determinan mediante un ensayo como se describe en la Seccién 8.6.

En ciertas realizaciones, la dosis de un inhibidor de la sefializacién de ActRIl administrada a un sujeto segun los métodos
proporcionados en el presente documento es suficiente para aumentar el volumen éseo en el sujeto en al menos un 5%,
10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 0 al menos en un
100%, 0 como maximo en un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%,
85%, 90%, 95%, o como maximo en un 100% en comparacion con el volumen éseo en una poblacién de referencia (por
ejemplo, una poblacién de referencia como se describe en la Seccién 8.6). En ciertas realizaciones, el volumen 6seo se
determina mediante un ensayo como se describe en la Seccién 8.6.

En ciertas realizaciones, la dosis de un inhibidor de la sefializacién de ActRIl administrada a un sujeto segun los métodos
proporcionados en el presente documento es suficiente para disminuir la superficie de fosas de osteoclastos en el sujeto
en al menos un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
95%, 0 al menos en un 100%, 0 como maximo en un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%,
65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, o como maximo en un 100% en comparacién con la superficie de fosas de
osteoclastos en una poblacion de referencia (por ejemplo, una poblacién de referencia como se describe en la Seccién
8.6). En ciertas realizaciones, la superficie de fosas de osteoclastos se determina mediante un ensayo como se describe
en la Secci6n 8.6.

En ciertas realizaciones, la dosis de un inhibidor de la sefializacién de ActRIl administrada a un sujeto segun los métodos

proporcionados en el presente documento es suficiente para mantener las tasas de formacién 6sea en el sujeto, 0
aumentar o disminuir minimamente las tasas de formacién ésea en el sujeto, tal como, como maximo en un 1%, 2,5%,
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5%, 10% o 15% en comparacién con las tasas de formacion 6sea en una poblacién de referencia (por ejemplo, una
poblacién de referencia como se describe en la Seccidon 8.6). En ciertas realizaciones, la tasa de formacion ésea se
determina mediante un ensayo como se describe en la Seccién 8.6.

En ciertas realizaciones, la dosis de un inhibidor de la sefializacién de ActRIl administrada a un sujeto segun los métodos
proporcionados en el presente documento es suficiente para mantener la superficie de osteoblastos en el sujeto, o
aumentar o disminuir minimamente la superficie de osteoclastos en el sujeto, tal como, como maximo en un 1%, 2,5%,
5%, 10% o 15 en comparacioén con la superficie de osteoblastos en una poblacion de referencia (por ejemplo, una
poblacién de referencia como se describe en la Seccién 8.6). En ciertas realizaciones, la superficie de osteoblastos se
determina mediante un ensayo como se describe en la Seccién 8.6.

En ciertas realizaciones, la dosis de un inhibidor de la sefializacién de ActRIl administrada a un sujeto segun los métodos
proporcionados en el presente documento es suficiente para disminuir la transicion osteoblastica aértica en el sujeto en
al menos un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%,
0 al menos en un 100%, 0 como maximo en un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 0 como maximo en un 100% en comparacion con la transicion osteoblastica adrtica en
una poblacion de referencia (por ejemplo, una poblacion de referencia como se describe en la Seccién 8.6). En ciertas
realizaciones, la transicion osteoblastica adrtica se determina mediante un ensayo como se describe en la Seccién 8.6.

En ciertas realizaciones, la dosis de un inhibidor de la sefializacién de ActRIl administrada a un sujeto segun los métodos
proporcionados en el presente documento es suficiente para disminuir el nimero de osteoblastos en el sujeto en al menos
un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, o0 al menos
en un 100%, o como maximo en un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%,
80%, 85%, 90%, 95%, o como maximo en un 100% en comparacién con el nimero de osteoblastos en una poblacién de
referencia (por ejemplo, una poblacién de referencia como se describe en la Seccién 8.6). En ciertas realizaciones, el
numero de osteoblastos se determina mediante un ensayo como se describe en la Seccién 8.6.

En ciertas realizaciones, la dosis de un inhibidor de la sefializacién de ActRIl administrada a un sujeto segun los métodos
proporcionados en el presente documento es suficiente para disminuir la relacién entre la superficie de osteoblastos y la
superficie ésea en el sujeto en al menos un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%,
75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 0 al menos en un 100%, 0 como maximo en un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%,
45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 0 como maximo en un 100% en comparacién con la
relacién entre la superficie de osteoblastos y la superficie 6sea en una poblacién de referencia (por ejemplo, una poblacién
de referencia como se describe en la Seccién 8.6). En ciertas realizaciones, la relacién entre la superficie de osteoblastos
y la superficie 6sea se determina mediante un ensayo como se describe en la Seccién 8.6.

En ciertas realizaciones, la dosis de un inhibidor de la sefializacién de ActRIl administrada a un sujeto segun los métodos
proporcionados en el presente documento es suficiente para disminuir el nUmero de osteoclastos en el sujeto en al menos
un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, o0 al menos
en un 100%, o como maximo en un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%,
80%, 85%, 90%, 95%, o como maximo en un 100% en comparacién con el nimero de osteoclastos en una poblacién de
referencia (por ejemplo, una poblacién de referencia como se describe en la Seccién 8.6). En ciertas realizaciones, el
numero de osteoclastos se determina mediante un ensayo como se describe en la Seccion 8.6.

En ciertas realizaciones, la dosis de un inhibidor de la sefializacién de ActRIl administrada a un sujeto segun los métodos
proporcionados en el presente documento es suficiente para disminuir la relacién entre la superficie de osteoclastos y la
superficie ésea en el sujeto en al menos un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%,
75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 0 al menos en un 100%, 0 como maximo en un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%,
45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 0 como maximo en un 100% en comparacién con la
relacién entre la superficie de osteoclastos y la superficie 6sea en una poblacién de referencia (por ejemplo, una poblacion
de referencia como se describe en la Seccién 8.6). En ciertas realizaciones, la relacion entre la superficie de osteoclastos
y la superficie 6sea se determina mediante un ensayo como se describe en la Seccién 8.6.

En ciertas realizaciones, la dosis de un inhibidor de la sefializacién de ActRIl administrada a un sujeto segun los métodos
proporcionados en el presente documento es suficiente para aumentar el volumen de hueso trabecular en el sujeto en al
menos un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%,
100%, 125%, 150%, 175%, 200%, 250%, 300%, 350%, 400%, 450%, 0 en al menos en un 500%, 0 como maximo en un
5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 100%, 125%,
150%, 175%, 200%, 250%, 300%, 350%, 400%, 450% o0 en como maximo en un 500% en comparacién con el volumen
de hueso trabecular en una poblacion de referencia (por ejemplo, una poblacién de referencia como se describe en la
Seccién 8.6). En ciertas realizaciones, el volumen de hueso trabecular se determina mediante un ensayo como se describe
en la Seccién 8.6.

En ciertas realizaciones, la dosis de un inhibidor de la sefializacién de ActRIl administrada a un sujeto segun los métodos

proporcionados en el presente documento es suficiente para aumentar el grosor trabecular en el sujeto en al menos un
5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 100%, 125%,
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150%, 175%, 200%, 250%, 300%, 350%, 400%, 450%, 0 en al menos en un 500%, 0 como méaximo en un 5%, 10%, 15%,
20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 100%, 125%, 150%, 175%,
200%, 250%, 300%, 350%, 400%, 450% o0 en como maximo en un 500% en comparacién con el grosor trabecular en una
poblacién de referencia (por ejemplo, una poblacién de referencia como se describe en la Seccién 8.6). En ciertas
realizaciones, el grosor trabecular se determina mediante un ensayo como se describe en la Seccién 8.6.

En ciertas realizaciones, la dosis de un inhibidor de la sefializacién de ActRIl administrada a un sujeto segun los métodos
proporcionados en el presente documento es suficiente para aumentar la funcién muscular lisa vascular en el sujeto en al
menos un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%,
100%, 125%, 150%, 175%, 200%, 250%, 300%, 350%, 400%, 450%, 0 en al menos en un 500%, 0 como maximo en un
5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 100%, 125%,
150%, 175%, 200%, 250%, 300%, 350%, 400%, 450%, 0 en como maximo en un 500% en comparacién con la funcién
muscular lisa vascular en una poblacién de referencia (por ejemplo, una poblacién de referencia como se describe en la
Seccién 8.6). En ciertas realizaciones, la funcién muscular lisa vascular se determina mediante un ensayo como se
describe en la Seccién 8.6.

En ciertas realizaciones, la dosis de un inhibidor de la sefializacién de ActRIl administrada a un sujeto segun los métodos
proporcionados en el presente documento es suficiente para disminuir la calcificacion vascular en el sujeto en al menos
un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, o0 al menos
en un 100%, o como maximo en un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%,
80%, 85%, 90%, 95%, o como maximo en un 100% en comparacion con la calcificacion vascular en una poblacién de
referencia (por ejemplo, una poblacién de referencia como se describe en la Seccién 8.6). En ciertas realizaciones, la
calcificacion vascular se determina mediante un ensayo como se describe en la Seccién 8.6. En ciertas realizaciones, la
dosis de un inhibidor de la sefializacién de ActRIl administrada segin los métodos proporcionados en el presente
documento es suficiente para disminuir los niveles de calcio vascular en al menos un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%,
35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, o al menos en un 100%, 0 como maximo en
un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 0 como
méaximo en un 100% en comparacién con los niveles de calcio vascular en una poblacion de referencia (por ejemplo, una
poblacién de referencia como se describe en la Seccién 8.6). En ciertas realizaciones, los niveles de calcio vascular se
determinan mediante un ensayo como se describe en la Seccién 8.6.

En ciertas realizaciones, la dosis de un inhibidor de la sefializacién de ActRIl administrada a un sujeto segun los métodos
proporcionados en el presente documento es suficiente para disminuir los niveles de calcio aértico en el sujeto en al
menos un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 0
al menos en un 100%, 0 como maximo en un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 0 como maximo en un 100% en comparacién con los niveles de calcio aértico en una
poblacién de referencia (por ejemplo, una poblacién de referencia como se describe en la Seccién 8.6). En ciertas
realizaciones, los niveles de calcio aértico se determinan mediante un ensayo como se describe en la Seccién 8.6. En
ciertas realizaciones, la dosis de un inhibidor de la sefializacion de ActRIl administrada a un sujeto segun los métodos
proporcionados en el presente documento es suficiente para disminuir los depositos de calcio en ateromas adrticos en el
sujeto en al menos un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%,
90%, 95%, o0 al menos en un 100%, 0 como maximo en un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%,
60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 0 como maximo en un 100% en comparacion con los depésitos de calcio
en ateromas aérticos en una poblacién de referencia (por ejemplo, una poblacién de referencia como se describe en la
Seccién 8.6). En ciertas realizaciones, los depésitos de calcio en ateromas adrticos se determinan mediante un ensayo
como se describe en la Seccién 8.6.

En ciertas realizaciones, la dosis de un inhibidor de la sefializacién de ActRIl administrada a un sujeto segun los métodos
proporcionados en el presente documento es suficiente para disminuir la transicién endotelial a mesenquimatosa (EnMT)
inducida por la ERC en el sujeto en al menos un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 0 al menos en un 100%, 0 como maximo en un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%,
40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 0 como maximo en un 100% en comparacién con la
EnMT en una poblacién de referencia (por ejemplo, una poblacién de referencia como se describe en la Seccién 8.6). En
ciertas realizaciones, la EnMT se determina mediante un ensayo como se describe en la Seccién 8.6.

En ciertas realizaciones, la dosis de un inhibidor de la sefializacién de ActRIl administrada a un sujeto segun los métodos
proporcionados en el presente documento es suficiente para disminuir el tamafio del corazén (por ejemplo, peso del
corazoén) en el sujeto en al menos un 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, o en al menos un 10%, 0 en al menos un
1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 0 en al menos un 10% en comparacion con el tamafio del corazén (por ejemplo,
peso del corazén) en una poblacion de referencia (por ejemplo, una poblacién de referencia como se describe en la
Seccién 8.6). En ciertas realizaciones, el tamafio del corazén se determina mediante un ensayo como se describe en la
Seccion 8.6.

En ciertas realizaciones, la dosis de un inhibidor de la sefializacién de ActRIl administrada a un sujeto segun los métodos

proporcionados en el presente documento es suficiente para aumentar los niveles de células musculares lisas vasculares
diferenciadas en el sujeto en al menos un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%,
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75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 100%, 125%, 150%, 175%, 200%, 250%, 300%, 350%, 400%, 450%, o en al menos en un
500%, 0 como maximo en un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%,
85%, 90%, 95%, 100%, 125%, 150%, 175%, 200%, 250%, 300%, 350%, 400%, 450% o en como maximo en un 500% en
comparacién con los niveles de células musculares lisas vasculares diferenciadas en una poblaciéon de referencia (por
ejemplo, una poblacién de referencia como se describe en la Seccién 8.6). En ciertas realizaciones, los niveles de células
musculares lisas vasculares diferenciadas se determinan mediante un ensayo como se describe en la Seccién 8.6.

En ciertas realizaciones, la dosis de un inhibidor de la sefializacién de ActRIl administrada a un sujeto segun los métodos
proporcionados en el presente documento es suficiente para disminuir los niveles elevados de rigidez arterial en el sujeto
en al menos un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
95%, 0 al menos en un 100%, 0 como maximo en un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%,
65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, o como maximo en un 100% en comparacién con la rigidez arterial en una
poblacién de referencia (por ejemplo, una poblacién de referencia como se describe en la Seccién 8.6). En ciertas
realizaciones, la rigidez arterial se determina mediante un ensayo como se describe en la Seccién 8.6. En ciertas
realizaciones, la dosis de un inhibidor de la sefializacion de ActRIlI administrada segun los métodos proporcionados en el
presente documento es suficiente para disminuir los niveles elevados de rigidez arterial en el sujeto en al menos un 5%,
10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, o0 al menos en un
100%, 0 como maximo en un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%,
85%, 90%, 95%, o como maximo en un 100% en comparacion con la rigidez arterial en una poblacién de referencia (por
ejemplo, una poblacién de referencia como se describe en la Seccién 8.6). En ciertas realizaciones, la rigidez arterial se
determina mediante un ensayo como se describe en la Seccién 8.6.

En ciertas realizaciones, la dosis de un inhibidor de la sefializacién de ActRIl administrada a un sujeto segun los métodos
proporcionados en el presente documento es suficiente para mantener la tasa de aposicién mineral en el sujeto, 0
aumentar o disminuir minimamente la tasa de aposicién mineral en el sujeto, tal como, como maximo en un 1%, 2,5%,
5%, 10% o0 15% en comparacién con la tasa de aposicion mineral en una poblacion de referencia (por ejemplo, una
poblacién de referencia como se describe en la Seccién 8.6). En ciertas realizaciones, la tasa de aposicion mineral se
determina mediante un ensayo como se describe en la Seccién 8.6.

En ciertas realizaciones, la dosis de un inhibidor de la sefializacién de ActRIl administrada a un sujeto segun los métodos
proporcionados en el presente documento es suficiente para mantener la hipofosfatemia en el sujeto, 0 aumentar o
disminuir minimamente la hipofosfatemia en el sujeto, tal como, como maximo en un 1%, 2,5%, 5%, 10% o 15% en
comparacién con la hipofosfatemia en una poblacién de referencia (por ejemplo, una poblacién de referencia como se
describe en la Seccién 8.6). En ciertas realizaciones, la hipofosfatemia se determina mediante un ensayo como se
describe en la Seccién 8.6.

En ciertas realizaciones, la dosis de un inhibidor de la sefializacién de ActRIl administrada a un sujeto segun los métodos
proporcionados en el presente documento es suficiente para mantener los niveles de FGF23 en el sujeto, 0 aumentar o
disminuir minimamente los niveles de FGF23 en el sujeto, tal como, como maximo en un 1%, 2,5%, 5%, 10% 0 15% en
comparacién con los niveles de FGF23 en una poblacién de referencia (por ejemplo, una poblacién de referencia como
se describe en la Secciéon 8.6). En ciertas realizaciones, los niveles de FGF se determinan mediante un ensayo como se
describe en la Seccién 8.6.

En ciertas realizaciones, la dosis de un inhibidor de la sefializacién de ActRIl administrada a un sujeto segun los métodos
proporcionados en el presente documento es suficiente para reducir la fibrosis renal en el sujeto en al menos un 5%, 10%,
15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 0 al menos en un 100%,
0 como maximo en un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%,
90%, 95% 0 como maximo en un 100% en comparacién con la fibrosis renal en una poblacién de referencia (por ejemplo,
una poblacién de referencia como se describe en la Seccion 8.6). En ciertas realizaciones, la fibrosis renal se determina
mediante un ensayo como se describe en la Seccién 8.6. En ciertas realizaciones, la dosis de un inhibidor de la
sefializacion de ActRIl administrada a un sujeto seglin los métodos proporcionados en el presente documento es suficiente
para reducir la glomeruloesclerosis en el sujeto en al menos un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%,
55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 0 al menos en un 100%, 0 como maximo en un 5%, 10%, 15%, 20%,
25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, o como maximo en un 100% en
comparacién con la glomeruloesclerosis en una poblacién de referencia (por ejemplo, una poblacién de referencia como
se describe en la Seccion 8.6). En ciertas realizaciones, la glomeruloesclerosis se determina mediante un ensayo como
se describe en la Seccién 8.6.

En ciertas realizaciones, la dosis de un inhibidor de la sefializacién de ActRIl administrada a un sujeto segun los métodos
proporcionados en el presente documento es suficiente para normalizar los niveles de uno o mas de los biomarcadores
proporcionados en el presente documento (por ejemplo, Runx2, Snaii, fosfoSmad2, colial, CTX, Osterix, alfa-SMA,
MYQCD, Sm22-alfa, fosfoSmad3 y/o proteina urinaria). Por ejemplo, en ciertas realizaciones, la dosis de un inhibidor de
la sefializacién de ActRIl administrada a un sujeto segun los métodos proporcionados en el presente documento es
suficiente para aumentar o disminuir los niveles de uno o mas de los biomarcadores proporcionados en el presente
documento (por ejemplo, Runx2, Snaii, fosfoSmad2, collal, CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD, Sm22-alfa, fosfoSmad3
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y/o proteina urinaria) a los niveles de los biomarcadores respectivos en una poblacion de referencia (por ejemplo, una
poblacién de referencia como se describe en la Seccion 8.6).

En ciertas realizaciones, la dosis de un inhibidor de la sefializacién de ActRIl administrada a un sujeto segun los métodos
proporcionados en el presente documento es suficiente para tratar y/o prevenir la hipertrofia cardiaca en el sujeto. En
ciertas realizaciones, la hipertrofia cardiaca se determina mediante un ensayo como se describe en la Seccion 8.6. En
ciertas realizaciones, la dosis de un inhibidor de la sefializacion de ActRIl administrada a un sujeto segun los métodos
proporcionados en el presente documento es suficiente para tratar y/o prevenir la HVI en el sujeto.

Cuando se usa junto con una dosis proporcionada en el presente documento (por ejemplo, una dosis de un inhibidor de
la sefializacién de ActRIl o una dosis de un segundo agente activo), la palabra "aproximadamente" se refiere a cualquier
numero dentro de 1, 5 0 10% del nimero referenciado.

En ciertas realizaciones, un inhibidor de la sefalizacién de ActRIl como se describe en el presente documento se
administra a un sujeto segun los métodos proporcionados en el presente documento por via subcutanea o intravenosa.

En ciertas realizaciones, se administran 0,13 mg/kg de ActRIIA-hFc¢ (SEQ ID NO:7) por via subcutanea a un sujeto tratado
segun los métodos proporcionados con un intervalo de una vez cada 14 dias. En ciertas realizaciones, se administran
0,26 mg/kg de ActRIIA-hFc (SEQ ID NO:7) por via subcutanea a un sujeto tratado seguin los métodos proporcionados con
un intervalo de una vez cada 14 dias. En ciertas realizaciones, se administran 0,1 mg/kg de ActRIIA-hFc (SEQ ID NO:7)
por via intravenosa a un sujeto tratado segun los métodos proporcionados con un intervalo de una vez cada 14 dias. En
ciertas realizaciones, se administran 0,2 mg/kg de ActRIIA-hFc (SEQ ID NO:7) por via intravenosa a un sujeto tratado
segun los métodos proporcionados con un intervalo de una vez cada 14 dias. En ciertas realizaciones, se administran 0,3
mg/kg de ActRIIA-hFc (SEQ ID NO:7) por via subcutanea a un sujeto tratado segun los métodos proporcionados con un
intervalo de una vez cada 28 dias. En ciertas realizaciones, se administran 0,5 mg/kg de ActRIIA-hFc (SEQ ID NO:7) por
via subcutanea a un sujeto tratado segun los métodos proporcionados con un intervalo de una vez cada 28 dias. En
ciertas realizaciones, se administran 0,7 mg/kg de ActRIIA-hFc (SEQ ID NO:7) por via subcutanea a un sujeto tratado
segun los métodos proporcionados con un intervalo de una vez cada 28 dias.

8.8 TERAPIA COMBINADA

En ciertas realizaciones, los métodos se llevan a cabo en combinacién con un segundo agente farmacéuticamente activo.
Dicha terapia combinada puede lograrse mediante la administraciéon simultdnea, secuencial o separada de los
componentes individuales del tratamiento. Ademas, cuando se administran como un componente de dicha terapia
combinada, el inhibidor de la sefializacién de ActRIl y el segundo agente farmacéuticamente activo pueden ser sinérgicos,
de manera que la dosis diaria de uno 0 ambos componentes puede reducirse en comparacién con la dosis de cualquiera
de los componentes que normalmente se administraria como monoterapia. Alternativamente, cuando se administra como
un componente de dicha terapia combinada, el inhibidor de la sefializacién de ActRIl proporcionado en el presente
documento y el segundo agente farmacéuticamente activo pueden ser aditivos, de manera que la dosis diaria de cada
uno de los componentes es similar o igual a la dosis de cualquiera de los componentes que normalmente se administraria
como monoterapia.

En ciertas realizaciones, el inhibidor de la sefializaciéon de ActRIl se administra el mismo dia que un segundo agente
farmacéuticamente activo. En ciertas realizaciones, el inhibidor de la sefializacién de ActRIl se administra uno, dos, tres
0 mas dias antes que un segundo agente farmacéuticamente activo. En ciertas realizaciones, el inhibidor de la
sefializacién de ActRIl se administra uno, dos, tres 0 mas dias después de un segundo agente farmacéuticamente activo.
En ciertas realizaciones, el inhibidor de la sefializacion de ActRIl se administra una, dos, tres 0 mas semanas después de
un segundo agente farmacéuticamente activo.

En ciertas realizaciones, el segundo agente farmacéuticamente activo es un antagonista de Snail, fosfoSmad2,
fosfoSmad3, proteina urinaria, Dkk1, colial, activina (por ejemplo, activina libre}, Runx2, Alp, BSAP, CTX y/u Osterix, tal
como un anticuerpo o fragmento del mismo, un inhibidor de sefializacion de molécula pequefia, un acido nucleico
antisentido, un &cido nucleico interferente pequefio, una proteina negativa dominante o fragmento del mismo. En ciertas
realizaciones, el segundo agente farmacéuticamente activo es un agonista de Klotho, alfa-SMA, MYOCD, Axin2 y/o Sm22-
alfa, tal como un anticuerpo o fragmento del mismo o una molécula pequefia.

En ciertas realizaciones, el segundo agente farmacéuticamente activo es un agente activo usado para tratar enfermedades
cardiovasculares, calcificacién vascular, enfermedades cardiovasculares asociadas a y/o resultantes de calcificacion
vascular, y/o enfermedades cardiovasculares asociadas a y/o resultantes de enfermedad renal, tales como, por ejemplo,
un inhibidor de la sefializacion de aldosterona, un bloqueante de los receptores de angiotensina I, un betabloqueante, un
blogueante de los canales de calcio, un farmaco reductor del colesterol, digoxina, un diurético, una terapia inotrépica,
potasio 0 magnesio, un vasodilatador y/o warfarina.

En ciertas realizaciones, el segundo agente farmacéuticamente activo es un agente activo usado para tratar enfermedad
renal crénica, tal como, por ejemplo, un bloqueante de los receptores de angiotensina I, un betablogueante, un bloqueante
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de los canales de calcio, un inhibidor directo de la sefializacién de la renina, un diurético, un vasodilatador, un tratamiento
con eritropoyetina, un tratamiento de sustitucién con hierro y/o vitamina D.

En ciertas realizaciones, los métodos se llevan a cabo en combinacién con un método para tratar o mejorar enfermedad
cardiovascular, calcificacién vascular, enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de la calcificacién vascular,
y/o enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de la enfermedad renal, y/o enfermedad renal crénica.

8.9 COMPOSICIONES FARMACEUTICAS

En ciertas realizaciones, los antagonistas de activina-ActRIl (por ejemplo, polipéptidos ActRIl) se formulan con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable para su uso con los métodos descritos en el presente documento. Por ejemplo, se puede
administrar un polipéptido ActRIl solo 0 como un componente de una formulacién farmacéutica (composicién terapéutica).
Los compuestos objeto se pueden formular para administracién en cualquier modo conveniente para su uso en medicina
o veterinaria. ActRIl puede ser ActRIIA o ActRIIB.

En ciertas realizaciones, los métodos terapéuticos proporcionados en el presente documento incluyen la administracion
de la composicion (que comprende un inhibidor de la sefializaciéon de ActRIl} sistémicamente, o localmente como un
implante o dispositivo. Cuando se administra, la composicion terapéutica para los usos proporcionados en el presente
documento esta en una forma fisioldgicamente aceptable y libre de pirébgenos. Los agentes terapéuticamente (tiles
distintos de los antagonistas de ActRIl que también se pueden incluir opcionalmente en la composicién que se ha descrito
anteriormente se pueden administrar simultAneamente o uno detras de otro con los compuestos objeto (por ejemplo,
polipéptidos ActRII, tales como polipéptidos ActRIIA y/o ActRIIB (véase la Seccién 8.5)).

Normalmente, los antagonistas de ActRIl se administraran por via parenteral. Las composiciones farmacéuticas
adecuadas para administracion parenteral pueden comprender uno o mas polipéptidos ActRIl en combinacion con una o
mas disoluciones, dispersiones, suspensiones 0 emulsiones acuosas O nO acuosas isotOnicas estériles
farmacéuticamente aceptables, o polvos estériles que se pueden reconstituir en disoluciones o dispersiones inyectables
estériles justo antes de uso, que pueden contener antioxidantes, tampones, bacteriostaticos, solutos que convierten la
formulacién en isoténica con la sangre del receptor previsto 0 agentes de suspension o espesantes. Los ejemplos de
vehiculos acuosos y no acuosos adecuados que se pueden emplear en las composiciones farmacéuticas para su uso en
los métodos descritos en el presente documento incluyen agua, etanol, polioles (tales como glicerol, propilenglicol,
polietilenglicol y similares) y mezclas adecuadas de los mismos, aceites vegetales, tales como aceite de oliva, y ésteres
organicos inyectables, tales como oleato de etilo. Se puede mantener la fluidez apropiada, por ejemplo, usando materiales
de recubrimiento, tales como lecitina, por el mantenimiento del tamario de particulas requerido en el caso de dispersiones,
y usando tensioactivos.

Ademas, la composicién se puede encapsular o inyectar en una forma para la administracién a un sitio de tejido diana
(por ejemplo, hueso). En ciertas realizaciones, las composiciones para su uso en los métodos descritos en el presente
documento pueden incluir una matriz capaz de suministrar uno 0 mas compuestos terapéuticos (por ejemplo, polipéptidos
ActRIIA) a un sitio de tejido diana (por ejemplo, hueso), proporcionando una estructura para el tejido en desarrollo y
optimamente capaz de ser resorbido en el cuerpo. Por ejemplo, la matriz puede proporcionar liberaciéon lenta de los
polipéptidos ActRIIA. Dichas matrices se pueden formar de materiales actualmente en uso para otras aplicaciones
médicas implantadas.

La elecciéon del material matriz se basa en biocompatibilidad, biodegradabilidad, propiedades mecanicas, aspecto
cosmeético y propiedades de interfase. La aplicaciéon particular de las composiciones objeto definiran la formulacién
apropiada. Posibles matrices para las composiciones pueden ser sulfato de calcio biodegradable y quimicamente definido,
fosfato de tricalcio, hidroxiapatita, acido polilactico y polianhidridos. Otros posibles materiales son biodegradables y
biolégicamente bien definidos, tales como hueso o colageno dérmico. Otras matrices comprenden proteinas puras o
componentes de la matriz extracelular. Otras posibles matrices son no biodegradables y estan quimicamente definidas,
tales como hidroxiapatita sinterizada, biovidrio, aluminatos u otros ceramicos. Las matrices pueden comprender
combinaciones de cualquiera de los tipos de material mencionados anteriormente, tales como &cido polilactico e
hidroxiapatita o colageno y fosfato de tricalcio. Los bioceramicos se pueden alterar en la composicién, tal como en calcio-
aluminato-fosfato, y procesar para alterar el tamafio de poro, tamafio de particulas, forma de la particula vy
biodegradabilidad.

En ciertas realizaciones, las composiciones para su uso en los métodos descritos en el presente documento (que
comprenden el inhibidor de la sefializacién de ActRIl) se puede administrar por via oral, por ejemplo, en forma de capsulas,
sellos, pildoras, comprimidos, pastillas para chupar (usando una base aromatizada, normalmente sacarosa y goma
arabiga o tragacanto), polvos, granulos, o0 como una disolucién o una suspensién en un liquido acuoso 0 nNo acuoso, o
como una emulsién liquida de aceite en agua o de agua en aceite, 0 como un elixir o jarabe, 0 como pastillas (usando una
base inerte, tal como gelatina y glicerina, o sacarosa y goma arabiga) y/o como enjuagues bucales y similares, cada uno
de los cuales contiene una cantidad predeterminada de un agente como principio activo. Un agente también se puede
administrar como un bolo, electuario o pasta.
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En formas farmacéuticas soélidas para administracién por via oral (capsulas, comprimidos, pildoras, comprimidos
recubiertos de azlcar, polvos, granulos y similares), se puede mezclar uno o mas compuestos terapéuticos descritos en
el presente documento con uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables, tales como citrato de sodio o fosfato de
dicalcio, y/o cualquiera de los siguientes: (1) cargas o sustancias de relleno, tales como almidones, lactosa, sacarosa,
glucosa, manitol y/o acido silicico; (2) aglutinantes, tales como, por ejemplo, carboximetilcelulosa, alginatos, gelatina,
polivinilpirrolidona, sacarosa y/o goma arabiga; (3) humectantes, tales como glicerol; (4) agentes disgregantes, tales como
agar-agar, carbonato calcico, patata o almidén de tapioca, acido alginico, ciertos silicatos y carbonato sédico; (5) agentes
retardantes de la disolucién, tales como parafina; (6) aceleradores de la absorcién, tales como compuestos de amonio
cuaternario; (7) agentes humectantes, tales como, por ejemplo, alcohol cetilico y monoestearato de glicerol; (8)
absorbentes, tales como caolin y arcilla de bentonita; (9) lubricantes, tales como talco, estearato de calcio, estearato de
magnesio, polietilenglicoles sdlidos, laurilsulfato de sodio y mezclas de los mismos; y (10) colorantes. En el caso de
capsulas, comprimidos y pildoras, las composiciones farmacéuticas también pueden comprender agentes de
tamponamiento. Las composiciones sélidas de un tipo similar también se pueden emplear como cargas en capsulas de
gelatina blanda y dura usando excipientes, tales como lactosa o azlcares de la leche, asi como polietilenglicoles de alto
peso molecular y similares.

Formas farmacéuticas liquidas para administracion por via oral incluyen emulsiones, microemulsiones, disoluciones,
suspensiones, jarabes y elixires farmacéuticamente aceptables. Ademas del principio activo, las formas farmacéuticas
liquidas pueden contener diluyentes inertes cominmente usados en la técnica, tales como agua u otros disolventes,
solubilizantes y emulsionantes, tales como alcohol etilico, alcohol isopropilico, carbonato de etilo, acetato de etilo, alcohol
bencilico, benzoato de bencilo, propilenglicol, 1,3-butilenglicol, aceites (en particular, aceites de semilla de algodén,
cacahuete, maiz, germen, oliva, ricino y sésamo), glicerol, alcohol tetrahidrofurilico, polietilenglicoles y ésteres de acidos
grasos de sorbitano, y mezclas de los mismos. Ademas de los diluyentes inertes, las composiciones orales también
pueden incluir adyuvantes, tales como agentes humectantes, emulsionantes y agentes de suspensién, edulcorantes,
aromatizantes, colorantes, perfumantes y conservantes.

Las suspensiones, ademas de los compuestos activos, pueden contener agentes de suspensioén, tales como alcoholes
isoestearilicos etoxilados, polioxietilensorbitol y ésteres de sorbitano, celulosa microcristalina, metahidréxido de aluminio,
bentonita, agar-agar y tragacanto, y mezclas de los mismos.

Las composiciones descritas en el presente documento también pueden contener adyuvantes, tales como conservantes,
humectantes, emulsionantes y dispersantes. La prevencidon de la accion de microorganismos se puede garantizar por la
inclusién de diversos agentes antibacterianos y antiflingicos, por ejemplo, parabeno, clorobutanol, acido fenolsérbico, y
similares. También puede desearse incluir agentes isoténicos, tales como azulcares, cloruro sodico y similares en las
composiciones. Ademas, la absorcion prolongada de la forma farmacéutica inyectable se puede provocar por la inclusién
de agentes que retrasan la absorcion, tales como monoestearato de aluminio y gelatina.

Se entiende que la pauta posolégica sera determinada por el médico adjunto considerando diversos factores que
modifican la accién de los compuestos descritos en el presente documento (por ejemplo, polipéptidos ActRIl, tales como
polipéptidos ActRIIA y/o ActRIIB (véase la Seccién 8.5)). Los diversos factores incluyen, pero no se limitan a, cantidad de
peso de hueso que se desea formar, el grado de pérdida de densidad 6sea, el sitio de dafio 6seo, la condicion del hueso
dafiado, la edad del sujeto, sexo y dieta, la intensidad de cualquier enfermedad que pueda ser que contribuya a la pérdida
de hueso, el tiempo de administracion y otros factores clinicos. Opcionalmente, la dosis puede variar con el tipo de matriz
usado en la reconstitucién y los tipos de compuestos en la composicién. La adicién de otros factores de crecimiento
conocidos a la composicién final también puede afectar la dosis. El progreso se puede monitorizar por evaluacién periédica
del crecimiento y/o reparacién 6sea, por ejemplo, rayos X (incluyendo DEXA), determinaciones histomorfométricas y
marcado con tetraciclinas.

En el presente documento se desvela una terapia génica para la produccién in vivo de polipéptidos ActRIl. Dicha terapia
lograria su efecto terapéutico por introduccién de las secuencias de polinucleétidos ActRIl en células o tejidos que tienen
los trastornos que se enumeraron anteriormente. La administracién de secuencias de polinucleétidos ActRIl se puede
lograr usando un vector de expresion recombinante, tal como un virus quimérico o un sistema de dispersién coloidal. Para
la administracién terapéutica de secuencias de polinucleétidos ActRIl se prefiere el uso de liposomas dirigidos. Los
polipéptidos ActRIl pueden ser polipéptidos ActRIIA y/o ActRIIB (véase la Seccién 8.5)).

Diversos vectores viricos que se pueden utilizar para la genoterapia como se ensefia en el presente documento incluyen
adenovirus, virus del herpes, variolovacuna o, preferentemente, un virus de ARN, tal como un retrovirus. Preferentemente,
el vector retrovirico es un derivado de un retrovirus murino o aviar. Los ejemplos de vectores retroviricos en los que un
gen extrafio individual se puede insertar incluyen, pero no se limitan a: virus de la leucemia murina de Moloney (MoMuLV}),
virus del sarcoma murino de Harvey (HaMuSV), virus del tumor mamario murino (MuMTYV) y virus del sarcoma de Rous
(RSV). Varios vectores retroviricos adicionales pueden incorporar multiples genes. Todos estos vectores pueden transferir
o incorporar un gen para un marcador de seleccién de manera que las células transducidas se puedan identificar y generar.
Los vectores retroviricos se pueden hacer especificos de diana uniendo, por ejemplo, un azlcar, un glicolipido o una
proteina. El direccionamiento preferido se lleva a cabo usando un anticuerpo. Los expertos en la técnica reconoceran que
las secuencias de polinucleétidos especificas se pueden insertar en el genoma retrovirico o unir a una envoltura virica
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para permitir la administracion especifica de diana del vector retrovirico que contiene el polinucleétido ActRIIl.
Preferiblemente, el vector se dirige a hueso o cartilago.

Alternativamente, el cultivo de células de tejido se puede transfectar directamente con plasmidos que codifican los genes
estructurales retroviricos gag, pol y env, por transfeccién convencional con fosfato de calcio. Estas células se transfectan
entonces con el plasmido vector que contiene los genes de interés. Las células resultantes liberan el vector retrovirico en
el medio de cultivo.

Otra administracion elegida como sistema diana para polinucleétidos ActRIl es un sistema de dispersién coloidal. Los
sistemas de dispersion coloidal incluyen complejos de macromoléculas, nanocapsulas, microesferas, perlas y sistemas
basados en lipidos que incluyen emulsiones de aceite en agua, micelas, micelas mixtas y liposomas. El sistema coloidal
preferido para su uso en los métodos descritos en el presente documento es un liposoma. Los liposomas son vesiculas
de membrana artificiales que son utiles como vehiculos de administracion in vitro e in vivo. Se pueden encapsular ARN,
ADN vy viriones intactos dentro del interior acuoso y se administran a células en una forma biolégicamente activa (véase
por ejemplo, Fraley, et al., Trends Biochem. Sci., 6:77, 1981). Se conocen en la técnica métodos para la eficiente
transferencia génica usando un vehiculo de liposoma, véase por ejemplo, Mannino, et al., Biotechniques, 6:682, 1988. La
composicion del liposoma es normalmente una combinacion de fosfolipidos, normalmente en combinacion con esteroides,
especialmente colesterol. También se pueden usar otros fosfolipidos u otros lipidos. Las caracteristicas fisicas de los
liposomas dependen del pH, fuerza idnica y la presencia de cationes divalentes.

Los ejemplos de lipidos utiles en la produccidon de liposomas incluyen compuestos de fosfatidilo, tales como
fosfatidilglicerol, fosfatidilcolina, fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina, esfingolipidos, cerebrésidos y ganglidésidos. Los
fosfolipidos ilustrativos incluyen fosfatidilcolina de huevo, dipalmitoilfosfatidilcolina y diestearoilfosfatidilcolina. El
direccionamiento de liposomas también es posible basandose en, por ejemplo, la especificidad por érgano, la
especificidad por célula y la especificidad por organulo y se conoce en la técnica.

En ciertas realizaciones, el inhibidor de la sefializacién de ActRIl esta sustancialmente puro en una composicion
farmacéutica. Especificamente, como méaximo 20%, 10%, 5%, 2,5%, 1%, 0,1%, o como maximo 0,05%, de los compuestos
en la composicién farmacéutica son compuestos distintos del inhibidor de la sefializacién de ActRIl y el vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

8.10 KITS

Se divulga en el presente documento un kit que comprende uno o mas recipientes llenos de uno o mas reactivos para
determinar el nivel de uno o0 mas biomarcadores descritos en el presente documento (por ejemplo, Runx2, Alp, Snail,
fosfoSmad2, Dkk1, collal, activina, BSAP, CTX, Osterix, Klotho, alfa-SMA, MYOCD, Sm22-alfa, fosfoSmad3, ActRIIA,
Axin2 y proteina urinaria) en una muestra obtenida de un sujeto descrito en el presente documento. En ciertos ejemplos,
el kit comprende uno 0 mas reactivos para determinar el nivel de un biomarcador descrito en el presente documento (por
ejemplo, Runx2, Alp, Snail, fosfoSmad2, Dkk1, collal, activina, BSAP, CTX, Osterix, Klotho, alfa-SMA, MYOCD, Sm22-
alfa, fosfoSmad3, ActRIIA, Axin2 y proteina urinaria) en una muestra obtenida de un sujeto descrito en el presente
documento. En ciertos ejemplos, el kit comprende uno o mas reactivos para determinar el nivel de Runx2 en una muestra
obtenida de un sujeto descrito en el presente documento. En ciertos ejemplos, el kit comprende uno o mas reactivos para
determinar el nivel de A1p en una muestra obtenida de un sujeto descrito en el presente documento. En ciertos ejemplos,
el kit comprende uno 0 mas reactivos para determinar el nivel de Snai1 en una muestra obtenida de un sujeto descrito en
el presente documento. En ciertos ejemplos, el kit comprende uno o mas reactivos para determinar el nivel de
phosphosmad?2 en una muestra obtenida de un sujeto descrito en el presente documento. En ciertos ejemplos, el kit
comprende uno o més reactivos para determinar el nivel de Dkk1 en una muestra obtenida de un sujeto descrito en el
presente documento. En ciertos ejemplos, el kit comprende uno o mas reactivos para determinar el nivel de colial en una
muestra obtenida de un sujeto descrito en el presente documento. En ciertos ejemplos, el kit comprende uno o mas
reactivos para determinar el nivel de activina en una muestra obtenida de un sujeto descrito en el presente documento.
En ciertos ejemplos, el kit comprende uno o mas reactivos para determinar el nivel de BSAP en una muestra obtenida de
un sujeto descrito en el presente documento. En ciertos ejemplos, el kit comprende uno o mas reactivos para determinar
el nivel de CTX en una muestra obtenida de un sujeto descrito en el presente documento. En ciertos ejemplos, el kit
comprende uno o mas reactivos para determinar el nivel de Osterix en una muestra obtenida de un sujeto descrito en el
presente documento. En ciertos ejemplos, el kit comprende uno o0 mas reactivos para determinar el nivel de Klotho en una
muestra obtenida de un sujeto descrito en el presente documento. En ciertos ejemplos, el kit comprende uno o mas
reactivos para determinar el nivel de alfa-SMA en una muestra obtenida de un sujeto descrito en el presente documento.
En ciertos ejemplos, el kit comprende uno o mas reactivos para determinar el nivel de MYOCD en una muestra obtenida
de un sujeto descrito en el presente documento. En ciertos ejemplos, el kit comprende uno o mas reactivos para determinar
el nivel de Sm22-alfa en una muestra obtenida de un sujeto descrito en el presente documento. En ciertos ejemplos, el kit
comprende uno o mas reactivos para determinar el nivel de phosphosmad3 en una muestra obtenida de un sujeto descrito
en el presente documento. En ciertos ejemplos, el kit comprende uno o mas reactivos para determinar el nivel de proteina
urinaria en una muestra obtenida de un sujeto descrito en el presente documento. En ciertos ejemplos, el kit comprende
uno o mas reactivos para determinar el nivel de ActRIIA en una muestra obtenida de un sujeto descrito en el presente
documento. En ciertos ejemplos, el kit comprende uno o mas reactivos para determinar el nivel de Axin2 en una muestra
obtenida de un sujeto descrito en el presente documento.

72



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2978 963 T3

En ciertos ejemplos, el kit comprende uno o mas reactivos para determinar el nivel de dos biomarcadores descritos en el
presente documento (por ejemplo, dos biomarcadores seleccionados del grupo que consiste en Runx2, Alp, Snail,
fosfoSmad2, Dkk1, coltal, activina, BSAP, CTX, Osterix, Klotho, alfa-SMA, MYOCD, Sm22-alfa, fosfoSmad3, ActRIIA,
Axin2 y proteina urinaria) en una muestra obtenida de un sujeto descrito en el presente documento. En ciertos ejemplos,
el kit comprende uno o mas reactivos para determinar el nivel de tres biomarcadores descritos en el presente documento
(por ejemplo, tres biomarcadores seleccionados del grupo que consiste en Runx2, A1p, Snail, fosfoSmad2, Dkk1, collal,
activina, BSAP, CTX, Osterix, Klotho, alfa-SMA, MYOCD, Sm22-alfa, fosfoSmad3, ActRIIA, Axin2 y proteina urinaria) en
una muestra obtenida de un sujeto descrito en el presente documento. En ciertos ejemplos, el kit comprende uno o mas
reactivos para determinar el nivel de cuatro biomarcadores descritos en el presente documento (por ejemplo, cuatro
biomarcadores seleccionados del grupo que consiste en Runx2, Alp, Snalil, fosfoSmad2, Dkk1, collal, activina, BSAP, CTX,
Osterix, Klotho, alfa-SMA, MYOCD, Sm22-alfa, fosfoSmad3, ActRIIA, Axin2 y proteina urinaria) en una muestra obtenida
de un sujeto descrito en el presente documento. En ciertos ejemplos, el kit comprende uno o mas reactivos para determinar
el nivel de cinco biomarcadores descritos en el presente documento (por ejemplo, cinco biomarcadores seleccionados del
grupo que consiste en Runx2, Alp, Snail, fosfoSmad2, Dkk1, collal, activina, BSAP, CTX, Osterix, Klotho, alfa-SMA,
MYOCD, Sm22-alfa, fosfoSmad3, ActRIIA, Axin2 y proteina urinaria) en una muestra obtenida de un sujeto descrito en el
presente documento. En ciertos ejemplos, el kit comprende uno o mas reactivos para determinar el nivel de seis
biomarcadores descritos en el presente documento (por ejemplo, seis biomarcadores seleccionados del grupo que
consiste en Runx2, Alp, Snalil, fosfoSmad2, Dkk1, collal, activina, BSAP, CTX, Osterix, Klotho, alfa-SMA, MYOCD, Sm22-
alfa, fosfoSmad3, ActRIIA, Axin2 y proteina urinaria) en una muestra obtenida de un sujeto descrito en el presente
documento. En ciertos ejemplos, el kit comprende uno o mas reactivos para determinar el nivel de siete biomarcadores
descritos en el presente documento (por ejemplo, siete biomarcadores seleccionados del grupo que consiste en Runx2,
Alp, Snail, fosfoSmad2, Dkk1, collal, activina, BSAP, CTX, Osterix, Klotho, alfa-SMA, MYOCD, Sm22-alfa, fosfoSmad3,
ActRIIA, Axin2 y proteina urinaria) en una muestra obtenida de un sujeto descrito en el presente documento. En ciertos
ejemplos, el kit comprende uno o mas reactivos para determinar el nivel de ocho biomarcadores descritos en el presente
documento (por ejemplo, ocho biomarcadores seleccionados del grupo que consiste en Runx2, Alp, Snail, fosfoSmad2,
Dkk1, collal, activina, BSAP, CTX, Osterix, Klotho, alfa-SMA, MYOCD, Sm22-alfa, fosfoSmad3, ActRIIA, Axin2 y proteina
urinaria) en una muestra obtenida de un sujeto descrito en el presente documento. En ciertos ejemplos, el kit comprende
uno o mas reactivos para determinar el nivel de nueve biomarcadores descritos en el presente documento (por ejemplo,
nueve biomarcadores seleccionados del grupo que consiste en Runx2, Alp, Snail, fosfoSmad2, Dkk1, collal, activina, BSAP,
CTX, Osterix, Klotho, alfa-SMA, MYOCD, Sm22-alfa, fosfoSmad3, ActRIIA, Axin2 y proteina urinaria) en una muestra
obtenida de un sujeto descrito en el presente documento. En ciertos ejemplos, el kit comprende uno o mas reactivos para
determinar el nivel de diez biomarcadores descritos en el presente documento (por ejemplo, diez biomarcadores
seleccionados del grupo que consiste en Runx2, Alp, Snail, fosfoSmad2, Dkk1, collal, activina, BSAP, CTX, Osterix,
Klotho, alfa-SMA, MYOCD, Sm22-alfa, fosfoSmad3, ActRIIA, Axin2 y proteina urinaria) en una muestra obtenida de un
sujeto descrito en el presente documento. En ciertos ejemplos, el kit comprende uno 0 mas reactivos para determinar el
nivel de once biomarcadores descritos en el presente documento (por ejemplo, once biomarcadores seleccionados del
grupo que consiste en Runx2, Alp, Snail, fosfoSmad2, Dkk1, collal, activina, BSAP, CTX, Osterix, Klotho, alfa-SMA,
MYOCD, Sm22-alfa, fosfoSmad3, ActRIIA, Axin2 y proteina urinaria) en una muestra obtenida de un sujeto descrito en el
presente documento. En ciertos ejemplos, el kit comprende uno o mas reactivos para determinar el nivel de doce
biomarcadores descritos en el presente documento (por ejemplo, doce biomarcadores seleccionados del grupo que
consiste en Runx2, Alp, Snalil, fosfoSmad2, Dkk1, collal, activina, BSAP, CTX, Osterix, Klotho, alfa-SMA, MYOCD, Sm22-
alfa, fosfoSmad3, ActRIIA, Axin2 y proteina urinaria) en una muestra obtenida de un sujeto descrito en el presente
documento. En ciertos ejemplos, el kit comprende uno o mas reactivos para determinar el nivel de trece biomarcadores
descritos en el presente documento (por ejemplo, trece biomarcadores seleccionados del grupo que consiste en Runx2,
Alp, Snail, fosfoSmad2, Dkk1, collal, activina, BSAP, CTX, Osterix, Klotho, alfa-SMA, MYOCD, Sm22-alfa, fosfoSmad3,
ActRIIA, Axin2 y proteina urinaria) en una muestra obtenida de un sujeto descrito en el presente documento. En ciertos
ejemplos, el kit comprende uno o mas reactivos para determinar el nivel de catorce biomarcadores descritos en el presente
documento (por ejemplo, catorce biomarcadores seleccionados del grupo que consiste en Runx2, Alp, Snail, fosfoSmad2,
Dkk1, collal, activina, BSAP, CTX, Osterix, Klotho, alfa-SMA, MYOCD, Sm22-alfa, fosfoSmad3, ActRIIA, Axin2 y proteina
urinaria) en una muestra obtenida de un sujeto descrito en el presente documento. En ciertos ejemplos, el kit comprende
uno o mas reactivos para determinar el nivel de quince biomarcadores descritos en el presente documento (por ejemplo,
quince biomarcadores seleccionados del grupo que consiste en Runx2, Alp, Snail, fosfoSmad2, Dkk1, colial, activina,
BSAP, CTX, Osterix, Klotho, alfa-SMA, MYOCD, Sm22-alfa, fosfoSmad3, ActRIIA, Axin2 y proteina urinaria) en una
muestra obtenida de un sujeto descrito en el presente documento. En ciertos ejemplos, el kit comprende uno o0 mas
reactivos para determinar el nivel de dieciséis biomarcadores descritos en el presente documento (por ejemplo, dieciséis
biomarcadores seleccionados del grupo que consiste en Runx2, Alp, Snail, fosfoSmad2, Dkk1, collal, activina, BSAP, CTX,
Osterix, Klotho, alfa-SMA, MYOCD, Sm22-alfa, fosfoSmad3, ActRIIA, Axin2 y proteina urinaria) en una muestra obtenida
de un sujeto descrito en el presente documento. En ciertos ejemplos, el kit comprende uno o mas reactivos para determinar
el nivel de diecisiete biomarcadores descritos en el presente documento (por ejemplo, diecisiete biomarcadores
seleccionados del grupo que consiste en Runx2, Alp, Snail, fosfoSmad2, Dkk1, colial, activina, BSAP, CTX, Osterix,
Klotho, alfa-SMA, MYOQCD, Sm22-alfa, fosfoSmad3, ActRIIA, Axin2 y proteina urinaria) en una muestra obtenida de un
sujeto descrito en el presente documento. En ciertos ejemplos, el kit comprende uno 0 mas reactivos para determinar el
nivel de dieciocho biomarcadores descritos en el presente documento (por ejemplo, dieciocho biomarcadores
seleccionados del grupo que consiste en Runx2, Alp, Snail, fosfoSmad2, Dkk1, collal, activina, BSAP, CTX, Osterix, Klotho,
alfa-SMA, MYOCD, Sm22-alfa, fosfoSmad3, ActRIIA, Axin2 y proteina urinaria) en una muestra obtenida de un sujeto
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descrito en el presente documento. En ciertos ejemplos, el uno o mas reactivos para determinar el nivel del biomarcador
es como se describe en la Seccion 8.6.1. En ciertos ejemplos, el kit comprende ademas ActRIIA-hFc (SEQ ID NO:7). En
ciertos ejemplos, el kit comprende ademas un segundo recipiente que comprende ActRIIA-hFc (SEQ ID NO:7).

9. EJEMPLOS

Los ejemplos presentados en el presente documento demuestran que los niveles de ARNm de Runx2, Alp, BSAP, CTX y
Osterix son elevados y que los niveles de ARNm de Klotho, alfa-SMA, MYOCD, ActRIIA, Axin2 y Sm22-alfa pueden
disminuir en ciertas formas de enfermedad renal crénica. Estos ejemplos demuestran ademas que el tratamiento con un
ligando trampa de activina disminuye los niveles de ARNm de Runx2, Alp, CTX, ActRIIA y/u Osterix y aumenta los niveles
de ARNm de Klotho, alfa-SMA, MYOCD, Axin2 y/'o Sm22-alfa, lo que se asocia con una disminucién de la calcificacion
vascular. En consecuencia, los ejemplos proporcionados en el presente documento demuestran que Runx2, Alp, CTX,
Osterix, Klotho, alfa-SMA, MYOCD, ActRIIA, Axin2 y/o Sm22-alfa pueden usarse como biomarcador(es) para tratar
enfermedades cardiovasculares, calcificacion vascular, enfermedades cardiovasculares asociadas a y/o resultantes de
calcificacion vascular, enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de enfermedad renal, niveles elevados de
rigidez arterial, enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de niveles elevados de rigidez arterial, HVI y/o
enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de HVI.

9.1 EJEMPLO 1. TRATAMIENTO DE ERC-TMO CON UN LIGANDO TRAMPA PARA EL RECEPTOR DE ACTIVINA DE
TIPO 2A

La ERC-TMO puede incluir calcificacidon vascular, una osteodistrofia y estimulacién de la secreciéon de FGF23 por los
osteocitos esqueléticos en su inicio, e hiperfosfatemia, se desarrolla mas tarde en el transcurso para estimular alin mas
la calcificacion vascular. Este ejemplo demuestra que la inhibicion de la sefializacién de ActRIIA, un miembro de la
superfamilia de TGFB que sefializa a través del receptor de activina de tipo IIA (ActRIIA), inducida por la ERC inhibe la
calcificacion vascular y previene la hipertrofia cardiaca.

9.1.1 METODOS

Se indujo ERC con hiperfosfatemia y reduccion del 60% de la FG (ERC-3) a las 14 semanas de edad en un modelo de
calcificacion vascular en ratones Idir-/- con diabetes tipo 2, alimentados con dieta hiperlipidica. Algunos ratones con ERC
fueron tratados con un ligando trampa del receptor de activina de tipo 2A (mActRIIA) mActRIIA-Fc, inyectada IP
semanalmente a partir de las 22 semanas de edad, y se estudiaron a las 28 semanas. Se midieron los niveles adrticos de
Ca?*, la expresion de proteinas osteoblasticas y de misculo liso vascular, la histomorfometria esquelética y las imagenes
de microTC, las quimicas séricas y los niveles de FGF23 y PTH. Los niveles de activina, folistatina e inhibina se midieron
mediante ELISA, RT-PCR y transferencias Western.

9.1.2 RESULTADOS

Los niveles circulantes de activina aumentaron en dos modelos diferentes de enfermedad renal: fibrosis intersticial y Alport
ligada al cromosoma X (Fig. 1Ay Fig. 1B). Ademas, los niveles de ARNm de activina A aumentaron en la aorta y el rifién
de un modelo de ERC (Fig. 2). Los niveles de activina aumentaron en la vasculatura y la circulacién sin cambios en la
folistatina (Figura 2A, Figura 2B y Figura 2C). La ERC estimulé la calcificacién vascular, que se redujo por debajo de los
niveles de la semana 22 mediante el tratamiento con un ligando trampa del receptor de activina de tipo 2A (mACtRIIA)
(mActRIIA-Fc; véase, por ejemplo, la patente estadounidense n.® 8.173.601) (Fig. 3A, Fig. 3B, Fig. 3C, Fig. 3D, Fig. 5Ay
Fig. 5B), y se evitd la hipertrofia cardiaca. La ERC indujo la expresién de mensajero de Runx2 aértico, Osterix y Alp y
proteina, y estos fueron invertidos por el tratamiento con una trampa de ligando del receptor de activina de tipo 2A
(mActRIIA) mActRIIA-Fc (Fig. 4Ay Fig. 4B para ARNm de Runx2 y Alp, respectivamente; Fig. 4F para la proteina Runx2).
La ERC redujo el mensajero y la proteina de Klotho y Sm22-alfa, y el tratamiento con un ligando trampa del receptor de
activina de tipo 2A (mActRIIA) mActRIIA-Fc normalizo la expresion de Klotho y Sm22-alfa (Fig. 4C y Fig. 4E para ARNm
de Klotho y Sm22-alfa, respectivamente; Fig. 4F para proteina). Ademas, la ERC redujo el mensajero de MYOCD (Fig.
4D). Ademas, la ERC redujo la proteina alfa-actina de musculo liso (actina alfa-misculo liso) (Fig. 4F). Ademas, la ERC
estimuld niveles elevados de calcio que fueron reducidos por el tratamiento con mActRIIA-F¢ (Fig. 6A). El volumen 6seo
aument6é mediante el tratamiento con un ligando trampa del receptor de activina de tipo 2A (mActRIIA) mActRIIA-Fc, y la
superficie de la fosa de osteoclastos disminuy6, pero las tasas de formacién ésea y las superficies de los osteoblastos no
se vieron afectadas (Fig. 6B, Fig. 6C y Fig. 6D). No se modificaron la hiperfosfatemia y los niveles de FGF23 mediante el
tratamiento con un ligando trampa del receptor de activina de tipo 2A (mActRIIA) mActRIIA-Fc.

El tratamiento con un ligando trampa del receptor de activina de tipo 2A (mActRIIA) mActRIIA-Fc inhibi6 la resorcion 6sea
y aumento el volumen 6seo. El tratamiento con un ligando trampa del receptor de activina de tipo 2A (mActRIIA) mActRIIA-
Fc inhibié la sefializacién dependiente de Smad, bloqued la transicion osteoblastica adrtica, aumenté los niveles de
proteina de musculo liso vascular y disminuy6 la calcificacion vascular estimulada por la ERC y la hipertrofia cardiaca.

9.2 EJEMPLO 2. LA ENFERMEDAD RENAL CRONICA (ERC) ESTIMULA LA TRANSICION ENDOTELIAL A

MESENQUIMATOSA (ENMT) AORTICA QUE CAUSA CALCIFICACION VASCULAR Y ES INHIBIDA POR UN
LIGANDO TRAMPA DE ACTIVINA
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El mecanismo molecular que subyace a la calcificacién vascular en la enfermedad renal crénica no se conoce del todo.
Sin embargo, los niveles de activina aumentan en la calcificacion vascular estimulada por la ERC. Para evaluar el papel
de las activinas en la calcificacién vascular estimulada por la ERC, se usé una proteina de fusién recombinante que se
une a una serie de ligandos de la superfamilia de TGF-beta en un modelo de ratén de enfermedad renal crénica en un
modelo de aterosclerosis y diabetes de tipo 2. La proteina de fusion ActRIIA-Fc consiste en el dominio extracelular del
receptor de activina IIA (ActRIIA) unido a un dominio Fc de inmunoglobulina 1 (IgG1) y la proteina actiia como ligandos
trampa para miembros de la familia TGF-beta como la activina A, la activina B, el factor de diferenciacioén del crecimiento-
11 (GDF11) y la proteina morfogenética ésea-10 (BMP-10).

Se ha mostrado previamente que las enfermedades renales causan calcificaciéon vascular al producir una inhibicién
sistémica de Wnt durante la reparaciéon renal. Este ejemplo demuestra que los efectos vasculares de la inhibicién de Wnt
estimulada por la ERC son la estimulacién de la activina vascular, asi como la induccién de la EnMT dependiente de Smad,
y que un ligando trampa del receptor de activina, inhibe la EnMT y la calcificacién vascular.

9.2.1 METODOS

Se indujo ERC con inhibidores de Wnt elevados en los modelos de ratén para el rastreo de linajes y la calcificacion
vascular. Los niveles de activina, folistatina e inhibina se midieron mediante ELISA, RT-PCR y transferencias Western. El
rastreo del linaje celular se realizd en ratones GNZ (Stoller et al, Genesis, 2008) cruzados con ratones Tie2-Cre especificos
del endotelio. Los ratones con GNZ insertado expresan GFP nuclear y lacZ tras la recombinacién mediada por Cre.

9.2.2 RESULTADOS

Los niveles de activina aumentaron en la vasculatura y la circulacién sin cambios en los niveles de folistatina en modelos
de raton de enfermedad renal y calcificacion vascular estimulada por ERC. La ERC indujo la expresiéon de GFP y lacZ en
las células de la adventicia y la tunica media de GNZ; ratones Tie2-Cre con ERC en comparacién con los ratones GNZ,
ratones Tie2-Cre con funcién renal normal en donde GFP y lacZ se limitaban al endotelio aértico. Tie2 es un receptor
especifico del linaje endotelial, y esto demuestra que la ERC induce EnMT aértica (Fig. 7A, Fig. 7B, Fig. 7C y Fig. 7D). La
EnMT adrtica estimulada por la ERC produjo una disminucién de la funcién del musculo liso vascular, transicién
osteoblastica y calcificacién. El tratamiento con un ligando trampa del receptor de activina de tipo 2A (mActRIIA)
(mACctRIIA-Fc; véase, por ejemplo, la patente de EE. UU. n.° 8.173.601), inhibi6 la sefializacion dependiente de Smad,
bloqued la transicion osteoblastica adrtica, aumento la funcién muscular lisa vascular y disminuy® la calcificacién vascular
estimulada por la ERC. Asi, la ERC indujo activina vascular y EnMT, y el tratamiento con un ligando trampa del receptor
de activina de tipo 2A (mActRIIA) disminuyé la sefializacion de activina inhibiendo la desdiferenciacién vascular, la
transicién osteoblastica y la calcificacién vascular.

9.3 EJEMPLO 3. RESULTADOS INICIALES DE TQMOGRAFiA COMPUTARIZADA CUANTITATIVA CON BUSQUEDA
DE SENAL PARA MASA OSEA Y CALCIFICACION VASCULAR EN SUJETOS EN HEMODIALISIS TRATADOS CON
DOSIS CRECIENTES

La osteodistrofia renal (ODR) de recambio rapido se caracteriza por una mayor porosidad cortical, una mayor masa de
hueso trabecular y un mayor riesgo de fractura. ActRHA-Fc, un ligando trampa de proteina de fusién de activina A RIIA-
IgG1 en estudio para la correccién de la anemia en sujetos en hemodialisis (HD), bloquea la sefializacién de la activina A
y puede reducir la osteoclastogénesis y promover la maduracién de los osteoblastos en el hueso. El presente analisis en
sujetos en HD evalud el efecto de ActRIIA-Fc sobre la densidad mineral ésea (DMQ) y la calcificacion vascular usando
tomografia computarizada cuantitativa (TCc).

9.3.1 METODOS

Los sujetos en hemodidlisis tratados con un inhibidor de la sefializacion de ActRIIA que respondian al agente estimulante
de la eritropoyetina (AEE) fueron lavados del efecto del AEE hasta que la hemoglobina (Hb) fue <10 g/dl, y luego se
aleatorizaron a tratamiento con un inhibidor de la sefializacién de ActRIIA a las siguientes dosis: 0,3 mg/kg (n=9), 0,5
mga/kg (n=8), 0,7 mg/kg (n=6), o placebo (PBO; n=7) por via subcutéanea cada 28 dias durante un maximo de 8 ciclos de
dosis. Se evalu6 a los sujetos para los efectos sobre la Hb, la densidad mineral 6sea (DMOQ) y los biomarcadores del
recambio 6seo. Los fracasos del tratamiento (Hb <9 g/dl) se corrigieron con AEE y/o transfusiéon de glébulos rojos. Se
realizaron tomografias computarizadas cuantitativas (TCc) de la cadera y la columna lumbar en el nivel basal y después
de la fase de tratamiento de 225 dias. Los biomarcadores, BSAP y CTX, se midieron al inicio y después de los ciclos de
dosis 3,5y 7.

Se obtuvieron TCc de la cadera, la columna lumbar y la aorta abdominal en el nivel basal y después de la fase de
tratamiento de 225 dias. Los sujetos se colocaron en decubito supino sobre un modelo de calibracién Mindways (Modelo
3; Mindways Software, Inc., Austin, TX). El grosor de corte de 2,5 mm y la matriz de 512 x 512 se reconstruyeron usando
un ndcleo estandar de tejido blando. Se us6 el programa informatico de analisis Mindways (version 5.0.3) para evaluar la
DMQO volumétrica (DMOQv). Se determiné la DMOv trabecular (mg/cm3) para 2 vértebras dentro de L1-4 (normalmente L1-
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2). Se analizaron los fémures proximales izquierdos para DMOv de los compartimentos éseos cortical, trabecular e integral
de la cadera total, el cuello femoral y las regiones trocantéricas.

La calcificaciéon vascular de la aorta abdominal se evalué usando un programa informatico que segmenta de forma
semiautomatica el area y el volumen de las calcificaciones en la regién adyacente a la parte superior de L1 hasta la parte
inferior de L4. El nimero y la ubicacién de los cortes se mantuvieron en todas las visitas por sujeto. Las puntuaciones de
Agatston y volumétricas transformadas de la raiz cuadrada se determinaron como se describe en Agatston et al., J Am
Coll Cardiol. 1990; 15:827-832 y Hokanson et al., AJR AM J Roentgenol. 2004;182:1327-1332. Menores puntuaciones
totales de Agatston y del volumen total transformado de la raiz cuadrada (mm3) indican niveles mas bajos de calcificacion
vascular (CV).

Todo el control de calidad de las imagenes y los analisis ciegos se realizan de forma centralizada por PAREXEL imaging
(PAREXEL International Corp. Waltham, MA).

Los biomarcadores, incluida la fosfatasa alcalina especifica del hueso (BSAP), el propéptido aminoterminal del
procolageno de tipo 1 (P1NP) y el telopéptido carboxiterminal del colageno de tipo 1 (CTX) se midieron en el nivel basal
y tras los ciclos de dosis 1, 3, 5y 7.

9.3.2 RESULTADOS

Se aleatorizé un total de 31 sujetos y recibieron mas de una dosis de la medicacién del estudio.

Tabla 2. Sujetos aleatorizados y subconjunto de analisis de TCc

ActRIIA-Fc
Sujetos,n ...................................................................................................................... P Iacebo ....... 0 ,3mg/kgo,5mg/kg ..........................
Aleatorlzadosyquereclbleron21doslsdelamedlcaclondel ..................... 8 ........................ 9 ............. 8 ........................................
estudio _
‘Medidas de TCc en el nivel basal y en el dia 225 3 6 5 2

La disposicién de los sujetos se describe en la Fig. 8, incluyendo los sujetos con mediciones de TCc emparejadas en el
nivel basal y en el dia 225.

La mayoria de los sujetos interrumpieron el tratamiento del estudio después de un fracaso terapéutico que requirié rescate
(generalmente debido a una Hb <9 g/dl); ningun sujeto interrumpié el tratamiento debido a un acontecimiento adverso
(EA).

De los 16 sujetos con mediciones de TCc emparejadas, 9 requirieron terapia de rescate durante la fase de tratamiento, 8
de los cuales requirieron rescate dentro de los 3 primeros ciclos de dosis.

Entre los sujetos con mediciones de TCc emparejadas, las caracteristicas demograficas y clinicas basales fueron en
general similares en todos los grupos de tratamiento (Tabla 3); sin embargo, hubo un tiempo sustancialmente mayor en
didlisis en el grupo placebo, que también fue el grupo mas joven. También hubo diferencias entre los grupos en las
puntuaciones basales de biomarcadores y de Agatston (Tabla 4).

Tabla 3. Caracteristicas demograficas y clinicas basales de sujetos con mediciones de TCc emparejadas

. Placebo n=3 | ActRIIA-Fc :
0,3mg/kgn=6 : 0,5mg/kgn=5 | 0,7 mg/kg n=2 |
'Edad, media, afios . 540 | 57,3 60,8 69,0
Mujeres, n (%) . 000 | 4667 i 0(00) | 1(500)
‘Raza, n (%)
\\\\\\\\\\ Blanca . 13300 | 3(00) | 3(600) | 1(500)
Negra [ 1(33,0) 3(50,00 | 2(400) |  1(50,0)
| Asiatica L 1(33,0) 000,00 |  0(0,0) 0 (0,0)
“Etnia, n (%) ;
' §Hispana 0 (0,0) 2 (33,0) : 3(60,0) 1(50,0)
:No hispana . 3(1000) | 4(667) .  2(400) 1(50,0)
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Tabla 4. Biomarcador basal medio, DMO por area y puntuaciones de Agatston de sujetos con mediciones de TCc
emparejadas

‘ ECTX, pg/mi 3,417,7 2,062,5 2,266,8 1,377,0
:DMO integral de cadera total, mg/cm? 279,4 306,2 2689 2854
‘DMO cortical del cuello femoral, mg/cm? 653,1 666,9 593,1 566,5
: :DMO media de la columna vertebral (L1, 123,1 125,6 1491 150,6

:L2), mg/cms : |
Puntuac|ontotaldeAgatstondeCV ............. 8 6650 ........................ 94727 .......................... 3 6185 ........................... 8232 ...............

PTH=hormona paratiroidea.

*Las puntuaciones de Agatston mas bajas indican niveles mas bajos de calcificacion vascular.

La Tabla 5 proporciona el cambio porcentual desde el nivel basal en las mediciones de DMO por area integral de la cadera,
cortical de cuello femoral, cortical de cadera y de columna lumbar.

Tabla 5. Nivel basal y cambio porcentual respecto al nivel basal de DMO por area integral de la cadera, cortical del cuello
femoral y de la columna lumbar

ActRIIA-Fc

Placebon=3 | 0,3mg/kgn=6 | 0,5mg/kgn=5 : 0,7 mg/kg n=2

‘Integral de la cadera total

EDMO basal, mg/cm?3 279,4 : 306,2 : 268,9 285,4
%decamblodesdeIaDMObasal() ‘ 02(3) ............. 25(5)40(5) ............. : 18()
Cortlcaldelcuellofemoral .........................................
DMObasaI(mg/cm3)6531 ..... : 669 ......... 5931 .............. 5655
............................................... /odecamblodesdeIaDMObasal(n)09(3)14(5)16(5)30(1)
Cadera total, cortical
\\\\\\ DMO basal (mg/cm?) 708,6 668,4 647,3 635,6
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Cadera total, cortical

R R T

1% de cambio desde la DMO basal (n) -0,1 (3) -1,1 (5) 0,5 (5) 2,7 (1)
Columnalumbarmed|a(L1,L2) ................................................................................................................................................................................
DMObasaI(mg/cm3) ......................................................................................... 1231 .......... 1256 ................... 1491 .................... 1 506 ......
- %decamblodesdeIaDMObasaI(n)126(3) ......... 80(6) ........ 0 5(5)27(2)

Un aumento del 2% del hueso cortical puede reducir el riesgo de fractura. El tratamiento con inhibidores de la sefializacion
de ACTRIIA se asoci6é a un aumento dependiente de la dosis en la proporcién de sujetos con un aumento mayor o igual
al 2% en el hueso cortical del cuello femoral (Tabla 5 y Fig. 9A).

En la ODR de recambio répido, se midieron aumentos de la masa de hueso trabecular (es decir, el hueso es de peor
calidad),mediante la DMO de la columna lumbar, sin una reduccién de las tasas de fracturas vertebrales en la ERT en
comparacion con la poblacion general. El tratamiento con ACTRIIA previno el aumento de la masa de hueso trabecular
en la columna lumbar (Tabla 5 y Fig. 9B).

Los cambios desde el nivel basal en las puntuaciones totales de Agatston en la aorta abdominal se proporcionan en la
Tabla 6. Las categorias de cambio en la puntuacién total de Agatston y en la puntuacién del volumen total transformado
de la raiz cuadrada se muestran en la Fig. 9 y la Tabla 7.

Tabla 6 Nivel basal y cambio desde el nivel basal en la puntuacién total de Agatston en la aorta abdominal y en la
puntuamon del volumen total transformado de Ia ralz cuadrada

ActRIIA-Fc

Placebo n=3 : 0 3mg/kg n=6 { 0,5mgkgn=5 | 0,7 mg/kg n=2

3,619 823

e

iCambio desde la puntuacion total de Agatston { ~ 1,050,4 |  8,578,9
‘basall { :

‘ % de cambio desde la puntuacion total de 58,4 24,9
i Agatston basal ;

'Puntuacion de volumen total transformado de la raiz cuadrada H
‘ ERal'z cuadrada basal del volumen total, mm? 52,0 46,2 33,1 16,9
[ 45 : 04

i Cambio desde la raiz cuadrada basal del volumen
‘total, mm?3

* Las puntuaciones totales de Agatston y del volumen total transformado de la raiz cuadrada mas bajas indican nivele
imas bajos de calcificacién vascular.

Once sujetos tenian puntuaciones de Agatston basales que se distribuian entre 10 y 10.000. Cinco sujetos pueden
considerarse valores atipicos en el nivel basal (valores atipicos bajos: puntuaciones de Agatston de 0,0, 1,1y 1,4; valores
atipicos altos: puntuaciones de Agatston de 21.033 y 44.356). Por lo tanto, las puntuaciones de Agatston se analizaron
sin los valores atipicos (Tabla 7 y Fig. 10).

Tabla 7 Nivel basal y cambio en la puntuacion total de Agatston excluyendo 5 valores atipicos
: ActRIIA-Fc

Placebo : 03mgkg : 05mgkg | 0,7 mgkg
n=1 : ! n=4 n=2

Nueva puntuacion total de Agatston basal, excluyendo5 4,960
valores atipicos :

‘Cambio desde la puntuacion total de Agatston basal, C 27113 2877 L 2820 43,4
excluyendo 5 valores atipicos : !

% de cambio desde el nivel basal, excluyendo 5 valores 54,7 9,0 5,0 3,4
atipicos : 5 ;
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ActRIIA-Fc
. Placebo | 03mgkg | 05mgkg | 0,7 mglkg
n=1 n=4 n=4 § n=2

* Las puntuaciones totales de Agatston y del volumen total transformado de la raiz cuadrada mas bajas indican niveles
mas bajos de calcificacion vascular. :

Los sujetos fueron analizados por duracion de la exposicién al inhibidor de la sefializacién de ActRIIA. Los sujetos se
analizaron por estado de exposicién: Sujetos ActRIIA-Fc que recibieron hasta 3 dosis, independientemente del nivel de
dosis (n=6), y sujetos de ActRIIA-Fc que recibieron >3 dosis, independientemente del nivel de dosis (n=7). El grupo
placebo (n=3) no sufri6 cambios. Aparte del sexo y la puntuacién de Agatston, las caracteristicas basales clave fueron en
general similares entre los que recibieron =3 dosis de ActRIIA-Fc y los que recibieron >3 dosis (Tabla 8). El efecto de la
exposicion sobre la CV se mantuvo intacto en todos los sujetos de ActRIIA-Fc¢ (Tabla 9), asi como cuando se excluyeron
los valores atipicos (Tabla 10).

Tabla 8. Caracteristicas demograficas y clinicas basales de los sujetos, por exposicién a ActRIIA-Fc

ActRIIA-Fc
<3 dosis n=6 >3 dosis n=7
Edad, media, afios 59,0 61,7
Mujeres, n (%) 4(66,7) ﬁ 1(14,3)
................... T
.................. O B
.................... e
...................... e
................... i
...................... R R e
i B e e T e S
e R T S R
e e
B S T
o S e
e B T e
T T u— — T
s N e
oL e i sy m— s

Tabla 9. Nivel basal y cambio desde el nivel basal en la puntuacion total de Agatston y en la puntuacién del volumen total
transformado de la raiz cuadrada, por exposicion a ActRIIA-Fc

Puntuacién total de Agatston basal

‘Cambio desde la puntuacién total de Agatston basal 8,461,4 274,3
:% de cambio desde la puntuacion total de Agatston basal 33,7 5,8
'Raiz cuadrada basal del volumen total, mm?3 38,2 35,3
:Cambio desde la raiz cuadrada basal del volumen total, mm?3 10,6 1,4
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............................................................................................................................................................................................................................................................

ActRIIA Fc

<3 dosis n=6 >3 dosis n=7

*Las puntuaciones totales de Agatston y las puntuaciones del volumen total transformado de laraiz cuadrada mas
bajas indican niveles mas bajos de calcificacién vascular.

Tabla 10. Nivel basal y cambio desde el nivel basal en la puntuacion total de Agatston, excluyendo 5 valores atipicos, por
exposicion a ActRIIA-Fc

ActRIIA-Fc
<3 dosis n=3 >3 dosis n=7
‘Nueva puntuacién total de Agatston basal, excluyendo 5 valores atipicos 1,914 3,782
‘Cambio desde la puntuacién total de Agatston basal, excluyendo 5 valores 148,4 274,3
atipicos f
% de cambio desde el nivel basal, excluyendo 5 valores atipicos 7.5 5,8

*Las puntuaciones totales de Agatston y las puntuaciones del volumen total transformado de |a raiz cuadrada mas
bajas indican niveles mas bajos de calcificacién vascular.

Se evaluaron biomarcadores de recambio 6seo. El grupo placebo tenia los niveles mas altos de PTH, BSAP, PINP y CTX
en el nivel basal (Tabla 4). No se observaron cambios coherentes desde el nivel basal en los niveles de fésforo, PTH,
FGF-23 o esclerostina, excepto que la PTH fue mas baja en todos los puntos de tiempo que en el nivel basal en el grupo
placebo (-15,2 a -100,7 ng/l}. Para biomarcadores 6seos, no se observaron cambios claros en el cambio porcentual de
los marcadores de formacién BSAP y P1NP; el cambio porcentual del marcador de resorcion CTX se muestra en la Fig.
11. Mas sujetos que recibieron 0,5 mg/kg del inhibidor de la sefializacion de ActRIIA tuvieron disminuciones significativas
y persistentes en el marcador de resorcién CTX.

9.3.3 CONCLUSIONES

De los 30 sujetos aleatorizados, 13 tenian evaluaciones de TCc emparejadas (n=3, 6 y 4 para PBO, 0,3 mg/kg y 0,5 mg/kg,
respectivamente). Los cambios relativos de la DMO desde el nivel basal para PBO, 0,3 mg/kg y 0,5 mg/kg fueron de -
0,9%, -1,4% vy +1,9% de la cortical del cuello femoral, y de +12,6%, +8,0% y -1,9% de la columna lumbar, respectivamente.
Los cambios en los biomarcadores con 0,5 mg/kg sugieren un efecto antirresortivo beneficioso.

Estos datos demuestran un efecto emergente de la dosis con ActRIIA-F¢ 0,5 mg/kg, que parece invertir los efectos de la
ODR de recambio rapido en el hueso cortical y esponjoso. Los resultados de PBO son los esperados.

9.4 EJEMPLO 4. LA ENFERMEDAD RENAL PRODUCIDA POR FACTORES CIRCULANTES DE REPARACION RENAL
CAUSA ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR

Las enfermedades renales se asocian a una mortalidad extremadamente elevada, que esta relacionada con su produccion
de enfermedades cardiovasculares (Sarnak, M.J. et al., 2003. Circulation 108:2154-2169). Un estudio auxiliar del proyecto
REGARDS en curso demostré que en pacientes que habian sufrido un episodio de las arterias coronarias (isquemia
cardiaca o infarto de miocardio no mortal}, la incidencia de segundos episodios cardiovasculares durante una mediana de
seguimiento de 4 afios era del 35% en pacientes con enfermedad renal, en comparacién con el 19% en un grupo de alto
riesgo (fumadores, diabetes, hipercolesterolemia), y que la incidencia de mortalidad por todas las causas en el grupo de
alto riesgo era la mitad que en el grupo de enfermedad renal crénica (ERC) (Baber, U., et al., 2013. Am Heart J 166:373-
380). Las causas del aumento del riesgo cardiovascular asociado a las enfermedades renales residen en un sindrome
denominado en 2006 enfermedad renal cronica - trastorno mineral 6seo (ERC-TMO) (Moe, S., et al., 2006. Kidney Int
69:1945-1953). En la ERC-TMO se han descubierto tres nuevos factores de riesgo cardiovascular (Block, G.A., et al.,
1998. Am J Kidney Dis 31:607-617; Blacher, J., et al., 2001. Hypertension 38:938-942; Gutierrez, O.M., et al., 2008. New
Engl J Med 359:584-592.), y su estado de factor de riesgo se confirmé en la poblacién general (Dhingra, R., et al., 2007.
Arch Intern Med 167:879-885; Matsushita, K., etal., 2014. Journal of the American Society of Nephrology; Dalal, M., et al.,
2011. European Journal of Endocrinology 165:797-803). Estos son hiperfosfatemia, calcificacion vascular y niveles
elevados del factor de crecimiento de fibroblastos 23 (FGF23). La ERC-TMO comienza en las primeras fases de la ERC
(estadio 2) (Fang, Y., et al., 2014. Kidney Int 85:142-150; Pereira, R.C., et al., 2009. Bone 45:1161-1168; Fang, Y,, et al,,
2009. J Am Soc Nephrol 20:36A; Hu, M.C., et al., 2011. J Am Soc Nephrol 22:124-136.) que consiste en la
desdiferenciacién/calcificacién vascular, una osteodistrofia, pérdida de Klotho y aumento de la secrecién de FGF23 (Fang,
Y., et al., 2014. Kidney Int 85:142-150.), pero si bien se ha avanzado en las causas de la ERC-TMO en la insuficiencia
renal precoz (Hu, M.C., et al., 2011. J Am Soc Nephrol 22:124-136; Fang, Y., et al., 2014. J Am Soc Nephrol 25:1760-1763;
de Oliveira, R.B., et al., 2013. Nephrology Dialysis Transplantation 28:2510-2517; Sabbagh, Y. 2012. J. Bone Miner. Res.
27:1757-1772.), en su mayoria son desconocidos.
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Se ha demostrado que las enfermedades renales reactivan los programas de desarrollo implicados en la nefrogénesis
durante la reparacién renal estimulada por la enfermedad (Surendran, K., et al., 2002. Am J Physiol Renal Physiol
282:F431-F441; Surendran, K., et al., 2005. J Am Soc Nephrol 16:2373-2384; Maeshima, A., et al., 2001. Cytokine &
Growth Factor Reviews 12:289-298; Terada, Y., et al., 2003. Journal of the American Society of Nephrology 14:1223-1233;
Kawakami, T., et al., 2013. J Pathol 229:221-231). Entre los factores nefrogénicos reactivados en la reparacion renal, la
familia Wnt (acrénimo de Wingless e Integrated) es fundamental para la reconstitucién epitelial tubular (Terada, Y., et al.,
2003. Journal of the American Society of Nephrology 14:1223-1233; Kawakami, T., et al., 2013. J Pathol 229:221-231;
Rinkevich, Y., et al., 2014. Cell Reports 7:1270-1283). En el control de la funcién Wnt, la sefializacién canonica induce
transcripcionalmente la expresion de una familia de proteinas inhibidoras Wnt que son proteinas secretadas que sirven
para restringir las distancias de la estimulacién Wnt a factores autocrinos o paracrinos (Niida, A., et al., 2004. Oncogene
23:8520-8526; Niehrs, C. 2006. Oncogene 25:7469-7481; Reya, T., et al., 2003. Nature 423:409-414; Chamorro, M.N., et
al., 2004. The EMBO Journal 24:73-84; Gonzalez-Sancho, J.M., 2004. Oncogene 24:1098-1103). Los inhibidores de Wnt
son factores circulantes, y la familia de inhibidores de Wnt incluye Dickkopfs (Dkk), las proteinas secretadas relacionadas
con frizzled (Sfrps), la esclerostina, sostDoc 1, crescent, el factor inhibidor de Wnt 1 (Wifl) e Icat (Niehrs, C. 2006.
Oncogene 25:7469-7481). Diversas formas de enfermedad renal aumentan la expresién renal de los inhibidores de Wnt
y aumentan sus niveles en la circulacién (Fang, Y., et al., 2014. J Am Soc Nephrol 25:1760-1763; Surendran, K., et al,,
2005. J Am Soc Nephrol 16:2373-2384).

La neutralizacién de un inhibidor clave de Wnt elevado en la circulacién en la ERC, Dkk1, inhibe la desdiferenciaciéon
vascular inducida por la ERC, la calcificacion vascular y la osteodistrofia renal (Fang, Y., et al., 2014. J Am Soc Nephrol
25:1760-1763). Este efecto es sorprendente, ya que la sefializacién de Wnt en el musculo liso vascular esta implicada en
la estimulacion de la transicién osteoblastica y la calcificacion vascular (Al-Aly, Z., et al., 2007. Arteriosclerosis, Thrombosis,
and Vascular Biology 27:2589-2596; Shao, J.S., et al., 2005. Journal of Clinical Investigation 115:1210-1220). Sin embargo,
estudios recientes demuestran que la inhibicién de Wnt7b adrtico mediada por Dkk1 estimula la transicién endotelial-
mesenquimatosa (EnMT) adértica mediada por Smad y la calcificacién vascular (Cheng, S.-L., et al., 2013. Arteriosclerosis,
Thrombosis, and Vascular Biology 33:1679-1689). La EnMT es un proceso fisiolégico del desarrollo implicado en el
desarrollo de las valvulas cardiacas, el tabique cardiaco y la raiz aértica (Eisenberg, L.M., y Markwald, R.R. 1995.
Circulation Research 77:1-6; Camenisch, T.D., et al., 2002. Developmental Biology 248:170-181.) y puede (Zeisberg, E.M.,
et al.,, 2007. Nat Med 13:952-961.) o no puede (Moore-Morris, T., et al., 2014. The Journal of Clinical Investigation
124:2921-2934) contribuir a la fibrosis cardiaca en diversos estados de enfermedad del adulto. Este factor investiga si
otros factores implicados en el intento de reparacion renal durante la enfermedad renal derivan de la superfamilia de TGFB
y aumentan en la circulacién durante la ERC.

9.4.1 METODOS
9.4.1.1 Produccion de modelos animales

Se adquirieron machos ateroscleroticos deficientes en el receptor de lipoproteinas de baja densidad (ldir-/-) (acervo
C57B1/6J) de Jackson Laboratories y alimentarse con una dieta hiperlipidica (42% de calorias procedentes de grasa)
(Teklad #) a partir de las 12 semanas de edad. Los ratones son obesos, resistentes a la insulina a las 22 semanas de
edad, diabéticos a las 28 semanas de edad e hipercolesterolémicos.

Se utilizé un procedimiento de dos etapas para crear una enfermedad renal crénica, como se ha descrito anteriormente
(Davies, M.R., et al., 2003. J Am Soc Nephrol 14:1559-1567; Davies, M.R., et al., 2005. J Am Soc Nephrol 16:917-928).
Se aplicod electrocauterio al rifidn derecho a través de una incisién de 2 cm en el flanco a las 12 semanas postnatales,
seguido de una nefrectomia total izquierda a las 14 semanas de edad. La intensidad del cauterio se varié para producir
una lesién renal moderada (ERC-3) que se confirmd mediante aclaramientos de inulina a las 20 semanas de edad (Fig.
12A). Los animales de control se sometieron a operaciones simuladas en las que se expuso y movilizé el rifibn apropiado,
pero no se traté de ninguna otra forma. En este estudio se usaron cinco grupos de ratones (Fig. 15B). El primer grupo era
ratones C57B1/6J naturales alimentados con una dieta de comida normal (WT). Este fue el grupo de funcién renal y dieta
normales usado para los valores de control normativos. El segundo grupo era ratones /dir+/- que se alimentaron con una
dieta hiperlipidica y se sometieron a una operacién simulada (Simulacién). Este grupo tenia funcién renal normal y sirvié
como grupo de control para determinar el efecto de la enfermedad renal. El tercer grupo era ratones /dir-/- con una FG
reducida equivalente al estadio 3 de la ERC humana alimentados con una dieta hiperlipidica (ERC-3) con eutanasia a las
22 semanas, el grupo de calcificacién vascular basal (ERC-3). El cuarto grupo era ratones /dir-/- con ERC-3 que reciben
inyecciones subcutaneas de vehiculo dos veces por semana a partir de las 22 semanas hasta la eutanasia a las 28
semanas (ERC-3 V). El quinto grupo era ratones Idlr-/- con ERC-3 que reciben inyecciones subcutaneas de mActRIIA-Fc
(Celgene, Summit, NJ), 10 mg/kg dos veces por semana a partir de las 22 semanas hasta la eutanasia a las 28 semanas
(ERC-3 mActRIIA-Fc).

El segundo modelo de ERC usado era el homélogo murino del sindrome de Alport ligado al cromosoma X, que es una
deficiencia en el gen de la cadena a5 del colageno de tipo 1V, COL4A5 (Rheault, M.N., et al., 2004. Journal of the American
Society of Nephrology 15:1466-1474). Se trata de un modelo de enfermedad renal espontanea, y se uso a lo largo de los
resultados para confirmar los efectos de la ERC inducida por ablacién renal. Se adquirieron parejas reproductoras de
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Jackson Laboratories y se criaron para experimentos. Los machos hemicigotos desarrollaron espontaneamente una
enfermedad renal comparable a la ERC humana en estadio 3-4 a los 200 dias del nacimiento.

El tercer modelo de ERC usado fue la ablacién renal, similar al protocolo Idlr-/-, en una linea de ratén transgénico usada
para el rastreo del linaje celular, el raton GNZ. (Fig. 14). Se adquirieron ratones hembra indicadores GNZ (Stoller, J.Z., et
al., 2008. Genesis (New York, N.Y. 2000) 46:200-204.) y el ratbn macho transgénico Tek-Cre (Koni, P.A., et al., 2001. The
Journal of Experimental Medicine 193:741-754.) se adquirieron de Jackson Laboratories y se criaron para producir ratones
GNZ / Tek-Cre + para experimentos. Los compafieros de camada GNZ/ Tek-Cre - sirvieron como controles negativos. El
genotipado de los ratones se realizé usando cebadores especificos recomendados por el fabricante para las razas de
ratones GNZ y Tek-Cre. En todos los casos, la eutanasia se realizd bajo anestesia. Se usé anestesia intraperitoneal
(xilazina 13 mg/kg y ketamina 87 mg/kg) para todos los procedimientos. Se tomaron muestras de sangre de la vena safena
1 semana después de la segunda cirugia para evaluar la funcién renal posquirdrgica basal. En el momento del sacrificio,
se extrajo sangre por puncién intracardiaca y se diseccionaron en bloque el corazén y la aorta.

9.4.1.2 Aclaramientos de inulina

Los aclaramientos de inulina a las 20 semanas o a las 26 semanas, si la eutanasia fue a las 28 semanas, se realizaron
segun las instrucciones del fabricante (BioPal Inc., Worcester, MA).

9.4.1.3 Cuantificacion de la calcificacion quimica

Se diseccionaron la aorta y el corazén en el momento del sacrificio y se eliminé todo el tejido extrafioc mediante disecciéon
roma bajo un microscopio de diseccidn. Los tejidos se desecaron durante 20-24 horas a 60 °C, se pesaron y se trituraron
con un mortero y mano de mortero hasta convertirlos en polvo. El calcio se eluyé en HCI 1 N durante 24 horas a 4 °C. El
contenido de calcio del eluido se analizé mediante el método de la complexona de cresolftaleina (Sigma, St Louis), segun
las instrucciones del fabricante, y los resultados se corrigieron para el peso seco del tejido.

9.4.1.4 Analisis de sangre

El suero se analizé el dia de la extraccién de sangre para nitrégeno ureico en sangre (BUN), calcio y fosfato mediante
métodos de laboratorio en autoanalizadores estandar. Los niveles plasmaticos de activina (Fitzgerald Industries, Acton,
MA), folistatina (MYBIOSOURCE Inc., San Diego, CA) y 3 similar a la folistatina (MYBIOSOURCE Inc.) se determinaron
en ensayos de ELISA. Los niveles séricos de Dkk1 se analizaron con un ELISA (R&D Systems, Minn., MN). Para los
ensayos ELISA, se extrajo sangre por vena safena o puncién cardiaca en el momento de la eutanasia. Todas las muestras
de sangre se colocaron en hielo en el momento de la extraccion. Las muestras de plasma EDTA pobre en plaguetas se
hicieron mediante una centrifugacién de 2 etapas a 6000 rpm durante 5 minutos y 14000 rpm durante 2 minutos, ambos
a 4 °C. Las muestras se almacenaron congeladas a -20 °C o0 menos hasta su uso.

9.4.1.5 Histologia e inmunohistoquimica

Los tejidos adrticos, renales y cardiacos se fijaron en formol tamponado neutro al 10% durante toda la noche, después se
transfirieron a etanol al 70% a 4 °C, se incorporaron en parafina y se prepararon secciones de 5 micras. Los portaobjetos
se desparafinaron en xileno, se deshidrataron en una serie graduada de etanol y se volvieron a hidratar. Se uso6 tincién
tricromica de Masson para detectar la fibrosis renal y cardiaca y la tincién con rojo de alizarina se us6 para detectar la
calcificacién, segun un protocolo estandar (Gregory, C.A., et al., 2004. Analytical Biochemistry 329:77-84). Para la tincién
inmunohistoquimica, la peroxidasa endégena se bloqued con H O al 3% en metanol durante 15 minutos. La unién no
especifica se bloqueé con agentes bloqueantes de avidina y biotina (Vector laboratories, Burlingame, CA, EE. UU.) durante
30 min, después con suero de burro normal al 3% durante 20 min. Después del lavado con PBS, los portaobjetos se
incubaron con el anticuerpo primario a 4 °C durante toda la noche, y a continuacién se incubaron con el anticuerpo
secundario biotinilado (Vector Laboratories) a temperatura ambiente durante una hora, después se realiz6 la tincién con
peroxidasa conjugada con estreptavidina usando el kit DAB (SK-4100, Vector Laboratories). Para la tincién
inmunofluorescente doble, las secciones se bloquearon en suero de cabra al 20% vy se tifieron secuencialmente con los
primeros anticuerpos primarios y secundarios y con los segundos anticuerpos primarios y secundarios usando anticuerpos
secundarios Alexa 488 y Alexa 568 de cabra anti-conejo 1:400 (Life Technologies, A11008 y A11011} o el kit TSA (Life
Technologies, T 20932) para la amplificacién de la sefial segun las instrucciones del fabricante. Cuando se usaron
anticuerpos primarios de la misma especie para la doble tincién, los portaobjetos se calentaron 5 min en tampén citrato
en microondas antes de la segunda tincién (Toth y Mezey, 2007). En este estudio se usaron anticuerpos primarios para la
inmunotincién: anticuerpo policlonal de conejo anti-ActRIIA 1:250 (Abcam, ab 135634), anticuerpo policlonal de conejo
anti-inhibina beta A 1:100 (Santa Cruz, sc-50288), anticuerpo policlonal de conejo anti-CD31 1:50 (Abcam, ab28364) y
anticuerpos policlonales de conejo anti-GFP 1:1000 (Abcam, ab6556).

9.4.1.6 RT-PCR
El ARN se extrajo de aortas y cultivos celulares usando kits RNeasy Mini (Qiagen, Valencia, CA). Se retrotranscribio 1 ug

de ARN total tratado con DNasa usando el kit de sintesis de ADNc iScript de Bio-Rad (Hercules, Ca) segun las
instrucciones del fabricante. Los cebadores se disefiaron usando el programa informatico Vector NTI (Invitrogen, Grand
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Island, NY) o Primer Express. Se us6 un ciclador térmico de ADN de Perkin-Elmer para realizar la reaccién. Tras la
transcripcion inversa realizada como anteriormente, se llevé a cabo PCR en tiempo real usando el instrumento de PCR
en tiempo real StepOne Plus (AB), SYBR Green de Sigma (St. Louis) y el kit de PCR de Invitrogen. Cada reaccién se
realizé por triplicado a 95 °C, 45 sy 60 °C, 30 s, y 60 s a 72 °C durante 40 ciclos. Esto fue seguido de un ciclo de fusién,
que consistié en un aumento escalonado de la temperatura de 60 °C a 95 °C. Se observd un Unico pico predominante en
la curva de disociacion de cada gen, lo que corroboraba la especificidad del producto de la PCR. Los nimeros Ct (valores
umbral} se fijaron dentro de la fase exponencial de la PCR y se usaron para calcular los niveles de expresion de los genes
de interés. Se usé B2m como patron interno y se usé para normalizar los valores. Se gener6 una curva estandar que
consistia en Ct frente a diluciones logaritmicas de ADNc (correspondientes al logaritmo del nimero de copias) amplificando
diluciones sucesivas de ADNc correspondientes a una cantidad desconocida de amplicon. Se realizaron controles
negativos inactivando la transcriptasa inversa hirviéndola durante 5 minutos antes de la RT-PCR para asegurar que no se
amplificaba ADN gendmico.

9.4.1.7 Inmunotransferencia (analisis Western)

Se prepararon lisados proteinicos de células enteras de rifién y aorta de los ratones con tampén de lisis RIPA (Thermo
Scientific) que contenia una mezcla de inhibidores de proteasas (Santa Cruz). Los lisados (20 ug) se cargaron en geles
de SDS-PAGE al 8-12% y se sometieron a inmunotransferencia con anticuerpos contra la inhibina g-A (Santa Cruz), a-
tubulina (Santa Cruz), Snai1 (Cell Signaling), alfa-SMA (Sigma), Runx2 (Cell Signaling), MYOCD (Santa Cruz), ACVRL1
(Origene), ACVR1 (Cell Signaling), Erk1/2 (Cell Signaling), fosfo-Erk1/2 (Cell Signaling), ACVR1B (Origene), col1al (Santa
Cruz), Smad2/3 (Cell Signaling), o fosfo-Smad2/3 (Cell Signaling). En el ensayo de inmunoprecipitacién (IP), se usé la
misma proteina de lisado de células enteras. Para reducir la unién inespecifica, las muestras se limpiaron previamente
usando perlas de agarosa de proteina A prelavadas (Cell Signaling). Las muestras previamente limpiadas se incubaron
durante la noche con el anticuerpo fosfo-serina (Abcam). A continuacién, los complejos IP-anticuerpo se capturaron en
perlas de agarosa de proteina A y las proteinas se detectaron mediante analisis de inmunotransferencia.

9.4.1.8 Estudios en humanos

Los sujetos se inscribieron tras dar su consentimiento informado segun las directrices de la Declaracion de Helsinki. Los
sujetos reunian las condiciones si eran mayores de 18 afios y tenian ERC en estadio 3 (FG estimada de 30-59
ml/min/1,73m? usando la ecuacién del estudio Modification of Diet in Renal Disease (Levey, A.S,, et al., 1999. Ann Intern
Med 130:461-470). Los criterios de exclusion incluian embarazo, enfermedad 6sea, infarto de miocardio, insuficiencia
cardiaca congestiva, disfuncién diastélica o hipertension grave. Los miembros del equipo de investigacion identificaron a
los pacientes de su clinica que cumplian los criterios de inclusion y estaban interesados en el estudio. Se revisaron los
historiales médicos para determinar la elegibilidad final antes de la inscripcion. Se obtuvieron muestras de sangre de cada
sujeto en la visita basal y después de 12 meses de tratamiento. Hubo variacién interindividual en la hora del dia en que
se obtuvieron las muestras de sangre. Se obtuvieron alicuotas de plasma de cada muestra y se usaron inmediatamente
para las pruebas bioquimicas o se congelaron a 80 °C. Los niveles plasmaticos de activina se midieron por duplicado
usando kits ELISA disponibles en el mercado, segun las instrucciones del fabricante (R&D Systems, Minneapolis, MN}).

9.4.1.9 Estadistica

Se realizé el andlisis estadistico usando ANOVA. Todos los datos se expresan como media + DE, a menos que se
especifique otra cosa en la leyenda de la figura. Las diferencias entre grupos se evaluaron a posteriori usando el método
LSD de Fisher y se consideraron significativas a p <0,05. Los analisis se realizaron usando el programa estadistico Sigma
Stat (Point Richmond, CA). Los datos de todos los grupos representan una "n" de 7-15. Para el analisis de PCR en tiempo
real se usé un minimo de 3 muestras en cada grupo experimental. Se usaron pruebas de la t para datos independientes
para comparar ratones con ERC-3 tratados con mActRIIA-Fc frente a ratones con ERC-3 V tratados con vehiculo o ratones
con operacién simulada (simulacién). En la Fig. 6, los recuadros representan la mediana y los intervalos intercuartilicos
(del percentil 25 a 75), y las barras de error presentan 1,5 veces el intervalo intercuartilico por debajo del percentil 25 y
por encima del 75. Las medias se compararon usando el método de ANOVA de Holm-Sidak para comparaciones multiples
con p<0,05 como nivel critico de diferencia significativa.

9.4.2 RESULTADOS
9.4.2.1 Funcion renal en modelos de ERC

Se indujo ERC analoga a la ERC humana en estadio 3 (ERC-3) en tres modelos experimentales. El primer modelo fue un
modelo de calcificacion vascular aterosclerotica estimulada por la ERC: el ratéon /dir-/-alimentado con dieta hiperlipidica
(Fang, Y., et al., 2014. Kidney Int 85:142-150; Fang, Y., et al., 2014. J Am Soc Nephrol 25:1760-1763; Davies, M.R., et al,,
2003. J Am Soc Nephrol 14:1559-1567; Davies, M.R., et al., 2005. J Am Soc Nephrol 16:917-928; Lund, R.J., et al., 2004.
J Am Soc Nephrol 15:359-369; Mathew, S., et al., 2008. J Am Soc Nephrol 19:1092-1105. PMCID:PMC2396927; Mathew,
S, et al.,, 2007. J Am Soc Nephrol 18:122-130; Mathew, S., et al.,, 2008. J Am Soc Nephrol 19:1509-1519.
PMCID:PMC2488263). La funcion renal medida por el aclaramiento de inulina y por los niveles de BUN se redujo al nivel
de la ERC humana de estadio 3 en ratones /dir-/- alimentados con dieta hiperlipidica, como se describe en la Seccién
9.4.1.1, y estos ratones se denominaran en lo sucesivo ERC-3 (Fig. 12Ay Fig. 12B). Ademas, los ratones con ERC-3 eran
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hiperfosfatémicos (Tabla 11}, que es coherente con la ERC humana de estadio 3b-4. Un segundo modelo de ERC fue la
ERC espontanea que se desarrolla en ratones y humanos deficientes en la cadena a5 del colageno de tipo IV (Col4a5)
(sindrome de Alport) (Rheault, M.N., et al., 2004. Journal of the American Society of Nephrology 15:1466-1474). Los
ratones deficientes en Col4a5 a los 200 dias de edad presentan reducciones en el aclaramiento de inulina y elevaciones
de BUN equivalentes a ERC humana de estadio 3-4 (Fig. 12C y Fig. 12D). Un tercer modelo, la ERC-3 en el ratdon GNZ
se describe en la Seccion 9.4.1.1 y a continuacion.

Tabla 11. Parametros bioquimicos séricos en los distintos grupos de animales.

Parametro {Grupo 1 Natural Grupo 2 {Grupo 3 ERC-3 EGrupo 4 ERC-3 Grupo 5 ERC-3 !
Simulacién !
Raza057/BJ6 Idlr/ldlr/ldlr/ P —
o — Fa— - IperllpldlcaHlperllpldlcaHlperllpldlca ............ - |perI|p|d|ca ........
ClrugIaNIngunO ........................... SlmulaCIonECRECR .............................................................
Semanasposnatales ..... e 282828 ................................
TratamlentONlngunOIngunOVehlculomACtRHAFC .............................................
N12 ........................................... pr— 1415 ............................
BUN(mg/dI)240t4606137377176365158 .............
Ca(mg/dl)83¢189¢09 .................. 9410888103 ...............
Fosforo(mg/dl) ................... : 9102 ............................... | 9123110116118112 .............

9.4.2.2 Niveles de activina y receptor aortico de activina de tipo lIA (ActRIIA)

Se investigd la capacidad de la reparacion renal en la ERC para estimular los niveles circulantes de un miembro de la
superfamilia de TGFB. Los niveles circulantes de activina aumentaron en los modelos de ERC (Fig. 13A y Fig. 13B). Se
analizaron tejidos renales y aérticos para el ARNm de activina A (un homodimero de inhibina betaA (Inhba)). EIARNm de
Inhba fue inducido por la ERC en el rifién y la aorta (Fig. 13C), y los niveles de proteina aumentaron en el rifién (Fig. 13D).
Se analizaron aortas de ratones con ERC-3 para la induccién de receptores de tipo Il de la superfamilia de TGFB, que son
el componente de unién al ligando de los heteromultimeros de receptores de la superfamilia compuestos por receptores
de tipo Il y tipo | (ALK). La ERC-3 producida en el ratén /dir-/- alimentado con dieta hiperlipidica indujo una regulacién al
alza del receptor A de activina de tipo Il (ActRIIA) en el musculo liso vascular aértico (Fig. 13E). Las activinas se asocian
con factores inhibidores regulados, la folistatina y 3 similar a la folistatina (fstL3) (Welt, C., et al., 2002. Experimental
Biology and Medicine 227:724-752.), cuyos niveles circulantes (Fig. 13F y Fig. 13G) y tisulares no se vieron afectados por
la ERC-3. La estequiometria de folistatina, fstL3 e inhibina (suma de 620 pg/ml mas 400 pg/ml de inhibina no medida
(Sharpe, R.M., et al., 1999. Journal of Andrology 20:94-101)) a los niveles de activina A (>5000 pg/ml} en la circulacién
indica que la ERC produce niveles significativos de activina libre, un evento patolégico que hace de la activina A un factor
circulante en la ERC.

9.4.2.3 Transicion endotelial-mesenquimatosa aortica en la ERC

Para estos estudios se utilizé un tercer modelo experimental de ERC. El raton GNZ se usa para el rastreo del linaje celular
(Stoller, J.Z., et al., 2008. Genesis (New York, N.Y. : 2000) 46:200-204.}, y los ratones GNZ expresan proteina verde
fluorescente y beta galactosidasa (GFP/LacZ) localizadas en el nucleo una vez que se elimina una secuencia STOP
flanqueada por loxP aguas arriba (Fig. 14A). Para eliminar los sitios /oxP en los ratones GNZ, se cruzaron con ratones
Tek-Cre que expresaban la recombinasa Cre bajo la direccién del promotor/ potenciador de la tirosina cinasa Tek (Tie2).
Dado que Tie2 es un receptor de angiopoyetina especifico del linaje endotelial, los ratones GNZ/Tek-Cre+ expresan GFP
nuclear y citoplasmatica en células del linaje endotelial (Fig. 14A) (Moore-Morris, T., et al., 2014. The Journal of Clinical
Investigation 124:2921-2934). En los ratones GNZ/Tek-Cre+, la GFP adrtica colocalizada con la tincién nuclear DAPI se
limita a las células endoteliales marcadas con el biomarcador CD31 (Fig. 14B, ver las flechas). Cuando ERC-3 se produjo
en ratones GNZ/Tek-Cre+, ademas de las células endoteliales, las células en la tinica media adrtica y la adventicia
demostraron tincién GFP, mostrando que estas células derivaban de un linaje endotelial a través de la transicién endotelial-
mesenquimatosa (EnMT) (Fig. 14C, 14D, ver las flechas). Para analizar con mas detalle si la ERC estimula la EnMT, se
examiné la expresién de un factor de transcripcién implicado en la EnMT, Snait, en un modelo de ERC espontanea, el
ratén con sindrome de Alports. Snaii se regulé al alza al principio (a los 75 doa) en el curso de la ERC (Fig. 14E), coherente
con el momento de niveles maximos de activina (véase mas adelante).

9.4.2.4 Efectos vasculares de la inhibicion de la sefalizacién de ActRIIA en la ERC

Se utilizé un ligando trampa (Fig. 23A) compuesto por el dominio extracelular de ActRIIA fusionado con el dominio Fc de
IgG1 (denominado en lo sucesivo mActRIIA-Fc). La Figura 23B representa el disefio experimental para la utilizacién de

84



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2978 963 T3

mActRIIA-Fc en un modelo de calcificacién vascular usando un protocolo de tratamiento que permitié que la calcificacion
vascular estimulada por ERC-3 se desarrollara durante ocho semanas antes de establecer mActRIIA-Fc. Usando este
protocolo, el tratamiento de ratones con ERC-3 con el ligando trampa de ActRIIA disminuy6 la expresién de Runx2 aértica
estimulada por ERC-3 y la expresién de fosfatasa alcalina (ALP) adrtica en los ratones con ERC-3 alimentados con dieta
hiperlipidica /alr-/- (Fig. 25A). Tanto la expresién de Runx2 como la de ALP representan posibles efectos aguas abajo de
la sefializacion de ActRIIA y biomarcadores de la transicién osteoblastica en la aorta que se invirtié por el tratamiento con
mActRIIA-Fc. El musculo liso aértico 22a (Sm22-alfa), un biomarcador de las células musculares lisas vasculares
diferenciadas, se redujo con ERC-3 y se estimulé con mActRIIA-Fc. La ERC-3 provoco una disminucion de la expresién
de miocardina aértica (MYOCD), el factor de transcripcion especifico de las células musculares lisas vasculares, pero la
miocardina no se vio afectada por el tratamiento con mActRIIA-Fc. La expresion adrtica de Klotho, que se ha relacionado
con la calcificacion vascular (Lim, K., et al., 2012. Circulation 125:2243-2255.), fue muy baja en comparacién con la renal
(datos no mostrados). En términos de los efectos de ERC-3 y el tratamiento con mActRIIA-Fc en los niveles proteinicos
aodrticos de los ARNm de la Figura 25A, la ERC aument6 los niveles aérticos de Runx2 y mActRIIA-Fc normalizé los niveles
aodrticos de Runx2 (Fig. 25B). La ERC redujo los niveles aérticos de actina de musculo liso alfa (aSMA), otro biomarcador
de células musculares lisas vasculares diferenciadas, y el tratamiento con mActRIIA-Fc aumento los niveles aorticos de
aSMA (Fig. 25B). Los niveles de miocardina no cambiaron por la ERC o el tratamiento con mActRIIA-Fc.

9.4.2.5 Efectos de la disminucidén de la sefalizacion de ActRIIA en la calcificacion vascular

La estimulacion de la calcificacién vascular por la ERC se estudié en un modelo de aterosclerosis y diabetes de tipo 2 (Al-
Aly, Z., et al., 2007. Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular Biology 27:2589-2596; Towler, D.A., et al., 1998. Journal
of Biological Chemistry 273:30427-30434.), el ratén Idir-/- alimentado con dieta hiperlipidica y con ERC ablativa, como se
ha descrito anteriormente. La ERC-3 provocé la acumulacion de depésitos de calcio en los ateromas aérticos de los
ratones con ERC-3 tratados con vehiculo (ERC-3 V) (Fig. 15A), que no estaban presentes en los ratones con ERC-3
tratados con mActRIIA-Fc (ERC-3 R), y el contenido de calcio en el tejido adrtico se redujo a los niveles observados en
los ratones naturales, significativamente por debajo de los presentes en el momento del establecimiento del tratamiento
con mActRIIA-Fc, ERC-3 (Fig. 15B).

9.4.2.6 Efectos de la disminucion de la seializacion de ActRIIA en la enfermedad cardiaca estimulada por ERC

Se estudié la estimulacién de la enfermedad cardiaca por la ERC en el modelo de calcificacién vascular. Los ratones con
ERC-3 V tuvieron un aumento del peso del corazon que se invirtié por el tratamiento con mActRIIA-Fc (Fig. 16A), pero no
por el tratamiento con carbonato de lantano (ERC-3 L (Fang, Y., et al., 2014. J Am Soc Nephrol 25:1760-1763.)), y la ERC-
3 V indujo una hipertrofia cardiaca leve (Fig. 16B). Sin embargo, aunque no habia indicios de fibrosis cardiaca (Fig. 16C),
hubo indicios de hipertrofia de miocitos, que se invirtid por el tratamiento con mActRIIA-Fc.

Dado que uno de los mecanismos de asociacién de la calcificacién vascular y la hipertrofia cardiaca en la ERC es la
rigidez de las grandes arterias, la rigidez vascular y la tensiéon arterial se midieron usando métodos previamente
informados (Wagenseil, J.E., et al., 2009. Circulation Research 104:1217-1224; Wagenseil, J.E., et al., 2005. AJP - Heart
and Circulatory Physiology 289:H1209-H1217). La ERC-3 en el ratén aterosclerético Idir</- alimentado con dieta
hiperlipidica no produjo rigidez vascular de las arterias carétidas o de la aorta (Fig. 19Ay 19B) ni elevaciones de la tension
arterial (Tabla 12). Ademas, la neutralizacion de Dkk1 en ratones con ERC-3 tratados con anticuerpo neutralizante contra
Dkk1 (Fang, Y., et al., 2014. J Am Soc Nephrol 25:1760-1763.) no tuvo efecto sobre la rigidez aértica en ausencia de
aumento de la rigidez.

Tabla 12. Parametros flSloIoglcos cardiovasculares de ratones de 28 semanas de edad.

Slmulacmn ERC 3V
TAS f 00,4+4,6
TAD ‘ 169,14+3,1

Tension diferencial

Frecuencia cardiaca

TAS=tensién arterial S|stollca TAD=tensi6n arterlal diastélica. Los valores se presentan como media * error estandar

de la media. N=4-6 ratones por grupo.

ERC-3 Dkk1 mAb

110,714,8

77,55%3,6

33,1119

558,6+11,2

9.4.2.7 Sefializacion de ActRIIA en aorta y rifion y fibrosis renal

La transduccién canénica de sefiales por la superfamilia de TGFB implica la unién del ligando a los receptores de tipo I
que activan su actividad de serina/treonina cinasa y que estimulan la asociaciéon y fosforilaciéon de los receptores de tipo
I, las cinasas Alk (véase la representacion en diagrama en la Fig. 20). La superfamilia de TGF utiliza siete cinasas Alk, y
Alk4 (ActRIB) es el receptor de tipo | méas frecuentemente asociado a la sefializacién de activina/ActRIIA (Abe Y, et al.,
2004. Growth Factors (Chur, Suiza) 22:105-110). En homogeneizados renales del modelo de ratén de ERC-3, la
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fosforilacién de Alk4 no estaba aumentada, segun estudios anteriores (Antsiferova, M., y Werner, S. 2012. Journal of Cell
Science 125:3929-3937.) (Fig. 18A). Por el contrario, fosfoSmad2 aumentd por la ERC-3 y disminuyé por mActRIIA-Fc
(Fig. 18A), lo que indica un papel de otro receptor de Alk en la sefializacion renal de activina en ERC. En el rifién enfermo
de ERC-3 con nefritis intersticial, col1al estaba regulado al alza y mActRIIA-Fc disminuyé los niveles de colial (Fig. 18A),
coherente con la disminucién de fosfoSmad?2 inducida por mActRIIA-Fc. Ademas, hubo una disminucién importante en la
expresion renal de Klotho inducida en los ratones con ERC-3 V que fue corregida por mActRIIA-Fc (Fig. 18B). Como
resultado, se analizaron los compartimentos renales en los que se expresaba activina en ERC-3 V y se identificé una
fuerte expresién en los miofibroblastos peritubulares, pero no en el epitelio.

En el musculo liso aértico se detectaron Alk4 y A1kl (Fig. 18A), pero no AIk5 ni Alk2. Los niveles de Alk4 y Alk1 no se
vieron afectados por la ERC-3. Sin embargo, ERC-3 no aumenté los niveles de fosfosmad 2/3 aértico, ni mActRIIA-Fc los
disminuyé (Fig. 18A). Sin embargo, el analisis de la sefializacién de ActRIIA no canénica (Fig. 20} indicé que la cinasa
map (fosfoErk1/2) no fue activada por la ERC ni inhibida por mActRIIA-Fc y que los niveles de p38 y JNK en el musculo
liso vascular fueron muy bajos. Los niveles de actina 2 adrticos también eran muy bajos y no estaban estimulados por
ERC-3. Los niveles de Axin2 son un biomarcador estandar de la sefializacion canénica de Wnt. Sin embargo, dado que
Dkk1 es una diana transcripcional de la sefializacién canénica de Wnt, se analizaron los niveles de Dkk1 en el rifidn y la
aorta como biomarcador de la actividad de Wnt, demostrando que el tratamiento con mActRIIA-Fc disminuy6 los niveles
renales de Dkk1 en los ratones con ERC-3 (Fig. 18C), produciendo reducciones significativas en los niveles plasmaticos
de Dkk1 (Fig. 18C). Ademas, los niveles adrticos de Dkk1 fueron aumentados por ERC-3 e inhibidos por mActRIIA-Fc (Fig.
18C). Esto indicé que la sefializacién de Wnt del musculo liso renal y vascular y la liberacién sistémica de Dkk1 fueron
inhibidas por la supresion de activina. En consecuencia, la activina circulante elevada en la ERC sefiala a través del
aumento de ActRIIA vascular activando la sefializacién Wnt y estimulando la calcificacion aterosclerética.

9.4.2.8 Traslacion de los estudios preclinicos a la fisiopatologia humana y a la clinica

Como se muestra en la Fig. 19, los niveles séricos de activina aumentaron en una cohorte de pacientes con estadio 3 de
ERC, en comparacién con los controles sanos.

9.4.3 CONCLUSIONES

Este ejemplo demuestra que la activina es un segundo factor implicado en la reparaciéon renal que aumenta en la
circulacion durante la ERC. Sin quedar ligado a teoria, los resultados demuestran que la expresion de activina aumenta
en los rifiones enfermos, se libera en la circulacién y estimula la desdiferenciacion del misculo liso vascular aértico y la
transicién osteoblastica, a lo que contribuye la transicién endotelial a mesenquimatosa, y estos efectos culminan en la
calcificacion aterosclerética y la hipertrofia cardiaca estimuladas por la ERC. La ERC aumenta al alza la expresién renal
de activina en los miofibroblastos y estimula la progresién de la enfermedad renal mediante el aumento de la fibrosis renal.
La inhibicién de la sefializacién de ActRIIA inhibe la transicién osteoblastica y la calcificaciéon aterosclerética en la aorta.
La inhibicién de la sefializacién de ActRIIA inhibe la hipertrofia cardiaca y la fibrosis renal. Los efectos del ligando trampa
de ActRIIA, mActRIIA-Fc, en el sindrome de ERC-TMO temprano se asemejan a los de un anticuerpo monoclonal contra
Dkk1 en la calcificacién vascular estimulada por ERC (Fang, Y., et al., 2014. J Am Soc Nephrol 25:1760-1763). Estos
datos demuestran que la inhibicion de la sefializacién de ActRIIA en el rifibn enfermo disminuyé la activacion de Wnty los
inhibidores circulantes de Wnt. Ademas, en el misculo liso vascular, la activina estimula la actividad de Wnt, que es
inhibida por mActRIIA-Fc. Asi pues, la reactivacion de dos factores de desarrollo renal, Wnts y activina, produce inhibidores
circulantes de Wnt y activina en la ERC, causando enfermedades vasculares y cardiacas. Esta es la demostracion de que
las enfermedades renales causan directamente enfermedades cardiovasculares y que la consideracién del proceso de
enfermedad renal no puede separarse de la reparaciéon renal y la consiguiente estimulacién de la enfermedad
cardiovascular.

Ademas, este ejemplo demuestra que la expresion renal de activina esta aumentada en tres modelos de enfermedad
renal cronica, produciendo un aumento de activina circulante que supera los niveles de inhibidores de activina en la
circulacion. La activina circulante estimuld la transduccion de sefiales a través del receptor ActRIIA produciendo
desdiferenciacién del musculo liso vascular aértico, transiciéon osteoblastica y calcificacién de placas ateroscleroticas.
Estos efectos se debieron a la activina circulante, como demuestra la ausencia de aumento de los niveles de proteina
activina en la aorta, a pesar de que la ERC indujo un aumento del ARNm de activina en la aorta (Fig. 13B). Sin quedar
ligado a teoria, estos datos demuestran que la sefializacién vascular de activina es estimulada por la ERC a través de la
produccién de activina endocrina por el rifion.

Dado que la EnMT es un proceso mediado por Smad (Cooley, B.C., et al., 2014. Science Translational Medicine
6:227ra234.), activado por miembros de la superfamilia de TGFB que incluye TGFp, proteinas morfogenéticas 6seas
(BMP), activinas/inhibinas y factores de crecimiento y diferenciacion (GDF) (Piek, E., et al., 1999. The FASEB Journal
13:2105-2124.), se analizaron las aortas del modelo de calcificacién vascular con ERC-3 para cambios en los niveles de
receptores de tipo Il de la superfamilia de TGFB, que son los componentes de unién al ligando de los receptores. El
receptor de activina de tipo IIA (ActRIIA) estaba regulado al alza en el mlsculo liso vascular aértico. La administracion del
dominio extracelular de ActRIIA en una proteina de fusién con el dominio Fc de IgG1 como ligando trampa (mActRIIA-Fc)
demostré que la inhibicion de la sefializacién de ActRIIA producia la inhibicién de la transicion osteoblastica en las células
musculares lisas abdrticas, la estimulacién de la expresion génica de las células musculares lisas vasculares y la inversion
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de la calcificacién adrtica en un modelo aterosclerético estimulado por la ERC. Ademas, la ERC estimulé la EnMT en un
modelo de ratén de rastreo de linaje. Sin embargo, el lugar principal de la funcién de la activina parecia ser el musculo
liso vascular, donde aumentaba la expresién de ActRIIA.

La hipertrofia cardiaca, especialmente ventricular izquierda, es muy prevalente en la ERC (Moran, A., et al., 2008.
American Journal of Kidney Diseases 52:839-848; Park, M., et al., 2012. Journal of the American Society of Nephrology
23:1725-1734). Ademas, el modelo de calcificacion vascular aterosclerética se caracterizé por hipertrofia cardiaca (Fig.
16). Sin embargo, la produccion de hipertrofia cardiaca en el modelo difiere mecanicamente del paradigma comun de la
rigidez vascular estimulada por la ERC (Townsend, R.R. 2015. Current Opinion in Nephrology and Hypertension 24:47-53
10.1097/MNH.0000000000000086; Merx, M.\W., et al., 2005. Journal of the American Society of Nephrology 16:3357-
3364.), hipertensién y remodelaciéon cardiaca, ya que los ratones ateroscleréticos ERC-3 (ratones diabéticos alimentados
con dieta hiperlipidica /dir-/-) no presentaban rigidez vascular ni hipertensién. Dado que mActRIIA-Fc corrigio la hipertrofia
cardiaca en ausencia de cambios en los niveles de FGF23 (Fig. 19), es poco probable que la hipertrofia cardiaca en los
ratones con ERC-3 se debiera al FGF23 (Faul, C., et al., 2011. J Clin Invest 121:4393-4408).

En conclusién, sin quedar ligado a teoria, este ejemplo demuestra un segundo factor implicado en la reparacién renal que
aumenta en la circulacién durante la ERC y causa enfermedades cardiovasculares. Sin quedar ligado a teoria, el ejemplo
demuestra que la expresion de activina aumenta en los rifiones enfermos, se libera en la circulacion y estimula la
desdiferenciacién del musculo liso vascular adrtico y la transicion osteoblastica, a lo que contribuye la transiciéon endotelial
a mesenquimatosa, y estos efectos culminan en la calcificaciéon aterosclerética y la hipertrofia cardiaca estimuladas por
la ERC. La ERC aumenta al alza la expresién renal de activina en los miofibroblastos y estimula la progresiéon de la
enfermedad renal mediante el aumento de la fibrosis renal. La inhibicién de la sefializaciéon de ActRIIA inhibe la transicién
osteoblastica y la calcificacion aterosclerodtica en la aorta. La inhibicién de la sefializacién de ActRIIA inhibe la hipertrofia
cardiaca y la fibrosis renal. Los efectos del ligando trampa de ActRIIA, mActRIIA-Fc, en el sindrome temprano de ERC-
TMO muestran que la inhibicion de la sefializacion de ActRIIA en el rifién enfermo disminuy6 la activacién de Wnt y los
inhibidores de Wnt circulantes. Asi pues, sin quedar ligado a teoria, la reactivacion de dos factores de desarrollo renal,
Whts y activina, produce inhibidores circulantes de Whnt y activina en la ERC, causando enfermedad vascular y cardiaca;
por tanto, la enfermedad renal causa enfermedad cardiovascular.

9.5 EJEMPLO 5: LA LESION/REPARACION RENAL ESTIMULA LA ENFERMEDAD VASCULAR MEDIANTE LA
INHIBICION SISTEMICA DE WNT Y ACTIVINA

9.5.1 ANTECEDENTES
Los resultados presentados en este ejemplo se refieren a los resultados presentados en el Ejemplo 4 (Seccion 9.4).

Las enfermedades renales causan calcificacién vascular aterosclerética al producir la inhibicion sistémica de Wnt y la
secrecién de activina durante la reparacion renal. Los efectos vasculares de la enfermedad renal crénica (ERC) son una
interaccion de la inhibicién de Wnt y la modulacién inducida por activina de la funcién del receptor de activina.

9.5.2 METODOS

Se indujo ERC con elevados niveles de inhibidores de Wnt, especialmente Dkk1, y activina en modelos de ratén para el
rastreo de linajes y la calcificacién vascular, y se dej6é que se desarrollara espontaneamente en ratones Alport. Se midieron
los niveles de activina, Dkk1, receptor de activina de tipo 2A (ActRIIA), fosfoSmad 2/3 y colageno mediante ELISA, RT-
PCR vy transferencias Western. Se midié la funcién del musculo liso vascular mediante dilatacion arterial inducida por
presién. El rastreo del linaje celular se realizé en ratones Rosa-tdT cruzados con ratones Tie2-Cre especificos del endotelio.
Los ratones portadores de Rosa-tdT expresan rojo tomate en células portadoras de recombinasa Cre. mActRIIA-Fc se
refiere a un ligando trampa de activina A (véase, por ejemplo, la patente de EE. UU. n.2 8.173.601 y Carrancio et al., 2014,
British Journal of Haematology, 165:870-882).

9.5.3 RESULTADOS

La ERC aument6 los niveles circulantes de Dkk1 y activina. En los rifiones enfermos, la activina se expresaba en los
miofibroblastos y aument6 la sefializacion de ActRIIA a través de fosfoSmad 3. En los rifiones enfermos, mActRIIA-Fc, un
ligando trampa de ActRIIA, inhibié fSmad 3 renal, la expresion de colial, los niveles de proteina urinaria y los niveles de
Dkk1 y aumento los niveles de Klotho. En la vasculatura, los niveles y la sefializacion de ActRIIA se vieron afectados por
la ERC, junto con una disminucion de la diferenciacion y la funcién del musculo liso vascular. En la vasculatura de ratones
con ERC, mActRIIA-Fc aumenté la diferenciacién de las células musculares lisas vasculares e inhibié la transicion
osteoblastica y la calcificacion vascular. En la circulacion, mActRIIA-Fc redujo los niveles de Dkk1. La ERC indujo la
expresion de rojo tomate en células de la adventicia de arterias femorales lesionadas de ratones ERC Tek-Cre/Rosa-tdT
frente a ratones ERC Tek-Cre/Rosa-tdT con funcién renal normal, en donde el rojo tomate se limité al endotelio de la
arteria femoral, lo que demuestra que la ERC induce células Tie2-positivas durante la lesién vascular.

9.5.4 CONCLUSIONES
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La ERC disminuyé la funcién del musculo liso vascular y estimuld la transicion osteoblastica y la calcificacion vascular. La
disminucion de los efectos de la activina elevada en la ERC con mActRIIA-Fc inhibi6 la fibrosis renal dependiente de
Smad, bloqueé la transicién osteoblastica adrtica, aumenté la diferenciacion del masculo liso vascular y disminuy6 la
calcificacion vascular.

9.6 EJEMPLO 6: EL PAPEL DE LA SENALIZACION DE ACTIVINA EN LA PATOGENESIS DE LA OSTEODISTROFIA
RENAL DE LA ERC-TMO

9.6.1.1 INTRODUCCION

La enfermedad renal crénica-trastorno mineral 6seo (ERC-TMOQ) incluye la calcificacién vascular y la osteodistrofia. La
ERC aumenta la activina circulante (un ligando de la superfamilia de TGFB) y la sefializacion de activina (Figura 21A). La
inhibicion de la sefializacion de ActRIIA con un ligando trampa del receptor de activina de tipo lIA (ActRIIA) (mActRIIA-Fc)
inhibe la calcificacién vascular y previene la hipertrofia cardiaca. Este ejemplo demuestra el papel de la sefializacién de
activina en la patogénesis de la osteodistrofia renal.

9.6.1.2 METODOS

Los ratones Idir-/- alimentados con dieta hiperlipidica (SIMULACION; n=12) con operacién simulada manifiestan diabetes
e hipercolesterolemia. Se indujo ERC con hiperfosfatemia, FGF-23 elevado y reduccién del 60% de la tasa de filtracion
glomerular (ERC-3) mediante nefrectomia 5/6 a las 14 semanas de edad en los ratones IdIr-/- alimentados con dieta
hiperlipidica, y es un modelo de calcificacion vascular aterosclerética. Los ratones con ERC-3 fueron tratados con
mACtRIIA-Fc 10 mg/kg (mACctRIIA-Fc; n=15) o vehiculo (VEH; n=13), fueron inyectados por via intraperitoneal
semanalmente a partir de las 22 semanas de edad y estudiados a las 28 semanas mediante histomorfometria esquelética
y microtomografia computarizada. Los resultados de ERC-3 se compararon con los de ratones naturales (WT, n=5) y
SIMULACION.

9.6.2 RESULTADOS

En relacién con WT (volumen de hueso esponjoso/volumen de tejido [VH/VT]: 12,90%), los ratones SIMULACION
mostraron un VH/VT reducido (10,92%) asociado a enfermedad 6sea adinamica. La induccién de la ERC-3 caus6 una
enfermedad 6sea de recambio rapido en ratones VEH, y una menor VH/VT (11,22%); esto se invirtio con 6 semanas de
tratamiento con mActRIIA-Fc (13,28%). La induccién de ERC-3 causé una reduccion del grosor trabecular, que se invirtio
con 6 semanas de tratamiento con mActRIIA-Fc. Los ratones con ERC-3 tratados con VEH demostraron una mayor
superficie de erosion/superficie ésea y un mayor nimero de osteoclastos/100 mm de longitud dsea (1,83% y 62,32/100
mm, respectivamente) en comparaciéon con los SIMULACION (1,05% y 33,40/100 mm), que se mitigaron con mActRIIA-
Fc (1,23% y 38,37/100 mm). Los ratones con ERC-3 tratados con VEH también demostraron una mayor superficie de
osteoblastos/superficie 6sea y un mayor numero de osteoblastos/100 mm de longitud ésea (1,58% y 110,63/100 mm,
respectivamente; P<0,05) en comparaciéon con WT o SIMULACION (Figura 21B y Figura 21C, respectivamente).
mActRIIA-Fc redujo significativamente tanto la superficie de osteoblastos/superficie 0sea como el ndmero de
osteoblastos/100 mm de longitud dsea (0,68% y 43,18/100 mm; P<0,05) en comparacién con VEH. A pesar de la reduccién
significativa en el nimero de osteoblastos en relaciéon con VEH, la tasa de aposiciéon mineral con el tratamiento mActRIIA-
Fc se mantuvo (0,42 y 0,40 um3/dia, respectivamente), con una tasa de formacién 6sea/osteoblasto significativamente
mayor (0,17 frente a 0,48 um3/100 células/afio, respectivamente; P<0,05 frente a VEH), que fue similar a WT (0,42
um3/100 células/afo) (Figura 21D).

Tabla 13. Resultados histomorfométricos (media + EEM
.Simulacién |ERC-3 + Vehiculo |ERC-3 + mActRIIA-Fc

'VO, % 10,9£1,3 11,210,8 13,3+1,2
_Grosor trabecular (placa), pm 530,912,1 31,841,7 33,2#1,9
'Separacién trabecular (placa) pm 2269,411 7,3 1261,9+16,6 238,1+24.9
‘Volumen de osteoide/VO, % 50,310,1 0,4%0,1 0,2+0,1
‘Superficie de osteoide/superficie 6sea, % 22,510,6 2,9+0,7 1,70,4
_Grosor del osteoide, pm 12,10,4 1,940,3 1,940,2

‘Superficie de erosion/superficie 6sea, % 1,1£0,2 1,8+0,5 1,240,5

:33,4+5,1 62,3+19,5 38,4%15,4

‘Superficie de osteoclastos/superficie 0sea, % i1,0£0,2 1,740,5 1,1£0,5

Tasa de aposicion mineral/dia, pm/dia :0,4+0,0 0,4+0,1 0,4+0,0

Marcas dobles/superficie dsea, %

Numero de osteoclastos/perimetro 0seo, #100 mm
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{Simulacién {ERC-3 + Vehiculo { ERC-3 + mActRIIA-F¢
Marcas|nd|V|dua|es/superf|c|eosea,%80109 101111 103119 .................................
Superflclemmerahzante/superflcleosea,% ......................... 70109 ............. 8 8111 ............................ 6 8111 ....................................
Tasadeformaclonosea/superflcleosea,108123 139125 ........................ 95112 ...................................

mm3/cm?/afio ‘
TlempoderetardodeIam|neral|zac|on,d|as19104 19105 13103 ...................................
T|empodemadurac|onosteo|de,d|as63114 ............. 5 4109 ........................... p 9105 ...................................

EEM= error estandar de la media

mActRIIA-Fc no afect6 la hiperfosfatemia ni los niveles de FGF-23.
9.6.3 CONCLUSIONES

El aumento de activina circulante contribuye a la osteodistrofia de recambio rapido asociada a la ERC-3. La inhibicién de
la sefializacién de activina con mActRIIA-Fc, un ligando trampa de ActRIIA, aumenté el volumen 6seo en la ERC-3 al
inhibir la resorcién 6sea y normalizar la tasa de aposicidon mineral y la tasa de formacion ésea/osteoblasto, contrarrestando
los efectos negativos de la ERC.

9.7 EJEMPLO 7: RESULTADOS DE TOMOGRAFIA COMPUTARIZADA CUANTITATIVA PARA MASA OSEA Y
CALCIFICACION VASCULAR AORTICA ABDOMINAL EN SUJETOS EN HEMODIALISIS TRATADOS CON NIVELES
DE DOSIS CRECIENTES DE hACTRIIA-F¢

9.7.1 INTRODUCCION

La osteodistrofia renal de recambio rapido se caracteriza por una disminucién de la masa ésea cortical y un aumento de
la trabecular, lo que da lugar a un mayor riesgo de fractura. La hActRIIA-Fc, una proteina de fusién de receptor de activina
de tipo lI-lgG1, bloquea la sefializacién de la activina A y puede reducir la osteoclastogénesis y promover la maduracién
de los osteoblastos en el hueso, segun datos in vitro. El presente analisis en sujetos en hemodialisis (HD) evalué el efecto
de hActRIIA-Fc sobre la densidad mineral 6sea (DMO) y la calcificacién vascular adrtica abdominal usando tomografia
computarizada cuantitativa (TCc).

9.7.2 METODOS

En un estudio de hActRIIA-Fc en sujetos en HD para la correccién de la anemia, los sujetos que respondian al agente
estimulante de la eritropoyetina (AEE) fueron lavados de su efecto AEE hasta que la hemoglobina (Hb) fue <10 g/dl, luego
se aleatorizaron a hActRIIA-Fc 0,3 mg/kg (n=9), 0,5 mg/kg (n=8), 0,7 mg/kg (n=9; 7 completados, 2 en curso), o placebo
(PBO; n=9) administrados por via subcutanea cada 28 dias durante un maximo de 8 ciclos de dosis. Actualmente se esta
inscribiendo un grupo de dosis que utiliza un ciclo de dosis de 14 dias. Se evalu6 a los sujetos para los efectos sobre la
Hb, los parametros de seguridad, DMO, calcificacion vascular y los biomarcadores del recambio éseo. Los fracasos del
tratamiento (Hb <9 g/dl) se corrigieron con ESA/transfusién. Se obtuvieron TCc de la cadera, la columna lumbar y la aorta
abdominal en el nivel basal y después de la fase de tratamiento de 225 dias.

9.7.3 RESULTADOS

De los 35 sujetos que se aleatorizaron en el estudio, 20 tenian evaluaciones de TCc emparejadas (PBO: n=3; 0,3 mg/kg:
n=6; 0,5 mg/kg: n=5; y 0,7 mg/kg: n=6). Algunos sujetos con TCc emparejada tuvieron una exposicién limitada a hActRIIA-
Fc debido al fracaso del tratamiento. La Tabla 14 muestra los resultados de DMQ y calcificacion vascular para PBO y cada
grupo de dosis de hActRIIA-Fc. hActRIIA-Fc parecié mitigar los efectos de la osteodistrofia renal de recambio rapido sobre
la DMO cortical y trabecular y ralentizar la progresién de la calcificacién vascular, en comparacion con PBO.

Tabla 14

hActRIIA-F¢
,5 mg/kg
152,6
[ 1,56%
| 40,00%

0,7 mg/kg n

Dias con el farmaco del estudio

‘DMO cortical del cuello femoral, % medio de CNB

‘Sujetos con >2% de aumento de la DMO cortical del cuello
femoral, %

£ 0,00%
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hActRIIA-Fc

ni0,5 mg/kg in 0,7 mg/kg |

0,54% {5{ 1,93%

17,26%

'DMO lumbar (trabecular), % medio de CNB

Puntuacién total de Agatston, % medio de CNB

Sujetos con <15% de aumento en la puntuacion de
Agatston, %

‘Raiz cuadrada de la puntuacion volumétrica (mm?9), CFB
medio

CNB= cambio desde el nivel basal.

9.7.4 CONCLUSIONES

Estos datos demuestran que hActRIIA-Fc, en una forma dependiente de la dosis, invierte los efectos de la osteodistrofia
renal de recambio rapido sobre el hueso cortical y trabecular, y ralentiza la progresién de la calcificacién vascular.

9.8 EJEMPLO 8 RESULTADOS DE TOMOGRAFIA COMPUTARIZADA CUANTITATIVA PARA MASA OSEA Y
CALCIFICACION VASCULAR AORTICA ABDOMINAL EN SUJETOS EN HEMODIALISIS TRATADOS CON NIVELES
DE DOSIS CRECIENTES DE ACTRIIA-HFC (SEQ ID NO:7; "SOTATERCEPT"):

9.8.1 INTRODUCCION

Véase Introduccién (Seccion 9.7.1) y Métodos (Seccion 9.7.2) para el Ejemplo 6 (Seccién 9.7). Este ejemplo presenta
datos adicionales del estudio realizado en el Ejemplo 6 (Seccién 9.7), obtenidos en una fecha posterior en el estudio.

9.8.2 RESULTADOS

Se aleatorizé a un total de 35 sujetos y recibieron al menos una dosis de placebo o ActRIIA-hFc (SEQ ID NO:7;
"sotatercept") como se indica en la Tabla 15.

Tabla 15. Sujetos aleatorizados y subconjunto de anaI|S|s TCc
Placebo Sotatercepto 3 Sotatercept 0,5 Sotatercept 0,7

‘Sujetos

Aleatorizados y que recibieron 1 dosis de
placebo o sotatercept

R

Medidas de TCc en el nivel basal y en el dia 225 : 4

La disposicion de los sujetos se representa en la Figura 22A, incluyendo los sujetos con mediciones de TCc emparejadas
en el nivel basal y en el dia 225. La mayoria de los sujetos a los que se interrumpié el tratamiento del estudio tuvieron un
fracaso del tratamiento que requirié rescate, generalmente porque la concentracién de hemoglobina era inferior a 9 g/dl.
La mayoria de los sujetos a los que se interrumpié el tratamiento del estudio recibieron placebo 0 0,3 mg/kg de sotatercept.
Ninguno de los sujetos interrumpié el tratamiento debido a un acontecimiento adverso. Ademas de los 21 sujetos con
mediciones de TCc emparejadas, 12 requirieron terapia de rescate debido al fracaso del tratamiento con hemoglobina
durante la fase de tratamiento, 9 de los cuales requirieron rescate dentro de los 3 primeros ciclos de dosis.

Entre los sujetos con mediciones de TCc emparejadas, las caracteristicas demograficas y clinicas basales fueron en
general similares en todos los grupos de tratamiento (Tabla 16). Sin embargo, hubo un tiempo sustancialmente mayor en
didlisis en el grupo placebo, que también fue el grupo mas joven. También hubo diferencias entre los grupos en las
puntuaciones basales de biomarcadores y de Agatston (Tabla 17).

Tabla 16 Caracteristicas demograflcas y clinicas basales de los sujetos con mediciones de TCc emparejadas.

Sotatercept ......................... < otatercept05 ................ Sotatercept07 ................
50,3 mg/kg (n=6) mg/kg (n=5) mg/kg (n=6)
Edad,medla,aﬁos ......................................................... 573 ......................................... : 08 ........................................ 630 ....................................
Mujeres,n(%) .................................................................. 6(667) ................................. 0(00) ..................................... ; (667) ..............................
Raza,n(%) ..................................................................................................................................................
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{Sotatercept Sotatercept 0,5 Sotatercept 0,7
{0,3 mg/kg (n=6) mg/kg (n=5) mg/kg (n=6)

Blanca 3 (50,0) 3 (60,0) 5 (83,3)

Negra 3 (50,0) 2 (40,0) 1(16,7)

§Asiética O (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) :
Etnia, n (%)

‘Hispana 2 (33,3) 3 (60,0) 2 (33,3)
: :No hispana _ 4 (66,7) 2 (40,0) 4 (66,7)
Peso después de la didlisis, §80,3 79,4 84,5 :
media, kg
‘indice de masa corporal, 242 §27,7 26,9 29,9
media, kg/m? !
‘Diabetes, n (%) 2 (50,0) 5 (83,3) 5 (100,0) 5 (83,3)
‘Paratiroidectomia, n (%) 0 (0,0) O (0,0) O (0,0) 0 (0,0)
'Tiempo en dialisis, media, 165,8 §43,3 22,4 68,1
meses :
‘Quelante de fosfato no calcico, 4 (100,0) :3(50,0) 3 (60,0) 3 (50,0}
n (%)” _ . .
'Aglutlnante de fosfato a base 1 (25,0) 4 (66,7) 4 (80,0) 4 (66,7)
de calcio, n (%)* i _
Calcimiméticos, n (%)* 1(25,0 2 (33,3 0 (0,0) 2 (33,3
Analogo de 1,25-OH vitamina :3 (75,0 5(83,3 2 (40,0) 4 (66,7 ‘

D, n(%)

Tabla 17 Biomarcadores basales medios, DMO por area y puntuaciones de Agatston de sujetos con mediciones de TCc

emparejadas.
Placebo i Sotatercept 0,3 mg/kg Sotatercept 0,5 mg/kg Sotatercept 0,7 mg/kg
(n=4) {(n=6) : (n=5) g(n 6)

'PTH total basal, pg/ml 209,2 1104,8 11355 1100,4

'BSAP?, g/l 24,0 18,0 13,2 15,5

'PANP, ng/ml 548,3 1376,2 1468,4 1437,5

CTX®, pg/ml 3,152,3 i2,062,5 52,266,8 12,246,5

'DMO integral de cadera  1276,8 :286,6 1280,0 1281,0

total, mg/cm3 .

'DMO cortical del cuello {6405 :667,0 5931 1594,8

femoral, mg/cm? ; : :

'DMO media de la columna 140,1 125,6 1491 118,7

vertebral (L1, L2), mg/cms : :

Puntuacién total de 6,498,8 9 472,7 : :

Agatston de CV

‘Nota: La n refleja el nUmero de sujetos aleatorlzados con evaluaciones de TCc emparejadas; el nimero real de sujetos |
disponibles para cada parametro puede variar. PTH=hormona paratiroidea. 2Hueso=intervalo de referencia de la
fosfatasa alcalina especifica (BSAP): varones, 6-30; mujeres (premenopausicas), 3-19; mujeres (posmenopausicas),

6-26.

bIntervalo de referencia del N-propéptido del procolageno de tipo 1 (P1NP): varones, 30-110; mujeres, 20-108. ©
Intervalo de referencia del telopéptido carboxiterminal (CTX): varones, 0-854; mujeres (premenopausicas), 26-573;
mujeres (posmenopausicas), 104-1.008
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R — Placebo ............ Sotaterceptoamg/kgSotatercept05mg/kgSotatercept07mg/kg
{(n=4) :(n=6) i(n=5) :(n=6) :

d_as puntuaciones de Agatston méas bajas indican niveles mas bajos de calcificacién vascular.

En general, se consideré que los acontecimientos adversos graves no estaban relacionados con sotatercept, no
condujeron a la interrupcién y se resolvieron con la continuacién del mismo. No se notificaron muertes en los grupos de
tratamiento con sotatercept. Los acontecimientos adversos fueron en su mayoria de gravedad leve o moderada, no
relacionados con el farmaco del estudio, relativamente similares entre los grupos de tratamiento y, en general, coherentes
con los antecedentes médicos de los sujetos. En el primer ciclo de dosis de 28 dias y durante la fase de tratamiento de
225 dias, las mediciones domiciliarias de la tension arterial no mostraron cambios coherentes o dependientes de la dosis
con respecto al valor basal entre los sujetos de ninguno de los grupos de tratamiento.

Los cambios desde el nivel basal en las puntuaciones totales de Agatston en la aorta abdominal se proporcionan en la
Tabla 18. La proporcion de sujetos con una progresion < 15% en las puntuaciones totales de Agatston en la aorta
abdominal se muestra en la figura 22B.

Tabla 18. Nivel basal y cambio desde el nivel basal en la puntuacién total de Agatston en la aorta abdominal y en la
puntuamon del volumen total transformado de la raiz cuadrada

Placebo : Sotatercept03 Sotatercept 0,5 Sotatercept 0,7

(n=4) :mg/kg (n=6) mg/kg (n=5) mg/kg (n=6)
'Puntuacion total de Agatston en la aorta 5
abdominal
‘ Puntuacion total de 6,498,8 9 4727 3,618,5 1,862,1
Agatston basal
: Cambio desde la 787.,8 8 578,9 225,7 171,0

puntuacion total de
Agatston basal

% de cambio desde la 58,4 §29,9 17,3 7,4
puntuacion total de :
Agatston basal

......................................................................................................................................................................

§Raiz cuadrada basal del volumen 39,0 46 2 33 1 §27,4
‘total mm?3 i i i

Camblo desde la raiz cuadrada basal 3.4 11 )1 1,2 13
\del volumen total, mm3 : | :

Nota: La n refleja el nUmero de sujetos aleatorizados con evaluaciones de TCc emparejadas; el niUmero real de sujetos
disponibles para cada parametro puede variar. i

* Las puntuaciones totales de Agatston y del volumen total transformado de la raiz cuadrada mas bajas indican niveles :
mas bajos de calcificacion vascular. :

Ademas, la Tabla 19 proporciona el cambio porcentual desde el nivel basal en las mediciones de la cortical del cuello
femoral y la DMO volumétrica trabecular media de la columna lumbar. Se analizaron las proporciones de sujetos con un
aumento >2 % en la DMO cortical del cuello femoral y se determiné que el tratamiento con sotatercept se asocia a
aumentos en la proporcién de sujetos con un aumento 22 % en el hueso cortical del cuello femoral (véanse la Tabla 19y
la Figura 22C). Véase también Malluche et al., 2014, Clin. J. Am. Soc. Nephrol., 9:1254-1262. Ademas, en la ODR de
recambio rapido, la masa ésea trabecular aumenta, como se mide por la DMO trabecular de la columna lumbar, sin una
reduccion de las tasas de fracturas vertebrales en la ERT en comparacién con la poblacion general (véase Leonard MB,
2009, Semin. Nephrol., 29:133-143, y Duan et al., 1999, J. Clin. Endocrinol. Metab. 84:718-722). En este contexto, el
aumento de la masa 6sea trabecular es de mala calidad (véase Malluche et al, 2012, J. Am. Soc. Nephrol. 23:525-532. El
tratamiento con sotatercept ralentiza el aumento de la masa de hueso trabecular en la columna lumbar (Tabla 19).

Tabla 19. Nivel basal y cambio porcentual desde el nivel basal en la DMO cortical del cuello femoral y trabecular media
de la columna lumbar (L1, L2)
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........................................................................................... PIaceboSotatercept0,3Sotatercepto,sSotaterceptO,?
(n=4) img/kg (n=6) img/kg (n=5) img/kg (n=6)
_Cortical del cuello femoral
‘ .DMO basal, mg/cm® 16405  667,0 593, 1 594,8
% de cambio desde la {-1,4 (4) 1 4 (5) 51,6(5) 01 (4)
:DMO basal (n)

‘Trabecular media de la columna lumbar (L1, L2)

DMO basal, mg/cm? 140, 1 11256 1491 18,7
(n) % de cambio desde 10,9 (4) 8,0 (6) 0,5(5) i4,5(6)
la DMO basal : : ! :

Nota: La n refleja el nUmero de sujetos aleatorizados con evaluaciones de TCc emparejadas; el niUmero real de sujetos
disponibles para cada parametro puede variar. i

9.8.3 CONCLUSIONES

Basandose en los datos de biomarcadores basales, los sujetos de este ejemplo tendian a tener un ODR de recambio
rapido. El grupo placebo tuvo una disminucion de la masa ésea cortical, un aumento de la masa 6sea trabecular y un
aumento de la calcificacion vascular que se produjo a una tasa similar a la de otros estudios de gran envergadura sobre
la ERT (Raggi et al., 2011, Nephrol. Dial. Transplant. 26:1327-1339), como era de esperar en el caso de la ODR de
recambio rapido.

Los datos de TCc medidos en el nivel basal y en el dia 225 (que es después de hasta ocho ciclos de dosis de 28 dias),
indicaron que el tratamiento de ODR de recambio rapido con sotatercept produjo un efecto sobre multiples parametros de
la ERC-TMO, incluyendo la ralentizacién de la progresién de la calcificacién vascular, el aumento de la masa 6sea cortical
del cuello femoral, y una ralentizacién del aumento de la masa ésea de la columna lumbar. La disminucién de la
calcificacion vascular y el aumento de la masa ésea son coherentes con los hallazgos histolégicos en el modelo de ratén
IdIr-/-alimentado con dieta hiperlipidica, nefrectomia 5/6 para la calcificacion vascular (Fang et al., 2014, Abstract, ASN
Kidney Week 2014, 11-16 de noviembre de 2014, Filadelfia, PA).

9.9 EJEMPLO 9: ACTRIIA-HFC (SEQ ID NO:7, "SOTATERCEPT") AFECTA A MULTIPLES MANIFESTACIONES DE
LA ENFERMEDAD RENAL TERMINAL

9.9.1 ANTECEDENTES

Este ejemplo presenta datos de un estudio clinico. Los Ejemplos 7 y 8 (Seccién 9.7 y Seccion 9.8) también presentan
datos de este estudio.

Este estudio en curso, aleatorizado, con enmascaramiento Unico y controlado con placebo, evalué la farmacocinética, la
seguridad y el efecto sobre la hemoglobina de ActRIIA-hFc (SEQ ID NO:7; "sotatercept"), un ligando trampa de proteina
de fusién de ActRIIA-IgG1 para la correccidn de la anemia en sujetos en hemodidlisis, y exploré sus efectos sobre la
calcificacion vascular y la densidad mineral 6sea mediante tomografia computarizada cuantitativa. Este ejemplo
proporciona resultados provisionales para los grupos de dosis de 0,3, 0,5y 0,7 mg/kg.

9.9.2 METODOS

A los sujetos que respondian a los agentes estimulantes de la eritropoyetina (AEE) se les eliminé los efectos de los AEE
hasta que la hemoglobina fue <10 g/dl y se les asigné aleatoriamente placebo o sotatercept administrado por via
subcutanea cada 28 dias durante <8 ciclos de dosis. Los fracasos del tratamiento (hemoglobina<9 g/dl) se rescataron con
AEE o transfusion; no se permitio el aumento de dosis intraindividual. Se obtuvieron tomografias computarizadas
cuantitativas de la cadera, la columna lumbar y la aorta abdominal en nivel basal y después de la fase de tratamiento de
225 dias. Se presentan resultados provisionales de los efectos de la farmacocinética, seguridad, tensién arterial
domiciliaria, hemoglobina, calcificacién vascular y densidad mineral 6sea.

9.9.3 RESULTADOS
Entre los sujetos tratados con placebo (n=9) o sotatercept 0,3 mg/kg (n=9), 0,5 mg/kg (n=8) y 0,7 mg/kg (n=9), los
acontecimientos adversos fueron en su mayoria leves/moderados, no relacionados con el farmaco del estudio,

relativamente similares en tipo/gravedad entre los grupos y, en general, coherentes con los historiales médicos de los
sujetos. Se produjeron dos muertes en el grupo placebo. No hubo cambios dependientes de la dosis en la tensién arterial
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domiciliaria. En la fase de tratamiento de 225 dias, la hemoglobina fue >10 g/dl en el 33%, 33%, 63% y 78% de los sujetos
tratados con placebo o sotatercept 0,3, 0,5 0 0,7 mg/kg, respectivamente. Las tomografias computarizadas cuantitativas
emparejadas obtenidas en 4, 6, 5 y 6 sujetos tratados con placebo o sotatercept 0,3, 0,5 o0 0,7 mg/kg, respectivamente,
mostraron una progresion <15% de la calcificacién vascular en el 33%, 80%, 80% y 100%, y un aumento >2% de la
densidad mineral 6sea cortical del cuello femoral en el 0%, 20%, 40% y 75%, respectivamente.

9.9.4 CONCLUSIONES

Sotatercept se tolerd con un perfil de seguridad aceptable en hemodialisis, sin aumentos de la tension arterial domiciliaria.
Hubo respuestas dependientes de la dosis a sotatercept en hemoglobina, calcificacion vascular y densidad mineral 6sea.

9.10 EJEMPLO 10: LA SENALIZACION DESORDENADA DE ACTRIIA EN ERC CONTRIBUYE A LA CALCIFICACION
ATEROSCLEROTICAY A LA FIBROSIS RENAL

Este ejemplo se refiere a experimentos descritos y realizados en otros ejemplos descritos en el presente documento,
incluido el Ejemplo 4.

9.10.1 METODOS
9.10.1.1 Produccion de modelos animales

Se adquirieron machos ateroscleréticos deficientes en el receptor de lipoproteinas de baja densidad (ldir-/-) (acervo
C57B1/6J) de Jackson Laboratories y se alimentaron con una dieta hiperlipidica (42% de calorias procedentes de grasa)
a partir de las 12 semanas de edad. Los ratones son obesos, resistentes a la insulina a las 22 semanas de edad, diabéticos
a las 28 semanas de edad e hipercolesterolémicos.

Se utilizé un procedimiento de dos etapas para crear una enfermedad renal cronica, como se ha descrito anteriormente.
(Davies MR, et al. J Am Soc Nephrol 2003; 14: 1559-1567; Davies MR, et al. J Am Soc Nephrol 2005; 16: 917-928). Se
aplico electrocauterio al rifién derecho a través de una incision de 2 cm en el flanco a las 12 semanas postnatales, seguido
de una nefrectomia total izquierda a las 14 semanas de edad. La intensidad del cauterio se varié para producir una lesién
renal moderada (ERC-3) que se confirmé mediante aclaramientos de inulina a las 20 semanas de edad (Fig. 33A, B). Los
animales de control se sometieron a operaciones simuladas en las que se expuso y movilizé el rifibn apropiado, pero no
se traté de ninguna otra forma. En este estudio se usaron cinco grupos de ratones (Fig. 23B). El primer grupo era ratones
C57B1/6J naturales alimentados con una dieta de comida normal (WT). Este fue el grupo de funcién renal y dieta normales
usado para los valores de control normativos. El segundo grupo era ratones /dir-/- que se alimentaron con una dieta
hiperlipidica y se sometieron a una operacién simulada (Simulacién). Este grupo sirvi6 como grupo de control para
determinar el efecto de la enfermedad renal. El tercer grupo era ratones /dir-/- con FR reducida equivalente al estadio 3
de ERC humana alimentados con dieta hiperlipidica (ERC-3) con eutanasia a las 22 semanas, el grupo de calcificacion
vascular de referencia (ERC-3) usado en la Fig. 25A, B, C. El cuarto grupo era ratones /dir-/- con ERC-3 que recibieron
inyecciones subcutaneas de vehiculo (solucién salina tamponada con fosfato) dos veces por semana a partir de las 22
semanas hasta la eutanasia a las 28 semanas (ERC-3 V). El quinto grupo era ratones /dir-/- con ERC-3 que reciben
inyecciones subcutaneas de mActRIIA-Fc (Celgene, Summit, NJ), 10 mg/kg dos veces por semana a partir de las 22
semanas hasta la eutanasia a las 28 semanas (ERC-3 R). La dosis usada demostr6 previamente en estudios FC/FD ser
una dosis eficaz para la estimulacién de la formacién ésea.

El segundo modelo de ERC usado era el homélogo murino del sindrome de Alport ligado al cromosoma X, que es una
deficiencia en el gen de la cadena a5 del colageno de tipo IV, COL4A5. (Rheault MN, et al. J. the Am. Soc. Neph. 2004,
15: 1466-1474). Se trata de un modelo de enfermedad renal espontanea, y se usé a lo largo de los resultados para
confirmar los efectos de la ERC inducida por ablacion renal. Se adquirieron parejas reproductoras de Jackson Laboratories
y se criaron para experimentos. Los machos hemicigotos desarrollaron espontaneamente una enfermedad renal
comparable a la ERC humana en estadio 3-4 a los 150 dias del nacimiento y desarrollaron hematuria en el dia 75 de vida.

En todos los casos, la eutanasia se realiz6 bajo anestesia. Se usé anestesia intraperitoneal (xilazina 13 mg/kg y ketamina
87 mg/kg) para todos los procedimientos. Se tomaron muestras de sangre de la vena safena 1 semana después de la
segunda cirugia para evaluar la funcién renal posquirdrgica basal. En el momento del sacrificio, se extrajo sangre por
puncién intracardiaca y se diseccionaron en bloque el corazén y la aorta.

9.10.1.2 Aclaramientos de inulina

Los aclaramientos de inulina se realizaron a las 20 semanas o a las 26 semanas, si la eutanasia fue a las 28 semanas,
segun las instrucciones del fabricante (BioPal Inc., Worcester, MA).

9.10.1.3 Cuantificacion de la calcificacion quimica

Se diseccionaron las aortas en el momento del sacrificio y se eliminé todo el tejido extrafio mediante diseccidon roma bajo
un microscopio de diseccion. Los tejidos se desecaron durante 20-24 horas a 60 °C, se pesaron y se trituraron con un
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mortero y mano de morterohasta convertirlos en polvo. El calcio se eluyé en HCI 1N durante 24 horas a 4°C. El contenido
de calcio del eluido se analiz6 mediante el método de la complexona de cresolftaleina (Sigma, St Louis, MO}, segun las
instrucciones del fabricante, y los resultados se corrigieron para el peso seco del tejido.

9.10.1.4 Analisis de sangre

El suero se analiz6 el dia de la extraccién de sangre para nitrogeno ureico en sangre (BUN), calcio y fosfato mediante
métodos de laboratorio en autoanalizadores estandar realizados por un animalario. Los niveles plasmaticos de activina
(Fitzgerald Industries, Acton, MA), folistatina (MYBIOSOURCE Inc., San Diego, CA) y 3 similar a la folistatina
(MYBIOSOURCE Inc.) se determinaron en ensayos de ELISA. Los niveles séricos de Dkk1 se analizaron con un ELISA
(R&D Systems, Minn., MN). Para los ensayos ELISA, se extrajo sangre por vena safena o puncién cardiaca en el momento
de la eutanasia. Todas las muestras de sangre se colocaron en hielo en el momento de la extracciéon. Las muestras de
plasma EDTA pobre en plaguetas se hicieron mediante una centrifugacion de 2 etapas a 6000 rpm durante 5 minutos y
14000 rpm durante 2 minutos, ambos a 4 °C. Las muestras se almacenaron congeladas a -20 °C o menos hasta su uso.

9.10.1.5 Histologia e inmunohistoquimica

Los tejidos aodrticos y renales se fijaron en formol tamponado neutro al 10% durante toda la noche, después se transfirieron
a etanol al 70% a 4 °C, se incorporaron en parafina y se prepararon secciones de 5 micras. Los portaobjetos se
desparafinaron en xileno, se deshidrataron en una serie graduada de etanol y se volvieron a hidratar. Se us6 tincién
tricromica de Masson para detectar la fibrosis renal y cardiaca y la tincién con rojo de alizarina se us6 para detectar la
calcificacion, segun protocolos estandar. (Gregory CA, et al. Analytical Biochem. 2004; 329: 77-84). Para la inmunotincién,
los portaobjetos se bloquearon en suero de cabra normal al 20% durante 20 minutos y se incubaron con el anticuerpo
primario a 4 °C durante toda la noche. Los portaobjetos se lavaron con PBS y se bloquearon en suero de cabra normal al
20% durante 20 minutos antes de la incubacién con el anticuerpo secundario Alexa 488 de cabra anti-conejo 1:400 (Life
Technologies, A11008) a temperatura ambiente durante 30 min, o usando el kit TSA para la amplificacién de la sefial segln
las instrucciones del fabricante (Life Technologies, T 20932). Para la tincién inmunofluorescente doble, las secciones se
bloquearon en suero de cabra al 20% y se tifieron secuencialmente con los primeros anticuerpos primarios y secundarios
y con los segundos anticuerpos primarios y secundarios usando anticuerpos secundarios Alexa 488 y Alexa 568 de cabra
anti-conejo 1:400 (Life Technologies, A11008 y A11011) o el kit TSA para la amplificacién de la sefial segun las
instrucciones del fabricante (Life Technologies, T20932 y T20934). Cuando se usaron anticuerpos primarios de la misma
especie para la doble tincién los portaobjetos se calentaron 5 min en tampén citrato en microondas antes de la segunda
tincién. (Téth ZE, J. HistoChem. & CytoChem. 2007, 55: 545-554). Anticuerpos primarios usados en este estudio para la
inmunotincién: anticuerpo policlonal de conejo anti-ActRIIA 1:250 (Abcam, ab 135634), anticuerpo policlonal de conejo
anti-inhibina beta A 1:100 (Santa Cruz, sc-50288), anticuerpo policlonal de conejo anti-CD31 1:50 (Abcam, ab28364) y
anticuerpos policlonales de conejo anti- beta-catenina 1:500 (Abcam, ab32572).

9.10.1.6 RT-PCR

El ARN se extrajo de aortas y rifiones usando kits RNeasy Mini (Qiagen, Valencia, CA). Se traté 1 ug de ARN total con
DNasa y se retrotranscribié usando el kit de sintesis de ADNc iScript de Bio-Rad (Hercules, Ca) segun las instrucciones
del fabricante, en un ciclador térmico de Veriti (Applied Biosystems). Los cebadores se disefiaron usando el programa
informatico Vector NTI (Invitrogen, Grand Island, NY) o Primer Express (Life Technologies, Grand Island, NY). Tras la
transcripcion inversa se llevé a cabo PCR en tiempo real usando el instrumento de PCR en tiempo real StepOne Plus
(Applied Biosystems), SYBR Green de Sigma (St. Louis) y el kit de PCR de Invitrogen. Cada reaccioén se realizé por
triplicado 295 °C, 45sy 60 °C, 30 s, y 60 s a 72 °C durante 40 ciclos. Esto fue seguido de un ciclo de fusién, que consistié
en un aumento escalonado de la temperatura de 60 °C a 95 °C. Se observé un Unico pico predominante en la curva de
disociacién de cada gen, lo que corroboraba la especificidad del producto de la PCR. Los nimeros Ct (valores umbral) se
fijaron dentro de la fase exponencial de la PCR y se usaron para calcular los niveles de expresion de los genes de interés.
Se us6 B2m como patron interno y normalizar los valores. Se generé una curva estandar que consistia en Cr frente a
diluciones logaritmicas de ADNc (correspondientes al logaritmo del nimero de copias) amplificando diluciones sucesivas
de ADNc correspondientes a una cantidad desconocida de amplicén. Se realizaron controles negativos inactivando la
transcriptasa inversa hirviéndola durante 5 minutos antes de la RT-PCR para asegurar que no se amplificaba ADN
gendémico.

9.10.1.7 Inmunotransferencia (analisis Western)

Se prepararon lisados proteinicos de células enteras de rifién y aorta de los ratones con tampén de lisis RIPA (Thermo
Scientific) que contenia una mezcla de inhibidores de proteasas (Santa Cruz). Los lisados (20 ug) se cargaron en geles
de SDS-PAGE al 8-12% y se sometieron a inmunotransferencia con anticuerpos contra la inhibina g-A (Santa Cruz), a-
tubulina (Santa Cruz), actina-a de musculo liso (Sigma), Runx2 (Cell Signaling), Myocd (Santa Cruz), ACVRL1 (Origene),
ACVR1 (Cell Signaling), Erk1/2 (Cell Signaling), fosfo-Erkl/2 (Cell Signaling), ACVR1B (Origene), colial (Santa Cruz),
Smad2/3 (Cell Signaling) o fosfo-Smad2/3 (Cell Signaling). En los ensayos de inmunoprecipitacién (IP) se usé la misma
proteina de lisado de células enteras. Para reducir la unién inespecifica, las muestras se limpiaron previamente usando
perlas de agarosa de proteina A prelavadas (Cell Signaling). Las muestras previamente limpiadas se incubaron durante
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la noche con el anticuerpo fosfo-serina (Abcam). A continuacién los complejos |P-anticuerpo se capturaron en perlas de
agarosa de proteina Ay las proteinas se detectaron mediante andlisis de inmunotransferencia.

Se realizé el andlisis estadistico usando ANOVA. Todos los datos se expresan como media + DE, a menos que se
especifique otra cosa en la leyenda de la figura. Las diferencias entre grupos se evaluaron a posteriori usando el método
LSD de Fisher y se consideraron significativas a p <0,05. Los datos de todos los grupos representan una "n" de 7-15. Para
el analisis de PCR en tiempo real se us6é un minimo de 3 muestras en cada grupo experimental. Para los datos de
calcificacion vascular en la Fig. 26C, los recuadros representan la mediana y los intervalos intercuartilicos (del percentil
25 a 75), y las barras de error presentan 1,5 veces el intervalo intercuartilico por debajo del percentil 25 y por encima del
75. Las medianas se compararon usando el método de ANOVA de Holm-Sidak para comparaciones multiples, p<0,05,
como nivel critico de diferencia significativa.

9.10.2 RESULTADOS
9.10.2.1 Diseiio experimental y funcién renal en un modelo de ERC

El ratén /dir-/- alimentado con dieta hiperlipidica es un modelo de calcificacion vascular aterosclerética que requiere tanto
la dieta como el genotipo para producir calcificacién vascular aterosclerética. (Davies MR, et al. J Am Soc Nephrol 2003,
14:1559-1567; Towler DA, et al. J. Biological Chem. 1998; 273: 30427-30434). La funcién renal se redujo de forma analoga
ala ERC humana en estadio 3 (ERC-3) en ratones /dir-/- alimentados con dieta hiperlipidica mediante lesion cortical renal
y nefrectomia contralateral (Fig. 33A, B). Los ratones con ERC-3 eran hiperfosfatémicos (Tabla 20), coherente con la
aparicion de hiperfosfatemia en ERC humana de estadio 3b-4. (Isakova T, et al. Kidney Int 2011; 79: 1370-1378).

Tabla 20: Parametros bioguimicos séricos en los animales probados

Parametro §Grupo 1 Natural gGrupo 2 §Grupo 3 ERC-3V §Grupo 4 ERC-3R
iSimulacion

'Raza de raton [C57/BJ6 {dlr-/- dlIr-/- Idlr-/-

: Dieta Comida Hiperlipidica Hiperlipidica Hiperlipidica

‘Cirugia §Ninguna ESimuIacién éECR §ECR

‘Semanas posnatales |28 128 128 28

Tratamiento Ninguno Ninguno §Veh|’culo mActRIIA-Fc

N 12 15 14 15

'BUN (mg/dl) 24.0+4,6 120,6£3,7 137,7+76° 36,5 + 5,8

“Ca (mg/dl) 8,3+1,8 :8,9+0,9 19,410,8 8,8 +0,3

Fésforo (mg/dl) 8,9+0,2 7923 11,0+ 1,6° 118+1,2°

‘*:<0,05, grupos 3 y 4 comparados con el grupo 2.

9.10.2.2 Niveles del receptor de activina de tipo IlA (ActRIIA) en la ERC

Se analizaron las aortas de ratones Idir-/- con ERC-3 alimentados con dieta hiperlipidica para receptores de tipo Il de la
superfamilia de TGFB que son un componente de unién al ligando de los heteromultimeros de receptores de la
superfamilia compuestos por receptores de tipo Il y tipo | (ALK). El receptor de activina de tipo Il A (ActRIIA) se expresd
en las células musculares lisas vasculares aérticas (CMLVA) (Fig. 24A, B). La ERC-3 producida en los ratones Idir-/-
alimentados con dieta hiperlipidica indujo la regulacion a la baja de ActRIIA en la aorta (Fig. 24A). Sin quedar ligado a
teoria particular alguna, esto es coherente con la internalizacién y degradacién de ActRIIA producida por altos niveles
circulantes de ligando informados en otros tejidos. (Simone ND, et al. Endocrinology 1998; 139: 1147-1155; Liu ZH, et al.
J. Endocrinology 2006; 189: 409-421). No se detectd ActRIIA en células endoteliales mediante deteccion inmunoquimica
e inmunofluorescente. (Fig. 24B).

9.10.2.3 Efectos vasculares del ligando trampa de ActRIIA en la ERC

Los efectos de la supresion de los niveles de ActRIIA inducida por la ERC se analizaron en homogeneizados adrticos de
ratones con ERC-3 tratados con vehiculo o con el ligando trampa de ActRIIA (mActRIIA-Fc) (Fig. 25A, B). La transicion
osteoblastica estimulada por ERC-3 se evalué mediante la expresion de ARNm para Runx2 y fosfatasa alcalina (Alpl) en
las aortas de ratones Idir-/- alimentados con dieta hiperlipidica. La ERC-3 estimuld su expresion y el tratamiento con
mActRIIA-Fc invirtié los efectos de la ERC (Fig. 25A). Tanto la expresién de Runx2 como la de Alp representan
biomarcadores de la transicién osteoblastica en la aorta que se invirtieron por el tratamiento con mActRIIA-Fc. El ARNm
adrtico de 22a de musculo liso o transgelina (Tagln), un biomarcador de células musculares lisas vasculares diferenciadas,
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(Li L, Miano, et al. Circulation Res. 1996; 78: 188-195) se redujo por la ERC-3 y se estimul6é por mActRIIA-Fc. La ERC-3
también provocd una disminucion de la expresiéon del ARNm de miocardina adrtica (Myocd), el factor de transcripcién
especifico de las células musculares lisas vasculares, pero la miocardina no se vio afectada por el tratamiento con
mActRIIA-Fc. En términos de los efectos de ERC-3 y el tratamiento con mActRIIA-Fc en los niveles proteinicos aérticos
de los respectivos ARNm estudiados en la Fig. 25A, la ERC aumenté los niveles aérticos de Runx2 y Alpl y mActRIIA-Fc
los normaliz6 (Fig. 25B, no se muestran datos para Alpl). La ERC redujo los niveles aérticos de Tagln y actina de musculo
liso alfa (aSMA), otro biomarcador de células musculares lisas vasculares diferenciadas, y el tratamiento con mActRIIA-
Fc los aumenté (Fig. 25B, no se muestran datos para Tagln). Los niveles de miocardina no cambiaron por la ERC o el
tratamiento con mActRIIA-Fc.

El ratén Idir-/- alimentado con dieta hiperlipidica es un modelo de aterosclerosis, calcificacién aterosclerética y diabetes
de tipo 2 (Al-Aly Z, et al. Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular Biol. 2007; 27: 2589-2596; Towler DA, et al. J.
Biological Chem. 1998; 273: 30427-30434). Identificaron, entre otras cosas, que la ERC-3 causaba la acumulacién de
depésitos de calcio en los ateromas aédrticos en ratones con ERC-3 tratados con vehiculo (ERC-3 V) (Fig. 26A) y
aumentaba los niveles totales de calcio tisular (Fig. 26B). Los depésitos de calcio visibles no estaban presentes en los
ratones con ERC-3 tratados con mActRIIA-Fc (ERC-3 mActRIIA-Fc). Ademas, el mActRIIA-Fc redujo el contenido de calcio
tisular adrtico a niveles similares a los observados en los ratones naturales y simulados, y a niveles significativamente
inferiores a los presentes en el momento del establecimiento del tratamiento con mActRIIA-Fc en el grupo de ERC-3 (Fig.
26B).

9.10.2.4 Sefalizacion de ActRIIA en la aorta

La transduccién canénica de sefiales por la superfamilia de TGFB implica la unién del ligando a los receptores de tipo I
que activan su actividad de serina/treonina cinasa y que estimulan la asociacién y fosforilacion de los receptores de tipo
I, las cinasas Alk (véase la representacion en diagrama en la Fig. 34). La superfamilia de TGFp utiliza siete cinasas Alk, y
Alk4 (ActRIB) es el receptor de tipo | mas frecuentemente asociado a la sefializacion de ActRIIA. (Abe Y MT, et al. Growth
Factors (Chur, Suiza) 2004; 22: 105-110). Los niveles de ActRIIA no disminuyeron en los homogeneizados aérticos
aislados de ratones con ERC-3 como se evidencia en la Fig. 24, y no se asociaron con niveles tisulares reducidos de Alk4
y Alk1 (Fig. 27A). Alk5 y Alk2, otros receptores de tipo 1 asociados con la sefializacién de ActRIIA, no fueron detectables.
La actividad de ActRIIA se evalué midiendo el efecto de la heteromultimerizacién del receptor (por ejemplo, fosforilacion
de Smad reguladoras). ERC-3 disminuy6 los niveles aérticos de fosfoSmad 2/3 (Smad 2/3 activado), y mActRIIA-Fc los
aumento6 en comparacién con ERC-3V (Fig. 27A, B). También se analiz6 la sefializacién de ActRIIA no canénica (Fig. 34).
(1) la cinasa map (fosfo-Erk1/2) disminuyé con la ERC y no se vio afectada adicionalmente por mActRIIA-Fc (Fig. 27A), y
(2) los niveles de p38 y JNK en el musculo liso vascular fueron muy bajos. Ademas, los niveles de p-AKT de mActRIIA-Fc
no se vieron afectados, lo que indica que la sefializacién de ActRIIA no afectd a la AKT/PI3 cinasa adrtica. La sefializacion
de ActRIIA adértica (fosfoSmad 3) disminuy6 por la ERC y se estimulé por el ligando trampa de ActRIIA asociado con la
supresion de la transicién osteoblastica en las aortas ateroscleréticas por el ligando trampa de ActRIIA (Fig. 25A, B, C).

Se examind otra via de sefializacion de ActRIIA no canénica, la via Wnt (Fig. 34). La sefializacién de Wnt parecia estar
regulada de forma diferencial entre el endotelio aoértico y las CMLV. La B-catenina aértica, un importante factor de
transcripcion canénico inducido por Wnt, se localizé mediante inmunofluorescencia en las células endoteliales, y no fue
detectable en las CMLV (Fig. 28A, B). Se analizaron los niveles de Dkk1 en las CMLV como biomarcador de la actividad
de Wnt. La ERC aument6 los niveles de Dkk1 en las CMLV y el tratamiento con mActRIIA-Fc redujo los niveles de Dkk1
en los ratones con ERC-3 (Fig. 28D). La disminucion de los niveles aoérticos de Dkk1 por mActRIIA-Fc indica que la
sefializacién de Wnt del musculo liso vascular fue inhibida por el ligando trampa de ActRIIA. Ademas, los efectos del
ligando trampa de ActRIIA para disminuir la actividad de Wnt renal como se muestra a continuacién conducen a una
disminucién importante de los niveles circulantes de Dkk1 (Fig. 28E). Es muy probable que la disminucion de Dkki
sistémica afectara al endotelio. Esto provoco un aumento de la sefializacion de Wnt en el endotelio, donde se expresa la
beta-catenina, como muestra el aumento de los niveles adrticos de Axin2 (Fig. 28C). Axin2 es un gen temprano inmediato
estimulado por beta-catenina y a menudo utilizado para la evaluacién de la sefializacién de Wnt. (Mao J, Wang J, Liu B,
et al. Mol. Cell 2001; 7: 801-809).

9.10.2.5 Efectos del ligando trampa de ActRIIA sobre la sefalizacion de aklotho y ActRIIA renal

Se examinaron los niveles renales de aklotho y los efectos de ERC-3 y del tratamiento con mActRIIA-Fc. Como se muestra
en la Fig. 29A, el tratamiento con mActRIIA-Fc indujo un aumento significativo de los niveles renales de aklotho. Se
examinaron los niveles renales de ActRIIA y la sefalizacion de ActRIIA. Los niveles renales de ActRIIA no se vieron
afectados por ERC-3 (Fig. 29B). Un ligando primario de ActRIIA, la activina A, fue fuertemente inducida en los ratones con
ERC-3 y suprimida por el tratamiento con mActRIIA-Fc (Fig. 31A-D). La falta de anticuerpos fosfo-Alk disponibles impidié
la deteccién de la activacion del receptor de tipo |, requiriéndose en su lugar un anticuerpo fosfoserina para
inmunoprecipitar. Se realizaron inmunotransferencias del precipitado con anticuerpos anti-Alk. La fosforilacién de Alk4 no
se vio alterada significativamente en los rifiones enfermos del modelo de ERC-3 ni por el tratamiento con mActRIIA-Fc
(Fig. 29B). Sin embargo, la fosfoSmad 2/3 renal aumenté con ERC -3 y disminuyé con mActRIIA-Fc, lo que indica que el
componente de la activacién de Smad 2/3 renal en ERC mediado a través de ActRIIA implicaba un Alk diferente de Alk4
(Fig. 29C).
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Se examinaron los efectos del ligando trampa ActRIIA en la fibrosis renal. La Fig. 30A-D muestra una disminucién de la
fibrosis renal en secciones de corteza renal tefiidas con tricrémico de ratones con ERC-3 tratados con mActRIIA-Fc (Fig.
30C y Fig. 30D) en comparacién con ratones tratados con ERC-3V (Fig. 30Ay Fig. 30B). La Fig. 35A-D muestra secciones
coronales de rifién de bajo aumento con flechas que identifican de dénde se tomaron las secciones de alto aumento de
la Fig. 30A-D y las puntas de flecha que delinean las reacciones de cicatrizacién de la lesién renal por electrocauterizacién.
mActRIIA-Fc disminuyd la reaccion de cicatrizacion, coherente con el papel de la activina en la cicatrizaciéon. Ademas,
mActRIIA-Fc disminuy6 la proteinuria estimulada por ERC-3 (Fig. 30E), coherente con la disminucién de la fosfoSmad 2/3
renal y la fibrosis inducida por el tratamiento con mActRIIA-Fc.

9.10.2.6 Posibles ligandos de ActRIIA en la ERC

Existen multiples posibles ligandos de ActRIIA, que incluyen las activinas Ay B, el factor de crecimiento y diferenciacién

1 (GDF11), las proteinas morfogenéticas 6seas 9y 10 (BMP9 y 10) y otras BMP, tales como la BMP7, que tienen menor
afinidad por el receptor. Pero un ligando primario de ActRIIA es la activina. Utilizando dos modelos de ERC, se identifico
que los niveles circulantes sistémicos de activina A eran 10 veces elevados en el modelo de ERC ablativa /dir-/-y 5 veces
elevados en el modelo de ratén con sindrome de Alport Col4A5 (Fig. 31A, B). Los niveles de activina B, GDF11 y BMP9
no se vieron afectados por la ERC en estos modelos. Fisiolégicamente, se cree que existe una pequefia cantidad de
activina libre en la circulacién. Sin quedar ligado a teoria particular alguna, esto puede deberse a que los niveles de
inhibidores son estequiométricamente iguales a los niveles de activina. Las activinas se asocian con factores inhibidores
circulantes, folistatina y 3 similar a la folistatina (fstL3), (Welt C, et al.

Experimental Biol. and Med.

2002; 227: 724-752) e inhibina cuyos niveles circulantes (Fig. 36A, B) y niveles tisulares no se vieron afectados ni
reducidos por la ERC-3. La estequiometria de folistatina, fstL3 e inhibina (por ejemplo, la suma de 620 pg/ml mas 400
pg/ml de inhibina no medida (Sharpe RM, et al. J. Andrology 1999; 20: 94-101)) a niveles de activina A (>5000 pg/ml) en
la circulacién indica que la ERC produce niveles significativos de activina libre - un evento patolégico que hace de la
activina A un factor circulante activo en la ERC. Estos datos indican que las enfermedades renales producen uno o mas
ligandos circulantes de ActRIIA que podrian regular a la baja ActRIIA vascular.

Se analizaron tejidos renales del modelo de calcificacion aterosclerotica /dlr-/- para activina A (un homodimero de inhibina
betaA (Inhba)) para identificar la fuente del aumento de activina circulante. El ARNm de Inhba aumenté por la ERC en el
rifion (Fig. 31C) y aumentaron los niveles de proteina activina (inhibina B-A) (Fig. 31D). La expresién renal de activina se
localizé en los miofibroblastos peritubulares de ratones con ERC-3 (Fig. 32A, B).

9.10.3 CONCLUSIONES

Este ejemplo demuestra que mActRIIA-Fc aumento la sefializacion de ActRIIA adrtica evaluada por los niveles de Smad2/3
fosforiladas. Ademas, el tratamiento con mActRIIA-Rc invirtié la desdiferenciacion del musculo liso vascular, |a transiciéon
osteoblastica y la calcificacion de la placa neointima inducidas por la ERC. En los rifiones enfermos, mActRIIA-Fc inhibid,
en lugar de estimular, la sefializacion de ActRIIA y disminuyé la fibrosis renal y la proteinuria. El tratamiento con mActRIIA-
Fc redujo los niveles renales y circulantes de Dkk1, lo que demuestra que la activacién de Wnt se produjo aguas abajo de
ActRIIA. Este ejemplo demuestra que la sefializacién desordenada de ActRIIA en la ERC contribuye a la ERC-TMO vy a la
fibrosis renal, identifica la sefializaciéon de ActRIIA como diana terapéutica en la ERC, y demuestra que un ligando trampa
de activina (por ejemplo, mActRIIA-Fc) puede utilizarse en el tratamiento de la ERC.

10. DESCRIPCION de LAS SECUENCIAS

Tabla 21: Informacién de secuencias

............................................................................................................................................................................................................................................................

'SEQ | Descripcion Secuenma

1 pollpeptldo precursor de ActRIIA humano
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3SEQ DescrlpC|on Secuencia
{IDNO: |

Mkz ”\'\ LXM AFAVFLISUSRGAILGRSETOECLEFNA
3 -'-"U‘\'H’L YORDKDKBERHCFATWENIS
TODIKCYDRTECVEREDSPEVYF
x,}[\ x.!*.ix&zi\.‘"b‘?(ln‘i ;}%‘.\-""i‘(? SINPVEPKPPY
NILLY SEVPLMLIAGIVICAFWVYRHHKMAY PP
VP ﬂi:i‘(; ’iff'i’\"ii’f LGLEPL 0% EVKARGREGO
\ i “x ‘( KIE‘V’IQSE&QQV‘V ( f\‘ "i \’X "3‘ E

NEQRDAFLRIDMY f%“/i{‘iL\ } \’» LLAS
DEYMLPFEREIGUHPSLEDMQEVYY "? !\KR?" 3 R
DY WORHAGMAMLCETIEROWDHDABRARLSAGC
VOERITOMOQRUTNITTERIVTVVTMVINVDEPPK
N &

2 gActRIIA soluble humano (extracelular),
{ §secuencia de polipéptidos procesada

ARSETGECLEPNARWEKDRINQGTGVERPCYGDE
E}&} i\h‘ FATW SIEIVRKQGCOWLBDHNCYDR

TOOVERKKDSPEVYFCOCEGNMUONEK FEYFPEMEY
TOPTENPYTPEFP

3 gActRIIA soluble humano (extracelular),
isecuencia de polipéptidos procesada con
ilos 15 aminoacidos carboxiterminales HLGREETQRCLEFFNANWEKDRTNQTGVEPCYGDE

{delecionados DKRRHOFATWEK
TODOVEREDSPEVYRCOS

ISGSHIVROQGOWLDRIINCYDR
FONMONEKTSYFPEM

isecuencia del acido nucleico que codifica
ila proteina precursora de ActRIIA humano

TY R i { " ?f
GTAGATC .»'f‘\.‘.i_.f\f\;’-\(\'?C 'x(}( % \G’F’(ﬁ"(
ATGOTAATTGOHGA ' A AATC \1‘\
ACTGHGTOTIGAAL ¥z E } A “Jb TGA ‘r‘;‘i AAGAT
‘Xl“\. X{"\'\}f}{‘(‘}(}("\T‘T GTTITGCTACCTGGAAGAAT
TTEAAATAGTGAAALAAGOT
ATATCAACTGOTATGACAGG
AAAAAGACAGULUTGA
FTGAGGGUAATATOTG
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QSEQ DescrlpC|on Secuencia :
/ID NO:

‘”\'\i LA

z\"'.g

g Eﬁﬂﬂ\ ‘fib(‘(rfx

.:'U_Cst?f 'T TGN nf TEGTTCCAAL
GACOC *sﬂ(ﬂ: \< CALCTCT “'ﬁi"} ,(, '\TTM i’\

GUAAGGGUAAGATTTOC ] """GG_’U—"Q&G‘(“’C
{ AU% Q\\S{\i {ﬂ‘ AL Gﬂk\}. ATGTGGUTGICAAAATA
( Cﬂa CAXAL f‘suiu‘\l*&{k AAAAT

s("’(sfl %Qn’&l(xi(zur\. i’(‘vi _{ GG
g "G AAA ”%G(‘S(‘ "N C -'\s’"T A

AGAGUATTGOCATATITAC 3&(»3'3{'”
GOUCUTAAAAGATCGCCATAAALCT . &

CACALGGGACATCAAAALGTA, m\&ﬂ UJTU( T(si?

GA ARCAACTTGACAGUTTGCATTOOTGALTT
TGGOTTGOOUTTAA A, aT”T(s AL 't ’T\ x( *& -\rx\.‘iT&.
TOCAGGUGATACCCATGHA
C: ‘xGGT AC: \T‘JfJC}\_( Ab

'J(J T 3; "i A(\; ’\GCHJ

:s;’\?(r:’\hi \i A kﬂ i{iﬁ‘( /’ﬂ E Kw‘v

;»S;X(si ihi
GTTYY x’s\,“&h’\fif\i

(}(E’f ¥'AT{“

f;xcaffu(mi;«;‘ ACCS
TOTAATCAGTGOGTUACAATGEG 3(’;\( ,\\a\lnﬁw
OPTTCCTCCCAAAGAATOTAGYCTATGA

5 :secuencia del acido nucleico que codifica

; un polipéptido ActRIIA soluble humano
{(extracelular) ATAUTTGOTAGATCAGAAATUTUAGGAGTHIOTT
TTCTTT, GACAGAALC

k*\?% 3CE \,KTTK HEE! '\AJ !
AATCY i1 ’
AAAGA
AAGAATA

FINS

i ;%i. 4(\(.3 *\"‘7’ GATTGTGTAG ‘Xw\ f-‘s 5\% 5\4 mu%f 5\(;

COCTGAAGTATATTITTITGTTGCTATOAGGGOAA,

IATGTGTAATGAAMAGTTTTCTTATTTTOCAGAG

A fL}GA.r’S‘{}: “(7 \“’\4 rf CCACTTUAAATCCAGTY
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{SEQ Descripcién Secuencia

{ID NO:

6 i proteina de fusién que comprende un

: idominio extracelular soluble de ActRIIA
ifusionado con un dominio Fc THTOPPOPAFRLLGGPSYFLFPFPRPKDTLMISRTRE
: YTCOVY ‘«?}\ WSHEDPFEVKIFNWY VI GVEVHNAKT

KPREEQYNSTYRVVIVLTVLHODWENGREYRCOK
NIVENEK, .i FYPIUKTISKAKCGOPREFOQVYTL PPS?T
EMTENQVSLTULVEGEYPSHBIAVEWESNGURE
YRETTPEVINSDOITFLY SKLTVDRRKSRWHOGN
CSVMHEALHNXIHYTORSLSLSPGR {w Eszcw }‘3
i D or AL X2 s Kor A and X3is Nor A}

7 Dominio extracelular de ActRIIA humano
‘ ifusionado con el dominio Fc humano

: i.’LGRS_E’_{‘QPCi.H ANWEKDRTNOTGVEPOYGDN
DERRHCTATW zm;b&‘gésj VEQGUWLDDINCYDR
TDRCOVERKKREPEYYY MONEKBSYHPEMEY
TOPTENPYTERPPTC TOPPUPAFELLGGPRY
FLFPPRPKDTLMISK YYVVDVSHERPEVKYF
NWYVDOVEVHNAKTEPREEQYMNITYRVYSYLTY

¥
LHODWINGREYROKVS INKALPYPIEKTISKAKL 32

PREPOVYTLPPSKEEMTENGVELTCLYROFYPSI
AVEWESNGOPENMYKTTPPVLESDORFFLYSKLY
YK SRWQOUGNVERUSVMHEALHNHYTOKRLELS
PGK
8 .............. Secuenc|aconductorademe||t|nade MKFLVNVALVFMWYlSYlYA ............................................................................
;abeja melifera (HBML)
9 §Secuencia conductora del activador tisular { MDAMKRGLCCVLLLCGAVFVSP
:del plasmindgeno (TPA)
10 §Conductor nativo de ActRIIA MGAAAKLAFAVFLISCSSGA
511 §Secuencia aminoterminal de ActRIIA-hFcy {ILGRSETQE
3 imACtRIIA-Fc
12 §Proteina ActRIIA-Fc con delecién de los
3 {15 aminoéacidos carboxiterminales del
;dominio extracelular de ActRIIA TLORSETOECLFPNANWREDRTRNQTGVEPCOYGDK
: DKRRECFATWERNIBGIEIVKGUWLDDINCYRR
TOCVERKDSPEVYPCCCRGNMONERFSYFPEMTO
GGTHTCPPCPAPELLGGPS VELFPPEEKDTL \?f\'{T
PEVTOVYVVRVRHEDPEVEEFNWY VIGY :
KPREHEQYNSTYRVVEVLTVLHODWENG ;i\iz. ‘x'i* (‘i
VS LEVPIEKTY \ix{\\ i\ BFQ
NVELTOLVRGEYPSDA GOPE
T H FYLDSDGRFFLY L‘ﬂ\‘\ RW (}Qu‘\h PO
5 v.?ylhtALH.L HY TURSLSLSPGR
13 ............. ActRllAhchmprocesarconsecuenc|a ................................................................................................................................................

iconductora de TPA
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?SEQ DescrlpC|on Secuencia ‘
/ID NO:

MOAMERGLOUIVELLCGAVEYSPOAAILGRSE 3{,},{

CLFENAS RORTMOTGVEPCYGDRDEKREHCY

DRENISGSIEIVROGOW LDL‘K\\ YORTDOY h;\}\d}

SPEVYFCOCEGNMONERFSY FPEMEY TOPTENPY

TRRPPIGRGTHYY ?‘P‘"P&"‘.r LOGPEVELFPFY ’)M

{E_‘?\ii‘d’ TREVTOVY viﬁ\ ‘%H : ‘_ A
. . ;(

PIEKTY i&”\.‘(t{)”!{%i?&ﬂ YT
WOLTCLVREGEFYRSDAVEWESNG
Yh’l Pi v L}_)S BOGEFFLY ‘“»B.Ll YRISRWQOQ
GV &S( SVM HEALHNHEY TOKSLELEPGK

14 §Secuencia del acido nucleico que codifica
:ActRIIA-hFc sin procesar con secuencia B ] ]
:conductora de TPA ATGGATOCAATEAAGAGAGGOCTCTOCTOTOTO

CTGETGOTGTGTGUAGCAGTOYTCGT T GO
GGOGIOGCTATACTTOGT AGATCAGAAACTLAG
GAGTGTUTTTITYTAATGUTAATTCGGGAAAAAG

ACAGAACCAATCAAACTGGETGTTGAACCGTGTY
ATGOTGATAAAMEATAAS HCGGEATTGTTTTIG

CTACCTOGOAAGAATATITOTGGTICCATTGAAT
AGTOAAAUAAGUTTETTOGUTGGATOATATCAA
CTGUTATGACAGGACTOATTOTGTAGAARAAAAA
AGACAGUCUTGAAGTATATTICTGTTGUECTCA
GOGUAATATGTGTAAY \G.A.é’&A/\G'.1W§"T'i'C-T TATTY
'r‘(‘{‘(‘}:{;.[‘{? ATGGAAL CACAGOCOATTT
FCCAGTTACACCTA i‘(.i ;%kf CALCG
“'stt(‘ ’NA( A A i {I( {{‘( Y(;{
AUTCOTGHRGHGLGALCCEIC
‘XAAC ( ‘zfi( ,»,(

T8

{ E{ETGG

fx\_al A*’ %I(Ji.s’%( GOOGTGGS quu(_’r&.{ :LAUJ(.-C
AAGACAAAGLCOCGGUATGGAGUAGTACAALCAG
M\i? ACCGTGTGGTCAGCOYCOTCACCOTOY
TAGG r\k‘“i(}x}( TGAATGGA n( HOAGTACA
1\‘5\(1 { CAACAAAGUCONCCLALGTCOC
T AMAGCC Awa(;kr(s
A{‘I(s YOTACACTTTGO
T sAGGAGATGAUCAAGAACT 3\()(”
( AUGCL Tur’\ CYTGCCTOGOTCAAAGGOYTOTATCO
CAGUOACATCGCCGTOOAGTOURAGAGLAA T"
GGUAGUUGHAGAACAACTAL »’\AAJA Q \{\:i !\ §
COCGTOUTGRACTOCGACGOUTOCTI
ATAGCAAGUTCACC fa3UC.K{,.-:-s.-‘-\;i_s./’e('.‘s(\:;' 1\!§(1x3
CAGUAGGGOAACGTOTICTCATGOTCCOTGATSG
CATGAGCUTUTGUATAALCALTACACGCAGAA

A
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Secuencia

§ActRIIB soluble humano (extracelular),
isecuencia de polipéptidos procesada con
{los 6 amino&cidos aminoterminales del
idominio EC delecionados y los 4
§aminoécidos carboxiterminales del
idominio EC delecionados (aminoécidos
i125-130 de SEQ ID NO:28) y con una
imutacion L79D

ETRECIVYNAN J@-’ ELEP TRQEGLERCEGEQDERL
CYASWRNSSG EOCWHRDDENCYDROECY
mTFF\?\‘V‘ ‘E’( f“’“”(" INFORERFTHLPEAGOGE
LVIYLPPP

{humano (A64)

§16 gsecuencia de la proteina precursora de
{ActRIIB humano (A84)
MTAPWVALALLUWGSLWPGSGROGEAETRECIVYN
AR *\()‘\(h ERCEGEODRRLHCY ABWANS
l . FTATEENPQY
i TTYERPPPTAPY
f. }\ f.4 % ‘::‘ . f’%G{J{ 38 §‘vi 5 »s% WMYRHRIPPYGH
Y {éiili DPGPPPPSPLYGLEPLOQLLEARGRIGEY
; IMDEVAYKI QDKOQSWOSERBIFSTPG
HENLLOFIAAEKROGSMEEVELWLITAFHDKGH
DY LKGNHTWNRLCHVARTMERGLSYLHEDYE
: GHEPEIAHRDER! LLESELTAVLADY
GLAVRFEPGEPPGODTHGOVOGTRRYMAPEVLEGAL
WFQRDAY R’I)M ¥ x\f(}i‘ Vi WI"i SARRCEAADGRY
TEE CELOQEVVVHKEMRFTIKD
’ V"i"’f VDHDABARLSAGOVE
Fiy Sa IRESYNGTTSDOLYSLVESVINVDLPPKES
S
517 §ActRIIB soluble humano (extracelular),
{ §secuencia de polipéptidos procesada
i(aminoécidos 19-134 de SEQ ID NO:16) SGRGEAETRECIYYMAL ﬂ’»li & i\‘” O‘w(s‘ ‘*E(L
QDERLHCY ASWANSSY B
Dw\)%! WATEENPQVY }e.._.x‘_,t..b.‘x:\.fh_a\bm* { HLPE?
GUPEVTYEPPPTAFT
§18 §ActRIIB soluble humano (extracelular),
:secuencia de polipéptidos procesada con
{los 15 aminoécidos carboxiterminales ES(ER{;‘-EMi’i"R,{iCiY YNAN Wﬁi_.i'iﬁf"i.‘l\ii}&%iiﬁ,Ei.R{fE{jEi
i delecionados (aminoacidos 19-119 de ' ;
{SEQ ID NO:16)
519 isecuencia del &cido nucleico que codifica
{ iuna proteina precursora de ActRIIB

ATGACGOGCHEICT
TGGGGATO

GAGHO T

HEGSIES S0 ( U\ \f\( (,‘.-i'.f"i‘(',':
3 }” KET(}G( ( < G{ &
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Descripcién Secuencia

G{‘M;( 2
GO 3(1< ATUTGCTAOGIC M‘ TG
3 CUATCGAGCT ‘(;3’{,‘%‘(3}’&‘&} 3G
"A{,r\’urs{ TTCAACTGUTACGATAG
( TAGGAGTOTGTGGUCACTOAGGAGAA { CCC
rs.uG":”G“{'ACf'f'E'Cf'fb( GUYGTGAAGGCAACTECY
‘ MG (i( ATTTGCCAGS

{_3(_7 CC A{,(' o .
FCACEGE iuk("./s'i‘CG(ib(;GQ( i i YOO §"( :
GEC(_ Euf‘ i(_:ui_ “1 UGG :A\.lul LML fi‘"‘uC

CYUTQOCTOTCTOTGGAAGGD

: "'L,;A( TTTGTAGC ?uT\ AAGATY
FGACAAGUAGTCGTGGUAGAG
£ §‘T ’}(" 3& x( CTGGOUATGAA
T\}QTGCCGA

' .')"be E 4

Wy i"\( *\&(J{(,*.S”“
2‘»'\r\”x[*{;f AAGAATGTA
T’ s( X(v "J’ET"’ T(;U"T

T( GGACE
L;(r( (\H;;U TG

20 §proteina de fusion que comprende un

: idominio extracelular soluble de ActRIIB
§(A64; SEQ ID NO: 17) fusionado con un
idominio Fc
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3SEQ DescrlpC|on Secuencia
{IDNO: |

GROEAETRECIVYNANWELER TNQRMLERCEGE
Qi HRELHOYASWANSSGTIELVKIGUWLDDFT
DROECVATEENPOVYFCCCEGNECNERFTHLPE,
GOFEVTYEPPITAPTGGOTHTOPPOPAPELLGGES

VELEFPPRERDTLMISRTPEYTOVYVDVEHEDRPEVK
FNWYVDGVEVENAKTRPREEQYNSTY R’\"s"%\f'{ T
VEHQUWENGREYECKYINKALPYPIERKTISKAKG
ﬁP%x%”*)v‘s H ’{“\’{% ,"f‘m\l{}\ Si h i \ 5\.(:% ‘s ’\

§21 §proteina de fusion que comprende un

3 idominio extracelular soluble de ActRIIB
{(AB4) con los 15 aminoacidos
{carboxiterminales delecionados (SEQ ID
{NO:18) fusionados con un dominio Fc

('.EG G¥ E':"f(."-i}’{:‘('_f P,-:’\. §:“i11’,-¥..f‘(f£(’i PSVELFP PK??K}"}'Y LAES

RTPEVTIOVVVDYRHEDPEVEINWY VDOVEVHNA
EIKPREEQYNSTYRVVIVUTVLBODWLENGREYK
CKVENEALPVPIER TISK AKGOPREPOVYTLPESR

EEMTENOVSLTCLVREGRYPSHAVEWERESNGOPER
NYRKVIPEPVLDSDOSFRLY SKLTVDERRWQUONVE
SUSYMHBALONEYTOQRSLELSPGK

§22 i ActRIIB soluble humano (extracelular),

; §secuencia de polipéptidos procesada con
‘los 6 aminoacidos aminoterminales del ETRECIVYNANWEL ‘{RT\\:\{ (LERCEGRDKRILH
‘dominio EC delecionados y los 5 Y \_S%‘»’R.\S‘?CTK{,‘ KEKGOWDDDEINCYDROECY
taminoacidos carboxiterminales del ATEEN i-‘{\}‘q"”f‘z“(jf;ﬁ?(.‘i:‘i{}N.E"i.’...;\:’ERJ:“'Ti:ii PEAGGPEVT
:dominio EC delecionados (aminoacidos YVEPP

{25-129 de SEQ ID NO:28) y con una
imutacion L79D

%23 §ActRIIB soluble humano (extracelular),
! isecuencia de polipéptidos procesada con
‘los 6 aminodcidos aminoterminales del FYRECIYYNA Ev‘»ﬁil ERTT *\}“xxz SROE

{dominio EC delecionados y los 3
{aminoacidos carboxiterminales del ;
§dominio EC delecionados (aminoé&cidos vy B ; T,;a
:25-131 de SEQ ID NO:28) y con una
imutacion L79D

124 {Proteina de fusion ActRIIB-Fc sin procesar

: icon los 6 aminoacidos aminoterminales
idel dominio EC delecionados y los 3
{aminoéacidos carboxiterminales del
idominio EC delecionados (aminoacidos
§25-131 de SEQ ID NO:28) y con una
imutacion L79D y con secuencia
iconductora de TPA

105



‘SEQ

ES 2978 963 T3

DescrlpC|on

\IDNO: |

Secuencia

MEAMERGLCCVLLLCGAVEVSPGAARTRECHYY

NAMNWELERTNOSGLERCEGEQDKRLHUY ASWRN
SSGTIELVREGUWDRDEENCYDROECVATEERPY
YECCCEGNFUNERFTHLPEAGUIPEVIYERPP
Lhi"“ 3;‘ ( }‘ A8 ~LL£=&;}‘<“\ L

FG30G

FE ‘iﬁ’i\i)ii.\ii%;\i #0

PRE: Q‘(\hf‘f}\\\\\:”‘. : NG
RNKALPARIEK TISKARGOPREFQV *"m%xm_z
TANQYSLTCLVRKGFYPSIHAVEWESNGOPENNYK
TIPPVLOSDOSFELY SKUTVDESEWQOGNVESCS
VMHEALHNTTY TOR S1.8LEPGEx

25 {Proteina de fusion ActRIIB-Fc procesada
icon los 6 aminoacidos aminoterminales
§del dominio EC delecionados y los 3
iaminoacidos carboxiterminales del
idominio EC delecionados (aminoacidos
§25-131 de SEQ ID NO:28) y con una
gmutacmn L79D ;\F\m Ny X Du‘ e
: PVEBOQIWING
LAl '“ *\:\}K}
§ 1 FLYSKL l\li‘K%{\\u)(*
Lx\ VE SL\\ MHE, %LH MNEYTOQRSLELIPIR
26 ............ ActRllBsolublehumano(extracelular) ...........
: §secuencia de polipéptidos procesada
i (aminoacidos 20-134 de SEQ ID NO:16) GROEAETRECTYYNANWELERTRQSGLERCEGEQ
! DRRLHCYAN ".-L\NbS-I}".. ELVKKGUWLDDENCYD
ROECVATEENPOVYTUCCEONFONERFTHEPEAG
GREVTYEPPETAPT
%27 §ActRIIB soluble humano (extracelular),
; isecuencia de polipéptidos procesada con
{los 15 aminoécidos carboxiterminales GRGEAERTRECIYVYNANWELERTNQSGLERCECGED
idelecionados (amino&cidos 20-119 de DPEKRLFICYASWANSSGTHELVERKGOWLDDENCYD
:SEQ D NO:16) ROECVATEENPOVY PUCOEGNFONERFYHLPE &
%28 §Secuencia de la proteina precursora de
{ActRIIB humano (R64)
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{ID NO: |
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Secuencia

MTAPWVALALLWGSLWPGSGRGFARTRECIYYN

x

1?\ ?\, B 1 § RTT\f i‘\LxE ‘fnt‘Eu? M\R H( Y ASWRNG
FNCY T TATEENPQY
¥ i'“"f'%‘i PE 'Xf"'"s(}{’i“\"}"‘\’ EPRPTAPT

LLTVL 3\‘:"31 1 ?*(;u" SLIVLLAFPWMYRHERKPRYGH
VDHEDPGRPPPSPLVOGLKPLOLLEIKARGRYFGOY
WK AQE.E\’&’VDTY =N "x'*K E?f‘{ QDEOSWOSEREIFSTPG
LQ ANLEVELWLITAFHDKGS
L’i'[}‘(‘i,%\uf\ii ,’s ’\J.Li.f(.%i CAETMEROGLAYLHEDVP
WORGEGHKPSIAHRDEKSKNYLLESDLTAVLADF
GLAVERFEPGKPPGDTHGQV G’EPRY"\G APEVLEGAL
REFQRDAFLEIDMY AMGLVLWELVSECKAADGEY

i V

HRKMRPTICD

1,

DEYMEUPFERE! §(SQH?'S‘ LEBLQEVYVE
HWLKHPGLAQLOYTIREDW i}ﬁ{)&f ARLSAGC
ERVILIRRSVNOGTTSDULVSINTSVINVDLIPK
NH

/g{-
LR S
¥R
e

EN

§ActRIIB soluble humano (extracelular),
isecuencia de polipéptidos procesada
§(aminoécidos 19-134 de SEQ ID NO:28)

29

R R R R RR RN

{ ActRIIB soluble humano (extracelular),
§secuencia de polipéptidos procesada con
ilos 15 aminoécidos carboxiterminales

! delecionados (aminoéacidos 19-119 de
{SEQ ID NO:28)

{ActRIIB soluble humano (extracelular),
:secuencia de polipéptidos procesada
g(aminoécidos 20-134 de SEQ ID NO:28)

SORGEAETRECIYYNANWELERTMNQAGLERCEGE
QDERLHCYASWERNES RRGOWLDDRNGY
DROECVYATE CEGNFCORERFT

HLPEA

Gi}?}?‘v”?‘fﬁ???? \?T

QDKR&-H “x";'\‘i‘i’- K i I\E& x{ x\i 30%*‘41 ‘(

THLPEA

%’:’.’Tl\i‘?ﬁ(’ﬁ"NANW INOQSGLERUEGEQ
SEGTIELVRKEGOWLDDENCYD
““‘"(,T{i.'?i{}z\l.il-'(fNERF".{‘??i‘,.Pi?-‘.f-\G

LA

§ActRIIB soluble humano (extracelular),
isecuencia de polipéptidos procesada con
ilos 15 aminoéacidos carboxiterminales
{delecionados (aminoacidos 20-119 de
{SEQ ID NO:28)

132

GROGEAETRECTY YMANWE
DERLRECYASWRNSSGTIEL
ROECVATRENPOQVYPCCL

CKGOWLD
T\5 CNERF H’SE..} A
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§SEQ §Descripcic’>n Secuencia
{IDNO: |
?33 §ActRIIB soluble humano (extracelular),
{ §secuencia de polipéptidos procesada con
‘los 6 amino&cidos aminoterminales del F “RE“{ \’ \u*\ \‘m RL %R*?&(‘M(,;E ERC ?(3?&}@.\}%,}{
gdominio EC delecionados y los 3 S ¥DRDENCYDRQECY
‘aminoacidos carboxiterminales del . N WFTHLPEAOGPEEYT
gdominio EC delecionados (aminoéacidos YEPPP]
125-131 de SEQ ID NO: 16) y con una R,
:mutacion L79D.
134 Proteina de fusion ActRIIB-Fc sin procesar
icon los 6 aminoacidos aminoterminales
idel dominio EC delecionados y los 3 hY H .A,\H\';F{i‘?{,(‘f"‘«’i { i (‘(‘s,ei. VEVEPGAAETRECIYY
{aminoéacidos carboxiterminales del i \AIEGVQDKRE ?{("“(" SWAN
idominio EC delecionados (aminoacidos CYDROQECY ATEENPOV
i25-131 de SEQ ID NO: 16) y con una CEG ERE ‘ VT Xi PEPTOIGG
imutacion L79D y con secuencia THICPPOPAPELL u(;§”~\?§ FEPK PKOTLMISRTPE
iconductora de TPA.
VTOVUVVDVEHEDPEVEKINWY XD\;» f \’
E REEQYNETYRVVEVLTY
SNEALPAPIEKTISRKAKGE >
TRNOVSUTCLVEGEYPSEMAVEWESNGOPE
TUPPYLDSDOGRIFLYSRLTVDEKSRWOQOGGNYESCS
VAMHEALHANHYTORSLRLSPGE™
135 §Proteina de fusion ActRIIB-Fc procesada
3 icon los 6 aminoacidos aminoterminales
gdel dominio EC delecionados y los 3 ETRECTYYNANWELERTN ',“‘
‘aminoacidos carboxiterminales del { & ASWANS '(; PIE };
idominio EC delecionados (aminoécidos ATEENPOVYFECUCEG B!
125-131 de SEQ ID NO: 16) y con una EPPPTOGGT T CPPOPAPRLL GGPEYFL _
imutacion L79D. TEMISRTPEVTOVV VRV SHED P EVE ENWY VDG VE
' \"i’\ E\Ti\pi‘ FTO YINSTY RV ‘»?T\’" HQEAWING
LPAPIEKTISKAKGOPREFQVYTL
¥ ‘»; X{“’ VEGFYPSEBHAVEWEENG
3 ' GSFFLYSKLTVDESRWQQ
GRVEFSC t»\.-' ~.:_!3£ALE ini‘,_”’Z"QESLSL-SLSP{},Z'\L*
§36 §ActRIIB soluble humano (extracelular),
; isecuencia de polipéptidos procesada
{(amino&cidos 20-134 de SEQ ID NO:28) GROCARTRECIYYNANWELERTNOSGLERCEGED
icon mutacion L79D DERLAHCYASWRNSSOTIELVKEGOWDDDENCYD
: ROECVATEENPOVY FUCCCRGRNIUNERFTHLPEAG
GFEVTYURPYFTARY
§ActRIIB soluble humano (extracelular),

§secuencia de polipéptidos procesada
i (@aminoacidos 20-134 de SEQ ID NO:16)
icon mutacién L79D

FLERTNOQSGLERCEGEG
YASWANS 5\& q,m INACRY Dm WRCYD
ENPOVYPOCCEGNEONERFTHLPEAG
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éSEQ ‘Descripcion Secuencia
ID NO:
?38 §ActRIIB soluble humano (extracelular),

isecuencia de polipéptidos procesada
{(aminoacidos 20-134 de SEQ IDNO:28) | GRUOEAETRECIYYNANWELERTNOSGLERCEGED

icon mutacién L79D fusionada con un DERLHOYASWENSSOTIELYEKGOWRDDRNCYD
;dominio Fc con un conector GGG ROBCVATEENPOVY FLCUBONFONERFTULPEAG

GPEVIYEPPPTAPTGGH "'i‘fﬂi PP‘ PAPELLGOPEY
TLFPP PK LTE \-32‘5‘? T?T‘\;"TL Y V’\ U\ ‘«H}'{}P} \ Z\F

i 3§’1 K‘;wl:Afxiﬁﬁ(‘ / H

PRL?Q*’»’ YTLPPSREE R?“«Q VM,. i (:L\- K&.‘xi""{ ’S.-B'i
W GOPENMYRTTPPVLDEDGRFFLYSKLY
\ DKSR FQQONYFRUSVMHEALHNEYTORSLSLS
PGKH

?39 §ActRIIB soluble humano (extracelular),
; :secuencia de polipéptidos procesada
{(@aminoacidos 20-134 de SEQ ID NO:16) GRGEABRTRECTYYNANWELERTNOSGLERCEGEQ

icon mutacién L79D fusionada con un DRKRLEHCY ASWANSSGTIFLVKEGOWDDDENCYD
dominio Fe ?f}z«‘c'\-" POVYFCCCEGNFONERFTHLPEAG

PEVTYEPPPTAPTGUGGTHTUPPOFAPELLUGGESY
"i’ FPPEPEDTLMISRTPEVTOVYVDVSHEDPEVKF

NWYVDGVEY H.\.. TRSTYBRVVEVLTVY

LEE ?L;*& ,.i"" ;
l-‘g)_% D

AVE ‘»\

APIER TISKARQGQ
\ Z‘.Tt LVEGEYPSIM
GEFFLYSKLY

5{;8“- L,‘ELLALHA\H YIQESLALS

VEK SR W \;Q.(_. NV
PG

§4O §ActRIIB soluble humano (extracelular),

; §secuencia de polipéptidos procesada
i (aminoacidos 20-134 de SEQ ID NO:28)
icon mutacion L79D fusionada con un
idominio Fcy con secuencia conductora de

& VELLCGAVEVSFGASGRGEAETE
TNQSGLERCEGEGDKRLNC §
KROGUWRDEENCYDRQECWVA

(TPA CCRGNFONERFTRLPEAGGPEVTYER
: HICPPO : «M‘Hp SCPKD
PNWY VDGVE
() ) DWLNG
KEVKOK VINEA INEAKGQPREPOVYTL
PPSREE zi\;\;agmu{..m KGEYPSDMAVEWESNG
PENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKETVDKSRWOO

GRNVESCSVMEPALHNIHYTOKSLSLIPGK?

§41 §ActRIIB soluble humano (extracelular),

§secuencia de polipéptidos procesada
i (@aminoacidos 20-134 de SEQ ID NO:16)
§con mutacién L79D fusionada con un
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SEQ DescrlpC|on Secuencia
ID NO:
dom|n|o Fcy con secuencia conductora de T\v’FF}AMKRGR('CVTf }’(‘G ’%’\’F %PG ASGROEAETR
:TPA ECIYYNANY GE AF)KM,_.H{%
f AGW, \\ = m» m WODDE m_.u_},zx,_g RCVATY
FORERFTHLPEAGGPEVTYEP
*“(‘P APELLOGPSVELFPPEKPKE
‘af‘z{?‘"ﬁ?’r? KFNWYVDOVE
VITVLHODWING
i AEGOFREPOVYTL
LVRKGRFYPSDIAVEWESNG
d GRFFLYSKLTVDKSRWQQ
(a\‘v FRSY ’\’i!ii‘ - N}ES TOKSLSLSPGR
§42 §ActRIIB soluble humano (extracelular),
; isecuencia de polipéptidos procesada que
itiene una secuencia carboxiterminal de GRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGED
ivariante (desvelada en el documento de DRI HOVASWRNSSGTIFLVER GOWLDDENCYD
| patente WO2007/053775) ROECY ATEENPQVY FCCCEGNFONERFTHEPEAG
: GPEGPWASTTIPSGOPEATAAACGDGRGALWLLL
BGPAHE
§43 §ActRIIB soluble humano (extracelular),
! isecuencia de polipéptidos procesada que
§tiene una secuencia carboxiterminal de ORGEABTRECIVYNANWELERTNQSGLERD E( FU
ivariante (desvelada en el documento de GKRLHOY ASWRNSSOTIFLYERGOWRD! 4
gpatent_e WO02007/053775) que tiene una RUFCVATERNPOVY FOCCEONFONERFTHL 3;:3»&(}
mutacion L79D GPEGPWASTTIPEGGOEATAAAGDOGSGALWLLL
: EOPAHE
{ActRIIB soluble humano (extracelular),

§secuencia de polipéptidos procesada que
itiene una secuencia carboxiterminal de
ivariante (desvelada en el documento de

i patente WO2007/053775) que tiene una
imutacion L79D fusionada con un dominio
{Fc con un conector TGGG

TEGRQ

? FEKRLHCYASWENSSOTIHLVRKGOW P’N‘ ‘imﬂ}
QECVATRENPOVYFCCCEGNTONERPTHLPEAQG

GRGEARTRECIY YNAMNWELERTNQSGLE

WP )E:A I VAATDQOGSGALWLCL
o APEL L( 3.":%\" FLEFPPKP
\ Lﬁ\ “ui?:EJi L\"Ki*\l\‘, YVD

GPEGPWASTT Vi ";
SOTH

QQGNVESC \\ MHUEAL ﬂ\'%h hi{\*\I SLRPE®

45

§Secuencia del acido nucleico que codifica
:SEQ ID NO:24
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QSEQ DescrlpC|on
/ID NO:

Secuencia

ATGOATGCAATRAAGALA G(ﬁi{i(‘T(’"T(i’(""‘i’(i’?(}’f QG

(\{ FCTCCTOTOTGUGAGCAGTUTTUGTTTUGC
(aﬂx,(\f’l GUCOAAACTCGUGAATOTATITAT ,\(,

o

AATGUTAATTGRGAAC
ATCTGOTE
ATAAACGOCTCCATIGOTATOOGTOGTGGAGTGA
ACTUCTCOGGGATGATTGAAUTGGTUAAGAAAG
(sh:t%{ %(ﬁ’ hAL (rA(‘u 3 %”V{ F( A A

AACGGACGAALUA

G
UORAACGGTUETGAGUGOGGAACAGE

;\"

P W W

( if’\ (1

{ H&(sACGG{ l \,{n
,:, ACCOGUGGGALGS a(.-k

SCOTOTGGTCAGOGTOC
AGGACTGGCTGAATGGCA
A AAGGTCTCOCAACAAAGCO
CTc f‘s LQL(L ATCGAGAAAACCATOTCCAAA
GO L‘Gfﬂ‘u* AGCCCCGAGAACCACAGGTIGTA
('.TA(.L".'EV:L ( i ¢ ( A f{ (" (\(3(\ GGAGATGATCA
g { ;'G ‘.E"C AMAG

. 3G
F\{?%\}L.AATU\JHQ ‘{U(‘ {J(!A\S%;\( L\A{ i ACAAL
ACCACGOUTCCCOTGCIGGACTOCGACGOOTCO

TICTTCOTCTATAGOAAGUTCACCHTGA M AAG
(JmG\aT(;Gk AGCAGGGOGAACGTCTTOTC ATGﬁ
DTGATGUATGAGGUTCTOGOATAAC _.'\f‘
SCAGAAGAGUCTCTCCCTGTOCLCG

{Proteina de fusion que comprende un

i dominio extracelular soluble de ActRIIB
:(R64, SEQ ID NO:29) fusionado con un
idominio Fc

SGRGEAETRECIVYNANWELERTNQSGLERCEGE
QDRRLHOYASWRISSGTIELVEROGOWLDRERCY

1 13
{LPL,

DROGECYATEENPOVYFOCTEGNFONERFTH A
GOUPEVIYEPPFFTAPTOGGTHITCPPUPAPELLGGPS
VELEPPEPFEDTLMISRIPEVTOVVVRVYSHEDPEVK
FNWYY UU\ EVHNARKTRPREEQYNSTYRVVSVLY
VEHODWINGREYECKYSNEALPVPIEKTISKAKG
QPRE i‘Q\f YTLEPSREEMTENGVSLICLYRGEYPS
PHAVEWESNGOPENNYE TTFPVLDSDGSFFLYSRL

TVRKSRWOQOGNVESOSVMHEATHNHYTQRELEL
SPGE
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{SEQ §Descripcic’>n Secuencia

\IDNO: |

47 §proteina de fusion que comprende un

: idominio extracelular soluble de ActRIIB
{(R64) con los 15 aminoacidos SGROGEAETRECIYVYNANWELERTNQSOGLERCEGE
§carboxitermina|es delecionados (SEQ ID Q*}}x}h {i Y XQWRN‘;\ FTIELVKKGCWLDDPNGY
iNO:30) fusionada con un dominio Fc DRGECY ENFOVYFOCCEONFONERFTHLPE

GGOTH E(“}"?C APBLLGGPSVPLFPPEPRITLME
RTPEVICVYVINVSHEDSE \X‘& ¥ YO ;
KIKPREEOQYNETYRVVEVLTVLHODWELNGKE Y}\
CRKVYSHRALPVPIEKTISKE: \}Z’x(;\‘PR{ POV "TLPP%E\
EEMTEMNOVSLTCLVEGPYPRIHAVEWESNGOPEN
NYKETTPPVLISD FESRLTVDRKSRWQOONVE
SUSVAHEALNNEY TORKELSLSPGE

.......................................................................................................................................................................................................................................................

:Cebador 1 de RT-PCR de Runx2 CGCACGACAACCGCACCAT

........................................................................................................................................................................................................................................................

549 {Cebador 2 de gRT-PCR de Runx2 GCTCCGGCCCACAAATCTC

.......................................................................................................................................................................................................................................................

:Cebador 1 de gRT-PCR de Alp CGTGGCTAAGAATGTCATC

R R R R RN

{Cebador 2 de gRT-PCR de Alp TGGTAGGCGATGTCCTTA

.......................................................................................................................................................................................................................................................

:Cebador 1 de qRT-PCR de Osterix {TAGTGGTTTGGGGTTTGTTTACCGC

........................................................................................................................................................................................................................................................

{Cebador 2 de qRT-PCR de Osterix | AACCAAATAACTCTTATTCCCTAAGT

.......................................................................................................................................................................................................................................................

‘ :Cebador 1 de qRT-PCR de Klotho  GCTCTCAAAGCCCACATACTG
55Cebador1deqRT_pCRdeK|othoGCAGCATAACGATAGAGGCC ......................................................................
?56 gCebador 1 de gRT-PCR de Sm22-alfa §GTTCCAGACTGTTGACCTCTTT
?57 gCebador 2 de gRT-PCR de Sm22-alfa iCTGCGCTTTCTTCATAAACC

258 gARNm humano de Runx2

GTOTOUAATGUTTUATTOGOCTCS

CAAACARALCC %
DA Vﬂ(;( GGTGC T f:

GT( ’\TiTr\ ’%% 3(1\ T(zx AAGE ‘s\ f
f,fﬁ,( AGOUTACAAGTTCTATO i*.;z‘&f&(,‘%&;s
AL AGGGACT \T(;i:{..&?(, ACAGCOTOT
e A\b\ ACAGTOGACACCATOTOAGCAAAACTTOT
TTTGOL \f(‘(»(x X1 \f\ AGCCGGUGCTTCAGL(
MR i RS CAAAAT \“’\.
1518 {sz\( GTGA (*‘f“(“ GGTGGTGGOTGUGCAACAG
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3SEQ DescrlpC|on Secuencia
/ID NO:

CAGUAGCAACAGUAGCAGCAGUAAT AU AGUA
FUAGCAGES AC GUAGCUAGCAG
FOCHBOT (x\’,(xui (zfx" GO
U( Uz( I&v

FOAGS

ii’\i\ (G

TEOCTOTGCEGTTATG v
GTTCAACGA TfT(p'\Ur’\TTTUTUC*
ACGAGGE, %, OAGTTTCADCTTGALCATA ’X('('YS'?"’
CYTCAL COTCCCT A R&;T—xb{ F AL
"’»’&(\4( AL $1¢

AL §(“§ ’\ \%\( ; i 's,-"«.f( (*{‘C TCAG
=isAT§ f,%(;\s(,{\m/-\ TCLTC AiL{ L\Z*HT»XT(‘:“-{}

\.'X()f!( AGG
?'U ACC, \(}i

,"\‘ '\(H(.‘.f 0
UTTACCOOTCT
{63 i £ k
ACGHGGE X\{\T/ {
(3{?(,7/‘&&_3(2@(;

CCCGHCTTY \..(L:L
GAL GUAL (r‘\

C{'J(‘“ qu {_
AGAATGCTTCC ( ({‘
Fe 'LX(J *\J \;f : A'l"i‘
xi

f". *‘s "’;C
AL

URF\ {(J(LA 3. }f\ A '_'* HGAC A
AATTCCTCAGCAGTGGOCCAGT GG TATCTGHGG
GCCACATOCCACACGTATCAATATATACATAT A
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QSEQ DescrlpC|on Secuencia
/ID NO:

TAL \i}A(u\ﬂ TQUATATATATOTATATCGATTAG
""'ﬁi TACAAAGTGCCYATTY SAAGATITT
TCATTCAUTCATUTCAGTCATGATUITGUAGCCAT
AA x}A\;(,x‘Lf CAGATATTOAGAAGCAGAAGHUTCA
AGAGAGACAATTIGUAATCGAGOUTTCAGATIGTY
TACTATUTAAGATGTADTTTITACAAAGGAATAA
AGAACGGLGAAAAGGTATTTTIGTT F‘i‘"i‘(}'f'f(} TTY
{ TTGTTATCATOAATAACCTGTTCATATLCU
AATTCAGAGAGGTGHALTCCAGGTTICAGQRAGS
GAGAAGAGUAAAGCCGIITCCTONII TGOy
FAAACTTCACACC (T( AL G{‘TU(I( AGUTGTGT
T{"i(“ ACT !\{n‘ .(w ( (,{‘,i (JA

(” \A?ka Hﬂwvi ¢ 1 .".‘A\’*"”\IC T TCA
GAATAACTOTTCC z&;\’”’i"?( ?(Jf TTTCAGACATGC
TOCAGGTCCTCATCTGAACTOTIGOROTTCGTTTT
TITTTTTTITTT ¥f\"T(*LT”("\~\G“%~\ 3T‘x\i'TT
CAAAAAT ﬂr\(. T(; : ) TTTATY
'}. FACTITTYA : i
AACTAA: u‘f\(x f\ ATCCOAY
"( TTOTCCTYTTATOL! m»’\
TACATTATTATAGC AATGGE .»\3“!&(.&,?‘\. U‘xi,;i&,,
ATTGUGTTYOL s(",i,ﬁ‘ TOTGYTETITICTTYTiTyTy
AAANTTATGAATATGTGTAAAATCTOAGGTAACY
TGUTAADGTG! ’&Miﬂ;(" TATATAAUTTTAAAGAY
ATATTT: ATTAT F'.{,"?&./.Uf(:,.‘ CATTTGGACCOTY
GARAUATTTCYTAGTGTATTGATATOTTGACTTO
GGTOTCTAAAAGTOUTOTTITATTAAATAACAALA
TITOYTOAGTGH CATATCTGAAATA

TUTAGAG
TTGOCTAAGCAATTTCAGTT
GTGATTITAAAAANTALT TS

CL&AE i {e i TP GGGGT AL H "AT
ATTAAAAAGACAAG ATTATTGAAN
CTACAGAAAAATGTTOTOTGOTTICATAGTEAA
OUAMAACTUT, ’U’u’\"( GUCAGOOUTTCATAGUAAA
A ,‘»’s{ts !f\'—‘!\

GACATAGTCAGCTS sA,\.u LG
**(u\(}f T ii. AATT AL
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QSEQ DescrlpC|on Secuencia :
/ID NO:

TTCCACAGAATTTOUATITAGAGGALCAGAATS
ACATCACTGICCITIGOGAGTAGUGICCTOTOAA
AAGGCAGCAGHTTOUAGOAGGTAGUTGAGLYG

AGAGGACATATEOUCCACGOGOGACCTACAGAD
AGCCTTTGACATITOTATTICTTACAATGGAGG
GUCAAGGAGGOUAAGOGOGUIGTGLAGTYIGGY
GTOTALCTAGTOTIGTATCGAATTIGAGU T AL X{:{‘ff
CTTOTGUGGUATGOACTTTGACCACTOUTGGC
GTCACATY 3fs{ AGATE ‘"ﬁ( (,AAU F(;(\»\A."' ESN ’{'{A
VAACAAGGAT CA
CARATCCC E(} if:f'[“f:.‘»(-.f"iﬁc{ﬁ(“ »\Jf".\Ar\;i.U? CAGG

;‘f‘“f(_‘?vf CATTOGAATCOTY COCACCCAAGL

R(? AATTTAGCAGAQATITGUUTTCAAATCCOTAA,
COGUCCCOTTICTIOTCRGGICOTICICA
COTYTGTAGGUUACCCAGCATYIGLAGGAT ‘\\st (3
TOTGOGGCAGUTGUALCCTOTGCTTLOTOLOTGG
GAGTUTCCCTTGOAATICATCC TQR..CTCCTT(\T?\
ATAAALAATGOATGGOGAAAGCAAAACACTTTL E ( >
CPTOTAAAGCC 3 . 3
AAATAAGCCAUTIVEC
GGAAUTAGTAATY T(\w’x"i
{JTU\)X ‘X(r( i

3{3(‘( 4.’,3 {3 (./(. A(, 3'§,( (. .X ?{_.t,.'l A 1 E ‘?;«kz’u T,r%\.-\.a\f\
AGGTACTATATTTGTACATTATTTTITAATGTTA
A 3\4&(;\ ﬂ}("?’”T'{TT/‘ ’&L TTT 'i{ ,\{5 {‘&\ f«i 4

% B (
x\!»\ i‘x&,_.x‘xidf?‘{x, i
COCOAATTGGOHGETS
'TGC( ‘f*-'f Tf .

(1‘\ AL '(V T i’f»\ d i ff'st ACTGL 5(;?{ A (3§(1§“‘ '§s}%
i lulu%‘ TTCAAGACCAAAGUAAAGYOTTACY
ACTACTOTGOAACCATGTACTAGTTOUTGOGAA
TTAAAATAGOGTGGTIUTOTTTOTAGCALCAAAL
ATPGOTROA “{i"'!“'?.'{.‘}{TAG'I‘{f?{“‘i"l"?\rﬁ AATGCAGCC

ACAY i TTTATOCATY “Z‘ "1(}"3"?' i'?’"i ( ,\( 1% A rsi Y
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QSEQ DescrlpC|on Secuencia
/ID NO:

TTGOCAGAGCCUTTICAAAATGAGLAGAGAACT
CCACACCATTAGURGACCATD I(}I{}/xglex AETOA
(szxfiﬁkkz(zﬂt}ah\(' "f“ 'E\ i i U(~ H T \r\(J§3 A

TYGA .."{"i (J { { ¥
AAAAATATTIT
GYGTTTACTY ,-_»”s'f'('ﬂ TTACAAN i /\r\,{,;
TETTTAATGUAGTACTTIGAAATATATCA :;k
AATCATAACTTACAATAATYTOCETAGGTATTOY
87 Xr‘xl AAAATTCCATEICTIT 1(3&3 \{ ‘?ir( iﬂ
i HITTYOTUOTGGAACA
: ,;‘\7 5 T §() TGTAAATAC &G(\_.}.,TYCA FITyTa
TITIVTCCAATTGOTATTGLOCA '\i}'& ATTGCTTY
COCATGUACATATTIGTAAAAATTOCQOTTYGCYGE
CACAGHETEA :(3}\? ?(JFUQ A szﬁLﬂ TTACTCTTA
ALTTCAAAGGGACTATTTOTATIOTATGTIGCA
ACTGTAAATTGC A.F\TTATT TOHGCATYITTOTCATYG
ATTGTAATATTAAT TT( SAAGTTTGAATTITAATIT
TCAATAAAATOGOTTTITITGOIYTITGITA

159 |ARNm humano de Alp

COGGOUOTCACTCOGIOUCOCGCGOLCGUerITa
TA ‘xG(fE("G‘ZE’('(‘3G{‘E(’E(}'f‘(}ﬂ"{‘i‘i(}'f"f"f"‘("x(}(. ."‘ (3 {}
TGCGUTOOCGCCACTOCGOGUCE
CTOCGTGUTCOCALGLOCTTOT QCC { GG “x{. (35_,,;\
COCTOQCCAGTOGO if TCOGCAGQATY K:;G AACAT
CAGT Em‘«(‘:\'?f ESY. A(‘Rvu ,\ W00 e
TCLOALC : DGGOTC C A
(}(;{},‘\T;‘\A.f\t\i(‘ 3 La CGUACCATGATT
TCACCATICTY A f”n FCACCTGO
CYTACTAALTL ,w‘. oy (' CCAGAGAAAGAGAAA
GACCCCAAGTACTGOUGAGACTAAGCGUAAGA
GACACTGAAAT '\"E{s('{“'t i(J(wx(rii"%‘T(f’.ﬂ\(};&AG{TT
CAAL [\(\ Al fG GL;C s}’k\ TGTCAT

'{EA{” x((w*"(“
Y u(sﬁ){! f GA A\s

ACAACALCO ri*"u 1814
GGUACCGUCACT

Q {.}kl TECCCGOTOUA A {.T )\Lts ,(_¢
\x.v-‘x_}\\.(. FAGOTCACCTCCATCOTOOGCTGOGOTAA
GUACOUTGUOAAATUTGTGLGUATTGTGACCAC
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Descripcién

,'iv () ‘\U\ (
U(,. FCATGO

. f’x.z 4\\.

{ A\ i().{f}‘ A
%u -

m‘wi(}ui(:i
({ '\tsd\ S

g vg s

SACCTH :
SGGTOTO ? (15\ . *%L\")(:U»'-\& CATGUAG
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(‘ ’\T\ CTGCGGAAGAACTOCAA H;(*”T? CYTCTY
GUTGOTO0! ‘\ \GG A ( sCC ’&{ A \TTG '\5 CACGGEE
ACLATGA
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T i,;L,AC(.f(}'?{« CUACGAGCAGAAL GTCOCC
GOGTAT C’(\ x(i(\("i‘{*i. } ( { 3(3\ GO0
- lsT‘ ;( H ‘V‘f{z{*{“‘b(}( h(;( \

. ”is 3~ (a\,
COTCCCAGY

117



Descripcién

ES 2978 963 T3

Secuencia

((i"f(‘h{ TTACCTCOTGK

&3 —Xu(\L O
CTGAAL A( A ALY
CYCTCOTaEET ih\\vr’ ¢
i‘“(i(uiiiib
CAAAACATITAAATAAAACTTVCCA: “\ ATAT x"’E <
COAGGALAAAAARAAAAAA

§6O gARNm humano de Osterix

X(,-.LACJ(., TCAG
LUTGCCAGALC
(fs“A( ; ,‘\( 'i'(‘ A i’i{’ZC{'}

\5: ‘&(x{ 5(;&{ T{.
(f-, (Jf 1AL FA\J f

( \U(f»x } d(z( (Ji
’\UTY\ AL ? \f(}ij( i

GCATTTOACCAGUTY
CATQUTGOGGATATG,
TAGOTCOTGOGUAGGE {3 .
CAAGGQACATUTQCCCACAGETICAGOTCAGOCY
COACTGAAL ’(‘("(‘{"#‘sG("Ti"={“'“K’_ZACCTA(‘{"’C ATVCT
GACTITGOTCCOOTY 1% ”xf\
GOTOCCCACCT LTI (AL CAGCAT
GTUTTGOOLTAS ‘Ti 3T( T, %T AAAL {..‘ A !\Gi;“ /
GTGOGAAMAT, ’S\U?Gx’}(\ AGC‘TAUA AGOGAGT biv
TGGAGOOAA '\mh( KUUACGOGGOTOCAAGCACTS
GOOOTAGTGUTGGATATGGGOGCAGTGOGECA
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QOGN & TOL

CCATCOAL A 3 \f‘f—«i AL
\_%\zizrf(ﬂ ATGGUAAGOGETYC
LCACE ii{ (a(\ Uf(h *X"‘ L0

"i‘("\ltxt tf,k}{;\
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CCAGUGEA
COCOTOOOA
FIAGC
GCCCE

‘(} \(;4 \/‘(W"“is

G\jn A TCTGA GC CGG
F“&C:’?G(" (‘zfﬂ.‘f

?T\_.(,, A0
TTGCTTT
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(J( ?(s? (V ,\3 ¢ '\\'
ﬂ‘s '&(\T'W TT’\Q ‘X(.-\,

5.‘(; \T A
’! *‘_ T RI/\ 5‘(' \i'x(.;z.

3 U\AUKIC‘\ CAAAGATOL Y GALC
{‘{"i\i”?{if}'?'(‘n(%3(13\('\3( E(BC(V CC %\}f?(f"““'”;” i

e '.'f AAGOAAATTCTAS AAATGE
FALAAL \A i GTTAGTGGAGAAGA
A Al ? \(1 '&A ¥ ’L

1(\

A (}}'&f\b‘.sJ.\x. T UUAA
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Descripcién Secuencia

A ¢ ,.§ \‘\( f%k,ui‘u(;i{ ACA
i zU\;Q( ()rﬁk -’%((?{ CTGAAGAATGGOT U\;(}\
LAAGG AGGATCAGATTCAAATAAGTA

GAGCTTGGC izﬁk AGAAUATTGTUOGAATOUAAG
GOATCATGOCCTTTOTGOAGTCTTTTITTINITAA
TITAATAAATAAA, M:TT GGATTTGAARAAAAASNAA
AAAAAAAAAANAAA

ARNm humano de Klotho

L(jk (‘{ f (N(\J‘ J’;‘:j'

UCC
ACGGOA ,«\
H {,fi "\J\,;Qr‘a(.- ACGTTCACCCACCA
COCe CGGGAGACTCCCGHAALGC
CAGTCTGCCGTTGGGUQUOCOGTCGLCGUTGCA
GOOCGCCACCOOOGACGTAGUCAGUOACAGOY
ACAAL f\ “1( h" QC‘G*“(} AL »‘\h“;:‘(} ‘\Gqf"GCTG{"
) FOTCOA
xf‘\mi (v( $OAGLG
(3¢ 's'( TGCGOTACY
*f’ 1A (\T

(f].»‘s.i_, AL (.. G :
GOQUTHIOGTC f.‘-, 3

-
Ll

GOUTGCGC \’\L" U(‘i;‘m“
AGQGQATTACGCGGAGUTCT
GG \Jk}lk,.‘\{J(:?Tf}r'\ii\{j"f!-\('_.I\_s(_ VI
Aa !
ALCGL m( GOCTG

COCBCGGUTCGOGTACTTG "“’ﬂ'}{’s('{} ACA 4\( { T

COTCCTGOETCATGOC A AAGTCTOOCATCTCTA
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3SEQ DescrlpC|on Secuencia
/ID NO:

CAATACTTICTTTCOGTCCCAUTOCAGGOAG }\; TCA
ﬁ‘Ji(}i(LA’U{J(\(". C
‘(

,'IW(\CGCC
3, AACTGOT §(3*"\( (
.*AA””L\H‘”FE("‘\ »% TATTTA T‘(“ TGGAA
AATOOGUTGORTTIGTCT GUOGATCACCA, A(sfki A
f‘ ATGATGOCAAATATATGTATIACOTOAAL A
TTCATCATGGAAACTTTAAAAGCCATCAAGSTG
GATGOGOTOOATOTCATCOGOTATACCGCATGG
TF"‘C.’{ T{ ,xTCG \TﬁsfﬁTTT( L;M»u'[u(z\ ACAGS

t iﬂ
AA*\A\T{_ 5

CGAC ”E(r'\ ’»i("i T
TAGTAAAAGGOTTA
( 3?&; 3ACCAAG \\s‘%\;(s

CTGCCATCCAL

AL { N ? a1
TTAAAG T:;GA (,;(x
t'\ ‘\ *

A\ AL AT“.{T }.{..(;C IT(_.'}“ .
ATTOCTCCOTUTGOGOET
CUATOCYGCAG
"TT(T‘T(“(\’( 3T
‘ A C*.ﬂu{x(f(.
) ( TGGUUAGGUAL ;
DCTALACTGLCC i(ib OET E(;{
TU? J( 5 i }i ’&\4 (}( H GG

A A
¥

AGAGTATL
CUATCACKL
GUCGTTAT Y £
COAL, ”\"k(.-\_.-i !(,-i\z.uAU{;\_t..i.f.- SOOTGOGU 3(;
13\ %f }\{'QT ACA ‘s\'}‘f}; '55 'kc’iiii‘?"l"i" "x{”’{}{ Al :(J* 3' X

Teas

L} \_!}3,\(,.4

FEGACATTGE A
GUICTOGAGATTATCCATGOGTGATGALGG _ad.\(.. T
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QSEQ DescrlpC|on Secuencia
/ID NO:

GOUTGAACCAAAGAAACAATTTIOTICTTICCTY
ATTTCAL .,»E(f.»mg\.\ ATGAAAASAAGCTAATOCAL
f‘ii'"" ACCTTTG k"? I‘i ;ﬁsui "‘I !A AGCCATT X
VAAAAGAAG: &i{
"ﬁf"}" ACAAGTGOAA

g 'i CAALTOCCCC

: JAA iub{ 3( :,\ AGTTCAAGTACQG
*\UAA ( i"(,'-("(i ATGTAC »sf%dd ~\T{i AL C(’}G‘-AA'I‘

»\3‘(:& _ ’..(.f‘“ CATAC 5\:(;&1

»\T(MT;(J‘,.U\&«? %( T?{(‘t STTATTCOTTTAALC ‘:$—\
CCGUALA AGOTTTGUOCTUTATONTTA
ToOTGO /\(J ’\TC AL sT} Tu *(\(\f‘“' AGGC ,\TCP AT
ACATTA $ ]

Ti TCL ( :f}( EES

(JTC(‘ AGALCA. ,TTi.f
GUITrTTes L
CATAG T‘f 3‘ T
TEYCOCTTS
U A \(1 x(u

t \G{’T\si i *\ &G "f\if 1{ '\((

GAAAUTGTARATTTUATS AT i’ 3 AUA,

AAACATITTITGTGGUTTATGACAGAGGTTTTGA

AATGGOGUATAGGTGATCGTAAAATATTIGAATAA
TOUOAATAGTOGUOTGAATTTOTIOTCTTITTIGGE
T(z XTTA A '\A A ’5( fGA* A(}"‘i‘f’\‘\ TAT.-’»E.‘*KT TTCTG

) ) o - ,-:\(t.' ATTTGTGL \ \,’\\ \ WF{\ A
ATGACAAGATTAGGAATATTT TTGUACCO
AUTTCVAAATTTAATETTITTOTGOAAGTALGTAA
TTGUAAGAGTTUGAATAGAAAGTTATGTACCAL
GTAACCATTICTCAGUTGCUATAATAATGOCTA
GPGGOTTCCOCTCTOTCAAATCTAGTTTOOTATG
GAASAGAAGATEGCAGATACAGGAGAG ('3_’%{-.44
AGAGGOTCOCTAGGOTGGAATGTTIOCTTIT

GUAATGOTTUTATCAAATACTAGTATY
GTATOTGGTTAATGACATACTTGOAGAGCAAAT
2 "A Kaq ‘x AATGTGTATT E",SJ ATGEATTTT §(}:x\3(_}‘y

{

o

J\n‘\ﬁ\*\,(?'f )
ACATCGAATCC
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QSEQ DescrlpC|on Secuencia :
/ID NO:

S A ‘.-:. AR LY X3
“xi AL Y i"i TIGAGCAGATOTTGG
ACATGACCTTTCLC {”{AU%G—\%FA
L-&%ff ACTCATTCTATGAALAGTG ‘X( »1(7
TOTATECTTTAGUTGTACTGTAATTICY nis»’s{ﬂ
TOATAGTTITACAAATTCTTAATAGHY ik AAAA
GCAATCTGOTOTOGAATAACACTGGATY (Ji 3 iﬁ
TOGTGATOCTGAGGTOTATITTATGTTLET K
CPACTTOMOTGGAAGTAGOVETGAALT S
CTYTGAACTTICACGOYGAAACATOUT &Ls’ AT
ATCTAGAAAGOGCYAATTAGUGYCTCATCOTITA
ATGOCOCTTAAATAAGTCTIGOTGATTTITCAGA
CAGGGAAGTCTOTCTATTACACTGOAGCTGYTY
TATAGATAAGTCAATATTOTATOAGGUAAGATA
AARCCAATETCATAARCAGGCATTGCOAACCTCAC
TGADATAGGGTCATAGTOTATAAT m\%? XT% TG
TACTATATAATATATCATCTITAGAGOTATOGATY
TITTCATGAMAGATAAGOTTITTGGTAATATYICATY
TTTAAAGTOGACTTATTAAAATTGGATGLUTAGA
GAATCAAQTTTATTYTATGTATA FTTOTGA
T Ag /\‘s ’\G? AATATATGH T{ A7 3'\53 gf\ WAATT

3

. Y CAGAAC Ei;'\&nx
TAGUUACTATTAACATTITCOCACTTATTTTATTY
TACATAGATCATA YTU’? -—\.{ 1\‘{ ’\i ;Ts \(;T ‘\T‘W T
/‘d?'\\xi”i’ﬂ TATGA - CATY
ATTAGTCTYCAAS ‘1 XU A i (i ATTTITAAY n.(' TGT
six‘iwi'\“\ CACCACAGGAATGTATCACAALTY
AAL NE (.a TTAGACTAGTITOTTATTA
ATOTTOATGAATGITGTTTAAAAATAATTTTCYTT
GUTACATTITACTTTAATTUOCTTGACTOTAAAGA
G AAGTAATTITGQUICCTTOATAAAGTATTIATATYT
ATAATAAATUTGOUTGCAACTTTTTOOCTTOET

;f ATAATC

162 |ARNm humano de Sm22-alfa

TCACCACGOUGGCAGLCOTTTAAACCCOTCACE
CAGUCAGCGCOCCATCCTGTOTOTCCGAALCCA
GACACAAGTCTTCACTOCTTOCTGLGAL TG
AGGAALDCTTOTGAGTOGOATYGOU TGO h(\’; T
OAGC ..%AGT“ff(fé(‘}(?"""f(\z( i »‘\Gk ;fj ‘%(
GTG{BGTGC A
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QSEQ DescrlpC|on Secuencia :
/ID NO:

=S’s A z\\g TG U‘i}(z ‘xmu\'.".r’
GOCTCCCCATCTCAGUCA :
3 3(1" ( \J(fi..(,(”sf% fTAGG
TTGCOCCTCCAGGAL
] : .if{ AGACATGGCOCAA
'C &AU' 3G ’i C CTTCOCTATGGCATGAGULOGCGAALT
GUAGTOCAAAATTGS 1{JLL\U*LK{3 TATGACGAGG
AGCTGHAGGAGC \3(} TGO TGGAGTGGATUATA
GTGCAGTOGTGG sGGUCGUCCAL *xf
COTQGGIGL CTGOUTGAAG

3(3 “3 T fj !‘K.‘&U(fu GO f’sLs

FOOGOTTCCAGOTH
AN '3\5( JCCETGATTCTGAGCAAGUTGOGTGAALCAGT
g L (2:\§is‘f'3{"’f {"""\:"«("(“{'GGTGIX ”'{3"3"(}

/‘\TC!\J ﬂ\ sTtsG‘\ TC A 3TTCCTG *‘H HGCGE S(T
GAGGAUTATGGOOTCATOAAGACTCACATGTTC
CAGACTCGTTGALCTOTTTGAADGUCAAMAGAC *'%TG
GUAGCAGTGCAL. Axﬂﬁ' Aﬂ\f K ..-T's's A T(}G( TTT( YGGO
!\(“s(“i“i{‘s(}( ) G Y

CLGTC

\Jui ,\Hz

(‘\3( ”\

SCCCATOACDT

f AGGOGAGAAGLGGG

s f\(;( O } UUA § ( §(1(3(1(V *\/“;G i CCACYGYOOTOC
. GAAL f\ AGAACCAL

TGOAATATTY

X0 ‘X:‘\ "%f’-‘ \’\ "x'*h AAAARAAAA

CAAAAAAAAAAAAARAABAA

%63 §Proteina humana Runx2

TPCQONFFWDISTSRRFSPPSSSLOP
\ AARUQQQUIQOQLUOVO0
OHUQE »Wx AAAAASAAAAAAAVPRLEPPHON
RYMVEHADHPAELY 'fmxx FLUSVLPSHWRONK
TLPYAFKVVALGEVIDG VIMAGNDENYS
LRNASAVMENGVARFNDL E? FVGRSGRGRSFTLTT
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QSEQ DescrlpC|on Secuencia
{IDNO: |

TYFENPPOVATY HR AV TVDGPREPRREROKLD
DSKPSLESDRLSDLGRIPHPSMRVGVPPONPRPSL
NSAPSFENPOGOSOITOPROAQSAPPWSYDOSYES
VLSOMTSPSIHSTTPLAS TROTGLPATTVERRISD
SDFCLWPSTLAKKSOAGASELGPERDPROQF
PSISSLTESRESNPRMHYPA TFT Y IPPY FSGMSLG
MSATTHYHTYLPPPYPGSSQEOSGE TY
YOTSSOSYOFPMVPE(
LLNPNLPNONDGY!
SVWRPY

SPSRMLPPCTTTSN 'i
DADGSHESSP TYLNGSGRMOE

64 {Proteina humana Alp
MEISPFLVLANGTCLTNSLVPEKER DFEYWRIGQAQ
ETLEYALELOKLNTNVAKKNVIMELGDGMOVETY
TAARNLKGOLHENPOEETRLEMDEFPIVALS §
\QF’%AQ\ PIMSAGTATAYILL

GRONTTOUNEVESH RWARKDAGKRY 1

¥ 3\11 ATPSAA KNES«ADRD WYSDNE “nh ?LAL (‘i ){
KDAYQLMHNIRDEVIMOGGRKYMYPRKNKTDY
EYESDEKARGTRLDGLDLVDTWRSFRPRYKHSHY
IWNRTELLTLEOPHNVDYLLGLFEPGDMOQYELNRN
NVTRFSLSEMVYY VAL k,‘xI\P NE (:( A
HGHHEGRARKQALHEAVEMDRALG( N
TLTVVTADHSHVETRGG ROGMNSIFGL \"M,_b‘” T
DERKPFTATYONGP THRENVSMVYDYAH
NRYQAQGSAY ;"I RH% THG\:PDV 1\‘: %“«(:(f;PV AHLE
HOVHEONYVPHVMAYAACIGANLGHCAPASS, ~\(:
SLAAGPLLLALALYPLAVLF

565 {Proteina humana Osterix

MASSLLEEEVHYGRSPL ‘xf! Tk»‘w }}x?( 333 s\f' §?
DETTLORKAGTEREPYSVGEDLS
TRTNGLLSPAGSPPAPTSO ‘x’ y
TQDPOGLE

‘,s K \(mm i'*i'(;i Z"

FLERHVRTHIREK
k} }i(}l f’(;i QJFPP\‘; 1%

?66 §Proteina humana Klotho
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ES 2978 963 T3

QSEQ DescrlpC|on Secuencia :
{IDNO: |

MPASAPPRRPRPPPPRLALLLVLLOGLOGGHE
GRUALY T’&"ARZ"S?PD%P

St

YVOSAAYOTEGOWOQ =H( i& SIWIYTETHHPLAPP
GIOSRMASL ?E GAPSPLL T(:"‘\' ASDEY \\‘v FRD
TEALNELG vTVYR}“Q?S‘\R ARVILPNGSAGVPNREG
ERYYRRLLERLRELGVOPVVTLYHWDL PC‘P% 230

AYGOWANRALADHFRDY AELUFRHFGGOVEYW
ITIDNPYYVAWHGY ATORLAPGIRGEPRLGYLVA
HENLLLAHAKYWHLYNTRERPTQOGRVEIALSRH

WINPRIVTDHSIKECORSTDFVIGWEARIVIIDG.
DYPESMKNALSSILFDFTESERKFIKGTADFE,
GPTLSEQLI PR,

BPQIFIVE :
TURARILDOVY A‘s’s \E
GEFYVIDIFLSGE ".s‘vﬁ_.i__.,‘KE;S(%}"? ORLEEKY “F{‘E’i
T E:NQ‘.’ LEGTRPCOFAWOVVONYIQVDTTLOQFTD
LMVYLWOVHHSK VIOV VTRERKEYCVDEA
AIGPOIALTL QEMHYTHIRFSLDWALTLPLONQEQVY
NHTHLOQYYRUMASELVRVNITPVVALWOPMARN
QULFRULARGGA ‘*\T PYTALAVAEYARL ( }'\ ,W
GHEVKLWITMN y
WHVYNEKEY y
DREVAERVLEFL
VDSEREDPIE V’\ D’Y i
VPWOLRKNVIHWE, ’Zf'i\ Y T MY AT
EREROLRVY Y MONY : ' H‘.i_‘i'}G
SENDRTAPRFOLYRYAADQES
"T& G P(;P}"TY FK’"‘"T‘FE’?T TTECSFFHTRKSL&AF

sii"*ﬂ(u RE
5§_.C(‘s\a AY

1Y Q&“fﬂ’i)\gts {I‘ 3)3{(:?’» .

LYPOGEKPYRVPREMPE \é"’i‘ ¥ §\Q\‘§‘ 3N/ ’\“ﬁ i ix A ’\
EOYOVIKTOMEFQTVDLFEGRKDMAAVORTIMALG
SEAV iK\{é(er%\(ﬂ)}\ WEME K AQEHKREF i%(}

LOEGERVIGLOMUOSNRGASQAGMTGYGRPRQU
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3SEQ DescrlpC|on Secuencia
{IDNO: |

JSREGE
¥ : Y NELRVAPE
CANREKMTOQIMFETENVPANMY
VAIJAYVL \K Y ARG RTT(JV\ EDRGINGY ?H\\IP} YEG
YALPHAIMBRLDLAGRDLTIY LMKIL
TAEREIVRDIKERLCYVALDFEN

KSYELPDC JQ‘»’ET? Nil«fﬁt Pti iﬂ PE"\:H'
LPLE i X ’\ /

» "ﬁ *’&x‘f‘*m ‘X Em;f::
5? %“x! ";1 ?Q{?f\?‘ﬁ TSHOE ‘z i‘i *\{zi"wﬁ HRKCYE

MTLLOSERSLUIREKFRSVLQURLQQRRTOQREQLAN
QUGHPPLERPAUFHEQRKHLUSDRARNSLERKARN
RONSADLYNMHILOASTAERSIPTAQMELEEARL
ADDINEKIALRPGPFLELVERNILPYDSAVREAIKG

DSAN.Q}. %}ima. _(ﬂ\QuL(;i’P&g TPEA VY i..q,w KSKS
LODSKNEHEKPK PR PEVKK LK YHQYIPPDOR A
FRE P?PMDSA‘Y’A‘{{ E.,{.QQQQU"'{.}(\}'{_QTLS&;}QQQQ(}

TEAL ‘«Nu%\'h
DASPSFGLH
PRPVHYVOTEESLMASLNGOSYPSELDGLDSERKDE,
MLVEKQEKVINELTWELGQEQROVEELRMOQLQKG
KR S{ \M‘I PTE AASIKS ?{.vf\'VSZ‘S(\'PFF\SQVPV

»J§§P"“%? S ! Q&;“\i i{i’t 9(,: X{) ADRS ‘(J X{J\JN‘L 1’;%
SPOVOQEMACGLHESDEVEIK PTFSKSSRALS
[ \'E‘ H‘E“s% EDAVKL, ’\\:‘ i}ﬁ\ N:QIX’E?')%"B‘ L "”}\"i‘ H'"‘%‘fi%"

P'P !' PGP I.-C" }LQ‘ T §““‘3, E"f

AGTOFSPREVDENGE

MEWLDLTPPNSTPGFSALTTSSPSIFNIDFLDYTDL
NLNSSMOLHLGOW

170 ARNm humano de alfa-SMA
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Descripcién Secuencia

CTCTCOCCGCCCCaOGQUGlOniGUGUAUTCA
CCCACCCGUGCUGOAGT (JU ACCOTITGOOTTGGO
TIGYC }(J (3\ 1 }GT‘L ( A(‘: k' i f" ECTCL T{,.“i(f

:(J éx'\i"

(}\t‘j\}(i(ﬁnic “\fwy{_ ’\( }‘{L (—! A
AAAGUAACTOCTOOAGOGTY

'.‘(“5‘; \(3( U '\ \\.3{}

'.S\’Cz(\’ k 2

ACTAAGALCGGGAAT
TATGTGTGAAGAAGAU .
brf TTG( T\ GTGTGATAATGOCTCTGGGO
-\A‘GG("PGG‘“TTTGCP sGG(aéf(r/sTfi'(“Tf‘
T A CATTOVOGGGALGY

C ( A f&(“ §£ \U{JU(;( (fs ATOGETGHGA X;fuu{zw
CAAAAAGACAGCTACOTGGUTGACGAAGCATA

CUTOTGA
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QSEQ DescrlpC|on Secuencia :
/ID NO:

GAGUAAAAGAGGAATCOTGALTLCT!
CGATAGAACATG ,(fni* A
(32\{ ”\Tfi(zr\‘&%f\fz ( ’(\(}( A

AAGTACC

A ’i \JA&,-L i
CAGCCA
GToTETey
; TGO r(}\
GGTG i'( "(‘(‘{ “&L,u\}h“ O “{_-,\_.Ef\i‘\zz' -
TATOGECY
L YGGO iu(sf
AAGATCCTO i
*\CTA{ TGO \.Sv’\(:( { 3T§ x..-’i\\_.-f\TT (.) 3( GGU%( ’3\ Y
AAGGAGAAMACTOTGT T"\TGT AGCTL T( GACTYT
(.! AAAATGAGATGGCUACTGOK T ',’lx'}'f(
Y “i GAGAAGAGTTACGA TTGATGOH
CAAGTOGATCACCATCGGAAA ACGTTTOOGH
TOOUCAGAGALCOTGTY ATCCTTICATC
GOGOGATGRAGTC T\sk E(s(r(‘f’\‘(\{ TGAAALCACC
T \f \ \( ;\G( \3" \ i {1 A '-GT\E; EAFAP} (3/\(\ “f(

s E

g

Cﬁi( (Jts( *\ ¢ f‘\\ 2 \§(;§AU
COAATCUAGAAGGAGATT
CAGUACCATGAAGAT
Uu A (;('.'.-" A A

AATGTCT ib?‘(;(x“&’&i TATGIC
AAATUATTCOTAGLCAAAGU
T{ GTT \‘L CYATOTGTTTTTTAATAAATC s('i':
AGOUTACTGOTAAAAAANAAAAAAAAA
AAAAALAANAAAAAA A\-%.r\,z VAAA

71 |ARNm humano de MYOCD

.SﬂK?HaiiTUQ

TCAGC Tt:GG\

AGGGUGAGUTCALK
TTGTTAGCTGOG

("*"{‘1{ TYGUTGOTG Mt"-k AL M(Jb{}'\‘
{}(( 7 A s ';\'1
ACTCAAL f*ﬁt; Xa ACTCC EiJk.s(,z‘N CYG: ’&(z(* ATYC
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Descripcién Secuencia

(ff"'"i‘(}f"i"{'i ATTAGGAGUAAGTY
CAGTTAAGATUTTCAALS u\j\{!‘s\ XU"
,;\\A{,Ar‘z(, FOGGUTAACCAAGGUATAATALCS
UVGAAADGHE XG{ TTGAATICC
AAATATTTGL AGTOACAAGEGC /
,—\ A L\G( CAGAAADAGHT (;( f\Al .A i3
GOTTAATATGCA
FTCCACTOGUAGAGAGUDTICCATTCCAACTGOTCA
("} ATGAAGOTGAAAS (1 ‘G‘Cf CGACTCGLCQATS
TOUVCAATGA oY COAGGGT
*”\‘ THGAGE \i( T ‘U% ’3 AAAAACATICTTCOYG
TOGATIOTGOTGY 911& FAGHUCATAAAAGGTA
AL l(,iT(,e %% rTTTL TOCAAATCCAL C(?% TG( TT

/‘w‘ »\Uf AGUAG {‘!(a{

] SCTTC %t;iJiﬁ‘Tf Uh(;
GALA .»az«,{(“‘«m(yxa\ TTGCT H";’(? CTOAGRAAA
TOACAGAAATOACTCAGCOTC ,\GL COAGCOA
COAGTUCAGATGLIGGGGAAGC AGGG( WOTTGGEC
COCOCAGCACTOCCATAGUCOTOUATGCINCTG
TAAAGTCCAAATOOYT TGO
AAGOCCAAGGAL
&(s «As s( T}‘;\ SATATCAL

(310 TFT( VAALT AT \('T"V AL
2 AACL ! COATGATOTGAAGGTOTOTGAATTAAG
. / T \ ’\I TCGOGGGOTTGOIT

? i( A 1* FGALK .()f :‘ 1T

'\k (A
"/\;f\i( HOUCAANTT

e ‘("i
N

SCCCAGTEUACG

COTCOTTCGGCCTGCATCOGT

YHTGCAL ( Ls %ksb A xn(\sii, TCATGAGTAGOCTG
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Descripcién Secuencia

AATGGGGOUICTGTTCOTTOTGAGUTGGATGGG
T {hix‘a(.-r}.(,(T(}.’X(i‘r“u‘sﬁij< ( A *XU% 1< FTGGA
GAAGCAGAAGUGTGATCAATGAACTCACCTGGA
AACYCCA ; A0
CTGAGGATGCAGCTTIC x{"s '% ’\z’\ "\{%5:‘*\ "\
T A A.'(“"T{ ETT’ CAGAGAAQG

'\\3 m" ‘\

CQooT FAAGCTY
GAANTEOTC AT‘TG"E"U PGGAGT
COAATCGTACTTICTYCL, i

M

GGOGT (\ %*’s\s(;»«(sf’w\i GGUACAGGOTU f‘i TC
GCCCATCAGCAGCUAGGTOTGCACTGCALCALGA
ACTOAGGAGUACACGATGGCCATCCTCCAAGCY
TCTCTOCCCATTCYTCCAGUOTCOALCOCGOCCTT
CTCTGGAGCCLOAAGCAGACAGCAGTCATGOGTGC
CHOGGONAAACCCTTOTCUCAAASMDUCOCATATGY
ACAGCAAAAGATGGCTOOTTTACACTCOITOTIGA
HEH h(}(}'(‘:i: AAAGTTTTCAATTCCATCCCC

AACTITTICTAAGTCAAOTTAGCAATTICAGA

(”ﬁ"‘s'(' A f'%(" A {",X(Jt { i'(‘{ % 3 ( F? /\ ‘/’\A T GT

"«(r \ i’(“i
A OCAAGOCT

TR 1 (,‘1"&\!()\11‘1 3
"‘T,’-‘s’fﬁﬁ(f!’ﬂ LGACAGT

A T’"“TT GAAMGTITTATY T (‘C CAG
: IAAAGATGAGYGATGTCACCOYY
G AGCGAAGAGCUTCACTTTGAT
GGGAT %ﬂs TOGATGGATTCTCTOGGAAGGOTGLA
GAAGACCTOTTUAATUOCACATGAGATC ‘"5(;"\7%
§ C(:C'}{{.‘E CT ATGCAGACAT :
AL CANTOGGGT
CTGGLHAAACT ;
i ( ‘\;’1 A 3 ?( {2 X{ /\
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3SEQ DescrlpC|on Secuencia
/ID NO:

, 5‘&&;*’\ %A(.s(:u.i }C
ACTGUCTTITCAAAGALT
] EC’% Af m(\ ATAAT CYCAGGCA
CATAAGCTCATACTGYAAGLTTEY
GAATTCACTAGACATAACGTOGAAGGAA
AGTCTTTTGOGAGTACAGRGAAGCCAGC
..IS'TCT{‘Af'-\AGCTTésT()tsA ‘\G R!“AT%U F(zi »&ATU

\-1

YA

TGAGACAGAL

nTTTt CAGGGAAGT T%«*\Tk;ﬂ %’\mﬁ f( TTTT‘. oY
oy s(\ ACAAAACTGOCLC CYGOGAGTOGRTTOTG

CAGGACTOCATOTOOTOALTAAT

AALA TCAACTCAGTCOACAGAALTCC
ACTO FCTTOTITET (;\ ’\(‘T "\(i"?"{‘.i'('}(‘,{:ffl
AATH T TAAGTAC
o

(‘”i T, '\(Ji E(Zf
g }{ ‘{S/sf/’\‘«i
X(th(;‘\i}( V(i CAC

; ’\!fg\” (n’f?"“’*ii{‘i(k{\\ f{ "\
CTTTTCOTTCAAGOTACCAATCOTT T CT(:TVN

TOOGTTTGGUCATCTITOTTITITONG
TOGGAGGGGAGGACTYC W: *Xi
U'\ ( A f ACTECTA

t;}L.( ’;i'\ AGTC

TAGTTTVCA .«'\(3: AR

(-;‘f{'i{}{}ﬁ‘xf\:”x??(i( AN f { x\3 T ia*\ A i‘(? TAA \(; ¢ .7
AAATATGGATOATATTTACAAGAGAGAAT l i\ A
GATUTGOGGTTTTTGAAAGAA sA\ AGAATI
ATTGAAAAUGATOGAAGGAAAAAGACAANT( E(}E
CTAATGTGCATTCCTCATTAL Ci CYCOTOaCTrY
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QSEQ DescrlpC|on Secuencia :
/ID NO:

GOUTGGGAGTTGGAARAAAAGC ir’\ AAATTTCAGA
ACAGTCTCTGTAAGGUTCTCTGTGGOTOC h\ziz
CACCATTTTATATIGTTIGC “\i HITETAGAAAGS
AGCTATTCCTGTIGTTITGUETT T»\i TEAAAT
CACTAAGGUACTOTITTIYATCTTITVGTAAAAAA
AAAAAAAAAGTTGTTCALTG CACUTTATAGAA
A.‘;\ AAT r\% fL AN :'\A l(s lf U{ 323,‘-\ f TTAGAAGCT

(J.-"\(.l.’f\ij} { S“: 2(;\;3(;:\? T( : »f(_,»sk.us.--\;\{ $ i'i.
CCAGATCTTATTCTGOGGETGRGATETGGAGGA
ATACACATAL XwLL ACAAACATACATGTATGTA
TAATAGATAT, AL.ATA"“GTUT\*’%TATTA?‘ATCT
FTGTGTGUATSY Kl 3 =
GAGTTCTALACOAAAAGCCTTY . -
TSOUTGTOAATGATATCCTGECC T"" ?t“"” M TL‘&T{ i
AATTTCTCATTAACCAACTAGAUTACALGTICC
CTCTOTETGTATGACTAACGOOTUCAACCCUGAT
GACTCACAGLTACTTGOTTATC {STG ’\ ACAAGOT
CATCTTGRCAATGAATATGGATOTGAAAAGACA
( IAACAGCTTCACCATTAGT AL S.(.}\}smhf'\'?{'{}( FTA
TCADAGTOICTTATAGAGUGAATATGAAAGGAAC
AAGAAAATLS TTT’ 13 TTCCTTTTATOYGTATY
GTGUTT A CCACATGOTAAATTITITNTA
TYITEGoTTY i Xi(:i(x AQTCATCAGAALTAAAAA
AATCCAGAAGAAAAAATTGOCAGTGTTRCOTTY
GAAGATGAAGCTACTGGHGAAGAAAACCTTAT
TAATACACTCCACATATITOTTCATTOCYCAGCT
GTTGOTATTTTOTTOGGETCTTOACAAAGUTTGE
FTOGOTCAGTGCAUTTTTCAGOGTIGECALOTTITGOY
"E”i FGTATGTTTITTTUTTCLCCTTACTTCOTIYGG
AAACAAATTUACALA ’: FYOOCCUTACTOTGAGA
( ‘f T* z(x(;A(w AGTOGTTAATTATTITTTCOTEGGS
TATY ATCTGAGAG "s(‘}, GACCTALTTAGGA
GGCOTCTCTACTTCTCCAGATTOTACCTTTTTAT
('%('i(‘i(}’ AT GGCTATGACC] ATTGATA
UA? ) FEAAGACAAA: TAAAATOG
i TAATGUAAALC f\.f\:’
i f'a {‘ : $ Ei’}fa TAAC UJ(

.' A *s} 1&*5&&&3»«&1’&/\3 E‘(;,
TCCAGTAGATCAGATAALC
STEITA
[ EESRET.

GAGAA
TOAAL
CATC ”‘A% si{ GO H ;\; \(A A "‘i"i"i‘

Oy LAA AU CGTTGY
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QSEQ DescrlpC|on Secuencia
/ID NO:

CTATCOTGOT \'H
CTAAAGAAGTE

3 ,' SCTTGC &{A.GS\'&(I
i .{.é(_.{ i A. CTAGTAGTGALCCTGOTTCTANCA
ACGTTATTGAGACAACACATATTICTATTCTAAG
GGAGAAAGAGGUGAGDAAGASAGGGAGGGAGG
GAGGAAGAAGAGGOQAGGGALTUGAGGAAGHAA
GATAGGAGATGGITAGDGGGOTAAAGACGAAAA
‘J\ u‘s(;ij(;r AGAAGGGAAGGAADGAAAGAAGALGA
AAAGAAAGGAGOURAAGOASAAAAGGGOCA
AAL !"f”i CTOGATOTATOAACTTOTCAGTTCAGOTG
CACATIATGAGAAGTAAATCAGAATTTITITA
AQGAGAAUTUATTOTTAGCACTACAATAATICY
ACCAGTAATTGAGGA AACCAAGACARTOTICAL
CTOAATAATAGAGGOTOTGAGAATTOTCAGLCT
TTTOCCATTOAS xAA .~’\\ “\TTT TGT( i XAC"Ts A

TIK V,.\ 3 ”&'”t '&i\;: 35(
CATTTTTOCAAGAL ,4}(}3'(?{'3’:‘\ FITGOGH s(ﬂ\§{“ A
CTTTTTAGOUTAAAAGUTATOTOTCAL TT(‘\\ Al \

TGTL ‘TTTT! TTTTOTOGGAL
’H( ACYT ix;fx(};‘«.i\,ii

I

\»\(3
GATY 7{”(" ‘( (x 4

AC :f\('i‘nt\isu,‘%n{.\ TYCe

AGTTTGCAATC, E"‘ ’\(; STA i(z \{z \ A’\{f
TOTAGYGAAGAGTOTGGGTTOTTGATT i !(,f'i\,.,* H
ARATCCAATATAAATTIGTALY sii.@ie FCAGGG
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3SEQ DescrlpC|on Secuencia
{IDNO: |

§( ”\f\er? i(;r( { *\ui{\:f:

{ C{{/\AL ﬂz(}/s{; \(ﬂﬂT& T
f!*(ru{‘iwwﬁ#\\ﬂ%«?"f TGT ()V,»d“f’r {0 '\
GGGAAATIATCACAGGACTCATTGAATGLAATA

;{:Gﬂxwr& —*.fnsi x(sﬁ(*T%\f %&T(z&fmtzuu%i(r{ 3{1
(;%ﬂ,{s‘\ H 3"11 T f/m?s {J ITY KL&AA“UQ«AA%(J(A»\
CLCA i
COe i(:t \&:Y
GGGTECTT ;
AGAGAL 5’»‘;(."’{'?'}"(}’} E : -‘\,"\ A '\U AGCAAGE
ATAGGTTOTCTGTGGO FTOTGOAGY (:(:E(
TTTCACGTTROTCTY ‘T“f TGGUTCAATIGAGCATA
ATCAGAAAGAMATGTOGOETTATTOGGAAGAGA
CARAMAAQGCACGTOCUTAAAATACCAAAGTTGGO
ATGTGTTCTTTTTTAAAAAAAAL AAAATOUA

TATATTITTAAATAAAMTOTTTATITTAAA %-’X{J
AAANAAAAAALAAAA :‘\.,’3‘«,:’35,!%4."1,

§72 Protelna humana BSAP

MISPFLYLAIGTCLY \SL\ E’LMKA Pi\ﬁ ‘s’s i Q
FTLEYALBLORINT

ERSRONTTOONEVTRHRWAKDAGKEVGIVTTTR
YRNHATPSAAYAHSADRDWYSONEMFPEALBQGC
KRIAYQLMHNIRDIDVIM i;(m%(i\‘r MYPKNETDVY
EXESDERARGTREDGLDLVIVPWESFRPRYKHSHY
W‘JRRT?I Y TI E‘PW\ T‘Y? Z ts? FFPCD Q‘:T NRHN

H..f», ﬂf‘aa_}i HV‘?. FGGYT

BKK?TT ‘s"? "’GN GPOYRVY G’{}EQE‘N ¥

SEAAGPLLLALA iwmui

73 ARNm humano de BSAP

COLGGGUCTCACTOGGLGOUCCGCGGLUGoOTYTA
TAAGCOGGOGGOGOTOCTGOLOOGGGLCOCGY
TCCOUTCOCGOCAT IO GCGUCLDGCTATOCTGG
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Descripcién Secuencia

TYCOGTGCTC
( (.'(. TCGUCS

! ; f.!A(.xA.-XAUA{}.-‘XAA

MOCCCAAGTAL 1‘5}5\5{ GAQ ACCAALGY “(‘jf""z'x;:(;»x
(1%'"%*”1“&%»\?%1“(:(“ CYCGAGITTICAGAAGOT

AACACCAACGTGGUYAAGA, '\EUEC TL AEfzi }
(( TGGUOAGATGROATGGGTETCTC
GOUTGCOCGUAT VARG
f'%AC(’(’Ti3(7C?(?AKJC \(‘-\
ACAAGTTOO Y
ACAAL »‘Ci.x\*\fh T
GUCACCGUIACCGC ,LT ﬁ’\‘
GUCAATGAGGUGCALCAGT (3
CACTCAGUGTTCE ‘(\\.—;(}T(J:,
GAACGAGOTCACCTOCATC )
GOGACGCTGOOGAAATOTGTGGOGCA aT\si\iA( L 3('
CACGAGATGAACCATGUC ACCOUCAGLOGOCG
COTADGUCCACTOGGOTQACCGOGALTGOTALT
CAGAaCas *.x'}"f‘.‘(J.:\T\}C&'C‘-..va,. VOAGOCCTEGAGOC
A0 CCT ~55.{.7Cf'~‘\(.i(3'?§’7/.’-

L,H (_.‘ F 1»‘&(” OTTOACCCOO
CTAT Y(;\x(sECT(."?M{'
TACGAGCTGAACAGG,
GTUCACTOTCCGAGATGT H
GATOCVGCGGA X(} "% L\CCCf 54
GO q(f? & 3

¥ 3{1\
. y 1 ; ’{ JA(I
sn.sA\.w\nu"X (J{J{.{ TTOACTGUCATOCE
CAATGGGUCTGOUTACAAGOTROTOL ;(1( GGTG
AACGAGAGAATGTCTICCATGUOTGGACTATOUTC
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3SEQ DescrlpC|on Secuencia
/ID NO:

AACAACTACCAGGE

A (u;i (;( (Jf_) (\L\l LC’?.CA(J
h\ A m{ YG SOACCCAAGAA
CTCCCCTOTG
TTCTOOC
K C'TTTGG

”{ ({}'}-{2(}’1 ACAT }{

TCAC T(‘(‘ AAGA

"f ”’x(a{z’xﬁ&l( (ss VOOCTOGGT
2 CAGGOCGGGA
f X(‘ TEGOT
CTCTOTCAAGDGA

A /&A\\\A ‘\H’”T

LT(.‘ i

"L‘L ’x{‘ “L{ ‘\\

t‘%fx,\ﬂ(.ﬂ _T'EI%\A FAAAA {“}ﬁe
COAGGATCAAAAAAAAAAA

174 | ARNm de Snaif

ATTCATIGUBCCOCOUCACGGUCTAGCGAGTGH
TTOTTCTOCOCTACTGS ‘ we"f*ga-m AC
COCAGTGOCTOGAC COCTCITIC

2CTA i\( TAC %(?i GAGLTY

tr AGTTTACCTTCCAGUAGC ;
ACCTOUTGCAGUCATCCCALK

CTOAACCCCAL G L Tt i TG

,v i.s(}f?&.;ﬂ H C
CCAATGCTCATC
AGUCCAGECA
SGETCCAGGAGAGT

(. i‘
TOGUACTCTSTOUTG
ATYGCOTGGGOOTCD
COCAGRUGTGGCA (‘ CTG. ’ShCTCCCTGTF ;‘\G ’\T
GAGGACAGTGUGAAAGGUTCCCA (3";"( C

SUCTCACCOGUTICTICGTCC
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Descripcién Secuencia

n( H CAGTCTOTTCCTTGOAGGUOGAGHUCCTAT
a}{ i 1 h 3‘&(3’ TTT(}{E i..'. \A{ §(zi < i Fo¥s \ir

KOG =;(\‘ Hr\t“if‘
Jf 5( m,‘i( 18 O
§\;Gi 'fks(..ﬁ %f AAGGUCATGTCCOGGACCE %{“%(, i"
GGCGAGAAGCLCTYCTCCTGTCCOCCACTGCAGE
COTGOCTTCOUTGACCGUTCCAACOTGCHGEEC

CASCTCCAGALC \-‘_A‘xf FCAGATGTCAAGAAGTAC
(:‘AG TOCCAGGCHTGTOOCTOGGACOTY

ATGTCOOTGO 3‘(.“’.’\& AAGUACCAAGAGTC
Tt CTCAGOATETCOCOGCTOACCOTSG -‘XGU
LCTCTTOCTOY f AT "\L ( TQ {‘C(

"""{ T(fTuU AL s(J(:‘\z;hh( A0
TOGGGOGOATY i\ f 3\(\‘(”(YU<

Msmtu‘

TITIYGYATC
TTGAGOT AL A (‘
GGUAAGLTLCC AL i f 33 \(‘C C

COCOTL “»( A "'f-.z l. CUCCCACAAGRAAT { k4 {f

(i"}()( AATYET
. K(A .»Usiaz(;

1
TTEGY AGGAAACQTTITGTA

ATATGTACAGY H TTGATATTCAATAA
BGUAGT f 3; ATTT ‘\i ATATTAAAAAAAAAAAAA
BAAAA

:(ﬁ '%! ‘f TATAT

75 | ARNm de Dkk1

GUAGAGCTCTOTOUTCC T 3
FOGA »\a t G \("a(;Gf?G\ TC

-,

4
o
o
M\
,u,

STGATGGOTOTG
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QSEQ DescrlpC|on Secuencia
/ID NO:

GOGOGUAGUGGGAGOTACOOGGGT FroTocee
ATGOTAGCGUGUGOGCTOTCGEC b\ﬂ..{ ACC ( TOTG
{TGHOGAGTOGAGCGUCACCTTGAATTTCGGTIOYNC
AT { FCCCCCATTG

SYGOGG fj(}( ACCCAGGOICTGCA

. COUGUCGGGAATOITGTACCCGHGC
GGGAA f%ﬁ FTACCAGACCATTIGACAALTACT %

5 COCGTGUGUAGAGGACGAGGAL, iksx,
GCAOTGAT (: AGTACTGCGLTAGTCC GG
GAGLGGACGCAGGUGTGLAAATOTGTC .'\.'Gi LAY

GCAGGA bsbiﬁ,b{v(.(},ﬁs AAACGCTGUATGCGTCAC
GUTATGTCOIGCCCOGGOAATTIALTGCAAAAAT
GOAATATOTOTOTCOTTICTCATCAAAATCATTTC
‘,(J's( FGAGAAATTGAGGAAACCATCALTGAAAG
CTTTOOTAATQATCATAGCACOTTGGATUOGTA
wT( CAGAAGAACCACCTIGTOTTCAABSAATGTA
TCACACCAAAGGACAAGAAGGTICTGTITOICT
COGGTCATOAGACTOYGUCTCAGGATTGTGIYG
TOUTAGACACTYCTGUTCCAASATCTGTAAALC
TG‘TC'{\T‘ TAL ‘\ \iﬁ 5z ’\GUT‘ (/3' '\GT(JT& ACCAAGCA
", JJ'\ 3:’\? f’\s H

”f& ’% H«i " '-\.A\.u \."r‘xfsi A
OCACTTOGTCAGARACALY

AAACCAGCTATS NI S
AATAGATGUTATGAAAACCTTYT k
TTCATUAACTOAATOCTAAGUATATACA ’3\5?7{
T(si\ HITTTCAGTTAAGCATTOCAATAALAL 'TT

CAAAAACOTHGGAGTIGTAAGAGOTTIGUTRCOTY
2 ATGOAACTOCCOTGTGATTGCAGTAAATY ‘\(V i
GTATTGTAAATTOTCAGTGTG (3( ACTTACOT \;i

GUAATGAAMCTTITTAATTATITTTUOTAA

CACTGUOTATTITTIOCTCTTT ,‘?TAT(ET
FTTGTACACATTYGA “U TATOT (SA('”?‘G
A* »‘s AAT 1 A ?"‘ { ‘T.‘ TAT

AATGO 3 g f!f\xz v
GTOATAGTTTTTGARATA
ATTTAATATCATGAAATGITATAAG
: T ¢
{ ("'E‘{* GTOTTC

TITAAAGATGAT

CAGC
TOTAGAATAACTTTA SAGAAAC FTOTGE

ATTGATAAACTE \,-L\.f‘-‘s"f‘ﬁ“ ATCAT (hr( s(‘f \ VIIAG
ATGTGAATCYTAL TTCAARAAAT, X(ﬂ
TICCAATAAATTAATAATACOTAAAAAAAAMAAL
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Descripcién Secuencia

176 ARNm de Collat

- f'{ ‘”T.(\(_,-( AGC
; }T Y i{}»\(‘;ﬂ“

GUAAGGUCAALTC » (3 \i:(!(x \{:» CA
FOCOCACTAATCALCY (3{‘.(1 i ACAGAACGGOCTYCA
UUT ACCATOACCGAGACETGTC VACCCGAG
COOYGCUGGATOTGG i":“f'ﬁ("(} "{ A “}L ;(;( A ‘\(x
GUHFTTETGUG \i(r’\(‘ 3
Al ,,x( I(I‘ B 3

TGUOATCOCTGGACAL :
COCCROACCOCTCGGACCTCT O SACCCOCTES
COTCGGAGGAAACTTTGCTCCCCAGUTGTC
TGUOTATOAYG CAACCOGAGRAATTTC
COTHCCTOGOOCK IGICCCTCTGGTOCTOG
TGETCTOCCTG 3
CLUAAGG

—

Ci”i{‘:_p\

TG }”lu"\
?ts A \(}\ﬂ; ‘a( V %{?»\G{TTL :\\ff\s(} i 34 s() AT
GTOCCAAGSOAGATGOTOOTCCTOCTGOTOCTA
AGGGTQAGUCTOOUAGCLCTGOTGAAAATGIGA
(}(‘_f‘i‘(.‘(:'}{ pr: j‘,.:_"j"_ TOGUOTGOOT
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Descripcién Secuencia

GETAAAGGTGUCAATGOTGCYCOTGGTATTGOT
GOGTGOTCCTOGUTTCCCTGET )
TOTGGACCCCAGGUGUCTCGEEC
CCCAAGGGTAAC ’\(j(“&,;
GGCAGC "s*\ g G(EA
fx\’{“‘ GO

5\;(\3( ( £

} “.."\.i \J’fJ

GOTCAAGATGOTCGOUCL (%’(“3\ &’( CCAG K‘(‘i
ACCTOOTCUCOGTUGOTCAGGUTGOTGTGATO u{;

2{} THAAL
EOLE R8T
AGUAAGAGGEG

TOUCCGAGGGGUCA A
GATGOTGUTAAGGHTGA

L TOOTGAAC \sf{;
T AAGGGTGACA
GTGLT (s T( }\1{ T

OUCOCOTGAH {3 FGAC \st
AAGGUOAAL TTGATGOT
(; VTGOTGHTC TGGCCCT
CGGACCCCCT G\’ WICCCATEOGT
¥ %\?{}x»‘\ﬁ CAAMAGGTGOTOGE
GGUAGUGUIGOTCCCCOTOGTGUTACTGOTYYC
COTOOYGOTGE i(;(h. COANTOGOTOUTCOTOGRTC
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QSEQ DescrlpC|on Secuencia :
{ID NO: :

TTGGAAATHOTGGACCCCOTEGLL
GOTCCTGCTGGUAAAGAAGHUGGUAAS %\
2L -i'i‘{_‘zis"i(5,’&*}1%.‘{"1'{3{3( ’f TGUTGHAC iﬂt
IAL : ( : "( ( (””GCE’

wl

\

AGAGAGGCTICCT I'GGT(‘"?
FOOTGOoOUCCTCY 3GTGAAC& h@(‘ AAATAAGG
TOCOTOTGOGAGLAAGYTGGTYG GO
TOOTOCCATCGGUOCoCCT '}531 \ 3 { UWLTU(J
COCTGGTGAATCTGOACGTOAGIGGLOTCC ﬁ..}
TOUCOGAAGSTT GACGAGACGOTTCTLC
h} FORCCA, '\(}Gf: “\ffi?’f(i(s} {‘5,«4}*\\ SGGCC
SOGUEGHAL TG ; g YCUTG
(.vT(;& 7‘? zC ( KeEN T('s\x' CT(E T{ G AAGA
GTGOTCATCGTGUETO %fJA{ TGOTCCTGUTGOTC
COGCLOOTOUTGTOOGCCOTOTTGGOGCCHTYS
GOCCCOLCGGACT AGOCCCOCGTOOTOAL
AAGGGTCGAGACAGOGUOGAACAGGGCGACAGAGS

’{\3( VICAGAGAGGAT

h

L)
o

GG GGC ‘Cu zU(
ACAAGGTCCOTOTGRAGC L"&?E’j
R (;’Xsstﬁ CoCOTEGT )

GUOUA
AT E‘J(ii.‘ L0
UTGG T(\Tii'i {
T i,(\T fk;Tf (\' ”’T

FCGUAC
\’( CGCLC T( 3(?'

FACTAC
ACCOT

CUTCGAL t()T 5 \f ACCATCL T l%»ai} WGOOTG
CAGUAGATUGAGAAC "'i* SOGAGTTCALGA
“'ni(‘l{?) (:( . A :
GTGACCTC

AL ( /‘\,1(;\;
GVTOGGUG (')\./5 \{I(" \ TOACOG: ". § \,(n 1 ik.»i‘
(’(\v'\k‘f ‘X? i I "

G COTY
ACCGAGGCCTCCCAGAATA
UTOCAAGAA ”; GUGTGGUCTAC liuilr CCALC
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3SEQ DescrlpC|on Secuencia
/ID NO:

CYOOTCC
sCCGAG

(‘:.\ AGTCACACCGOAGE

PEGAATACARAALK
"ma‘a ATCATCGATOTC
TOCCCCAGATCAG :
TOGCOCTGIC TGO TTCCTOTAARCTOC
AACCTHRCTCCCTECT -sc“c.m.a‘ct_,

TGGAC
TOGACG
CTCCAT

i(_;ij\_z ﬁ\( FACAATTICACATGGACTTTGEGAAAATA
FTTTTITCOTY i(}: ATTCATCTCTCAAACTTAGTT
TETATCTTTG, “«f‘ \(_ Ci3A »’\C A 1'{’\3 ACUARAAARC
CAAAAGTGCA ST AAAARAAND
AAAAARANS :s.ﬂxA’} A«ﬁ\f\ %»\AT% TITYTA %w\
f%%ﬂ(ﬁl%%u ?T‘ S TCCACTTGUTTGAAGATCTA
TOUGHG O GCOCOTTGOGOT
TATGAA \L L\f C “\ T’GC C i ( CTTTCTOGOTCOTYT

; r"*C\ﬂ A
§ :.-(r \{.J

ATGUTCAAACALL
COCGCTCOTGECCC AL S
GOGGOALCTOLOOGTT SCGACTGO
GOCTTGCCATCTGOGUGETCCCATCEGOTOTTG U A
ACATCTCCCOTTCOTITTTGAGGGQOTOATGLC
GGOGRAGUCACCAGCUCCTCACTGGOTTOG G
GGAGAGTOAGOAAGOUICCATGADAAAGUAGAA
VOATCGOATTTGGOGAACGIGTOTCANTOCCTY
( E(}( CCCAGGGUTOLGUOGGAGAGATTGTIOT
GTTOCTTGTGTAALT fsTf}TT{,sf T{‘ AA /“U 3ACTAL
CTOGTT i""I’T( TCTT '
C(‘I’ G
CECOATTTT MA&
ff(ri(ﬂ }Uﬁi*

‘iv-i"iiiii 3
GGG "i‘(’i(}{',s SACTTOTGAARTTTTITOTAL
CTATTTA GAGOAGAGEC .
(..A\A,ki,fk{" ",\'Q CGUTGUTCACTTIOCACCOTORY
o '&'Z"‘("'E""' ‘¥"”i(;‘ TTCTCAGGOCTOTGOTCTC
COYCVCTCCTUTGAAACLC 1(\{ "CCACAGC
GUCCATCCTCOCGOUTOCCTOOPAQTCTGT

COTQUGTCCTOTGTOCCO:
(TTCCCARAAGUACAAAGCAGTTTY
GUGTOOGAGGAAGUAAAMAGACT

STTATOTOTATAATAATTIGAC ; S
ATTITGATTOUTGGAATAAAGCATGTOR f>> AA
TGACCCAAACATAA
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ES 2978 963 T3

Secuencia

\IDNO: |

77

gARNm de activina A

\3(31 i ( EK}‘

E'TG(}‘ "'}"{'}A(‘i A (}{'3 A'3"“"’5‘*“\"1'i}'I""?f'}

' ,v&(a(;'\h ( *s/i(s(;( (:E ‘s\( : i

G COTGTGULCTGGTEGCC ,.C i(_,(ﬁ
A »\ ;\t sf; A 'f('i’? \( CCAAUTUTCA iw)(v”: DAGATGGT
SOUCGTCAAGAAGUACATITYAAALATGOY
FUACTYGAAGAAGAGACCORAT C FCALCAGT
COGOTAL AGOCCLGULGOTTOTGAALGUGATCA
GAAAGUTTCATOTGOGEC Pxﬁb’%ii&‘i“{ﬁf{}ﬁ{i{i A i".'iA f‘\ﬁ' ;

A TTC &}G ('G %("CTF
CTTACACTTALTAAAL
GAGUAAGUICGLGC

(‘:'{“ AGACTG

A(}Cagum( AC af,mx

CAALTGTTGAGUTGGAAG
GAGOGGCTGLOTTOCCCTOLCToT

1
GAMACAGATCTGAGCAGLCOGAGGAAAGCLGT
&s\ AT §7 TOGGOTGROT '\\Jfr(y;{j AL Ss\srs(zi 533

Ui ARGACCCCAY ASGGT
AGACGOOGTGAATETACC \mef I(.:ff AGTGOAA
TOOCATCAGATGAAGTCACTCOTUTTAARACAAAL
CTTCCCCTTTAAAAGTUCAATOTOCGQGUCACATY
. c,rX(J AAGCAGGGUCATATTTATGAGTOACADT
ATTITTACCTITAGAAAATOTCTATAAGTGCAC
AGGCATTACATTCAAGACAGOGAAGAGCTALT
TTOGGGE ‘u\‘:AC{TTGTC ATTGAACCAGUAGTTAC
CGACACTOACTTTTEOTOTOTGAAALIAA
T AAAACAACCAQTITIGTICYT
zi_.'i ;\k.»\a,; TTACTAAGAGOTOTOTOUCAAGGAAC
GAACCTTIGACARAGTAUTCTCAGATALTACGLT
GAAGTCACTUCAATUTTAAGAGGAAGAAG

R R R R R RN

gCebador 1 de Dkk1

ECebador 1 de Snai1

Cebador 2 de Snai1

{CCTTGAACTCGGTTCTCAATTCC

{ TCGGAAGCCTAACTACAGCGA

GATGAGCATTGGCAGCGAG

81

' Cebador 2 de DKk1

CAATGGTCTGGTACTTATTCCCG

182

{Cebador 1 de Collat

GAGGGCCAAGACGAAGACATC

83

{Cebador 2 de Colla1

CAGATCACGTCATCGCACAAC

84

§Cebador 1 de activina

TCATCACGTTTGCCGAGTCA

85

§Cebador 2 de activina

186

gARNm humano de Axin2

GCTAGTCCGCTACCATCACC
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Descripcién Secuencia

AUTGGTOC AT
(JC TOOAGOCGGUTGOLCTY iuki &A( z(} i C\:" Gf‘i
CAAC f\ AGTAACAGCUCG: “;A‘Uﬁk u«}(h’\:\ *'.a

) ’.;. LG \kaf“f‘{“&
z(rL TGT %ﬁ*&%(tr\(r\kv m(r(sé TCAQATGAGUCT
CTGCTOACTTGAGALGAGAC AU %JA{L W ﬂi(ri_
DOATTGUTGAGAGUAACTGGAL AAAAT
TCCCAGACTCAGTGOGAAGAGC T& “'f.- TCACC ~\T
GAGTAGC GC T "TGTT’GGTU ACTTEOOTCCCGGA

\ B(J\‘

A (u(_,i,

(.1(1\5&.3(?(1 G('A E (\ (W’(s& ;%TT""' COCTITOAC ff (\
CACACTOCTTATTIGGGCGA
GTTCCOAACTTTON
AGAG : . TGGATACCTTAGALT
TCTGOTTTOCOTGCAATGUATTCAGGCAGATG:
ACCTOAAGGATACCARAACTTITACGY 'sf T '\(1(( ’\

SAGE
AT (?(\h. »’\ bEs
3’} ( w&(“ A (xi;i {

"f%(; i
HA‘( '&\s AGATOC a\f}T
CUTACCAC fYT{:T

f“""'i} ﬁf

Ms\h AT

{ AT (3{;3 if‘!b{
CAGCGEC

COETY
GUAGTG
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Descripcién Secuencia

‘35% fﬁ(}}i\(}
"; C 3 t rxﬁxi T L{J( ‘GU
TA

: su\%(sﬂ( A
CCEGTCALGGGTOCY
C:&%JA “(( VGG 'ik STCCAGGUIGTAGG
CUGUTATAGCCCCCGCTOTOGOT fi K§ (}'(Jﬁs(\(
CCACCACCATTOGUAGTA e}
GCCCOGTGOUAAGOTGC T{Cr‘ «er(«
CGOCTCOCTGQGOUCLTOCCCCCTCOTTGGLOO
CAAAGQCTYTTETGAL AGCAGAC i.‘;/-\{‘.(\ '“s "\{'9{.'

{CETHECC AGHGAAGEAL

0 C{;‘ FOGGAGECTGOOGULUTOCAGLTICNCC (s(;
GAGGAAGGAGACAGOTCGCAGOGATOTOTGL
U?(su ATGUTGG \G \(N (s, GCGGUAGAGUA “d\,{f
COAAGOCOCAT S JCACAAAAAAG
GOCTACCE TOGTC
DGAGUCAGULGHRLC, \( {\’\f( {(i’(}iii}(z
a " g a %{‘(‘,{\('{

N 'ﬁ\‘

(J\Ji AN

:’\.A (}mr&fi 1 T
CAGAGCIT

CTCAGUAAAARALGGAS ”\ A, AL .
AAAAAAGUAAGCCATOAGTTT 3 E GTGGAGE
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QSEQ DescrlpC|on Secuencia :
/ID NO:

{ 'i f'?'}”ﬂ'}“"if'l‘f "s(} GAGATUTGGGAGGATGAGACGG
G _,'(}( ”ﬁ\'!“"i‘{"‘?('i( ‘-G C : 5\

SAADTATYTATY, ’\f\ & l( A E {J A ( ACTC
TTGGUTATTGARAGATGOTCGCOTGTATTTGAGAG
AUTGUCATACATAATATATGACTIOCTAGGGAT
CTGAAATOUATAAACTAAGAGAAACTGTGTATA
GUTTACOTGAALCAGGAATCCTTYALTIGATATITA
TACAACAGTTGATTICCOCCATCUCCAGTITAY
GOATATGOIGUTTTAAALTTGLAAGGOGGAQAC
AGGAAGTTTTAATIGTTUTOACTAA, ’\' T TAGG
GTYG: "\(}T"T 'a»“x( i (§18 ( ‘ﬁ ( »s'i (z(x 3

AATTGGTGCGETYT .k»i TTY 3 E i{.-t A
OGN """i"E"(')"T(‘T'E A ‘s:’si}'GT “E"Ti'\s AGUGGTTHGAL
AT(:TT COTOATCATCAACATTITGOOGOGTICT
GT 5‘\)/’\ l GOUGATOATCTGTTGUAGAGGOAGAG
(1( AGGRAACCOCTGUTCOCTTICOGGGUUTCAGOGTTIGC
ATCOTOTGACTOAGGOTCCOCOTCATOTAGCCT
COCOAGGUCUAGGGCOCTEAGGCUTGUTAGAAT
CACTOUCBOTOTOGUTTITCGTGOAAATGALAGTT
COTTGTTTTTIITGTUTTOTOTITTTOTTTITACATY
A\’\‘*” T Ii«h»ﬂf".’"s {S(J ( A § i .Asb\m\“‘i T"d S &

(‘(JIGEGI(\H’ AT \rif X\(Jk;(rf H“
CUOTTGTITTTTGAAAGGOOGTTTAT] ’
TATTTTATGCOTTITTATTACAAGTHOTY
AATGACTTTTG f"*x“ﬂﬁs(‘ ATTITGTTICH
AUTOTAAATTATGOAY ' .
AGGAAAATTACTTGGTACA

TAAGAGATGTAGOUTTTATTAA

P P e B
: | Axin2
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3SEQ DescrlpC|on Secuencia
{IDNO: |

MSESARMLNTCLPRPSSSFREDAPRPPVIGEEGETRPE
COPGY (‘KUQ‘\« TRPMPYESNTRRMNEDGL Gt PR Qf'
ASPRSPLTRWTE § ki
KOVDTLOPWE

KRYIENNSIVSEOL
DQ:‘;(E'}“TEQ%‘i’\zi""§7

SMT E)SS‘\:’EZ){}!ﬁE—’?YRVvZ K.
GOVELPHFERTHRLFKEMTPVE DA H< ’\ \3 3 f\
LEKLELELESRUESLEERLOGOIEEDEEREGSELTLN
APTOHPLSLLPSOSYREDPOTHDDHL ‘b‘{\ L
KTPU \}f‘\? ,\f(s’Z «PP%?\%P?‘&, FHE

YUY XEQL,. l\-‘)iti,‘f\APL {1 -if\)hl,f‘(;(:“ﬁ N1 E.‘E‘MQ NG
Khu'i L?kELALi‘ Ak ﬁb(} AP jf PAGALQLPREEGDREQ
..AVFS'?KK;-X"YW ENAT
\m%’a R “;Ri ii\ u(;\‘s ;”W{ﬁ”?\ HLFTQDPA
‘L\mi’f_ 12“" §L ‘s”LhL &‘*‘LA%:\’\R&??KQ‘\ V;
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REIVINDICACIONES

1. Un inhibidor de la sefializacion del receptor de activina de tipo Il (ActRIl) para su uso en un método de tratamiento y/o
prevencién de una enfermedad en un sujeto, en donde el método comprende la administracién de una dosis
farmacéuticamente eficaz de dicho inhibidor de la sefializacién de ActRllI,

en donde el sujeto ha sido seleccionado basandose en:

(a) niveles elevados del factor 2 de transcripcion relacionado con runt (Runx2) en comparacion con los niveles de Runx2
en una poblacion de referencia;

(b) niveles elevados del homoélogo 1 de Snail (Snai1) en comparacién con los niveles de Snail en una poblacién de
referencia;

(c) niveles elevados de fosfoSmad2 en comparacién con los niveles de fosfoSmad2 en una poblacién de referencia;

(d) niveles elevados de colageno de tipo 1 alfa 1 (collal) en comparacién con los niveles de collal en una poblacién de
referencia;

(e} niveles elevados de telopéptido de colageno de tipo 1 carboxiterminal (CTX) en comparacién con los niveles de CTX
en una poblacion de referencia;

(f) niveles elevados de Osterix en comparacidn con los niveles de Osterix en una poblacién de referencia;

(9) niveles reducidos de actina alfa de musculo liso (alfa-SMA) en comparacion con los niveles de alfa-SMA en una
poblacion de referencia;

(h) niveles reducidos de miocardina (MYOCD) en comparacion con los niveles de MYOCD en una poblacion de referencia;
(i) niveles reducidos de proteina inhibidora del eje 2 (Axin2) en comparacion con los niveles de Axin2 en una poblacion de
referencia;

(i) niveles reducidos de proteina 22-alfa de misculo liso (Sm22-alfa) en comparacion con los niveles de Sm22-alfa en una
poblacion de referencia;

(k) niveles elevados de fosfoSmad3 en comparacién con los niveles de fosfoSmad3 en una poblacién de referencia; y/o
(I} niveles elevados de proteinas urinarias en comparacion con los niveles de proteina urinaria en una poblacioén de
referencia,

en donde la poblacion de referencia:

(i) consiste en personas sanas;

(ii) consiste en personas de la misma edad, peso y/o sexo que el sujeto;

(iii) consiste en personas sin enfermedad cardiovascular;

(iv) consiste en personas sin calcificacion vascular;

(v) consiste en personas sin enfermedad renal;

(vi) consiste en personas sin enfermedad renal crénica;

(vii) consiste en personas sin niveles patolégicamente elevados de rigidez arterial; o

(viii} consiste en personas sin hipertrofia ventricular izquierda, y

en donde la enfermedad es:

(a) enfermedad cardiovascular secundaria a enfermedad renal crénica, opcionalmente en donde la enfermedad renal
crénica es una enfermedad renal crénica en estadio 3, 4 0 5 o una enfermedad renal crénica con enfermedad mineral y
6sea;

(b) enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de calcificacién vascular,

(c) enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de rigidez arterial,

(d) enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de hipertrofia ventricular izquierda; o

(e) enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de enfermedad renal.

2. El inhibidor de la sefializacion de ActRII para el uso de la reivindicacion 1, en donde la dosis farmacéuticamente eficaz
del inhibidor de la sefializacion de ActRIl es:

(a) aproximadamente 15 mg, aproximadamente 30 mg, aproximadamente 45 mg, aproximadamente 60 mg,
aproximadamente 75 mg, aproximadamente 90 mg, o aproximadamente 1 g o aproximadamente 0,1 mg/kg,
aproximadamente 0,13 mg/kg, aproximadamente 0,2 mg/kg, aproximadamente 0,26 mg/kg, aproximadamente 0,3 mg/kg,
aproximadamente 0.4 mg/kg, aproximadamente 0,5 mg/kg, aproximadamente 0,6 mg/kg, aproximadamente 0,7 mg/kg,
aproximadamente 0,8 mg/kg, aproximadamente 0,9 mg/kg, aproximadamente 1,0 mg/kg, aproximadamente 1,1 mg/kg,
aproximadamente 1,2 mg/kg, aproximadamente 1,3 mg/kg, aproximadamente 1,4 mg/kg o aproximadamente 1,5 mg/kg;
(b) se administra mediante inyeccién; y/o

(c) se administra:

(i) una vez cada 14 dias;

(ii) una vez cada 21 dias;

(iii) una vez cada 28 dias,

(iv) una vez cada 42 dias; o

(v) de forma continua y/o indefinida.

3. Elinhibidor de la sefializacién de ActRIl para el uso de la reivindicacién 1 o 2, en donde los niveles elevados de Snaii,
fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina urinaria, colial, Runx2, CTX y/u Osterix son:

(a) aproximadamente 10%, 20%, 25%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 90%, 100%, 200%, o0 500% mayores que
los niveles de Snail, fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina urinaria, collal, Runx2, CTX y/u Osterix, respectivamente, en la
poblacion de referencia; o
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ES 2978 963 T3

(b) iguales o aproximadamente 10%, 20%, 25%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 90%, 100%, 200%, o 500%
mayores que los niveles de Snail, fosfoSmad?2, fosfoSmad3, proteina urinaria, colial, Runx2, CTX y/u Osterix en el 10%
superior, 5% superior, 4% superior, 3% superior, 2% superior o 1% superior en la poblacién de referencia

4. El inhibidor de la sefializacién de ActRll para el uso de la reivindicacién 1 0 2, en donde los niveles disminucién de alfa-
SMA, MYOCD, Axin2 y/o Sm22-alfa son:

(a) aproximadamente 10%, 20%, 25%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 90%, 0 100% menores que los niveles de
alfa-SMA, MYOCD, Axin2 y/o Sm22-alfa, respectivamente, en la poblacién de referencia; o

(b) iguales o aproximadamente 10%, 20%, 25%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 90%, o0 100% menores que l0s
niveles de alfa-SMA, MYOCD, Axin2 y/o Sm22-alfa en el 10% inferior, 5% inferior, 4% inferior, 3% inferior, 2% inferior o
1% inferior en la poblacién de referencia.

5. Un inhibidor de la sefializacién del receptor de activina de tipo Il (ActRll) para su uso en un método de tratamiento y/o
prevencién de una enfermedad en un sujeto, en donde el método comprende:

(a) administrar al sujeto una dosis inicial de un inhibidor de la sefializacién de ActRII;

(b) tomar una primera medicién del nivel de Snail, fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina urinaria, colial, Runx2, CTX,
Osterix, alfa-SMA, MYOCD, Axin2 y/o Sm22-alfa en el sujeto;

(c) después de un periodo de tiempo, tomar una segunda medicion del nivel de Snail, fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina
urinaria, colial, Runx2, CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD, Axin2 y/o Sm22-alfa en el sujeto; y

(d) administrar al sujeto una dosis ajustada del inhibidor de la sefializacién de ActRIl, y en donde la dosis ajustada se basa
en el cambio detectado entre la primera medicién y la segunda medicién, tratando y/o previniendo asi dicha enfermedad,
y en donde dicha enfermedad es:

(a) enfermedad cardiovascular secundaria a enfermedad renal crénica, opcionalmente en donde la enfermedad renal
cronica es una enfermedad renal crénica de estadio 3, 4 0 5 0 una enfermedad renal crénica mineral y ésea; o

(b) enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de calcificacién vascular,

(c) enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de rigidez arterial,

(d) enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de hipertrofia ventricular izquierda; o

(e} enfermedad cardiovascular asociada a y/o resultante de enfermedad renal.

6. El inhibidor de la sefializacién de ActRIl para el uso de la reivindicacién 5, en donde la dosis inicial del inhibidor de la
sefializacion de ActRIl es:

(a) aproximadamente 15 mg, aproximadamente 30 mg, aproximadamente 45 mg, aproximadamente 60 mg,
aproximadamente 75 mg, aproximadamente 90 mg, o aproximadamente 1 g o aproximadamente 0,1 mg/kg,
aproximadamente 0,13 mg/kg, aproximadamente 0,2 mg/kg, aproximadamente 0,26 mg/kg, aproximadamente 0,3 mg/kg,
aproximadamente 0.4 mg/kg, aproximadamente 0,5 mg/kg, aproximadamente 0,6 mg/kg, aproximadamente 0,7 mg/kg,
aproximadamente 0,8 mg/kg, aproximadamente 0,9 mg/kg, aproximadamente 1,0 mg/kg, aproximadamente 1,1 mg/kg,
aproximadamente 1,2 mg/kg, aproximadamente 1,3 mg/kg, aproximadamente 1,4 mg/kg o aproximadamente 1,5 mg/kg;

(b) se administra mediante inyeccién; y/o

(c) se administra:

(i) una vez cada 14 dias;

(i) una vez cada 21 dias,

(iii) una vez cada 28 dias; o

(iv) una vez cada 42 dias.

7. El inhibidor de la sefializacién de ActRIl para el uso de la reivindicacién 5 o 6, en donde la dosis ajustada del inhibidor
de la sefializacion de ActRIl es mayor que la dosis inicial si:

(a) el nivel de Runx2 es elevado en comparacién con el nivel de Runx2 en una poblacién de referencia;

(b) el nivel de Snai1 es elevado en comparacion con el nivel de Snai1 en una poblacién de referencia;
(c) el nivel de fosfoSmad2 es elevado en comparacion con el nivel de fosfoSmad2 en una poblacién de referencia;
(d) el nivel de col1a1 es elevado en comparacion con €l nivel de col1a1 en una poblacidon de referencia;
(e) el nivel de CTX es elevado en comparacion con €l nivel de CTX en una poblacidn de referencia;

(f) el nivel de Osterix es elevado en comparacién con el nivel de Osterix en una poblacidn de referencia;

(g) el nivel de alfa-SMA es disminucién en comparacioén con el nivel de alfa-SMA en una poblacién de referencia;
(h) el nivel de MYOCD es reducido en comparacion con el nivel de MYOCD en una poblacion de referencia;

(i) el nivel de Sm22-alfa es reducido en comparacion con el nivel de Sm22-alfa en una poblacién de referencia;

(j) el nivel de fosfoSmad3 es elevado en comparacién con el nivel de fosfoSmad3 en una poblacién de referencia;

(k) el nivel de proteina urinaria es elevado en comparacion con el nivel de proteina urinaria en una poblacion de referencia;
y/
(I} el nivel de Axin2 es reducido comparacion con el nivel de Axin2 en una poblacion de referencia, y
en donde la poblacion de referencia:

(i) consiste en personas sanas;

(ii) consiste en personas de la misma edad, peso y/o sexo que el sujeto;

(iii) consiste en personas sin enfermedad cardiovascular;

(iv) consiste en personas sin calcificacion vascular;

(v} consiste en personas sin enfermedad renal,

(vi) consiste en personas sin enfermedad renal crénica;
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(vii) consiste en personas sin niveles patolégicamente elevados de rigidez arterial; o
(viii) consiste en personas sin hipertrofia ventricular izquierda.

8. El inhibidor de la sefializacion de ActRII para el uso de la reivindicacion 7, en donde la dosis ajustada es:

(a) aproximadamente 2,5 mg, aproximadamente 5 mg, aproximadamente 10 mg, aproximadamente 15 mg,
aproximadamente 20 mg, o aproximadamente 35 mg superior a la dosis inicial, 0 aproximadamente 0,05 mg/kg,
aproximadamente 0,1 mg/kg, aproximadamente 0,15 mg/kg, aproximadamente 0,25 mg/kg, aproximadamente 0,3 mg/kg,
aproximadamente 0,35 mg/kg, aproximadamente 0,4 mg/kg, o aproximadamente 0,5 mg/kg superior a la dosis;

(b) se administra mas frecuentemente que la dosis inicial; y/o

(c) se administra cada 5, 10, 15, 20, 25, 28, 30, 35 o 40 dias.

9. El inhibidor de la sefializacién de ActRIl para el uso de la reivindicacién 5 o 6, en donde la dosis ajustada del inhibidor
de la sefializacién de ActRIl es menor que la dosis inicial si:

(a) el nivel de Runx2 es reducido en comparacién con el nivel de Runx2 en una poblacién de referencia;

(b) el nivel de Snail es reducido en comparacioén con el nivel de Snail en una poblacion de referencia;

el nivel de col1a1 es reducido en comparacion con el nivel de col1a1 en una poblacién de referencia;
el nivel de CTX es reducido en comparacion con el nivel de CTX en una poblacion de referencia;
) el nivel de Osterix es reducido en comparacién con el nivel de Osterix en una poblacién de referencia;

)
c) el nivel de fosfoSmad2 es reducido en comparacién con el nivel de fosfoSmad2 en una poblacién de referencia;
d)

e)

f
g) el nivel de alfa-SMA es elevado en comparacién con el nivel de alfa-SMA en una poblacién de referencia;
h
)
)
k

(
(
(
(
(
(h) el nivel de MYOCD es elevado en comparacién con el nivel de MYOCD en una poblacién de referencia;

(i) el nivel de Sm22-alfa es elevado en comparacién con el nivel de Sm22-alfa en una poblaciéon de referencia;

(j) el nivel de fosfoSmad3 es reducido en comparacion con el nivel de fosfoSmad3 en una poblacion de referencia;

el nivel de proteina urinaria es reducido en comparacion con el nivel de proteina urinaria en una poblacién de referencia,

o -~

(
y/
(I} el nivel de Axin2 es elevado en comparacién con el nivel de Axin2 en una poblacién de referencia, y
en donde la poblacion de referencia:

(i) consiste en personas sanas;

(ii) consiste en personas de la misma edad, peso y/o sexo que el sujeto;

(iii) consiste en personas sin enfermedad cardiovascular;

(iv) consiste en personas sin calcificacion vascular;

(v) consiste en personas sin enfermedad renal;

(vi) consiste en personas sin enfermedad renal crénica;

(vii) consiste en personas sin niveles patolégicamente elevados de rigidez arterial; o

(viii) consiste en personas sin hipertrofia ventricular izquierda.

10. El inhibidor de la sefializacién de ActRII para el uso de la reivindicacion 9, en donde la dosis ajustada es:

(a) aproximadamente 2,5 mg, aproximadamente 5 mg, aproximadamente 10 mg, aproximadamente 15 mg,
aproximadamente 20 mg, o aproximadamente 35 mg inferior a la dosis inicial, 0 aproximadamente 0,05 mg/kg,
aproximadamente 0,1 mg/kg, aproximadamente 0,15 mg/kg, aproximadamente 0,25 mg/kg, aproximadamente 0,3 mg/kg,
aproximadamente 0,35 mg/kg, aproximadamente 0,4 mg/kg, o aproximadamente 0,5 mg/kg inferior a la dosis;

(b) se administra menos frecuentemente que la dosis inicial;

(c) se administra cada 30, 35, 40, 42, 50, 60, 70, 80 o 90 dias; y/o

(d} se administra de forma continua y/o indefinida.

11. El inhibidor de la sefializacién de ActRIl para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 5-10, en donde:

(a) la primera medicion se toma antes del inicio del tratamiento;

(b) la primera medicién se toma inmediatamente después del inicio del tratamiento o en un plazo maximo de 1 dia, 2 dias,
3 dias, 4 dias, 5 dias, 6 dias 0 1 semana, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas o0 2 meses del mismo; o

(c) la segunda medicién se toma inmediatamente después del inicio del tratamiento o en un plazo maximo de 1 dia, 2 dias,
3 dias, 4 dias, 5 dias, 6 dias 0 1 semana, 2 semanas, 1 mes, 2 meses, 3 meses, 4 meses, 5 meses, 6 meses, 7 meses,
8 meses, 9 meses, 10 meses, 11 meses 0 12 meses del mismo.

12. El inhibidor de la sefializacién de ActRIl para el uso de la reivindicacién 7, en donde:

(a) los niveles elevados de Snail, fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina urinaria, collal, Runx2, CTX y/u Osterix son
aproximadamente 10%, 20%, 25%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 75%, 80% 90%, 100%, 200%, o0 500% mayores que l0s
niveles de Snail, fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina urinaria, collal, Runx2, CTX y/u Osterix, respectivamente, en la
poblacion de referencia;

(b) los niveles reducidos de alfa-SMA, MYOCD, Axin2 y/o Sm22-alfa son aproximadamente 10%, 20%, 25%, 30%, 40%,
50%, 60%, 70%, 75%, 80% 90%, o 100% menores que los niveles de alfa-SMA, MYOCD, Axin2 y/o Sm22-alfa,
respectivamente, en una poblacién de referencia;

(c) los niveles elevados de Snai1, fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina urinaria, collal, Runx2, CTX y/u Osterix son iguales
o aproximadamente 10%, 20%, 25%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 90%, 100%, 200%, o0 500% mayores que
los niveles de Snail, fosfoSmad?2, fosfoSmad3, proteina urinaria, colial, Runx2, CTX y/u Osterix en el 10% superior, 5%
superior, 4% superior, 3% superior, 2% superior 0 1% superior en la poblacion de referencia; y/o
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(d) los niveles reducidos de alfa-SMA, MYOCD, Axin2 y/o Sm22-alfa son iguales o aproximadamente 10%, 20%, 25%,
30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 90%, o 100% menores que los niveles de alfa-SMA, MYOCD, Axin2 y/o Sm22-
alfa en el 10% inferior, 5% inferior, 4% inferior, 3% inferior, 2% inferior 0 1% inferior en la poblacién de referencia.

13. Elinhibidor de la sefializacién de ActRII para el uso de la reivindicacién 9, en donde

(a) los niveles elevados de alfa-SMA, MYOCD, Axin2 y/o Sm22-alfa son aproximadamente 10%, 20%, 25%, 30%, 40%,
50%, 60%, 70%, 75%, 80% 90%, 100%, 200%, o 500% mayores que los niveles de alfa-SMA, MYOCD, Axin2 y/o Sm22-
alfa, respectivamente, en la poblacién de referencia;

(b) los niveles reducidos de Snail, fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina urinaria, collal, Runx2, CTX y/u Osterix son
aproximadamente 10%, 20%, 25%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 75%, 80% 90%, o 100% menores que los niveles de
Snai1, fosfoSmad?2, fosfoSmad3, proteina urinaria, colial, Runx2, CTX y/u Osterix, respectivamente, en una poblacién
de referencia;

(c) los niveles elevados de alfa-SMA, MYOCD, Axin2 y/o Sm22-alfa son iguales o aproximadamente 10%, 20%, 25%,
30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 90%, 100%, 200%, o 500% mayores que los niveles de alfa-SMA, MYOCD, Axin2
y/o Sm22-alfa en el 10% superior, 5% superior, 4% superior, 3% superior, 2% superior o 1% superior en la poblacién de
referencia; y/o

(d) los niveles reducidos de Snail, fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina urinaria, colial, Runx2, CTX y/u Osterix son iguales
o aproximadamente 10%, 20%, 25%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 90% o 100% menores que los niveles de
Snail, fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina urinaria, collal, Runx2, CTX y/u Osterix en el 10% inferior, 5% inferior, 4%
inferior, 3% inferior, 2% inferior 0 1% inferior en la poblacién de referencia.

14. El inhibidor de la sefializacion de ActRIl para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-13 en donde el nivel
de Snai1, fosfoSmad?2, fosfoSmad3, proteina urinaria, colial, Runx2, CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD, Axin2 y/o Sm22-
alfa es el nivel de proteina de Snail, fosfoSmad2, fosfoSmad3, proteina urinaria, colial, Runx2, CTX, Osterix, alfa-SMA,
MYOCD, Axin2 y/o Sm22-alfa, respectivamente,
preferiblemente en donde el nivel de proteina se determina mediante un enzimoinmunoanalisis de adsorcion (ELISA).
mas preferiblemente en donde el ELISA se realiza con
(a) anticuerpo especifico de Runx2 SC-390715 (Santa Cruz) para determinar los niveles de Runx2;
} anticuerpo especifico de Snail s¢-393172 (Santa Cruz) para determinar los niveles de Snaif,
¢) anticuerpo especifico de fosfoSmad2 sc-101801 (Santa Cruz) para determinar los niveles de fosfoSmad2,;
d) anticuerpo especifico de fosfoSmad3 sc-130218 (Santa Cruz) para determinar los niveles de fosfoSmads3;
e) anticuerpo especifico de collal sc-8784 (Santa Cruz) para determinar los niveles de col1af,
f) anticuerpo especifico de CTX ABIN1173415 (Antibodies Online) para determinar los niveles de CTX;
g) anticuerpo especifico de Osterix SC-22538 (Santa Cruz) para determinar los niveles de Osterix;
h) anticuerpo especifico de alfa-SMA SC-53142 (Santa Cruz) para determinar los niveles de alfa-SMA,;
anticuerpo especifico de MYOCD SC-21561 (Santa Cruz) para determinar los niveles de MYOCD; y/o
anticuerpo especifico de Sm22-alfa SC-271719 (Santa Cruz) para determinar los niveles de Sm22-alfa.

(b
(
(
(
(
(
(

(1)
)
15. El inhibidor de la sefializacion de ActRIl para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-13, en donde el nivel
de Snait, colial, Runx2, CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD, Axin2 y/o Sm22-alfa es el nivel de ARNm de Snail, colial,
Runx2, CTX, Osterix, alfa-SMA, MYOCD, Axin2 y/o Sm22-alfa, respectivamente,

preferiblemente en donde el nivel de ARNm se determina mediante reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa con
transcripcion inversa (QRT-PCR),

mas preferiblemente en donde la gRT-PCR se realiza con

) cebadores especificos de Runx2 (SEQ ID NO: 48 y 49) para determinar los niveles de Runx2;

) cebadores especificos de col1a1 (SEQ ID NO: 82y 83) para determinar los niveles de col1a1;

) cebadores especificos de Snai1 (SEQ ID NOS:78 y 79) para determinar los niveles de Snaif,

) cebadores especificos de Osterix (SEQ ID NO: 52 y 53) para determinar los niveles de Osterix; y/o

e) cebadores especificos de Sm22-alfa (SEQ ID NO: 56 y 57) para determinar los niveles de Sm22-alfa.

(a
(b
(c
(d
(

16. El inhibidor de la sefializacion de ActRIl para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-15, en donde:

(a) los niveles son en un tejido, preferentemente en donde el tejido es la aorta, el suero, la médula ésea, el higado o el
bazo;

(b) el sujeto es humano; y/o

(c) la poblacién de referencia consiste en 1, 5, 10, 25, 50, 75, 100, 200, 250, 300, 400, 500, o 1000 individuos.

17. El inhibidor de la sefializacién de ActRIl para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-16, en donde el
inhibidor de la sefializaciéon de ActRIl es un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo que consiste en:
(a) 90% idéntica a SEQ ID NO:2;
95% idéntica a SEQ ID NO:2;
98% idéntica a SEQ ID NO:2;
SEQ ID NO:2;
90% idéntica a SEQ ID NO:3;
f) 95% idéntica a SEQ ID NO:3;
g) 98% idéntica a SEQ ID NO: 3

c
d
e

vvvv

(b
(
(
(
(
(
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(h) SEQ ID NO:3;

(i) 90% idéntica a SEQ ID NO:7;

(j) 95% idéntica a SEQ ID NO:7;
(k) 98% idéntica a SEQ ID NO: 7
() SEQ ID NO:7;

(m) 90% |dent|ca a SEQ ID NO: 12;
(n) 95% idéntica a SEQ ID NO: 12;
(0) 98% idéntica a SEQ ID NO: 12;
(p) SEQ ID NO: 12;

(q) 90% idéntica a SEQ ID NO: 17,
(r) 95% idéntica a SEQ ID NO: 17;
(s) 98% idéntica a SEQ ID NO: 17
(t) SEQ ID NO: 17;

(u) 90% idéntica a SEQ ID NO:20;

(v) 95% idéntica a SEQ ID NO:20;
(w) 98% idéntica a SEQ ID NO: 20
(x) SEQ ID NO:20;

(y) 90% idéntica a SEQ ID NO:21;

(z) 95% idéntica a SEQ ID NO:21;
(aa) 98% idéntica a SEQ ID NO.21,
(bb) SEQ ID NO:21,

(cc) 90% idéntica a SEQ ID NO:25;
(dd) 95% idéntica a SEQ ID NO:25;
(ee) 98% idéntica a SEQ ID NO:25; y
(ff) SEQ ID NO:25.

y
z
a
b
Cc
d
e

18. El inhibidor de la sefializacién de ActRIl para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-16, en donde el
inhibidor de la sefializacién de ActRlI| es:

(a) un polipéptido que comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO:7, o

(b} una proteina de fusién humanizada que consiste en el dominio extracelular de ActRIIAy el dominio Fc de IgG1 humana.

19. El inhibidor de la sefializacién de ActRIl para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-16, en donde el
inhibidor de la sefializacién de ActRIl es un polipéptido que comprende un dominio extracelular de un receptor de ActRIIB
asociado a una porcién Fc de un anticuerpo mediante un conector.

20. El inhibidor de la sefializacion de ActRIl para el uso de la reivindicacién 19, en donde el dominio extracelular de un
receptor de ActRIIB comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 23.
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Puntuacion del volumen total transformado de la raiz cuadrada
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