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DESCRIPCION
Variantes de desintegrina y usos farmacéuticos de los mismos

Campo de la Invencién

La presente invencién se refiere generalmente a variantes de Rhodostomina, y mas especificamente a variantes de
Rhodostomina como antagonistas selectivos de integrina avB3 para el tratamiento y prevencion de enfermedades
asociadas con la integrina avf3.

Antecedentes de la Invencién

Los huesos son un tejido complejo compuesto de varios tipos de células los cuales estan pasando continuamente por
un proceso de renovacion y reparacién denominado “remodelaciéon del hueso”. Los dos tipos de células principales
responsables de la remodelacion del hueso son los osteoclastos, los cuales reabsorben el hueso, y los osteoblastos,
los cuales forman el nuevo hueso. La remodelacion del hueso ha sido conocida como que es regulada por diferentes
hormonas sistémicas (por ejemplo, hormona paratiroides, 1,25-dihidroxi vitamina Dz, hormonas del sexo y
calcitonina) y factores locales (por ejemplo, 6xido nitrico, prostaglandinas, factores de crecimiento y citocinas) [1].

Las integrinas son receptores heterodiméricos de la matriz que anclan las células a los sustratos y transmiten senales
derivadas externamente en la membrana del plasma [5]. La integrina avp3 esta involucrada en la reabsorcion del
hueso portada por los osteoclastos, tanto in vivo [6] como in vitro [7, 8]. Esta molécula de heterodimero reconoce el
patron de aminoacidos Arg-Gly-Asp (RGD, SEQ ID NO: 2) contenido en las proteinas de matriz del hueso tales como
osteopontina y sialoproteina del hueso [7, 8]. La integrina avB3 se expresa en un osteoclasto [9] y su expresion es
modulada por esteroides de reabsorcion y citocinas [10]. Basados en los experimentos de bloqueo, la integrina av3
ha sido identificada como el receptor de adhesién funcional mayor en los osteoclastos. Los inhibidores de la integrina
avP3 reducen la capacidad de los osteoclastos para enlazarse y reabsorber el hueso [7, 11]. La integrina av3 juega
un rol principal en la funcion de los osteoclastos [7, 11, 12] y los inhibidores de esta integrina han sido considerados
para prevenir la osteoporosis [11], las metastasis osteoliticas [13] y la hipercalcemia inducida por las malignidades.

Existen varias enfermedades de los huesos que estan relacionadas con la ostedlisis que es portada por los
osteoclastos. La osteoporosis es la mas comun que es inducida cuando la reabsorcion y formacién del hueso no
estan coordinadas, y la rotura del hueso ignora la construccién del hueso. La osteoporosis también es ocasionada
por otras condiciones, tales como desequilibrio hormonal, enfermedades y medicamentos (por ejemplo,
corticoesteroides o agentes antiepilépticos) [2]. El hueso es uno de los sitios mas comunes de metastasis de
canceres de mama, prostata, pulmon y tiroides humanos, asi como otros canceres [3, 4]. La osteoporosis también
puede ser el resultado de la deficiencia de estrégenos posteriores a la menopausia. La osteoporosis secundaria
puede ser asociada con artritis reumatoide. Las metastasis del hueso muestran un paso Unico de la reabsorcion del
hueso osteoclastica que no se ve en las metastasis de otros 6érganos. Es ampliamente aceptado que la ostedlisis que
estd asociada con el cancer es portada esencialmente por los osteoclastos, los cuales parecen ser activados y
pueden ser activados indirectamente a través de los osteoblastos o directamente por los productos del tumor [4].
Ademas, la hipercalcemia (concentracion de calcio aumentada en la sangre) es una complicacién importante de las
enfermedades osteoliticas del hueso. Esto ocurre de una manera relativamente frecuente en pacientes con una
destruccion extensa del hueso, y es particularmente comidn en carcinoma de mama, pulmoén, renal, del ovario y
pancreatico, asi como en mieloma [4].

Las desintegrinas son una familia de péptidos de bajo peso molecular que contienen RGD que enlaza
especificamente las integrinas allbp3, a5p1 y avB3 expresadas en las plaquetas y otras células que incluyen células
del endotelio vascular y algunas células de tumor [14, 15]. Ademas de su actividad potente antiplaquetas, los
estudios de las desintegrinas han revelado nuevos usos en la diagnosis de las enfermedades cardiovasculares y el
disefio de agentes terapéuticos en trombosis arterial, osteoporosis, y crecimiento del tumor relacionados con la
angiogénesis y metastasis [15]. Se ha descubierto que la Rhodostomina (Rho), una desintegrina derivada del veneno
de la Colloselasma rhodostoma, inhibe la agregacién de plaquetas in vivo e in vitro [16, 17] a través del bloqueo de la
glucoproteina de las plaquetas allbf3. Ademas, se reporta la Rhodostomina para inhibir la adhesion de las células de
carcinoma de mama y prostata tanto en los huesos mineralizados como desmineralizados de matrices extracelulares
de una manera dependiente de la dosis sin afectar la viabilidad de las células del tumor. Ademas, la Rhodostomina
inhibe la migracion e invasién de células de carcinoma de mama y prostata [18]. La Rhodostomina también ha
mostrado inhibir la adipogénesis y obesidad [19]. Sin embargo, debido a que la Rhodostomina no se enlaza
especificamente a las integrinas allbp3, a5p1 y avp3, los usos farmacéuticos de la Rhodostomina ocasiona efectos
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secundarios serios. Por ejemplo, cuando se aplica la Rhodostomina en el tratamiento de carcinomas, la inhibicion de
la agregacion de plaquetas es un efecto secundario no deseable. Chang et al. (Biochem. J. (2001) 357, 57) describen
los efectos de inserciones de alanina adyacentes al bucle RGD de Rhodostomina sobre la unidon resultante a la
integrina plaquetaria allbf3, y destaca la importancia de la posicion especifica del residuo Pro53 adyacente a la
secuencia RGD.

Por lo tanto, existe la necesidad en la técnica de resolver estas deficiencias y faltas de adecuacion, especialmente en
relacion con elaborar una variante de desintegrina que tenga una selectividad especifica a la integrina av3.

Compendio de la Invencién

De acuerdo con la presente invencién, un aspecto de la misma es un polipéptido que es selectivo para la integrina
avP3. El polipéptido exhibe un enlace reducido a la integrina allbp3 y/o 581 comparada con la desintegrina de tipo
natural. El polipéptido esta codificado por una secuencia de nucleétidos de Rhodostomina modificada que codifica
una secuencia de aminoacidos modificada, con un enlace de integrina reducido alIf3 y/o a5p1. El polipéptido puede
ser pegilado o conjugado con albumina.

Otro aspecto de la invencién es un polipéptido que es una variante de Rhodostomina, que comprende un aminoacido
seleccionado de la SEQ ID NO: 57-69, o una sal farmacéuticamente aceptable de dicho polipéptido.

Otro aspecto de la invenciéon es un polipéptido que es codificado por la secuencia de nucleétidos seleccionados de
las SEQ ID NOs: 44 a 56.

Otro aspecto de la invencion es un polipéptido que exhibe por lo menos una disminucién de aproximadamente 5, 50 6
100 veces en la afinidad al allB3 y/o o581 comparado con la Rhodostomina. En una modalidad de la presente
invencion, el polipéptido exhibe por lo menos una disminucién de aproximadamente 200 veces en la afinidad a la
integrina allbp3 y/o o5B1 comparada con la Rhodostomina. En otra modalidad de la presente invencion, el
polipéptido exhibe por lo menos una disminucién de aproximadamente 1000 6 2000 veces en la afinidad a la integrina
allbB3 y/o a5B1 comparada con la Rhodostomina. En otra modalidad de la presente invencion, el polipéptido exhibe
por lo menos una disminucion de aproximadamente 5, 50, 100, 1000 6 2000 veces en la afinidad a las plaquetas
comparada con la Rhodostomina. Todavia en otra modalidad de la presente invencion, el polipéptido exhibe una
actividad sustancialmente reducida en la prolongacion del tiempo de coagulacién de la sangre comparado con la
Rhodostomina y/o una desintegrina de tipo natural.

Otro aspecto mas de la presente invenciéon es una composiciéon fisioldgicamente aceptable que comprende un
polipéptido de la presente invencion, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Otro aspecto mas de la presente invencion es un polipéptido tal como se describe anteriormente para emplear en el
tratamiento y/o prevencién de una enfermedad asociada con la integrina avpf3 en un mamifero incluyendo un
humano. El polipéptido empleado en el método puede ser pegilado o conjugado con albumina.

La enfermedad asociada con la integrina avp33 se selecciona de osteoporosis, crecimiento del tumor del hueso o cancery
sintomas relacionados con el mismo, crecimiento y metastasis de tumor relacionado con la angiogénesis, metastasis
de tumor en el hueso, hipercalcemia inducida por las malignidades, enfermedad del ojo relacionada con la
angiogénesis, enfermedad de Paget, artritis reumatica, y osteoartritis.

En otro aspecto de la invencién, se utiliza un polipéptido de la invencién para el tratamiento y/o prevenciéon de una
enfermedad del ojo relacionada con la angiogénesis que incluye, pero no se limita a, degeneracién macular relacionada
con la edad, retinopatia diabética, enfermedades de neovascularizacién de la cérnea, retinopatia neovascularizadora
inducida por isquemia, alta miopia, y retinopatia de premadurez.

En otro aspecto mas de la invencion, se utiliza un polipéptido de la invencién para el tratamiento y/o prevencion de
osteoporosis. La osteoporosis puede estar asociada con una afeccidn patoldgica seleccionada de deficiencia de
estrogenos posmenopausia, osteoporosis secundaria, artritis reumatoide, ovariectomia, enfermedad de Paget, cancer
del hueso, tumor del hueso, osteartritis, formacion aumentada de osteoclastos, y actividad aumentada de
osteoclastos. Ademas, la osteoporosis incluye, pero no se limita a, una osteoporosis inducida por ovariectomia o
posmenopausia o pérdida del hueso.

También se puede utilizar un polipéptido de la invencion para el tratamiento y/o prevencién de un cambio fisiolégico
inducido por ovariectomia en un mamifero incluyendo un humano.
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También se puede utilizar un polipéptido de la invencién para el tratamiento y/o prevencion del crecimiento de células
de tumor en los huesos y los sintomas relacionados con el mismo en un mamifero incluyendo un humano.

Otro aspecto mas de la presente invenciéon es un método para la elaboracién de un polipéptido de la presente
invencién, comprendiendo el método los pasos siguientes: (a) transfectar una célula huésped con un polinucleétido
que codifica dicho polipéptido (b) cultivar dicha célula huésped en un medio de cultivo; y aislar dicho polipéptido. El
método de la presente invencion puede comprender ademas cultivar la célula huésped en un medio de cultivo libre
de aminoacidos; y recolectar el sobrenadante para obtener dicho polipéptido. El método puede comprender ademas
la adicion de metanol al medio de cultivo para inducir la expresién del polipéptido en las células huésped. El método
puede comprender ademas el paso de realizar una cromatografia de columna para obtener dicho polipéptido. En una
modalidad, el método puede comprender ademas el paso de realizar una HPLC para obtener el polipéptido aislado.

Otro aspecto de la presente invencion, es un polinucleétido que codifica un polipéptido tal como se describe
anteriormente.

En otro aspecto de la invencidn, el polinucleétido comprende una secuencia seleccionada de las SEQ ID Nos: 44-56.

Estos y otros aspectos se podran apreciar a partir de la siguiente descripcion de las diferentes modalidades tomadas
en conjunto con los siguientes dibujos.

Los dibujos adjuntos ilustran una o mas modalidades de la presente invencion y, junto con la descripcion escrita
sirven para explicar los principios de la misma.

Los objetos y ventajas adicionales de la presente invencion seran establecidos en parte en la descripcion siguiente, y
en parte seran obvios a partir de la descripcion o pueden ser aprendidos mediante la practica de la presente
invencion. Los objetos y ventajas de la presente invencion seran realizados y logrados por medio de los elementos y
combinaciones sefaladas particularmente en las reivindicaciones adjuntas.

Debera quedar entendido que tanto la descripcidn general anterior como la siguiente descripcion detallada son de
ejemplo y solamente explicativas y no restringen la presente invencion, tal como esta reivindicada.

Los dibujos adjuntos los cuales estan incorporados y constituyen una parte de esta descripcion, ilustran las
modalidades de la presente invencién y junto con la descripcidn, sirven para explicar los principios de la presente
invencion.

Breve Descripcién de los Dibujos

La figura 1 es una gréafica que muestra menos impacto de RD y HSA-RD y ARLDDL que la proteina de Rhodostomina
en el tiempo de sangrado en los ratones.

La figura 2A son fotografias de los huesos trabeculares que muestran una inhibicion de la pérdida de hueso
trabecular inducida por la ovariectomia en las ratas tratadas con la proteina PGP. Barra = 1 mm.

La figura 2B son fotografias de los huesos trabeculares tefiidos con fosfatasa de acido resistente al Tartrato (TRAP),
que muestran la inhibicion del aumento inducido por la ovariectomia en el numero de osteoclastos en las ratas
tratadas con la proteina PGP. Barra = 100 mm.

La figura 3 es una grafica que muestra una inhibicion de la activacion del osteoclasto inducida por ovariectomia en
las ratas tratadas con la proteina RD o alendronato (tratamiento de farmaco), el rebote de la concentraciéon del
marcador del osteoclasto durante el periodo del retiro del farmaco, y la reversa del aumento inducido por la
ovariectomia en la actividad del osteoclasto durante la nueva administracion con RD o alendronato.

Las figuras de la 4A a la 4D son fotografias de la articulacion de la rodilla tefiida con safranina-O y hematoxilina que
muestran una inhibicidon de la destruccién de la capa de condrocitos en las ratas artriticas tratadas con la proteina
RD. Las flechas indican la capa de condrocitos.

Las figuras de la 5A a la 5C son graficas que muestran la inhibicién de la elevacién de la citocina en la sangre en las
ratas que padecen osteoartritis tratadas con la proteina RD.

Las figuras de la 6A a la 6C son graficas que muestran la inhibicién de la elevacién de la citocina en la sangre en
ratones osteoartriticos tratados con la proteina RD.
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La figura 7 es una grafica que muestra una inhibiciéon del crecimiento del tumor del hueso PC-3 en los ratones SCID
tratados con la proteina RD, pero no con alendronato.

La figura 8 es una grafica que muestra una inhibicion de la disminucion inducida por el tumor en el peso corporal en
los ratones SCID tratados con la proteina RD.

La figura 9A son fotografias que muestran un crecimiento de tumor esférico visible en la tibia proxima de cada pata
después de la inyeccion intratibial de células PC-3 (mostradas por las flechas en el panel del medio) y una inhibicién
del crecimiento del tumor del hueso en los ratones SCID tratados con la proteina RD.

La figura 9B son radiografias de los huesos de la tibia que muestran una inhibiciéon de la lesion del hueso osteolitico
inducida por las células de tumor PC-3 en los ratones SCID tratados con la proteina RD.

La figura 9C es una grafica de la cuantificacion de los datos de la figura 9B que muestra una inhibicién de la ostedlisis
inducida por el tumor PC-3 en los ratones SCID tratados con la proteina RD.

La figura 9D es una grafica que muestra una inhibicién del aumento inducido por el tumor PC-3 en telopéptidos de la
terminal C de colageno tipo | en los ratones SCID tratados con la proteina RD.

La figura 9E es una grafica que muestra una inhibicidon del aumento inducido por el tumor PC-3 en la concentracion
de calcio en el suero en los ratones SCID tratados con la proteina RD o alendronato.

La figura 10A es una grafica que muestra una inhibicion del crecimiento del tumor del hueso MDA-MB-231 en ratones
rasurados tratados con la proteina RD.

La figura 10B es una grafica que muestra una inhibicion del aumento inducido por el tumor del hueso MDA-MB-231
en los telopéptidos de la terminal C de colageno tipo | en ratones rasurados tratados con la proteina RD.

La figura 10C es un grafica que muestra una inhibicién de la hipercalcemia inducida por el tumor del hueso MDA-MB-
231 en ratones rasurados tratados con la proteina RD.

La figura 10D es una grafica que no muestra cambios en las cuentas de células de glébulos blancos en los ratones
rasurados inyectados con células MDA-MB-231 y tratados con la proteina RD.

La figura 10E es una grafica que no muestra cambios en las cuentas de células de gldbulos rojos en los ratones
rasurados inyectados con células MDA-MB-231 y tratados con la proteina RD.

La figura 10F es una grafica que no muestra cambios en las cuentas de plaquetas en los ratones rasurados
inyectados con células MDA-MB-231 y tratados con la proteina RD.

La figura 11A son fotografias que muestran la densidad de los vasos de glébulos rojos reducida en los tapones de
MATRIGEL™ de los ratones C57BL/6 tratados con RD o RD-albumina proteina (HSA-RD) en comparacién con los
ratones de control sin tratar.

La figura 11B es una grafica que muestra un contenido reducido de hemoglobina en los tapones de MATRIGEL™ de
los ratones C57BL/6 tratados con RD (cada dia, RD/1 dia y cada tercer dia-RD/2 dias) o RD-albumina (HSA-RD-cada
tercer dia) que es una proteina en comparacién con los ratones de control sin tratar.

La figura 12A son fotografias que muestran la angiogénesis en un modelo de ratén de retinopatia de premadurez
(ROP), y la angiogénesis reducida en un ratén ROP tratado con la proteina RD (ROP+RD). Las flechas indican los
perfiles de vasos sanguineos (BVPs).

La figura 12B es una grafica que muestra los BVPs reducidos en un modelo de ratén de retinopatia de premadurez
(ROP) tratados con la proteina RD.

La figura 13A es una grafica que muestra una inhibicién de la activacion del osteoclasto inducido por la ovariectomia
en los ratones tratados con proteina RD o albumina-RD.

La figura 13B es una grafica que muestra una inhibicién de la inactivaciéon de la fosfatasa alcalina (ALP) inducida por
la ovariectomia en los ratones tratados con proteina RD o albumina-RD.

La figura 13C es una grafica que muestra una inhibicién de la disminucion inducida por la ovariectomia en el BMD.
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La figura 13D es una grafica que muestra una inhibicién de la disminucion inducida por la ovariectomia en el BMC.

Las figuras de la 14A a la 14D muestran secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NOs: 1, y de 57 a 69 de las
variantes de Rhodostomina.

Las figuras de la 15A a la 15C muestran secuencias de nucleétidos de las SEQ ID NOs: 43 a 56 de las variantes de
Rhodostomina.

Descripcién Detallada de la Invencidén

La presente invencion se describe mas particularmente en los siguientes ejemplos que pretenden ser Unicamente
ilustrativos ya que los expertos en la técnica podran apreciar que se les pueden hacer numerosas modificaciones y
variaciones. Varias modalidades de la presente invenciéon se describen ahora detalladamente. Como se usan en la
descripcion y en las reivindicaciones siguientes, el significado de “un”, “una”, y “el/la” incluyen las referencias plurales
a menos que el contexto dicte claramente lo contrario. También, tal y como se usan en la descripciéon y en las
reivindicaciones siguientes, el significado de “en” incluye “en” y “sobre” a menos que el contexto dicte claramente lo
contrario. Adicionalmente, algunos términos utilizados en esta especificaciéon son definidos mas especificamente a
continuacion.

Ahora se hara referencia en detalle a las modalidades actuales (modalidades de ejemplo) incluidas en la presente
invencioén, cuyos ejemplos estan ilustrados en los dibujos adjuntos.

Definiciones

Los términos utilizados en esta descripcion generalmente tienen sus significados ordinarios en la técnica, dentro del
contexto de la invencién, y en el contexto especifico en el cual es utilizado cada término. Ciertos términos que son
utilizados para describir la presente invencién, se explican a continuacién, o en alguna otra parte de la especificacion,
para proporcionar una guia adicional al practicante con respecto a la descripcién de la presente invenciéon. Se
proporcionan sinébnimos para ciertos términos. La mencién de uno o mas sinénimos no excluye el uso de otros
sinénimos. El uso de ejemplos en cualquier parte de esta especificacion incluyendo los ejemplos de cualesquiera
términos aqui explicados son solamente ilustrativos, y de ninguna manera limitan el alcance y el significado de la
presente invencién o de cualquier término ejemplificado. La invencién no esta limitada a diferentes modalidades
proporcionadas en esta especificacion.

A menos que se defina de otra manera, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en la presente descripcion,
tienen el mismo significado generalmente entendido por un experto en la técnica a la cual pertenece la presente
invencién. En caso de conflicto, prevalecera el presente documento, incluyendo las definiciones.

Los términos “alrededor”, “aproximadamente”, debera generalmente significar dentro del 20%, dentro del 10%, dentro
del 5, 4, 3, 2, 6 1% de un valor o rango determinado. Las cantidades numéricas proporcionadas son aproximadas,
significando que el término “alrededor” o “aproximadamente” puede ser inferido y no manifestado expresamente.

Los términos “polinucledtido”, “nucledétido”, “acido nucleico”, “molécula de acido nucleico”, “secuencia de acido
nucleico”, “secuencia de polinucleétido” y “secuencia de nucled6tido” son usados de manera intercambiable para
referirnos a las formas poliméricas de los nucleétidos de cualquier longitud. Los polinucleétidos pueden comprender
desoxiribonucledtidos, ribonucleétidos, y/o sus analogos o derivados. El término incluye variantes. Las variantes
pueden incluir inserciones, adiciones, eliminaciones o sustituciones. Las secuencias de nucleétidos se encuentran en
una lista en la direccion 5’ a 3.

Los términos “polipéptido”, “péptido” y “proteina”, utilizados de manera intercambiable para referirnos a una forma
polimérica de los aminoacidos de cualquier longitud, los cuales pueden incluir aminoacidos que ocurren de manera
natural, aminoacidos codificados y no codificados, modificados quimicamente o bioquimicamente, derivados o
aminoacidos de disefiador, analogos de aminoacidos, peptidomiméticos y depsipéptidos, y polipéptidos que tienen
estructuras ciclicas, biciclicas, depsiciclicas o depsibiciclicas modificadas. El término incluye proteinas de una sola
cadena asi como multimeros. El término también incluye protelnas conjugadas a una ethueta tales como FITC,
biotina y radioisétopos, incluyendo pero sin limitarse a S4Cu, ¥Cu, Y, ®mTc, ', 124, 125, 31| 1¥7cg 18R 211AY

2Bi, 2™Bi, ***Ra, *'Am y ‘Cm; enzimas que tienen productos detectables (por ejemplo Iumferasa perOX|dasa
fosfatasa alcalina, B- galact03|dasa y similares); fluorescentadores y marcas fluorescentes, metales de emision de
fluorescencia, por ejemplo, "82Eu, u otros de la serie de lantanidos, los compuestos electroquimioluminiscentes,
compuestos quimioluminiscentes, por ejemplo, luminol, isoluminol, o sales de acridinio; moléculas de enlace
especificas, por ejemplo, particulas magnéticas, microesferas, nanoesferas y similares. El término también incluye
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péptidos conjugados a agentes terapéuticos.

Los términos también incluyen proteinas de fusion, incluyendo pero sin limitarse a, proteinas de fusién de glutationa
S-transferasa (GST), proteinas de fusion con una secuencia de aminoacidos heterdloga tal como proteinas
bioluminiscentes, por ejemplo, luciferina, o aecuorina (proteinas fluorescentes verdes), con secuencias heterélogas y
homologas, proteinas de fusién con o sin residuos de metionina de la terminal-N, proteinas pegiladas, y marcadas
inmunolégicamente, o proteinas marcadas his. Dichas proteinas de fusion también incluyen fusiones a epitopes.
Dichas proteinas de fusién pueden comprender multimeros de los péptidos de la presente invencién, por ejemplo,
homodimeros u homomultimeros, y heterodimeros y heteromultimeros. El término también incluye aptameros
péptidos.

El término “que hibrida especificamente” en el contexto de un polinucleétido se refiere a la hibridacion bajo
condiciones severas. Las condiciones que aumentan la severidad de ambos ADN/ADN y ADN/ARN en las reacciones
de hibridacion son ampliamente conocidos y publicados en la técnica. Los ejemplos de las condiciones severas de
hibridacién incluyen hibridacion en cloruro de sodio 4 X/citrato de sodio (SSC), en una temperatura de
aproximadamente 65°C a 70°C, o hibridacion en 4 X SSC mas el 50% de formamida a una temperatura de
aproximadamente 42°C a 50°C, seguido por uno o mas lavados en 1X SSC, a una temperatura de aproximadamente
65°C a 70°C.

El término “ligando” se refiere a una molécula que se enlaza a otra molécula, incluyendo un receptor.

Una “célula huésped” es una célula individual o cultivo de células las cuales pueden ser o haber sido un receptor de
cualquier vector/es recombinante o polinucleétido. Las células huésped incluyen la descendencia de una sola célula
huésped, y la descendencia puede no ser necesariamente completamente idéntica (en morfologia o en el
complemento total de ADN) a la célula paterna original debido a la naturaleza, mutacion accidental o deliberada y/o
cambio. Una célula huésped incluye células transfectadas o infectadas in vivo o in vitro con un vector recombinante o
un polinucleétido de la presente invencion. Una célula huésped que comprende un vector recombinante de la
presente invenciéon puede ser denominada una “célula huésped recombinante”.

El término “tratamiento”, cubre cualquier administracion o aplicacion de remedios para una enfermedad en un
mamifero, incluyendo un humano, e incluye la inhibicién de la enfermedad, detencién de su desarrollo, o liberacion de
la enfermedad, por ejemplo, ocasionando la regresion, o restauracion y reparaciéon de una funcién perdida, faltante o
defectuosa; o estimulando un proceso ineficiente. El término incluye obtener un efecto farmacolégico y/o fisiolégico
deseado, cubriendo cualquier tratamiento de una afeccién o enfermedad patoldégica en un mamifero, incluyendo un
humano. El efecto puede ser profilactico en términos de prevenir completa o parcialmente una enfermedad o sintoma
de la misma y/o puede ser terapéutico en términos de una cura parcial o completa para una enfermedad y/o efecto
adverso que se puede atribuir a la enfermedad. Por lo tanto, la presente invencién proporciona tanto el tratamiento
como la profilaxis. Incluye (1) prevenir que ocurra o recurra la enfermedad en un sujeto el cual puede estar
predispuesto a la enfermedad pero todavia no esta sintomatico, (2) inhibir la enfermedad, tal como deteniendo su
desarrollo, (3) detener o terminar la enfermedad o por lo menos sus sintomas asociados, de modo que el huésped ya
no sufra de la enfermedad o sus sintomas, tales como ocasionando la regresién de la enfermedad o sus sintomas,
por ejemplo, restaurando o reparando una funciéon pérdida, faltante o defectuosa, o estimulando un proceso
ineficiente, o (4) mitigando, aliviando o mejorando la enfermedad, o los sintomas asociados con la misma; en donde
la mejoria es utilizada en un sentido amplio para referirnos a por lo menos una reduccién en la magnitud de un
parametro, tal como inflamacién, dolor y/o tamaio del tumor.

Un “vehiculo farmacéuticamente aceptable” se refiere a un material sélido no téxico, semisoélido o liquido, rellenador,
diluyente, encapsulante, auxiliar de formulacion o excipiente de cualquier tipo convencional. Un vehiculo
farmacéuticamente aceptable no es toxico para los receptores en las dosis y concentraciones empleadas y
compatibles con otros ingredientes de la formulacion.

Una “composicion” se refiere a una mezcla que generalmente contiene un vehiculo, tal como un vehiculo
farmacéuticamente aceptable o excipiente que es convencional en la técnica y el cual es el adecuado para
administracién a un sujeto con fines terapéuticos, de diagnéstico o profilacticos. Puede incluir un cultivo celular en el
cual el polipéptido o polinucledtido esta presente en las células o en el medio de cultivo. Por ejemplo, las
composiciones para la administracion oral pueden formar soluciones, suspensiones, tabletas, pildoras, capsulas,
formulaciones de liberacion sostenida, enjuagues orales o polvos.

“Enfermedad” se refiere a cualquier padecimiento, infeccién, enfermedad o sindrome que requiera intervencion
médica o para la cual es deseable la intervencion médica. Dicha intervencion médica puede incluir tratamiento,
diagnosis y/o prevencion.
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Péptidos

Los péptidos de la presente invencidn pueden ser expresados utilizando métodos conocidos en la técnica. Los
métodos basados en las células y métodos libres de células son adecuados para la producciéon de péptidos de la
presente invencion. Los métodos basados en las células generalmente comprenden introducir una construccion de
acido nucleico en una célula huésped in vitro y cultivar la célula huésped bajo condiciones adecuadas para la
expresion, luego recolectar el péptido, ya sea del medio de cultivo o de la célula huésped, (por ejemplo, rompiendo la
célula huésped) o ambos. La invencién también proporciona métodos para producir un péptido utilizando células
libres en métodos de transcripcion/traduccion in vitro, los cuales son bien conocidos en la técnica.

Las células huésped adecuadas incluyen células procaridticas o eucarioticas, incluyendo, por ejemplo, células de
bacterias, levadura, hongos, plantas, insectos y mamiferos.

Generalmente, un péptido heterélogo, ya sea modificado o sin modificar, puede ser expresado por si mismo, como se
describié anteriormente, o como una proteina de fusién, y puede no incluir solamente sefiales de secrecién, sino
también una secuencia lider de secrecidn. Una secuencia lider de secrecidon de la presente invencién puede dirigir
ciertas proteinas al reticulo endoplasmico (ER). El ER separa las proteinas enlazadas a la membrana de otras
proteinas. Una vez localizados en el ER, las proteinas pueden ser dirigidas adicionalmente al aparato de Golgi para
la distribucién a las vesiculas, incluyendo vesiculas de secrecion, la membrana del plasma, lisosomas y otras
organelas.

Adicionalmente, se pueden agregar porciones de péptido y/o etiquetas de purificacion a los péptidos. Dichas regiones
pueden ser eliminadas antes de la preparacion final del polipéptido. La adiciéon de las porciones del péptido a los
polipéptidos para engendrar secrecidon o excrecion, para mejorar la estabilidad o para facilitar la purificacion, entre
otras razones, son familiares y técnicas de rutina en el arte. Las etiquetas de purificacion adecuadas incluyen, por
ejemplo, V5, polihistidinas, avidina y biotina. La conjugacién de los péptidos a los compuestos tales como biotina
puede ser logrado utilizando las técnicas bien conocidas en el arte. (Hermanson ed. (1996) “Técnicas de
Bioconjugado” (Bioconjugate Techniques; Academic Press). También los péptidos pueden ser conjugados con
radioisétopos, toxinas, enzimas, etiquetas fluorescentes, oro coloidal, acidos nucleicos, vinorelbina y doxorubicina
utilizando técnicas conocidas en el arte. (Hermanson ed. (1996) “Técnicas de Bioconjugado” (Bioconjugate
Techniques; Academic Press; Stefano y asociados (2006)).

Los asociados de fusidon adecuados para utilizarse en la presente invencién, incluyen por ejemplo, fetuina, albumina
de suero humano, Fc, y/o uno o mas de sus fragmentos. También se proporcionan proteinas conjugadas, tales como
conjugados de polietilenglicol.

Los péptidos de la presente invencién también pueden ser sintetizados quimicamente utilizando técnicas conocidas
en el arte (ver por ejemplo, la publicacion de Hunkapiller y asociados, en Nature, 310: paginas 105 a 111 (1984);
Grant ed. (1992) “Péptidos Sintéticos, Una Guia para el Usuario” (Synthetic Peptides, a Users Guide), W.H. Freeman
and Co.; la Patente Norteamericana No. 6,974,884)). Por ejemplo, un polipéptido que corresponde a un fragmento de
un polipéptido puede ser sintetizado mediante el uso de un sintetizador de péptidos o a través del uso de métodos de
fase solida conocidos en la técnica.

Ademas, si se desea, los aminoacidos no clasicos o analogos quimicos de aminoacidos pueden ser introducidos
como una sustitucion o adicion dentro de la secuencia del polipéptido. Los aminoacidos no clasicos incluyen, pero no
estan limitados a, los D-isdbmeros de los aminoacidos comunes, acido 2,4-diaminobutirico, acido a-amino isobutirico,
acido 4-aminobutirico, Abu, acido 2 amino butirico, g-Abu, e-Ahx, acido 6-amino hexanoico, Aib, acido 2-amino
isobutirico, acido 3-amino propidnico, ornitina, norleucina, norvalina, hidroxiprolina, sarcosina, citrulina, homocitrulina,
acido cisteico, t-butilglicina, t-butilalanina, fenilglicina, ciclohexilalanina, b-alanina, acidos fluoro-amino, aminoacidos
del disefiador tales como acidos b-metil amino, aminoacidos Ca-metilo, aminoacidos Na-metilo, y analogos de
aminoacidos en general. Ademas, el aminoacido puede ser D (destrorotatorio) o L (levorotatorio).

Los polipéptidos de la presente invencion pueden ser recuperados y purificados de la sintesis quimica y los cultivos
de células recombinantes por métodos estandar los cuales incluyen, pero no estan limitados a, precipitacion del
sulfato de amonio o etanol, extraccion del acido, cromatografia de intercambio de aniones o cationes, cromatografia
de fosfocelulosa, cromatografia de interaccion hidrofdbica, cromatografia de afinidad, cromatografia de hidroxilapatita
y cromatografia de lectina. En una modalidad, se emplea la cromatografia liquida de alto rendimiento (“HPLC”) para
la purificaciéon. Las técnicas bien conocidas para volver a duplicar la proteina pueden ser empleadas para regenerar
la conformacidn activa cuando el polipéptido es desnaturalizado durante el aislamiento y/o la purificacion.

Un péptido o peptidomimético de la presente invencion puede ser modificado con o acoplado covalentemente a una o
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mas de una variedad de polimeros hidrofilicos para aumentar la solubilidad y la vida media en la circulacién del
péptido. Los polimeros hidrofilicos no proteinaceos adecuados para el acoplamiento a un péptido incluyen, pero no
estan limitados a, polialquiléteres como son ejemplificados por el polietilenglicol y el polipropilenglicol, acido
polilactico, acido poliglicdlico, polioxialquenos, polivinilalcohol, polivinilpirrolidona, celulosa y derivados de celulosa,
dextrano y derivados de dextrano. Generalmente, dichos polimeros hidrofilicos tienen un peso molecular promedio en
un rango de aproximadamente 500 a aproximadamente 100,000 daltons, de aproximadamente 2,000 a
aproximadamente 40,000 daltons, o de aproximadamente 5,000 a aproximadamente 20,000 daltons. El péptido
puede ser derivado con o acoplado de dichos polimeros utilizando cualesquiera métodos establecidos en las
publicaciones de Zallipsky, S. (1995) en Bioconjugate Chem., 6: paginas 150 a 165; Monfardini, C., y asociados,
(1995) en Bioconjugate Chem, 6: paginas 62 a 69; las Patentes Norteamericanas Nos. 4,640,835; 4,496,689;
4,301,144; 4,670,617; 4,791,192; 4,179,337, o el Documento WO 95/34326.

En algunas modalidades, un péptido de la presente invencidn se proporciona en formulacién con vehiculos,
excipientes y diluyentes farmacéuticamente aceptables, de los cuales una gran variedad son conocidos en la técnica.
Estos vehiculos, excipientes y diluyentes farmacéuticos incluyen los de la lista en los excipientes farmacéuticos de la
USP. Los Excipientes USP y NF, Incluidos por Categorias, paginas 2404 a 2406, USP 24 NF 19, Convencion de la
Farmacopea de los Estados Unidos de América Inc., Rockville, Md. (ISBN 1-889788-03-1). Los excipientes
farmacéuticamente aceptables, tales como vehiculos, adyuvantes, portadores o diluyentes, son facilmente
disponibles para el publico. Ademas, las sustancias auxiliares farmacéuticamente aceptables, tales como agentes
ajustadores de pH y reguladores, agentes ajustadores de tonicidad, estabilizadores, agentes de humedecimiento y
similares, se pueden conseguir facilmente para el publico.

Los vehiculos adecuados incluyen, pero no estan limitados a, agua, dextrosa, glicerol, solucion salina, etanol, y
combinaciones de los mismos. El vehiculo puede contener agentes adicionales tales como agentes de
humedecimiento o emulsificacion, agentes reguladores de pH o adyuvantes los cuales mejoran la efectividad de la
formulaciéon. Los vehiculos tépicos incluyen petréleo liquido, isopropil palmitato, polietilenglicol, etanol (95%),
polioxietileno monolaurato (5%) en agua, sulfato laurilo de sodio (5%) en agua. Otros materiales tales como
antioxidantes, humectantes, estabilizadores de viscosidad, y agentes similares pueden ser agregados segun sea
necesario. Los mejoradores de penetracion percutaneos tales como Azono también pueden ser incluidos.

En las formas de dosificacion farmacéutica, las composiciones de la presente invencién pueden ser administradas en
la forma de sus sales farmacéuticamente aceptables, o también pueden ser utilizadas solas o en asociacion
apropiada, asi como en combinacién, con otros compuestos farmacéuticamente activos. Las composiciones del
asunto materia son formuladas de acuerdo con el modo de administracion potencial.

Métodos de Tratamiento

Una enfermedad asociada con la integrina avp3 incluye, pero no esta limitada a, osteoporosis, tumor de los huesos o
crecimiento de cancer y sintomas relacionados con los mismos, crecimiento de tumor relacionado con la
angiogénesis y metastasis, metastasis del tumor en el hueso, hipercalcemia inducida por malignidades,
enfermedades del ojo relacionadas con la angiogénesis, enfermedad de Paget, artritis reumatica y osteoartritis.

Los péptidos de la presente invenciéon pueden ser administrados a un sujeto que necesita del tratamiento por medio
de una inyeccidn sistémica, tales como una inyeccion intravenosa; o por inyecciéon o aplicacién en el sitio relevante,
tal como mediante la inyeccidén directa, o la aplicacidon directa al sitio cuando el sitio esta expuesto en cirugia; o por
ejemplo, mediante la aplicacion tépica, tal como si la enfermedad se encuentra en la piel.

Los péptidos de la presente invencion también pueden ser utilizados como monoterapia. Como alternativa, los
péptidos de la presente invencion pueden ser utilizados en combinacidon con regimenes estandar para tratar las
enfermedades asociadas con la integrina avp3.

La administracion de los agentes puede ser lograda de diferentes maneras, incluyendo via oral, bucal, nasal, rectal,
parenteral, intraperitoneal, intradérmica, transdérmica, subcutanea, intravenosa, intraarterial, intracardiaca,
intraventricular, intracraneal, intratraqueal, intratecal, etc., o de otra manera mediante el implante o inhalacién. Por lo
tanto, estas composiciones pueden ser preparadas en formulaciones en forma sélida, semisdlida, liquida o gaseosa,
tales como tabletas, capsulas, polvos, granulos, unglientos, soluciones, supositorios, inyecciones, inhalantes y
aerosoles. Los siguientes métodos y excipientes son uUnicamente de ejemplo y de ninguna manera se deberan
interpretar como una limitacion.

Los vehiculos excipientes adecuados son, por ejemplo, agua, solucién salina, dextrosa, glicerol, etanol o similares, y
combinaciones de los mismos. Ademas, si se desea, el vehiculo puede contener cantidades menores de sustancias
9
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auxiliares tales como agentes de humedecimiento o emulsificaciéon, o agentes reguladores de pH. Los métodos
actuales para preparar dichas formas de dosificacion son conocidos, o los podran apreciar aquellos expertos en la
técnica. La composicion o formulacion para ser administrada contendra, en cualquier caso, una cantidad del agente
adecuada para lograr la condicidén deseada en el sujeto que esta siendo tratado.

Los péptidos de la presente invencidn pueden ser formulados en preparaciones para la inyeccion, disolviendo,
suspendiendo o emulsificandolos en un solvente acuoso o no acuoso, tal como aceites vegetales u otros similares,
glicéridos de acido sintético alifatico, ésteres de acidos alifaticos mas altos o propilenglicol; y si se desea, con aditivos
convencionales tales como solubilizadores, agentes isoténicos, agentes de suspension, agentes de emulsificacion,
estabilizadores y conservadores. Otras formulaciones para la administracién oral o parenteral también pueden ser
utilizadas, como es convencional en la técnica.

“Desintegrinas” se refiere a una familia de polipéptidos que pueden ser purificados de veneno de vibora, los cuales
contienen el acido arginina-glicina-aspartico (RGD) en la secuencia. Sin estar comprometido por teoria o0 mecanismo
alguno, se considera que los enlaces tripéptidos RGD con alta afinidad a las integrinas para bloquear la interaccién
de las integrinas con proteinas que contienen RGD. Por lo tanto los desintegrantes bloquean las funciones adhesivas
y actuan como inhibidores de agregacioén de plaquetas.

La abreviatura “Rho” significa “Rhodostomina”, la cual es una desintegrina derivada del veneno de Colloselasma
rhodostoma. La Rhodostomina no se enlaza especificamente a las integrinas allbp3, o581 y avf3, y prolonga el
tiempo de coagulacién de la sangre inhibiendo la agregacion de plaquetas a través del bloqueo de la glucoproteina
de plaquetas allbp3.

La “variante de desintegrina” o “variante de Rhodostomina” se refiere a una proteina activa funcionalmente, o a un
polipéptido o cualquier derivado de los mimos, que comprende una secuencia de aminoacidos derivada o modificada
o mutada de una desintegrina de tipo natural, tal como Rhodostomina. Una variante de desintegrina/Rhodostomina
funcionalmente activa puede enlazarse especificamente a e inhibir la actividad de la integrina avp3. La variante de
Rhodostomina de la presente invencién puede ser construida mediante cualquier método adecuado para los objetivos
de la presente invencion, y en una modalidad por medio del método de mutagénesis dirigida en el sitio, y en otra
modalidad por un método de reaccioén de cadena de polimerasa. Las variantes pueden incluir inserciones, adiciones,
eliminaciones o sustituciones comparadas con los péptidos. Las variantes de las secuencias de polipéptidos incluyen
variantes polimorficas biolégicamente activas.

Los péptidos de la presente invenciéon pueden incluir aminoacidos que ocurren de manera natural y de manera no
natural. Los péptidos pueden comprender D-aminoacidos, una combinacién de aminoacidos D- y L-, y varios
aminoacidos de “disefiador” o “sintético” (por ejemplo, aminoacidos B-metilo, aminoacidos Ca-metilo, y aminoacidos
Na-metilo, etc.) para transportar las propiedades especiales. Adicionalmente, los péptidos pueden ser ciclicos. Los
péptidos pueden incluir aminoacidos no clasicos con el objeto de introducir patrones de conformacion particulares.
Cualesquiera aminoacidos no clasicos conocidos pueden ser utilizados. Los analogos de aminoacidos y
peptidomiméticos pueden ser incorporados en un péptido para inducir o favorecer las estructuras secundarias
especificas, incluyendo, pero sin limitarse a, LL-Acp (acido LL-3-amino-2-propenidona-6-carboxilico), un analogo
dipéptido que induce un giro-B; analogos que inducen hojas-B; analogos que inducen giro-B; analogos que inducen o-
hélice, y analogos que inducen giro-y; analogos de giro Gly-Ala; isdsteros enlazados a amida; o tetrazol y similares.

Un residuo desamino o descarboxi puede ser incorporado en los extremos terminales del péptido, de modo que no
exista una terminal amino o un grupo carboxilo, para disminuir la susceptibilidad a las proteasas o restringir la
conformacién. Los grupos funcionales de la terminal C incluyen amida, alquilo inferior a amida, amida di- (alquilo
inferior), alcoxi inferior, hidroxi y carboxi, y los derivados de éster inferior de los mismos, y las sales
farmacéuticamente aceptables de los mismos.

El término “ICs0” 0 “la concentracidon media inhibitoria maxima” se refiere a la concentracién de Rho y su variante que
es requerida para una inhibiciéon del 50% de su receptor. El ICso es una medida de cuanto Rho o su variante se
necesita para inhibir un proceso biolégico en un 50%, tal como la afinidad de variante a su receptor.

El término “cantidad terapéuticamente efectiva” como es utilizada se refiere a una cantidad la cual, cuando es
administrada a un sujeto vivo, logra un efecto deseado en el sujeto vivo. Por ejemplo, una cantidad efectiva de la
variante Rho de la presente invencién para la administracion a sujetos vivos es una cantidad que previene y/o trata
una enfermedad portada por la integrina av3. La cantidad exacta dependera del propdsito del tratamiento, y lo podra
asegurar un experto en la técnica utilizando técnicas conocidas. Como se sabe en la técnica, ciertas modificaciones
pueden ser necesarias para la administracion sistémica contra localizada, la edad, peso corporal, salud general,
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sexo, dieta, tiempo de administracion, interaccion del farmaco y la severidad de la enfermedad y como se podra ser
asegurado por la experimentacion de rutina de los expertos en la técnica.

El término “antagonista del receptor” se refiere a un ligando de enlace de un receptor que inhibe la funcién de un
receptor bloqueando el enlace de un agonista al receptor, o el cual permite el enlace de un agonista, pero inhibe la
capacidad del agonista para activar el receptor.

El término “actividad de bloqueo del receptor de integrina allbB3 y/o a581 o sustancialmente reducido” se refiere a
una actividad reducida de por lo menos cinco veces en el bloqueo de receptor de integrina allbf3 y/o a5p1
comparado con la Rhodostomina del tipo natural. Por ejemplo, para calcular la reduccion en la actividad de bloqueo
del receptor allbB3 y/o a5p1 el ICso de la variante de Rhodostomina para la inhibicién del enlace de la integrina allb3
y/o a5B1 a una proteina matriz, tal como fibrinégeno, es comparado con el ICso del Rho.

El término “variante del patron RGD” se refiere a un péptido que comprende una modificaciéon en la secuencia de
aminoacidos que prolonga la secuencia RGD de una secuencia de tipo natural correspondiente, tal como la
secuencia %ue comprende el RGD en la Rhodostomina. Los ejemplos de las “variantes del patrén de RGD”, incluyen
“*ARGDDP®}, “PRLDMP®?, “*PRIDMP®?, y “.ARLDDL®®,

El término “RD” se refiere a la variante de Rhodostomina que tiene una variante **PRLDMP®® del patrén de RGD.

El término “PGP” se refiere a la variante de Rhodostomina que tiene una variante “*PRGDGP®® del patron de RGD.

El término ARLDDL se refiere a una variante de Rhodostomina que tiene una variante “®ARLDDL®® del patrén de
RGD.

El término “selectividad inhibitoria para la integrina avf3 relativa con los receptores allbB3 y/o a5B1” se refiere a una
selectividad de enlace de la variante hacia la integrina avf33 sobre los receptores allbf3 y/o a531, los cuales son
expresados como una proporcion del ICso de la variante para la inhibiciéon de los receptores de allbf3 y/o a5p31 sobre
esa para la inhibicion del receptor av33.

El término “tiempo de sangrado en la prolongacion de la actividad sustancialmente reducido” se refiere a la capacidad
reducida para inhibir la coagulacion de la sangre de una manera importante estadisticamente segin se mide en el
experimento de tiempo de sangrado descrito en la descripcidn.

El término “pegilado-RD” se refiere a un producto pegilado de la proteina RD.

El término “albumina-RD, o HSA-RD” se refiere a un producto conjugado de albumina humana de la proteina RD.

REVISION GENERAL DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a variantes de desintegrina que son antagonistas selectivos de la integrina avp3. Las
variantes de desintegrina tal como los compuestos relacionados con el RD inhiben de manera potente la
diferenciacion de osteoclastos in vitro. También inhiben la actividad de reabsorcion del osteoclasto y el aumento
inducido por la ovariectomia en la formacién del osteoclasto en estudio de animales. Ademas, el RD inhibe el
crecimiento de tumor de las células de cancer de préstata y mama en los huesos. La hipercalcemia inducida por las
malignidades también fue bloqueada de manera efectiva por las proteinas relacionadas con el RD. La enfermedad de
Paget (también conocida como osteitis deformans) es una enfermedad de los huesos crénica que generalmente da
como resultado huesos alargados y deformados debido a la rotura irregular y la formacion de tejidos del hueso. Han
sido aprobados los bisfosfonatos para el tratamiento de la enfermedad de Paget. La osteoartritis también esta
relacionada con el aumento en la actividad del osteoclasto. Basados en el mecanismo de accion similar, los
derivados de RD deberian también ser efectivos para el tratamiento de estas enfermedades de los huesos. Una
inyeccion intravenosa de RD o PGP en una dosis muy elevada de 30 mg/kg no afecta la sobrevivencia de los ratones
(n = 3). Ademas, la administracién a largo plazo de PGP (I. V., 0.5 mg/kg/dia), durante 6 semanas no afecto el nivel
en el suero de la creatinina, GOT, y GPT, lo cual sugiere que no existen efectos secundarios en el rifién ni el higado.
Por lo tanto, el RD y sus derivados son candidatos de farmacos potenciales para el tratamiento de la osteoporosis,
tumor de los huesos, hipercalcemia inducida por malignidades, la enfermedad de Paget, artritis reumatica,
osteoartritis y enfermedad de los ojos relacionados con la angiogénesis.

Muchas clases de veneno de viboras contienen proteinas que comprenden un dominio RGD. Estas proteinas que
contienen el dominio RGD son denominadas desintegrinas. Una modificacién en la secuencia que prolonga el
dominio RGD da como resultado una variante de polipéptido Unica con una afinidad de enlace reducida a otros tipos
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de integrina pero una selectividad aumentada para la integrina avB3. Las variantes de la desintegrina incluida la
variante de Rhodostomina resultaron ser posibles candidatos terapéuticos para, entre otros, la osteoporosis, la
supresion del crecimiento de tumor en los huesos, y enfermedad de los ojos relacionadas con angiogénesis. Ademas,
las variantes de desintegrina incluyendo las variantes de Rhodostomina que tiene una regién de patrén RGD con al
menos una sustitucion de aminoacidos pueden ser herramientas valiosas para el desarrollo de antagonistas
selectivos para la integrina av33.

Un aspecto de la presente invencion es un polipéptido que tiene una actividad antagonista del receptor de integrina
avB3 y una actividad reducida de bloqueo del receptor de integrina allbB3 y/o a5B1, comparada con la Rhodostomina
del tipo natural. El polipéptido es codificado por una secuencia de nucleétido de Rhodostomina modificados que
codifica una secuencia de aminoacidos modificada la cual da como resultado un polipéptido que tiene una actividad
sustancialmente reducida del bloqueo del receptor de integrina allb3 y/o a5B1. El polipéptido puede ser pegilado o
conjugado con albumina.

Otro aspecto de la presente invencion es un polipéptido que es una variante de Rhodostomina, en el cual la
Rhodostomina comprende una secuencia de aminoacido seleccionada de las SEQ ID NOs: 57 a 69 o una sal
farmacéuticamente aceptable de dicho polipéptido.

Otro aspecto de la presente invencion es un polipéptido que esta codificado por una secuencia de nucleétido
seleccionada de las SEQ ID NOs: 44 a 56.

Otro aspecto de la presente invencion es un polipéptido aislado que es codificado por un ADN que tiene una
secuencia de nucleétidos de Rhodostomina modificados seleccionados de las SEQ ID NOs: 44 a 56. El polipéptido
exhibe por lo menos aproximadamente una disminucion de 5, 50, o 100 veces en la afinidad al allbB3 y/o a531
comparada con la Rhodostomina. En una modalidad de la presente invencién, el polipéptido exhibe por lo menos
aproximadamente una disminucién de 200 veces en la afinidad a la integrina allbB3 y/o a5B1 comparada con la
Rhodostomina. En otra modalidad de la presente invencion, el polipéptido exhibe por lo menos una disminucion de
aproximadamente 1000 o 2000 veces en la afinidad a la integrina allbB3 y/o a581 comparada con la Rhodostomina.
En otra modalidad de la presente invencion, el polipéptido exhibe por lo menos una disminucion de aproximadamente
5, 50, 100, 1000, o 2000 veces en la afinidad de las plaquetas comparadas con la Rhodostomina. En otra modalidad
mas de la presente invencién, el polipéptido exhibe una actividad sustancialmente reducida en la prolongacion del
tiempo de coagulacion de la sangre comparada con la Rhodostomina o la desintegrina del tipo natural.

Otro aspecto mas de la presente invencidon es una composicion fisiolégicamente aceptable que comprende un
polipéptido de la presente invencion y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Otro aspecto mas de la presente invencién es una variante de Rhodostomina para utilizar en el tratamiento y/o
prevencion de enfermedad asociada con la integrina av3 en un mamifero incluyendo un humano. El método incluye
el paso de administrar al mamifero que lo necesita una cantidad terapéuticamente eficaz de un polipéptido aislado, o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. En este caso el polipéptido tiene la actividad antagonista de
integrina del receptor avB3 y una actividad sustancialmente reducida del bloqueo del receptor de integrina allbp3 y/o
integrina a531 comparado con la Rhodostomina del tipo natural, y por lo tanto da como resultado el tratamiento y/o
prevencion de las enfermedades asociadas con la integrina avB3 de mamifero. El polipéptido es codificado por una
secuencia de nucledtidos de Rhodostomina modificados que codifican una secuencia de aminoacido de
Rhodostomina modificada la cual da como resultado un polipéptido que tiene una actividad sustancialmente reducida
de bloqueo de receptor de integrina allbf3 y/o integrina a5B1. El polipéptido empleado en el método puede ser
pegilado o conjugado con albumina. El polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de las
SEQ ID Nos : 57 a 69.

En una modalidad de la presente invencién, un polipéptido de la invencidén es utilizado para el tratamiento y/o
prevencion de una enfermedad asociada con la integrina av33, la cual incluye pero no esta limitada a osteoporosis,
crecimiento de tumor en los huesos o cancer y sintomas relacionados con los mismos, crecimiento de tumores
relacionados con la angiogénesis y metastasis, metastasis de tumores en los huesos, hipercalcemia inducida por las
malignidades, enfermedades de los ojos relacionadas con la angiogénesis, enfermedad de Paget, artritis reumatica vy,
osteoartritis.

En otra modalidad de la presente invencién, un polipéptido de la invenciéon es utilizado para el tratamiento y/o
prevencion de una enfermedad de los ojos relacionada con la angiogénesis, la cual incluye pero no esta limitada a,
degeneraciéon macular relacionada con la edad, retinopatia diabética, enfermedades de neovascularizacién de la
cornea, retinopatia de la neovascularizacion inducida por isquemia, miopia alta, y retinopatia de premadurez.
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En otra modalidad mas de la presente invencién, un polipéptido de la invencién es utilizado para el tratamiento y/o la
prevencion de la osteoporosis. La osteoporosis estd asociada con un padecimiento patolégico seleccionado de
deficiencia de estrégenos posmenopausia, osteoporosis secundaria, artritis reumatoide, ovariectomia, enfermedad de
Paget, cancer de los huesos, tumor de los huesos, osteoartritis, formacién aumentada de osteoclastos, y actividad
aumentada de osteoclastos. Ademas, la osteoporosis incluye pero no esta limitada a una osteoporosis inducida por la
ovariectomia o pérdida de los huesos y osteoporosis posmenopausica o pérdida del hueso.

Otro aspecto mas de la presente invencién es una variante de Rhodostomina para utilizar en el tratamiento y/o
prevencion de cambios fisiolégicos en un mamifero incluyendo a un humano inducidos por la ovariectomia o la
osteoporosis posmenopausica. El método incluye la administracion al mamifero que lo necesita de una cantidad
terapéuticamente eficaz de un polipéptido aislado, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo el cual tiene la
actividad antagonista del receptor de integrina av3 y la actividad sustancialmente reducida de bloqueo del receptor
de integrina allbB3 y/o a5B1 comparado con la Rhodostomina de tipo natural, y que resulta por lo tanto en el
tratamiento y/o en la prevencién de cambios fisiolégicos inducidos por la ovariectomia en el mamifero. El polipéptido
es codificado por una secuencia de nucleétidos de Rhodostomina modificados que codifica una secuencia de
aminoacidos modificados resultante en dicho polipéptido que tiene una actividad sustancialmente reducida de
bloqueo del receptor de integrina allbf3 y/o a5B1 a variante del polipéptido comprende una secuencia de aminoacido
seleccionada de las SEQ ID NOs: 57 a 69, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. En otra modalidad, la
variante del polipéptido es pegilado o conjugado con albumina.

Oftro aspecto mas de la presente invencion es un método para utilizar la variante de Rhodostamina para la inhibicion
y/lo prevencién de crecimiento de células de tumor en los huesos y sintomas relacionados con los mismos en un
mamifero incluyendo un humano. El método incluye la administracién al mamifero que lo necesita de una cantidad
terapéuticamente eficaz de un polipéptido aislado, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, la cual tiene la
actividad del antagonista del receptor de integrina avB3 y una actividad sustancialmente reducida de bloqueo del
receptor de integrina allbB3 y/o a581 comparado con una Rhodostomina de tipo natural, y que da por lo tanto, como
resultado la inhibicion y/o prevencion del crecimiento de la célula de tumor en los huesos y los sintomas relacionados
con los mismos en el mamifero. El polipéptido es codificado por una secuencia de nucleétidos de Rhodostomina
modificada que codifica una secuencia de aminoacidos modificada y como resultado se obtiene dicho polipéptido que
tiene una actividad sustancialmente reducida del bloqueo del receptor de integrina allb3 y/o a5p1.

Los sintomas patolégicos relacionados con el crecimiento de la célula del tumor en los huesos incluyen una actividad
aumentada del osteoclasto, una reabsorcion de hueso aumentada, lesiéon del hueso, hipercalcemia, y pérdida de
peso corporal y cualesquiera combinaciones de los mismos. El crecimiento de la célula de tumor en los huesos
incluye células de cancer de los huesos, y células de cancer convertidas en metastasis que se originan del cancer de
prostata, cancer de mama, cancer de pulmén, cancer renal, cancer de ovario, cancer pancreatico o cancer de
mieloma.

El polipéptido es una variante de Rhodostomina que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de las
SEQ ID NOs: 57 a 69, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. La variante del polipéptido puede ser
pegilada o conjugada con albumina.

Otro aspecto mas de la presente invencion es un método para la elaboracion de un polipéptido de la invencion,
comprendiendo el método los pasos siguientes: (a) transformar una célula huésped con un polinucleétido que codifica
dicho polipéptido para obtener uno o mas de un transformante; (b) seleccionar un transformante que tiene uno o mas
que una copia de dicha construccion de ADN insertada en el transformante; (c) cultivar el transformante en un medio
de cultivo para amplificar la poblacién de células del mismo; (d) recolectar las células del transformante; (e) cultivar
las células del transformante recolectadas en un medio de cultivo libre de aminoacidos, y (g) recolectar el
sobrenadante para obtener dicho polipéptido.

El paso (e) anteriormente mencionado puede comprender ademas el paso de agregar metanol al medio de cultivo
para inducir la expresion del polipéptido en las células transformantes. En una modalidad, el paso (g) puede
comprender ademas el paso de realizar una cromatografia de columna para obtener dicho polipéptido. En una
modalidad adicional, el método anteriormente mencionado puede comprender ademas el paso de realizar una HPLC
para obtener el polipéptido aislado, purificado.

Estos y otros aspectos de la presente invencion se describen mas adelante de una manera mas especifica.

Se compraron células RANKL y M-CSF recombinantes humanas de R&D Systems (Minneapolis, MN). Los
telopéptidos de la terminal C del equipo de ELISA de colageno tipo | fueron obtenidos de Cross Laps (Herlev,
Dinamarca). Todos los otros quimicos fueron obtenidos en Sigma.
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EJEMPLO 1

Construccion de ADN que Codifica la Rhodostomina y las Variantes

La Rhodostomina fue clonada y expresada en el vector pGEX-2KS [20] como una plantilla. EI ADN que
codifica el Rho fue compuesto de codones preferencialmente utilizados en Pichia pastoris. EI ADN de Rho fue
amplificado por medio de la reaccion de cadena de polimerasa (PCR) con el cebador sentido 5-
GAATICGAATICCATCATCATCATCATCAT CATGGTAAGGAATGTGACTGTICTT-3’ (Rho-Pic-1; SEQ ID NO: 3) que
tenia un reconocimiento Eco R1 y seis residuos de histidina para facilitar la purificacién. El cebador antisentido es 5’-
CCGCGGCCGCGGTCAGTGGTATCTTGGACAGTCAGC-3’ (SEQ ID NO:136) o] 5'-
CCGCGGCCGCGGTIAGTGGTATCTIGGACAGTCAGC-3’ (Rho-Pic-2; SEQ ID NO: 4) con el reconocimiento de Sac
Il'y un codén de detencion TCA (o TTA). El producto PCR fue purificado y luego ligado dentro de los sitios Eco R1 y
Sac Il del vector de recombinacion de levadura, pPICZ(XA. El plasmido recombinante fue utilizado para transformar
una cepa DH5a, y las colonias fueron seleccionadas en placas de agar con poca sal LB (triptona al 1%, extracto de
levadura al 0.5%, NaCl 0.5%, agar 1.5% en un pH de 7.0) y 25 pg/ml de antibiético de Zeocina.

Las variantes de Rhodostomina fueron sintetizadas y amplificadas por la reacciéon en cadena de polimerasa (PCR)
utilizando una estrategia de oligonucleétidos que se solapan con los cebadores que contienen los sitios de restriccion
Eco Rl y Sac Il. Las secuencias de nucleétidos de diferentes cebadores utilizados para la sintesis o confirmacion de
las variantes se encuentran en la lista de la tabla 1. La proteina de fusion RD-HSA fue construida utilizando
procedimientos similares. EI cADN de la albumina de suero humano fue comprada en Invitrogen, y el gen estructural
de albumina fue fusionado en la terminal N del gen Rho con una secuencia de aminoacidos del enlazador GSGSGS
(SEQ ID NO: 137) y con seis residuos de histidina en la terminal N.
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TABLA 1

Cebador Secuencia SEQ ID NO:
RLD-1 Sentido GAATCCCAAGACTTGACATGCCAG (SEQ ID NO: 5)
RLD-2 Antisentido CTGGCATGTCAAGTCTTGGGATTC (SEQ ID NO: 6)
RHD-1 Sentido AGAATCCCAAGACACGACATGCCAGAC  (SEQ ID NO: 7)
RHD-2 Antisentido GTCTGGCATGTCGTGTCTTGGGATTCT (SEQ ID NO: 8)
RID-1 "Sentido AGAATCCCAAGAATCGACATGCCAGAC (SEQ ID NO: 9)
RID-2 Antisentido GTCTGGCATGTCGATTCTTGGGATTCT (SEQ ID NO: 10)
P48A-1 Sentido TGTAGAATCGCTAGAGGTGACATG (SEQ ID NO: 11)
P48A-2  Antisentido CATGTCACCTCTAGCGATTCTACA (SEQ ID NO: 12)
ARGD-2  Antisentido GTCACCTCTTGCGATTCTACAG (SEQ ID NO: 13)
RGDNP-1 Sentido CAAGAGGTGACAACCCAGACGACAG (SEQ ID NO: 14)
RGDNP-2 Antisentido CTGTCGTCTGGGTTGTCACCTCTTG (SEQ ID NO: 15)
RGDDP-1 Sentido CAAGAGGTGACGACCCAGACGACAG (SEQ ID NO: 16)
RGDDP-2 Aﬁtisentido CTGTCGTCTGGGTCGTCACCTCTTG (SEQ ID NO: 17)
RGDGP-1 Sentido CAAGAGGTGACGGTCCAGACGACAGATG (SEQ ID NO: 18)
RGDGP-2 Antisentdo ~ CATCTGTCGTCTGGACCGTCACCTCTTG  (SEQ ID NO: 19)
RGDDL-1 Sentido CAAGAGGTGACGACCTAGACGACAGATG  (SEQ ID NO: 20)
RGDDL-2 Antisentido  CATCTGTCGTCTAGGTCGTCACCTCTTG  (SEQ ID NO: 21)
RGDDM-1 Sentido CAAGAGGTGACGACATGGACGACAGATG (SEQ ID NO: 22)
RGDDM-2 Antisentido CATCTGTCGTCCATGTCGTCACCTCTTG (SEQ ID NO: 23)
RGDDV-1 Sentido CAAGAGGTGACGACGTAGACGACAGATG (SEQ ID NO: 24)
RGDDV-2 Antisentido o ATCTGTCGTCTACGTCGTCACCTCTTG  (SEQ ID NO: 25)
a-factor TATTGCCAGCATTGCTGC (SEQ ID NO: 26)
5-A0X1  Sentido GACTGGTTCCAATTGACAAGC (SEQ ID NO: 27)
3-AOX1  Antisentido GCAAATGGCATTCTGACATCC (SEQ ID NO: 28)
RLDDL-1 Sentido CAAGACTTGACGACCTAGAC (SEQ ID NO: 74)
RLDD-2  Antisentido  GTCGTCAAGTCTTGGGATTC (SEQ ID NO: 75)
RGDDL-1  Sentido CAAGACTTGACGACCTAGAC (SEQ ID NO: 76)
ARLDD-2 Antisentido GTCGTCAAGTCTTGCGATTC (SEQ ID NO: 77)

Nota: Cebador del factor-a fue utilizado como un cebador para la elaboracién de secuencias; los cebadores 5-A0X1

& 3’-AOX1 fueron utilizados para revisar la presencia del ADN insertado.

Las reacciones de cadena de polimerasa se llevaron a cabo en una temperatura de 95°C durante 1 minuto, 55°C
durante 1 minuto, luego a 72°C durante 1 minuto por 25 ciclos. También una secuencia de cebadores fue utilizada
para generar sitios de mutaciéon multiples. Los productos del PCR fueron separados en gel de agarosa al 2% y
visualizados mediante la tincion de bromuro de etidio. Los productos deseados de PCR fueron purificados y luego
ligados en los sitios Eco Rl y Sac Il del vector de transferencia de levadura pPICZa A. El plasmido recombinante fue
utilizado para transformar una cepa Escherichia coli azul XL1 y las colonias seleccionadas en placas de agar que
contienen el antibiético Zeocina. Las colonias XL1-azul de E. coli fueron recolectadas, el plasmido de ADN aislado, y
la secuencia confirmada por la elaboracién de secuencias del inserto. La tabla 2 enumera los ID NOs. de las

secuencias del cebador utilizadas para sinterizar los ADN que codifican la Rhodostomina y varias variantes.
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TABLA 2

Cebadores para la sintesis de los ADN que codifican Rhodostomina y varias variantes

Cebador Sentido Cebador Variante de Rhodostomina
Antisentido
SEQIDNO: 3 SEQID NO: 4 (Rho) “pPRGDMP>

SEQIDNO:16 SEQIDNO:13  Variante 8ARGDDP?
SEQIDNO:24 SEQIDNO:13 Variante “ARGDDV®
SEQIDNO:70 SEQIDNO:71  Variante 4 ARGDDL>
SEQIDNO:20 SEQIDNO:21 Variante “PRGDDL®®
SEQIDNQ:72 SEQIDNO:73  Variante “*ARGDDM™
SEQIDNO:22 SEQIDNO:23  variante **PRGDDM®
SEQIDNO:5 SEQIDNQO:6  Variante “pRLDMP
SEQIDNO:74 SEQIDNO:75 Variante ®PRLDDL™

SEQIDNO:76 SEQIDNO:77  Variante “°ARLDDL®

SEQIDNO:9 SEQIDNO:10 Variante “pRiDMP>3

SEQIDNO:7 SEQIDNO:8  Variante “®PRHDMP®
SEQIDNO: 14 SEQIDNO: 15  Variante “*PRGDNP*
SEQIDNO:18 SEQIDNQ:19 Variante pRGDGP>

EJEMPLO 2
Proteinas de Expresioén y Purificacion de la Rhodostomina y las Variantes

La expresion de la proteina de Rhodostomina y sus variantes en Pichia fue realizada de acuerdo con los protocolos
del equipo Pichia EasyComp™ con modificaciones menores. Brevemente, un total de 10 pg de plasmidos que
contienen el ADN que codifica la Rhodostomina o sus variantes fueron purificadas y diferidas con Sac | para linealizar
los plasmidos. La cepa de Pichia X33 fue transformada con las construcciones linealizadas por un método de choque
de calor, utilizando un equipo de Pichia EasyComp™ que se consigue en Invitrogen®. El transformante integrado en
el lugar 5 AOX1 por un solo cruce. El PCR fue utilizado para analizar los integrantes de Pichia para determinar si el
gen Rho ha sido integrado dentro del genoma de Pichia y las células fueron lisadas por medio de Lyticase (Sigma).
Las colonias fueron seleccionadas en placas de agar con un contenido de YPD (extracto de levadura al 1%, peptona
al 2%, glucosa al 2% y agar 2%) y 100 pg/ml de Zeocina. Un numero de clones con copias multiples de las
inserciones del gen Rho fueron seleccionadas para recolectar el clon que tiene la expresion mas alta de la proteina
Rho.

El Rho recombinante y sus variantes fueron producidos de la siguiente manera: las colonias seleccionadas fueron
cultivadas en un medio YPD (extracto de levadura al 1%, peptona al 2%, y dextrosa al 2%) con un contenido de 100
pug/ml Zeocina a una temperatura de 30°C. Después de 48 horas, las células fueron recolectadas y sometidas a
centrifugacion y se cultivaron en 1 litro de un medio de metanol minimo (con un contenido de base de nitrégeno de
levadura del 1.34% con sulfato de amonio sin aminoacidos y 4 x 10 % de biotina). Se agregé un total de metanol al
1% una vez cada 24 horas para inducir la expresiéon del Rho o la variante durante 2 dias. El sobrenadado fue
recolectado mediante centrifugacion y dializado dos veces contra 5 litros de regulador A (5 mM EDTA, 8M urea y 10
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mM regulador Na-fosfato, pH 7.7). La solucion final fue cargada en una columna de quelacién de niquel y eluida con
un gradiente de 200 mM de imidazol. La Rhodostomina recombinante y sus variantes fueron purificadas
adicionalmente por HPLC (HPLC C18 de fase inversa). El Rho recombinante purificado tenia una pureza mayor del
95% juzgada por el SDS-PAGE de tricina.

El Rho y sus variantes fueron sometidos posteriormente al analisis de espectrometria de masa de electrorociado para
revisar el peso molecular. La secuencia de aminoacidos de los patrones RGD del Rho y sus variantes se muestran
en la tabla 3.

TABLA 3
SEQ Patrén RGB y Variantes del mismo Abreviatura
ID NO.
2 “Arg-Gly-Asp”’ *RGD""
29  *Pro-Arg-Gly-Asp-Met-Pro® (Tipo natural) “PRGDMP
30 *®Ala-Arg-Gly-Asp-Asp-Pro® SARGDDP?
31 *8Ala-Arg-Gly-Asp-Asp-Val®® ARGDDV®®
32  “®Ala-Arg-Gly-Asp-Asp-Leu “ARGDDL®
33 “Pro-Arg-Gly-Asp-Asp-Leu “8pRGDDL
34  *Ala-Arg-Gly-Asp-Asp-Met> “8ARGDDM*
35  “®Pro-Arg-Gly-Asp-Asp-Met™ “pRGDDM™
36  “*Pro-Arg-Leu-Asp-Met-Pro®® “8pRLDMP>* (RD)(RLD)
36  “®Pro-Arg-Leu-Asp-Met-Pro> (pegilado)  *48pR| DMP®®-5K
37  *®Pro-Arg-Leu-Asp-Asp-Leu™ “pRLDDL™
38  “®Ala-Arg-Leu-Asp-Asp-Leu™ “SARLDDL™
39  “*Pro-Arg-lle-Asp-Met-Pro> “8pRIDMP*(RID)
40  “®Pro-Arg-His-Asp-Met-Pro® “8pRHDMP>?
41  “*®Pro-Arg-Gly-Asp-Asn-Pro> “pRGDNP®
42 “®Pro-Arg-Gly-Asp-Gly-Pro> 8pPRGDGP>®(PGP)
*8PRLDMP®-5K se refiere a “*PRLDMP®® pegilado.
EJEMPLO 3

Efectos del RD y sus Derivados en el Tiempo de Sangrado

La medicién del tiempo de sangrado fue realizado de la siguiente manera: Los ratones fueron anestesiados con
tricloroacetaldehido (200 mg/kg), y el tiempo de sangrado fue medido por un método descrito anteriormente, como
modificaciones menores [21]. Se inyectaron solucién salina y proteina por ruta intravenosa a través de la vena de la
cola del raton (macho ICR, con un peso corporal promedio de entre 23.5 + 1.8 g). Un corte rapido de 0.5 mm de la
punta de la cola del ratobn se hizo 5 minutos después de la inyeccion. La cola entonces fue sumergida
inmediatamente en un vaso de precipitacion lleno de solucién salina, mantenido a una temperatura de 37°C, y el
tiempo de sangrado fue medido.

La figura 1 muestra los efectos de las proteinas RD y ARLDDL en el tiempo de sangrado de la cola de los ratones. El
tiempo de sangrado de la cola fue medido 5 minutos después de la administracién intravenosa de la solucion salina,
RD, ARLDDL, Rhodostomina (0.6 mg/kg por cada uno) del HSA-RD (5 mg/kg). La inyeccién intravenosa de
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Rhodostomina (0.5 mg/kg) ejercié un efecto pronunciado al prolongar el tiempo de coagulacion de los ratones. Sin
embargo, ambos RD y ARLDDL (0.5 mg/kg), los cuales ejercieron selectividad para la integrina avB3, solamente
afectaron ligeramente el tiempo de coagulacién de los ratones comparados con la Rhodostomina. Los resultados se
expresan como el promedio + S. E. M (n = 6).

EJEMPLO 4

Ensayo de Agregacién de Plaguetas

Se recolectaron muestas de sangre venosa (9 partes) de donadores sanos quienes no habian recibido medicamento
alguno durante por lo menos dos semanas en citrato de sodio al 3.8 % (1 parte). Las muestras de sangre fueron
centrifugadas a 150 x g por 10 minutos para obtener un plasma rico en plaquetas (PRP) y se permitié que reposara
durante 5 minutos, y se recolectaron PRP. El plasma deficiente de plaquetas (PPP) fue preparado de la sangre
restante mediante centrifugacion a 2000x g durante 25 minutos. La cuenta de plaquetas PPP fue medida en un
analizador hematolégico y diluida a 250,000 plaquetas/pl. Una solucién de 190 ul de PRP y 10 ul de cualquiera de
Rho o el regulador PBS fue incubada durante 5 minutos en un agregémetro Hema Tracer 601 a una temperatura de
37°C. Se agregaron adicionalmente diez microlitros de 200 uyM de difosfato de adenosina (ADP) para revisar las
respuestas de la agregaciéon de plaquetas por la transmision de luz.

EJEMPLO 5

Ensayo de Inhibicién de la Adhesién Celular

Los ensayos de inhibicion de la adhesion celular se realizaron como se describié anteriormente [27]. Brevemente, los
depdsitos de las placas de 96 depositos Imulon-2 de microtitulacion (Costar, Corning, E.U.A.) fueron recubiertos con
100 pl de solucién salina regulada por fosfato (PBS: 10 mM de regulador de fosfato, 0.15M NaCl, pH 7.4) con un
contenido de sustratos en una concentracién de 50 a 500 nM, e incubado durante la noche a una temperatura de
4°C. Los sustratos y las concentraciones de recubrimientos fueron fibrinégeno (Fg) 200 pg/ml, vitronectina (Vn) 50
pg/ml, y fibronectina (Fn) 25 pg/ml. Los sitios de enlace de la proteina no especificos fueron bloqueados mediante la
incubacion de cada depodsito con 200 pl de la albumina de suero bovino al 1% desnaturalizada con calor (BSA,
Calbiochem) a temperatura ambiente (25°C) durante 1.5 horas. El BSA desnaturalizado con calor fue descartado y
cada depdsito fue lavado dos veces con 200 ul de PBS.

Las células de ovario de hamster Chino (CHO) que expresan las integrinas avf3 (CHO-avB3) y allbf3 (CHO-allbB3)
fueron mantenidas en 100 pl de Medio Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM). Las células del ovario del hamster
Chino (CHO) que expresan las integrinas avp3 (CHO-av3) y allbp3 (CHO-allbB3) fueron proporcionadas
amablemente por el Dr. Y. Takada (Scripps Research Institute). Las células de la eritroleucemia humana K562 fueron
compradas de ATCC y cultivadas en el medio RPMI-1640 con un contenido de suero fetal bovino al 5%. Las células
CHO y K562 que se cultivan en la fase log fueron desmontadas por medio de tripsinizacion y utilizadas en el ensayo
en cantidades de 3 x 10° y 2.5 x 10° células/ml, respectivamente. La Rho y sus variantes fueron agregadas a las
células cultivadas e incubadas a una temperatura de 37°C, CO, 5% durante 15 minutos. La Rho y sus variantes
fueron utilizadas como inhibidores en las concentraciones de 0.001 a 500 uM. Las células tratadas entonces fueron
agregadas a las placas recubiertas y se hicieron reaccionar a una temperatura de 37°C, CO, 5% durante 1 hora. La
solucion de incubacion fue entonces descartada y las células no adheridas fueron eliminadas lavando dos veces con
200 pl de PBS. Las células enlazadas fueron cuantificadas por medio de la tincidon de cristal violeta. Brevemente, el
depdsito fue fijado con 100 pl de formalina al 10% durante 10 minutos y secado. Cincuenta microlitros de cloruro de
metilrosanilina al 0.05% entonces fueron agregados dentro del depdsito a temperatura ambiente durante 20 minutos.
Cada depédsito fue lavado con 200 ul de agua destilada cuatro veces y secado. La coloracion se llevé a cabo
agregando 150 pl de solucién de color (alcohol al 50% y 0.1% de acido acético). La absorbancia resultante se ley6 en
600 nm y las lecturas fueron correlacionadas con el nimero de células que se adhirieron. La inhibicién fue definida
como % de inhibicién = 100 - [ODego (variante de Rhodostomina-muestra tratada)/ ODggo (muestra sin tratar)] x 100.

EJEMPLO 6
Efectos Inhibitorios del RD y sus Derivados en las Integrinas av33, allb3, y a5p1

El ICs0 del RD y sus derivados en el enlace de integrina fueron obtenidos mediante un ensayo de adhesion de células
que se describen en el Ejemplo 5 anterior. Brevemente, las proteinas de matriz tales como la fibronectina,
vitronectina, o fibrinogen, fueron recubiertas en una concentracion fija en placas de microtitulaciéon, como se describié
en el Ejemplo 5, y se les agregaron Rho y sus variantes a las células que expresan la integrina en diferentes
concentraciones en un rango de 0.001 a 500 uM para obtener un ICso. A un ICso menor, una mayor especificidad o
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potencia de la variante.

La modificacion del patréon RGD del Rho tiene efectos unicos en las actividades biolégicas de los Rho: la actividad
para inhibir el enlace de las integrinas allbf3 o a5B1 a las proteinas de matriz fue reducida y la selectividad a la
integrina avB3 fue aumentada como resultado de la modificacion de la secuencia. La tabla 4 muestra el resultado de
ICs0 para la inhibicién de la adherencia de células por Rho y sus derivados.

TABLA 4
Inhibicién de la adhesién de células ECM por el RD y sus derivados

IC50 (nM)

Variante del patrén RGD

'y SEQ ID NO: allbB3 / Fg avp3 / Fg a5B1/Fn
“PRGDMP> (29) 21.0+11.2 (179 13.0+5.7 (20) 256.8 £ 87.5 (21)
“®ARGDDP*(30) 8509+3226(3) 453+17.4(3) 5044.5+ 15545 (3)
®ARGDDV® (31) 2552+107.2(3) 158+55(3) 213.1+74.4(3)
“ARGDDL%(32) 1518.1+740.4 (4) 41.3+16.0(5) 526.7 +200.3 (5)
“PRGDDL**(33) 1224.0+231.2(4) 76.0+16.0(4) 3017.0+801.5(3)
ARGDDM® (34) 627.2+317.6(3) 49.0+19.2(6) 350.8+81.0 (4)
“PRGDDM*(35) 1117.8+379.7(3) 211.0+91.3(5) 4047.3 +1784.3 (4)
“®PRLDMP*(36)  2219.8+996.9(6) 35.0%14.1(5) 3043.3+1117.6 (4)
**PRLDMP®.5K  2408.0 + 1090.0 (2) 114.8+51.1 (4) >3730 (3)
“PRLDDL®®(37)  >5880 (3) 342.3+ 110.1(3) >5880 (4)
“ARLDDL%*(38)  59217.8+966.4 (3) 36.8+12.8(3) 23171.0+925.5(3)
“PRIDMP®(39)  >5880 (2) 119.9+19.7(3) >5880 (3)
“PRHDMP®(40)  2109.0 +810.0 (3) 131.6+35.3(3) >5880 (3)
“PRGDNP> (41)  185.01£61.7 (4) 248+13.1(5) 357.0+80.6(3)
“PRGDGP®(42) 2591.0+572.2(3) 204.1+87.0(3) 3462.0 + 1525.5 (4)

“8pRGDMP?® (29) se refiere al patron RGD de Rho y comprende una secuencia de aminoacidos establecida por la
SEQ ID NO: 29; “®PRLDMP®® (36) se refiere a la variante del patron RGD del RD y comprende una secuencia de
aminoacidos establecida por la SEQ ID NO: 36.

@ Los numeros representan los nimeros de experimentos.

Las variantes de Rhodostomina tienen una afinidad mucho mas baja a la allbB3 y/o a581 comparada con el Rho
(Tabla 4). Por ejemplo, como se muestra en la tabla 4, el IC5so del RD (es decir, PRLDMP), la inhibicién de las
integrinas allbp3 y a5B1 aumenté mas de 104 y 10 veces, respectivamente, comparada con la del Rho. Ademas, el
ICs0 del ARLDDL de la inhibicion de integrinas allbB3 y a5B1 aumenté mas de 2000 veces comparada con la del Rho.
El ICs0 del RD pegilado y el RD conjugado de albumina humana en el enlace allbp3 aumenté 113.7 y 129.9 veces,
respectivamente, comparado con el del Rho (Tabla 5). Por lo tanto, las afinidades de las variantes a las plaquetas
fueron reducidas marcadamente comparadas con las del Rho (Tabla 5).
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EJEMPLO 7

Efectos del RD vy sus Derivados en la Osteoclastogénesis

Los osteoclastos son miembros de la familia especializada de monocito/macréfago que diferencia los precursores
hematopoyéticos de la médula ésea. Los cultivos de precursores de osteoclastos en la presencia de M-CSF (20
ng/ml) y sRANKL (50 ng/ml) durante 8 dias se indujeron la formacién de osteoclastos maduros grandes con nucleos
multiples, los cuales fueron caracterizados por la adquisicion de marcadores fenotipicos maduros, tales como TRAP.
El método de osteoclastogénesis de las células hematopoyéticas cultivadas de la médula 6sea y los efectos del RD y
sus derivados en la osteoclastogénesis fueron investigados de la siguiente manera.

Las células de médula 6sea fueron preparadas eliminando los fémurs de ratas SD de 6 a 8 semanas y lavando la
cavidad de la médula 6sea con a-MEM el cual fue suplementado con 20 mM HEPES y FCS inactivado por calor al
10%, 2 mM-glutamina, penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (100 pg/ml). Las células no adherentes (células
hematopoyéticas) fueron recolectadas y utilizadas con precursores de los osteoclastos después de 24 horas. Las
células fueron sembradas en 1 x 10° células/depdsito (0.5 ml) y en las placas de 24 depdsitos en la presencia del
RANKL soluble recombinante humano (50 ng/ml) y M-CSF murido (20 ng/ml). El medio de cultivo fue reemplazado
cada 3 dias. La formacion de osteoclastos fue confirmada por un ensayo de fosfatasa de acido resistente al tartrato
(TRAP) en el dia 8. Brevemente, las células adherentes fueron fijadas con formaldehido al 10% en solucion salina
regulada por fosfato durante 3 minutos. Después del tratamiento con etanol/acetona (50:50 v/v) por 1 minuto, la
superficie de las células fue secada al aire e incubadas durante 10 minutos a temperatura ambiente en un regulador
de acetato (acetato de sodio 0.1 M, pH 5.0) con un contenido de fosfato AS-MX de naftol al 0.01% (Sigma) y 0.03%
de violeta rojo rapido en sal LB (Sigma) en la presencia de 50 mM de tartrato sddico. Las células positivas-TRAP
iguales a los osteoclastos de cada depdsito fueron calificadas contando el numero de células positivas TRAP y
multinucleadas que contienen mas de tres nucleos.

Los derivados de RD inhibieron de manera marcada la diferenciacion de los osteoclastos, los cuales fueron
relacionados con sus actividades inhibitorias en la av3 (Tabla 5). Por otra parte, AKGDWN (SEQ ID NO:138) y el
PRGEMP (SEQ ID NO: 139) fueron menos eficaces para inhibir la integrina av@3 y la diferenciacion de osteoclastos
(Tabla 5).
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TABLA 5
Inhibicién de Agregacion de Plaguetas, adhesién de Células y Osteoclastogénesis por RD y sus Derivados

Agregacién avp3 a5p1 allb33 Osteoclastogénesis
de plaquetas

Rhodostomina 83 13 257 21 5.52
ARGDDL 455 41 527 1518 8.02
PGP 283 24 4000 500 5.76
RD 433 35 3043 2220 3.32
RID 448 120 >5850 >5850 5.82
PRGDDL 396 76 3017 1224 3.15
ARLDDL 10380 37 23171 59217

%Rggfﬁgfg 3530 188 21381 13590

AKGDWN 138 96637  >119000 69 78400
PRGEMP 4908 >17850 >5950 >59500 68200
RD-pegilado 398 115 >5880 2408 3.88
HSA-RD 438 45 >5880 2750 6.68

EJEMPLO 8

Osteoporosis Inducida por Ovariectomia

Las ratas Sprague-Dawley hembras (de 3 meses de edad, de 270 a 290 g) o ratones ICR (de 4 semanas de edad, de
22 a 28 g) fueron utilizados para este estudio. Las ratas o ratones fueron ovariectomizadas (OVX) bilateralmente bajo
anestesia de ftricloroacetaldehido y las ratas de control se estimulé que estuvieran operadas (Simuladas) para
comparacion. Los animales se mantuvieron bajo condiciones controladas a temperatura ambiente (22 + 1°C) y un
ciclo de 12 horas de luz-oscuridad. Los animales fueron alimentados con Purina Laboratory Rodent Diet (PMI; St.
Louis, MO) (calcio 0.95%) y agua ad libitum. Los pesos corporales de las ratas fueron registrados semanalmente.

EJEMPLO 9

Andlisis de la Densidad Mineral del Hueso (BMD) y el Contenido (BMC)

Al final del experimento, las ratas o ratones fueron sacrificados mediante decapitacién. Se removieron la tibia y el
fémur, se eliminé el tejido suave, y se midieron la longitud y peso de la tibia y el fémur con un calibrador de precision
(+ 0.05 mm) como lo describe Weinreb y asociados, [26]. Los BMD y BMC de la tibia fueron medidos con un
absorciometro de rayos-X de energia doble (DEX, XR-26; Norland, Fort Atkinson, WI). EI modo adaptado a las
mediciones de objetos pequefios fue adoptado. Ver la publicacion de Chih-Hsin y asociados, “Mejora de la
Fibrilogénesis de Fibronectina y la Formacién del Hueso Mediante el Factor de Crecimiento Basico de Fibroblastos
por Medio de la Trayectoria Dependiente-C de la Cinasa de Proteina en los Osteoblastos de las Ratas”
(Enhancement of Fibronectin Fibrillogenesis and Bone Formation by Basic Fibroblast Growth Factor via Protein
Kinase C-Dependent Pathway in Rat Osteoblasts), Mol. Pharmacol: 66: paginas 440 a 449, (2004). El coeficiente de
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variacion de 0.7% fue calculado de las mediciones diarias de BMD en un fantasma lumbar con mas de 1 afio [22, 23].
La tibia y el fémur completos fueron explorados y se midié el BMD y BMC por un absorciémetro.

EJEMPLO 10

Histomorfometria del Hueso

Las tibias fueron fijadas en un formaldehido al 4% y luego descalcificadas con EDTA al 12% y deshidratadas en una
serie ascendente de solucién de etanol y acetona, e incrustados en parafina. Se cortaron secciones en serie (5 mm)
longitudinalmente, y fueron tefidas con solucion de hematoxilina-eosina de Mayer. Las imagenes de las placas de
crecimiento y la tibia préxima fueron fotografiadas utilizando un microscopio Olympus. El volumen del hueso fue
medido utilizando un software de analisis de imagen (Image-pro plus 3.0) en el esponjoso secundario, el cual fue
localizado bajo el esponjoso primario y caracterizado por una red trabecular mas grande. Para medir el nimero de
osteoclastos, las secciones fueron teiidas con fosfatasa de acido resistente al tartrato (TRAP).

EJEMPLO 11

Prueba Biomecanica de Doblado de Tres Puntos

Las propiedades mecanicas de los tejidos del hueso fueron medidas realizando una prueba de doblado de tres
puntos en un sistema de prueba en el material (MTS-858, MTS System Inc., Minneapolis, MN). La distancia de los
dos puntos de soporte fue de 20 milimetros y la deformacion fue de 1 mm/min. Las graficas de carga/deformacién
fueron cargadas a una computadora y analizadas por el software Team 490 (version 4.10, Nicolet Instrument
Technologies Inc., Madison, WI). Los parametros transversales fueron medidos a partir de las fotografias y utilizados
en el calculo del momento de inercia transversal. EIl momento de inercia transversal fue calculado bajo el supuesto de
que las secciones cruzadas tenian forma eliptica [24]:

I = m[(ab3 x (a x 2t)(b x 2t)3) / 64
en donde a es el ancho de la seccion transversal en la direccidon media lateral, b es el ancho de la seccién transversal
en la direccion anteroposterior, y t es el promedio del espesor cortical. Todos estos parametros fueron obtenidos
utilizando el software de imagen Image Pro Plus 3.0 para Windows (Media Cybernetics, Silver Spring, MD). El
esfuerzo maximo, el esfuerzo final, y el médulo elastico (médulo de Young) fueron calculados utilizando las siguientes
ecuaciones [25]:

o = FLc/4l

E = F/d aL.3/481
en donde o es el esfuerzo final, c es la distancia del centro de masa (igual a %2 b como se describié anteriormente), F
es la carga aplicada (N), d es el desplazamiento (mm), y L es la distancia entre los dos puntos de soporte del
aditamento de doblado (mm). Ademas, las energias del esfuerzo ultimo fueron medidas calculando las areas
respectivas bajo la curva de deformacién-esfuerzo.

EJEMPLO 12

Inhibicién de la pérdida de hueso inducida por OVX mediante los derivados de RD en |los ratones

Para examinar los efectos de los derivados de RD en la pérdida de huesos, se indujo osteoporosis en los ratones
hembra mediante una ovariectomia (OVX), como se describe en el Ejemplo 8. Los ratones sometidos a OVX
mostraron una disminucién en el BMD y BMC del cuerpo total. El tratamiento con derivados de RD (.M., 1.5
mg/kg/dias alternados) o alendronato (p.o., 1.5 mg/kg/dias alternados) durante 2 semanas inhibieron la pérdida de
BMD y BMC (Tabla 6). La concentracion de sangre en el telopéptido de la terminal C de colageno puede reflejar la
actividad osteoclastica. Como se muestra en la Tabla 6, los derivados de RD o el alendronato también inhibieron el
aumento inducido por la ovariectomia en la actividad del osteoclasto (Tabla 6). Parecié que algunos de los derivados
de RD eran mucho mas efectivos que el alendronato. Ademas, el tratamiento con RD (.M., 1.5 mg/kg) una vez por
semana durante 2 semanas también inhibio la pérdida de BMD y BMC (Tabla 6). Estos datos indican que el RD y sus
derivados pueden inhibir la osteoporosis en intervalos de dosificacién mas largos.
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TABLA 6

Inhibicién de pérdida del hueso inducida por OVX mediante RD y sus derivados en ratones

Telopéptido de
la terminal -C

BMD (g/cm?) BMC (g) dggﬁj’)‘;
(ng/ml)

(Dia alternado)
Simulado 0.095+0.001 0.649+0.011 395+11.9
OVX 0.075%0.002* 0.517+0.007* 686+12.1*
OVX+RD 0.091+0.001§ 0.627+0.008§ 301+8.3§
OVX+PGP 0.092+0.001§ 0.621+0.006§ 372124.2§
OVX+ARGDDL 0.093+0.001§ 0.624+0.007§ 389+16.4§
OVX+RID 0.0911+0.001§ 0.622+0.004§ 391+12§
OVX+Rhodostomina ~ 0.090+0.001§ 0.619+0.006§ 397+13.6§
OVX+PRLDDL 0.091+0.002§ 0.563+0.056§ 4104£25.1§
OVX+Alendronato 0.086+0.002§  0.607+0.051§ 504+19.6§
OVX+RD-pegilado 0.092+0.002§  0.629+0.008§ 398+9.2§
(Una vez/semana)
OVX+RD 0.085+0.002§ 0.582+0.009§ 533427 4§
OVX+RD-pegilado 0.087+0.005§ 0.595+0.009§ 538+19.8§

Los valores son promedios + E.S.
*Comparado con el grupo simulado, p<0.05
§Comparado con el grupo OVX, p<0.05

EJEMPLO 13

Inhibicién de pérdida del hueso inducida por la ovariectomia mediante los derivados de PGOP y RD en las
ratas

El PGP (un derivado de RD) fue seleccionado para examinar con mayor detalle la proteccién de la pérdida de hueso
inducida por OVX (ovariectomia) en las ratas. Las ratas hembra adultas (3 meses de edad) fueron
ovariectomerizadas, como en el Ejemplo 8, y se midieron los volimenes del hueso 6 semanas después de la
ovariectomia, como en los Ejemplos del 9 al 11. Se mostré que la proteina PGP inhibié tanto la disminucién del
volumen del hueso inducida por la ovariectomia como el aumento del nimero de osteoclastos.

Como se muestra en la figura 2A, comparada con las ratas operadas-simuladas (Simuladas), la ovariectomia (OVX)

ocasiond una pérdida importante en el hueso trabecular. Sin embargo, el tratamiento con PGP (IV, 0.3 mg/kg/dia o

IM, 1.5 mg/kg/dias alternados) inhibié de manera importante la pérdida inducida por ovariectomia del hueso
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trabecular en el esponjoso secundario.

En la figura 2B, la tincidon con fosfatasa de acido resistente al tartrato (TRAP) mostré que los osteoclastos fueron
localizados predominantemente alrededor del hueso trabecular, y que el PGP inhibi6é el aumento inducido por la OVX
en la formacion de osteoclastos.

Las ratas OVX también mostraron un aumento en el peso corporal al final del experimento. El tratamiento con PGP
(IV, 0.3 mg/kg/dia o IM, 1.5 mg/kg/dias alternados) inhibié de manera importante el aumento inducido por OVX en el
peso corporal.

Las ratas también mostraron una disminucion en el peso humedo, BMD y BMC tanto en el fémur como en la tibia 6
semanas después de la ovariectomia (Tabla 7). El tratamiento con el PGP (ya sea I.V. o I.M.) inhibi6 la reduccion en
peso humedo, BMD y BMC tanto de la tibia como el fémur en las ratas OVX. La histomorfometria demostré que la
ovariectomia ocasioné la pérdida del hueso trabecular en el esponjoso secundario (figura 2). El tratamiento con PGP
marcé la pérdida invertida del volumen del hueso (figura 2 y Tabla 7). Ademas, la tincion con TRAP demostré que los
osteoclastos fueron localizados predominantemente alrededor del hueso trabecular y aumentaron OVX el numero de
osteoclastos. La administracion a largo plazo del PGP antagonizd con la formacion de osteoclastica inducida por
OVX (figura 2 y Tabla 7). El nivel en el suero del telopéptido de la terminal C del colageno refleja la actividad del
osteoclasto. Se descubrié que el valor aumenté de manera marcada en el grupo OVX comparado con el del grupo
Simulado, mientras que el tratamiento con PGP antagonizé de manera efectiva con el aumento inducido por OVX en
la actividad de los osteoclastos (Tabla 7).
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TABLA 7

Inhibicién de la Pérdida del Hueso Inducida por la Ovariectomia mediante la proteina PGP en las Ratas

] OVX+PGP(IV) OVX+PGP(l
Simulado (n=22) OVX (n=22)
(n=13) M) (n=12)

Longitud de hueso, mm

Tibia 4.04+0.01 4.04+0.01 4.05+0.01 4.,04+0.01
Femur 3.6210.01 3.62+0.02 3.60+0.02 3.6410.02
Peso humedo, mg
Tibia 755.516.3 647.5£8.5 735.81+8.5§ 740.6£8.7§
Femur 946.0+10.9 850+9.9* 904.9+10.2§ 904.0£13.5§
BMD, g/cm?
0.111+0.002
Tibia 0.10840.002 0.099+0.015* 0.10910.002§ §
0.136+0.002
Fémur 0.131+0.012 0.12640.003* 0.130+0.002§ §
BMC, g
0.316+0.009
Tibia 0.301£0.011 0.269+0.011* 0.286+0.010§ §
0.437+0.009
Femur 0.4201£0.005 0.36940.011* 0.422+0.013§ §

Volumen del hueso, % 18.1%1.5 9.4+1.5* 14.3+1.5§ 16.81+1.8§

N.Oc/BS (No/mm) 1.772¢0.09  2.06+0.17* 1.83£0.10§  1.81:0.09§

Telopéptido de la
terminal-C de
colageno (n=5 por

cada uno) 23045.1 459+184*  250422.8§  221+15.1§

5 ALP, fosfatasa alcalina; N.Oc/BS, numero de osteoclastos/mm de superficie del hueso.
Los valores son promedios + E.S.
*Comparado con el grupo simulado, p<0.05
§Comparado con el OVX del grupo OVX, p<0.05

10 Una prueba de doblado de tres puntos fue realizada en el fémur para examinar la actividad mecanica del hueso.
Comparada con el grupo operado Simulado, la carga maxima, la carga final, el médulo de Young y el esfuerzo final
disminuyeron en las ratas OVX. El tratamiento con PGP exhibié una proteccién contra la disminucion en la fuerza del
hueso inducida por OVX (Tabla 8). Estos resultados sugieren que los farmacos de proteina similares al PGP pueden
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inhibir de manera marcada la pérdida de hueso ocasionada por la ovariectomia.
TABLA 8
Aumento en las propiedades biomecanicas mediante la proteina PGP en ratas OVX

i OVX+PGP OVX+PGP
Simulado OVX (n=22)
(n=22) (IV) (n=13) (IM) (n=12) -
Carga maxima, N 132.7+4.8 112.1£4.3* 123.934.9§ 129.847.9§
Carga final, N 85.5¢3.7 70.4+3.1* 81.9+2.2§ 83.2+2.5§

Moédulo de Young, GPa  203.7+3.6 185.5£3.3* 194.0+3.0§ 199.916.2§

Energia para el esfuerzo
final,

mJ/mm? 5.9+0.4 3.510.3* 4.9+0.8§ 5.1+0.9§

Los valores son promedios + E.S.
*Comparado con el grupo Simulado, p<0.05
§Comparado con el OVX del grupo OVX, p<0.05
EJEMPLO 14

El postratamiento de la proteina RD exhibié una activaciéon del osteoclasto inducida por el OVX

Para examinar el efecto terapéutico dinamico de los derivados de RD en la actividad de los osteoclastos in vivo, la
osteoporosis se indujo en las ratas hembra mediante ovariectomia y los telopéptidos de la terminal C de colageno
tipo | fueron medidos de la sangre a intervalos diferentes. Comparados con las ratas simuladas operadas
(Simulados), la ovariectomia (OVX) ocasiond un aumento importante en la actividad de los osteoclastos. La medicion
del nivel del suero del telopéptido de la terminal C de la cadena COL(1)a1 mostré un aumento en la actividad de
osteoclastos en las ratas OVX. El telopéptido de la terminal C del colageno tipo | aumenté de un nivel basal de 361 +
25.6 (n=15) a 708 + 50.7 ng/ml (n=15) 28 dias después de la ovariectomia.

El RD o el alendronato entonces fueron tratados posteriormente un mes después de la ovariectomia. El tratamiento
posterior con RD (I.M., 1.5 mg/kg/dias alternados) o el alendronato (p.o., 1.5 mg/kg/dias alternados) invirtieron el
aumento inducido por la ovariectomia en la actividad de los osteoclastos, y el RD fue mucho mas efectivo que el
alendronato (figura 3). La actividad del osteoclasto fue recuperada después con el retiro del RD o el tratamiento de
alendronato. La recuperacion de la actividad del osteoclasto fue mucho mas rapida en el grupo tratado con
alendronato que con el grupo tratado con RD. Sin embargo, la nueva aplicacion de RD inhibié6 de manera efectiva el
aumento inducido por la ovariectomia en la actividad de osteoclastos. El valor de los osteoclastos en respuesta al
tratamiento con RD fue mucho mas bajo que la respuesta al tratamiento con alendronato (figura 3). Estos resultados
indican que las proteinas relacionadas con el RD tienen efectos terapéuticos en la pérdida de los huesos
ocasionados por la activacion de los osteoclastos inducida por la ovariectomia.

Después del segundo periodo del tratamiento del farmaco, las ratas fueron sacrificadas, y fueron medidos el BMD y
BMC de la tibia y el fémur. Como se muestra en la Tabla 9, el tratamiento posterior del RD invirti6 de manera efectiva
el efecto de pérdida del hueso de la ovariectomia. Con respecto a la conservacién del volumen del hueso, el RD fue
mas efectivo que el alendronato.
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TABLA 9

El postratamiento de RD inhibe la pérdida de hueso inducida por OVX en las ratas

Simulado OVX RD Alendronato
Longitud del hueso, mm
| Tibia | 4.04+0.03 4.05+0.03 4.01+£0.03 4.02+0.05
Femur 3.69+0.03 3.68+0.02 3.71+0.06 3.68+0.05
Peso humedo, mg
Tibia 766.6£19.9 661£18.2* 749120.1§ 712.1210.1§
Femur 1002.6£17.4 861£10.7* 985.319.8§ 912.4+£10.9§
BMD, g/cm?
Tibia 0.114+0.003 0.101+0.002* 0.113+0.009§ 0.108+0.002§
Femur 0.137+0.002 0.121+0.002* 0.135+0.004§ 0.131+0.003§
BMC, g
Tibia 0.3154£0.013 0.27210.006* 0.29940.011§ 0.289+0.009§
Fémur 0.442+0.012 0.391+0.008* 0.441+0.018§ 0.401+0.017§
Volumen del hueso, % 18.1+1.2 7.9+2.1* 16.312.7§ 12.1£1.3§

BMD es la abreviatura de la densidad mineral del hueso; BMC es la abreviatura del contenido mineral del hueso.
Los valores son promedios + E.S.

*Comparado con el grupo Simulado, p<0.05

§Comparado con el OVX del grupo OVX, p<0.05

RD: Inyeccién Intramuscular (1.5 mg/kg/dias alternados)

Alendronato: p.o. (1.5 mg/kg/dias alternados)

n=5 para cada grupo

EJEMPLO 15

Inhibicién del dafo de los condrocitos por el RD en los animales osteoartriticos

Se obtuvo, mediante cirugia solamente, un modelo de animal con osteoartritis de las rodillas derechas de las ratas
Sprague-Dawley macho. La cirugia comprendié la transaccién de la ligacion cruciforme anterior y la meniscectomia
parcial media. Después de la cirugia, la proteina RD fue administrada por medio de la ruta intramuscular (1.5
mg/kg/dias alternados) o inyeccién local en la articulacion (una vez/semana) hasta el ultimo dia cuando las ratas
fueron sacrificadas 6 semanas después de la cirugia. Cada articulacién fue incrustada en cera de parafina,
seccionada y tefiida con safranina-O al 0.1% y hematoxilina. Como se muestra en la figura 4B, la capa de condrocitos
en la articulacion de la rodilla derecha estaba dafiada por la artritis y el RD en cualquier inyeccién intramuscular
(figura 4D) o aplicacién local (figura 4C) inhibié la destruccién de la capa de condrocitos.
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EJEMPLO 16

Inhibicién de la elevacidén de citocina en la sangre por el RD en ratas con osteoartritis

Las ratas con osteoartritis fueron generadas mediante cirugia como se describié anteriormente. Seis semanas
después de la cirugia, se obtuvo el suero para medir el nivel en la sangre de las citocinas. Como se muestra en las
figuras de la 5A a la 5C, los niveles en el suero de las citocinas, tales como la proteina reactiva-c, IL-13 e IL-6,
aumento en las ratas osteoartriticas, y la administracién de RD inhibi6 de manera marcada la elevacion de citocinas
inducida por la osteoartritis.

EJEMPLO 17

Inhibicién de la elevacidn de citocina en la sangre por el RD en ratones con osteoartritis

Los ratones con osteoartritis fueron generados mediante cirugia como se describié anteriormente. Seis semanas
después de la cirugia, el suero fue obtenido para medir el nivel de citocinas. Como se muestra en las figuras de la 6A
a la 6C, los niveles en el suero de citocinas, tales como la proteina reactiva-c, IL-10J e IL-6 aumenté en los ratones
osteoartriticos, y la administracion de RD inhibi6 de manera marcada la elevacion de citocinas inducida por la
osteoartritis.

EJEMPLO 18

Inyeccién intratibia de células de cancer de préstata o mama en ratones

Se utilizaron ratones macho con Deficiencia Inmunolégica Combinada Severa (SCID) o ratones macho BALB/c-nu/nu
con un peso entre 20 y 22 gramos (6 semanas de edad), criados en un aislador de animales (rejillas IVC) bajo
condiciones especificas libres de patdogenos (SPF) a una temperatura de 22°C + 2°C. Las células de
adrenocarcinoma de prostata humana PC-3 o las células de cancer de mama humana MDA-MB-231 (células 1 x 10°
en 15 ml de solucion estéril de PBS) fueron inyectadas en la médula dsea tanto en la tibia derecha como izquierda de
los ratones SCID o los ratones rasurados en el dia 1, respectivamente. En el dia 11, los animales fueron asignados
de manera aleatoria en tres grupos y la administracién de las sustancias de prueba fueron iniciadas. EI RD (1.5
mg/kg) fue administrado mediante inyeccion intramuscular (IM) y el alendronato (1.5 mg/kg) fue administrado por
inyeccion subcutanea (SC), una vez al dia por un total de 15 dosis (5 dias si, 2 dias no por 3 semanas). El peso
corporal y la condicidn de crecimiento del tumor fueron observadas y registradas cada semana durante el periodo del
experimento. Después de un mes, los ratones fueron sacrificados y el peso de las patas traseras fue medido. El peso
de las patas de control fue restado para reflejar el peso relativo del tumor. Ademas, las muestras de sangre fueron
recolectadas al final del experimento para la cuenta de glébulos rojos de la sangre (RBC) y los glébulos blancos de la
sangre (WBC) y plaquetas, y para la medicion de telopéptidos de la terminal C de colageno tipo | (CTX) y la
concentracion de calcio en el suero.

Con el objeto de determinar la ostedlisis del hueso, se tomaron radiografias en una unidad generadora de rayos-X
suaves (Young-kid Enterprise Co., Ltd., Taipei, Taiwan). Los animales fueron anestesiados profundamente con
monohidrato de tricloroacetaldehido, acostados en una posicion propensa en una pelicula de elaboraciéon de imagen
Kodak Scientific Imaging (13 x 18 cm), y se realizé la exposicién a los rayos-X en 45 kV por 5 segundos. El grado de
ostedlisis fue medido utilizando el software de andlisis de imagen (Image-pro plus 3.0).

EJEMPLO 19

Inhibicién del crecimiento del tumor en el hueso e hipercalcemia

El crecimiento de las células de tumor en el hueso esta relacionado con la actividad de reabsorcién del hueso. El
efecto de la proteina RD en el crecimiento del tumor de las células de cancer de la préstata en el hueso fue
examinado de esta manera. Las células PC-3 (1 x 106) fueron inyectadas localmente dentro de las cavidades de la
médula 6ésea de ambas tibias de los ratones SCID. El RD o el alendronato fue administrado 10 dias después de la
implantacion de las células de tumor. EI RD en 1.5 mg/kg fue administrado por la ruta intramuscular (IM) mientras que
el alendronato fue administrado en 1.5 mg/kg por inyeccién subcutanea (SC), una vez al dia por un total de 15 dosis
(5 dias si y 2 no por tres semanas). La hinchazén de las patas traseras fue calculada para reflejar el crecimiento del
tumor en el dia 33. El peso corporal fue medido en el periodo del experimento. Los resultados indicaron que el RD en
una dosis de 1.5 mg/kg ocasiond6 una inhibicién importante en la hinchazén inducida por la célula del tumor en las
patas traseras en el dia 33 (43.8 + 4.1%, n=21-22) (figura 7). Sin embargo, la administracién subcutanea del
alendronato en una cantidad de 1.5 mg/kg no inhibio el crecimiento del tumor en las patas (figura 7).
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La figura 8 muestra el efecto del RD en la disminucién del peso corporal en respuesta al crecimiento del tumor en los
ratones SCID. Los ratones de control sin tratamiento mostraron una disminuciéon en el peso corporal al final del
experimento. El tratamiento con RD previno la pérdida del peso corporal ocasionado por el crecimiento del tumor. El
alendronato fue utilizado como control positivo.

La figura 9 muestra la inhibicion del crecimiento del tumor y la lesién del hueso osteolitico por medio del RD en los
ratones SCID. Con el objeto de determinar la ostedlisis del hueso, se tomaron radiografias por una unidad de
generacion de rayos-X suave. En la figura 9A, se tomaron fotografias 33 dias después de la inyeccion intratibial de
las células PC-3. Un tumor esférico visible crecié de la tibia proxima. El tratamiento con RD (.M., 1.5 mg/kg/dias
alternados) inhibid el crecimiento del tumor. En la figura 9B, las radiografias tomadas en el dia 33 revelaron que las
lesiones osteolisticas aparecieron en la tibia inyectada con células cancerosas y el tratamiento de RD inhibi6 la
ostedlisis. La figura 9C muestra la cuantificacion de los datos. La figura 9D muestra que el RD inhibié un aumento
inducido por el tumor en los telopéptidos de la terminal C del colageno tipo | (un marcador de la actividad para el
osteoclasto) utilizando el método de ELISA. La figura 9E demuestra que el RD y el alendronato (1.5 mg/kg/dias
alternados) también inhibieron el aumento inducido por el tumor en la concentracion de calcio en el hueso (es decir,
hipercalcemia). *: p<0.05, comparado con el control. #: p<0.05, comparado con el grupo inyectado con PC-3.

El cancer de mama tiene una predileccién fuerte para la presentacién de metastasis en los huesos. La figura 10
muestra una inhibicion del crecimiento del tumor por el RD en los ratones desnudos. Las células de cancer de mama
humanas MDA-MB-231 (1 x 106) fueron inyectadas localmente en la médula 6sea en las cavidades de ambas tibias
de los ratones desnudos. El RD (.M., 1 mg/kg/dia) fue administrado 10 dias después de la implantacion de la célula
de tumor por un total de 14 dias. El tratamiento con RD (.M., 1.5 mg/kg/dia) por 2 semanas inhibié el aumento
inducido por MDA-MB-231 en el crecimiento del tumor en el hueso (figura 10A). Ademas, el RD también previno el
aumento inducido por el tumor en la actividad del osteoclasto (figura 10B) y la hipercalcemia (figura 10C), pero no
afectd las cuentas en la sangre de RBC, WBC vy las plaquetas (figuras de la 10D a la 10F). *: p<0.05, comparado con
el control. #: p<0.05, comparado con el grupo inyectado con MDA-MB-231.

EJEMPLO 20

Pegilacién de la proteina RD

Un producto pegilado o una conjugacion con albumina puede prolongar la duracion y disminucién de la antigenicidad
de un farmaco de proteina. Con el objeto de minimizar la antigenicidad y prolongar la duracién de la proteina RD, la
proteina RD pegilada fue preparada de la manera siguiente: proteina RD (4 mg) en 20 mM de NaCNBH3; en un pH 5
se hizo reaccionar con 5 mM de PEGk5-propionaldehido (O-Metil-O’-[2-(6-oxocaproilamino)etil]polietilenglicol 5,000)
(Sigma) a una temperatura de 4°C durante 12 horas. La proteina RD pegilada fue purificada mediante HPLC C18 de
fase inversa. El rendimiento final de la proteina RD pegilada después de la purificacién fue mayor del 60%.

Como se muestra en la Tabla 6, el RD pegilado inhibid la diferenciacién de osteoclastos. Ademas, el tratamiento con
el RD pegilado (I.M., 1.5 mg/kg, una vez por semana) durante 2 semanas inhibio la pérdida de BMD y BMC (Tabla 6).
Estos datos indican que el RD pegilado no perdié su actividad in vivo.

EJEMPLO 21

Ensayos Antiangiogénesis del Tapén MATRIGEL™

Se ha reportado que la integrina avp3 esta relacionada con la angiogénesis. Si la proteina RD puede inhibir la
angiogénesis entonces fue investigada utilizando ensayos de angiogénesis del tapén MATRIGEL™ como se
describieron anteriormente con modificaciones menores [32]. Brevemente, un alicuota (500 pl) de MATRIGEL™
(Becton Dickinson Lab.) con un contenido de 200 ng/ml de VEGF fue inyectado de manera subcutanea en la region
dorsal de los ratones C57BL/6 de 6 a 8 semanas de edad. El MATRIGEL™ formé rapidamente un tapon. El RD fue
administrado de manera intramuscular (3 mg/kg) diariamente (RD/1d) o cada tercer dia (RD/2d o HSA-RD) antes del
sacrificio. Después de 8 dias, los tapones fueron tomados y fotografiados (figura 11A). Los nuevos vasos fueron
cuantificados midiendo la hemoglobina de los tapones como una indicacion de la formacién de vasos sanguineos con
el método Drabkin y el equipo del reactivo Drabkin 525 (Sigma) (figura 11B). Como se muestra en las figuras 11A y
11B, la proteina RD fue efectiva para inhibir la angiogénesis utilizando los ensayos de tapéon del MATRIGEL™. *: P <
0.05 contra el grupo de control.
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EJEMPLO 22

Ensayo de Enlace del Radioligando: Especificidad de las proteinas relacionadas con el RD

Para determinar si el RD y sus derivados se enlazan al PGP a otros receptores aparte de la integrina avf3, el RD y
sus derivados PGP fueron utilizados para analizar la especificidad activada hacia los receptores cuyos ligandos son
proteinas (ensayados por MDS Pharma Services, Taipei, Taiwan).

Como se muestra en la Tabla 10, el RD y PGP no afectaron la actividad de enlace de la calcitonina, endotelina ETA,
endotelina ETB, insulina, leptina, canal de sodio, factor de crecimiento de transformacion 3 (TGF-B), factor de
necrosis de tumor (TNF) y factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) a sus receptores respectivos. Esto
indica que las proteinas relacionadas con el RD ejercen una actividad de enlace selectiva hacia la proteina av3

activada in vivo.
TABLA 10
El ensayo de enlace de las proteinas RD y PGP

Objetivo Inhibicién

RD PGP

Calcitonina 4% 6%
E ndotelina ETa 26% -3%
E ndotelina ET 10% -T%
Insuina 6% 8%
Leptina 1% 2%
Canal de Sodio (Sitio 2) 2% 14%
TGF-f3 14% -10%
TNF 4% 20%
VEGF 14% 19%

TGF-Br factor de crecimiento de fransformacion- [3
TNF: factor de necrosis del tumor

V EGF: factor de crecimiento del endaotelio vascular

EJEMPLO 23

Inhibicién de la angiogénesis por el RD en el modelo de ratén de retinopatia de premadurez

Un modelo de animal de retinopatia por premadurez en los ratones fue generado utilizando la angiogénesis inducida
hipdxica como se describe en la publicacion de Wilkinson-Berka y asociados [28]. Brevemente, los ratones de siete
dias y su madre fueron alojados en camaras selladas con un contenido de O, al 75% y aire. Los ratones
permanecieron en la camara durante cinco dias (periodo hiperdxico, P7 a P12), y entonces fueron alojados en el aire
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de la habitacién por siete dias adicionales (periodo angiogénico inducido hipéxico, postnatal 12 dias a postnatal 19
dias, o P12 a P19). El RD (2 ng) fue administrado por medio de la ruta intravitreosa en 12 dias y los ratones fueron
sacrificados en el dia 19.

Se trazaron tres secciones de uno de los ojos de cada animal, se desparafinizaron, y se tifieron con hematoxilina y
eosina. Los perfiles del vaso sanguineo (BVPs) fueron contados en la retina interior, e incluidos los vasos adherentes
a la membrana del limite interior. El conteo se realizé en un fotomicroscopio (Leica) en una magnificaciéon de 100x.

Como se muestra en la figura 12A, la proteina RD inhibi6 la angiogénesis en un modelo de ratén de retinopatia de
premadurez (ROP). La figura 12B muestra los BVPs reducidos en un modelo de ratén de retinopatia de premadurez
(ROP) tratado con proteina RD. La angiogénesis fue cuantificada mediante el conteo de los perfiles de vasos
sanguineos (BVPs) en la retina interior y que se extiende dentro de la cavidad vitrea de tres secciones tefidas con
hematoxilina y eosina. El grupo ROP tratado con RD (2 pg) (por ejemplo, ROP+RD) redujo aproximadamente el 46%
de la angiogénesis comparada con el grupo ROP tratado con vehiculo (ROP). (n=7 para cada grupo ROP; n=2 para
el grupo simulado). Los datos se presentan como PromediotDE. #: p<0.01, comparado con el grupo simulado. **:
p<0.001, comparado con el grupo ROP.

EJEMPLO 24

Inhibicién de la osteoporosis inducida por ovariectomia mediante el RD conjugado con albumina

El efecto del RD conjugado con albumina en la osteoporosis fue examinado en ratas hembra ovariectomerizadas. El
RD conjugado con albumina de suero humano (por ejemplo, RD-albumina) fue administrado como lo indican las
flechas mostradas en las figuras 13A y 13B. Los datos para el RD fueron incorporados en las figuras de la 13A a la
13D para comparacion. Los niveles en el suero del péptido en la terminal C de colageno tipo | y la fosfatasa alcalina
(ALP) fueron medidos como indicadores de osteoclastos y actividad de osteoblastos, respectivamente. EIl BMD y
BMC también fueron medidos cada 2 semanas, como se muestra en las figuras 13C y 13D. El tratamiento de RD-
albumina (15 mg/kg/semana) redujo de manera marcada el osteoclasto, pero aumenté las actividades ALP, de una
manera reversible.

EJEMPLO 25

Inhibicién de la artritis reumatoide con el RD

La artritis reumatoide es una enfermedad inflamatoria sistémica crénica de etiologia desconocida caracterizada por la
hiperplasia sinovial invasiva que conduce a la destruccién progresiva de la articulacién. Los osteoclastos, derivados
de la descendencia de monocitos/macréfagos, juegan un rol crucial en la destruccién subcondral del hueso en la
artritis reumatoide. Los estudios radiograficos han mostrado que en la artritis reumatoide, la osteopenia del hueso
subcondral y la erosién del hueso comienza en una etapa temprana de la enfermedad, y generalmente son
exacerbadas [29]. Los osteoclastos reabsorbentes del hueso son observados en la interfase erosiva de sinovio/hueso
[30]. Una revisién reciente explica el rol de los osteoclastos en la artritis reumatoide [31]. Por lo tanto, las proteinas
relacionadas con RD, las cuales inhiben de manera marcada las funciones del osteoclasto, pueden ser utiles en el
tratamiento de la artritis reumatoide.

Se administraron inyecciones intradérmicas/subcutaneas (SC) de colageno bovino tipo Il (2 mg/ml en un adyuvante
incompleto de Freund) a la ratas Lewis. Conforme las ratas desarrollan la enfermedad reumatoide, son divididas de
manera aleatoria en varios grupos de estudio. El tratamiento es iniciado en el primer dia cuando los signos clinicos
de la artritis son visibles claramente, como lo evidencia, por ejemplo, la hinchazén de la articulacion del tobillo.
Después de la medicion del volumen de las patas, las ratas son sacrificadas, y las articulaciones del tobillo y la rodilla
son recolectadas para el examen del cambio histopatoldgico.

Las figuras de la 14A a la 14D muestran las secuencias de aminoacidos de Rho y sus variantes, SEQ ID NOs: 1, y 57
a 69, respectivamente. Las figuras de la 15A a la 15C muestran las secuencias de nucleétidos de variantes de
Rhodostomina, SEQ ID NOs: 43 a 56.

La descripcion anterior de las modalidades de ejemplo de la presente invencién ha sido presentada solo con
propdsitos de ilustracion y descripcion y no pretende ser exhaustiva o limitar la presente invencion de las formas
precisas descritas. Son posibles muchas modificaciones y variaciones a la luz de las ensefanzas anteriores.

Otras modalidades de la presente invencion podran ser apreciadas por los expertos en la técnica a partir de la
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consideracion de la descripciodn y la practica de la presente invencion aqui descrita. Se pretende que la descripcidon y
los ejemplos sean considerados solamente como ejemplos.
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido selectivo para la integrina avp3, en donde el polipéptido es una variante de una Rhodostomina que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de las SEQ ID Nos: 57-69, o una sal farmacéuticamente
aceptable de dicho polipéptido.

2. El polipéptido segun la reivindicacion 1, en donde dicho polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos de
las SEQ ID NOs: 65.

3. El polipéptido de la reivindicacién 1, en donde dicho polipéptido es codificado por un polinucleétido que comprende
una secuencia de nucleétidos seleccionada de las SEQ ID NOs: 44-56.

4. El polipéptido de la reivindicacion 1, en donde dicho polipéptido es codificado por un polinucleétido que comprende
una secuencia de nucledtidos de la SEQ ID NO: 52.

5. El polipéptido segun la reivindicacién 1, en donde el polipéptido exhibe una disminucién de por lo menos
aproximadamente 50 veces en afinidad al allbf3 comparado con la Rhodostomina.

6. El polipéptido segun la reivindicacion 1, en donde dicho el polipéptido exhibe una disminuciéon de por lo menos
aproximadamente 5 veces en afinidad al o531 comparado con la Rhodostomina.

7. El polipéptido segun cualesquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde dicho polipéptido es conjugado con
albumina opegilado.

8. Una composicién fisiolégicamente aceptable que comprende el polipéptido segun cualesquiera de las
reivindicaciones 17, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

9. El polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 1-7 para utilizar en el tratamiento y/o prevencién de una
enfermedad seleccionada del grupo que consiste en pérdida de hueso inducida por osteoporosis, osteoartritis, cancer
del hueso, retinopatia, artritis reumatoide y una enfermedad relacionada con la angiogénesis.

10. El polipéptido para utilizar segun la reivindicaciéon 9, en donde dicho polipéptido comprende una secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 65.

11. El polipéptido para utilizar segun la reivindicacién 9, en donde dicho polipéptido es conjugado con albumina o
pegilado.

12. Un método para elaborar un polipéptido segun cualesquiera de las reivindicaciones 1-7, el cual comprende los
pasos de:

a. transfectar una célula huésped con un polinucleétido que codifica dicho polipéptido;

b. cultivar dicha célula huésped en un medio de cultivo; y

c. aislar dicho polipéptido.

13. Un polinucledétido que codifica el polipéptido segun cualesquiera de las reivindicaciones 1-7.

14. El polinucledtido segun la reivindicacion 13, en donde el polinucleétido comprende una secuencia de nucledtidos
seleccionada de las SEQ ID NOs: 44 a 56.

15. El polinucleétido segun la reivindicacion 13, en donde el polinucledtido comprende una secuencia de nucleétidos
de la SEQ ID NO:52.
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SEQ ID NO: I:
Gly Lys Glu Cys Asp Cys Ser Ser Pro Glu Asn Pro Cys Cys Asp Ala
Ala Thr Cys Lys Leu Arg Pro Gly Ala Gln Cys Gly Glu Gly Leu Cys
Cys Glu Gln Cys Lys Phe Ser Arg Ala Gly Lys Ile Cys Arg Ile Pro
Arg Gly Asp Met Pro Asp Asp Arg Cys Thr Gly Gln Ser Ala Asp Cys

Pro Arg Tyr His

SEQ ID NO: 57
Gly Lys Glu Cys Asp Cys Ser Ser Pro Glu Asn Pro Cys Cys Asp Ala
Ala Thr Cys Lys Leu Arg Pro Gly Ala Gin Cys Gly Glu Gly Leu Cys
Cys Glu GIn Cys Lys Phe Ser Arg Ala Gly Lys lle Cys Asg lle Ala
Arp Gly Asp Asp Pro Asp Asp Arg Cys Thr Gly Gln Ser Ala Asp Cys

Pro Arg Tyr His

SEQ ID NO: 58
Gly Lys Glu Cys Asp Cys Ser Ser Pro Glu Asn Pro Cys Cys Asp Ala
Ala Thr Cys Lys Leu Arg Pro Gly Ala Gln Cys Gly Glu Gly Leu Cys
Cys Glu Gln Cys Lys Phe Ser Arp Ala Gly Lys Ile Cys Arg Tle Ala
Arg Gly Asp Asp Val Asp Asp Arg Cys Thr Gly Gln Ser Ala Asp Cys

Pro Arg Tyr His

SEQ ID NO: 59
Gilv Lys Glu Cys Asp Cys Ser Ser Pro Glu Asn Pro Cys Cys Asp Ala
Ala Thr Cys Lys Leu Arg Pro Gly Ala Gln Cys Gly Glu Gly Leu Cys
Cys Glu Gln Cys Lys Phe Ser Arg Ala Gly Lys lle Cys Arg [le Ala
Arg Gly Asp Asp Leu Asp Asp Arg Cys Thr Gly Gln Ser Ala Asp Cys

Pro Arg Tyr His

FIG 14A
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SEQ ID NO: 60
Gly Lys Glu Cys Asp Cys Ser Ser Pro Glu Asn Pro Cys Cys Asp Ala
Ala Thr Cys Lys Leu Arg Pro Gly Ala Gln Cys Gly Glu Gly Leu Cys
Cws Glu Gln Cys Lys Phe Ser Arg Ala Gly Lys lle Cys Arp Ile Pro
Arg Gly Asp Asp Leu Asp Asp Arg Cys Thr Gly Gln Ser Ala Asp Cys

Pro Arg Tyr His

SEQ ID NO: 61
Gly Lys Glu Cys Asp Cys Ser Ser Pro Glu Asn Pro Cys Cys Asp Ala
Ala Thr Cys Lys Leu Arg Pro Gly Ala Gln Cys Gly Glu Gly Leu Cys
Cys Glu Gin Cys Lys Phe Ser Arg Ala Gly Lys lle Cys Arg lle Ala
Arg Gly Asp Asp Met Asp Asp Arg Cys Thr Gly Gln Ser Ala Asp Cys

Pro Arg Tyr His

SEQ ID NO: 62
Gly Lys Glu Cys Asp Cys Ser Ser Pro Glu Asn Pro Cys Cys Asp Ala
Ala Thr Cys Lys Leu Arg Pro Gly Ala Gin Cys Gly Glu Gly Leu Cys
Cys Glu Gln Cys Lys Phe Ser Arg Ala Gly Lys lie Cys Arg lle Pro
Arg Gly Asp Asp Met Asp Asp Arg Cys Thr Gly Gln Ser Ala Asp Cys

Pro Arg Tyr His

SEQ ID NO: 63
Gly Lys Glu Cys Asp Cys Ser Ser Pro Glu Asn Pro Cys Cys Asp Ala
Ala Thr Cys Lys Leu Arg Pro Gly Ala Gln Cys Gly Glu Gly Leu Cys
Cys Glu Gln Cys Lys Phe Ser Arp Ala Gly Lys [le Cys Arg Ile Pro
Arg Leu Asp Met Pro Asp Asp Arg Cys Thr Gly Gln Ser Ala Asp Cys

Pro Arg Tyr His

FIG. 14B
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SEQ ID NO: 64
Gly Lys Glu Cys Asp Cys Ser Ser Pro Glu Asn Pro Cys Cys Asp Ala
Ala Thr Cys Lys Leu Arg Pro Gly Ala Gln Cys Gly Glu Gly Leu Cys
Cys Glu Gln Cys Lys Phe Ser Arp Ala Gly Lys He Cys Arg lle Pro
Arg Leu Asp Asp Leu Asp Asp Arg Cys Thr Gly Gln Ser Ala Asp Cys

Pro Arg Tyr His

SEQ ID NO: 65
Gly Lys Glu Cys Asp Cys Ser Ser Pro Glu Asn Pro Cys Cys Asp Ala
Ala Thr Cys Lys Leu Arg Pro Gly Ala Gln Cys Gly Glu Gly Leu Cys
Cys Ghu Gln Cys Lys Phe Ser Arg Ala Gly Lys [le Cys Arg lle Ala
Arg Leu Asp Asp Leu Asp Asp Arg Cys Thr Gly Gln Ser Ala Asp Cys

Pro Arg Tyr His

SEQ ID NO: 66
Gly Lys Glu Cys Asp Cys Ser Ser Pro Glu Asn Pro Cys Cys Asp Ala
Ala Thr Cys Lys Leu Arg Pro Gly Ala Gln Cys Gly Glu Gly Leu Cys
Cys Glu Gln Cys Lys Phe Ser Arg Ala Gly Lys lle Cys Arg Ile Pro
Arg Ile Asp Mel Pro Asp Asp Arg Cys Thr Gly Gln Ser Ala Asp Cys
Pro Arg Tyr His

SEQ ID NO: 67
Gly Lys Glu Cys Asp Cys Ser Ser Pro Glu Asn Pro Cys Cys Asp Ala
Ala Thr Cys Lys Leu Arg Pro Gly Ala Gln Cys Gly Glu Gly Leu Cys
Cys Glu Gln Cys Lys Phe Ser Arg Ala Gly Lys lle Cys Arg lle Pro
Arg His Asp Met Pro Asp Asp Arg Cys Thr Gly Gln Ser Ala Asp Cys

Pro Arg Tyt His

FIG 14C
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SEQ 1D NO: 68
Gy Lys Glu Cys Asp Cys Ser Ser Pro Glu Asn Pro Cys Cys Asp Ala
Ala Thr Cys Lys Leu Arg Pro Gly Ala Gln Cys Gly Glu Gly Leu Cys
Cys Glu Gln Cys Lys Phe Ser Arg Ala Gly Lys Ile Cys Arg lle Pro
Arg Gly Asp Asn Pro Asp Asp Arg Cys Thr Gly Gln Ser Ala Asp Cys
Pro Arg Tyr His

SEQ ID NO: 69
Gly Lys Glu Cys Asp Cys Ser Ser Pro Glu Asn Pro Cys Cys Asp Ala
Ala Thr Cys Lys Leu Arg Pro Gly Ala Gln Cys Gly Glu Gly Leu Cys
Cys Glu Gln Cws Lys Phe Ser Arg Ala Gly Lys lle Cys Arg Ile Pro

Arg Gly Asp Gly Pro Asp Asp Arg Cys Thr Gly Gin Ser Ala Asp Cys
Pro Arg Tyr His

FIG. 14D
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SEQID NO: 43
GGTAAGGAAT GTGACTGTTC TTCTCCAGAA AACCCATGTT GTGACGCTGC TACTTGTAAG . . .60
TTGAGACCAG GTGCTCAATG TGGTGAAGGT TTGTGTTGTG AACAATGTAA GTTCTCTAGA .. 120
GCTGGTAAGA TCTGTAGAAT CCCAAGAGET GACATGCCAG ACGACAGATG TACTGGTCAA 180
TCTGCTGACT GTCCAAGATA CCAC . 204

SEQID NO: 44
GGTAAGGAAT GTGACTGTTC TTCTCCAGAA AACCCATGTT GTGACGCTGC TACTTGTAAG . . . 60
TTGAGACCAG GTGCTCAATG TGGTGAAGET TTGTGTTGTG AACAATGTAA GTTCTCTAGA . . 120
GCTGGTAAGA TCTGTAGAAT CGCAAGAGGT GACGACCCAG ACGACAGATG TACTGGTCAA . 180
TCTGCTGACT GTCCAAGATACCAC . 204

SEQID NO: 45
GGGTAAGGAAT GTGACTGETTC TTCTCCAGAA AMCCCATGTT GTGACGCTGC TACTTGTAAG . .60
TTGAGACCAG GTGCTCAATG TGGTGAAGGT TTGTGTTGTG AACAATGTAA GTTCTCTAGA . . 120
GCTGGTAAGA TCTGTAGAAT CECAAGAGET GACGACGTAG ACGACAGATG TACTGGTCAA 180
TCTGCTGACT GTCCAAGATA CCAC . 204

SEQID NO: 46
GGTAAGGAAT GTGACTGTTC TTCTCCAGAA AACCCATGTT GTGACGCTGC TACTTGTAAG . .60
TTGAGACCAG GTGCTCAATG TGGTGAAGET TTGTGTTGTG AMCAATGTAA GTTCTCTAGA . . 120
GCTGGTAAGA TCTGTAGAAT CBCAAGAGGT BACGACCTAG ACGACAGATG TACTGGTCAA 180
TCTGCTGACT GTCCAAGATA CCAC . 204

SEQIDNO: 47
GGTAAGGAAT GTGACTGTTC TTCTCCAGAA AACCCATGTT GTGACGCTGE TACTTGTAAG . . . 60
TTGAGACCAG GTGCTCAATG TGGTGAAGCT TTGTGTTGTG AACAATGTAA GTTCTCTAGA . . 120
GCTGGTAAGA TCTGTAGAAT CCCAAGAGGT GACGACCTAG ACGACAGATG TACTGGTCAA . 180
TCTGCTGACT GTCCAAGATA CCAC . 204

SEQID NO: 48
GGTAAGGAAT GTGACTGTTC TTCTCCAGAA AACCCATGTT GTGACGCTGE TACTTGTAAG . . . B0
TTGAGACCAG GTGCTCAATG TGGTGAAGGT TTGTGTTGTG AACAATGTAA GTTCTCTAGA . . 120
GCTGGTAAGA TCTGTAGAAT CGCAAGAGGT GACGACATGE ACGACAGATG TACTGGTCAA 180
TCTGCTGACT GTCCAAGATA CCAC . 204
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SEQID NO: 49
GOTAAGGAAT GTGACTGTTC TTCTCCAGAA AACCCATGTT GTGACGCTEC TACTTGTAAG . . . 60
TTGAGACCAG GTGCTCAATG TGGTGAAGGT TTGTGTTGTG AACAATGTAA GTTCTCTAGA . . 120
GCTGGTAAGA TCTGTAGAAT CCCAAGAGGT GACGACATGG ACGACAGATG TACTGGTCAA , 180
TCTGCTGACT GTCCAAGATA CCAC . 204

SEQID NO: 50
. GGTAAGGAAT GTGACTGTTC TTCTCCAGAA AAGCCATGTT GTGACGCTGC TACTTGTAAG . . .60
TTGAGACCAG GTGCTCAATE TGETGAAGGT TTGTGTTGTG AACAATGTAA GTTCTCTAGA . (120
GCTGGTAAGA TCTGTAGAAT CCCAAGAGTT GACAT GCCAG ACGACAGATG TACTGGTCAA . 180
TCTGCTGACT GTCCAAGATA CCAC . 204

SEQIDNO: 51
GGTAAGGAAT GTGACTGTTC TTCTCCAGAA ARCCCATGTT GTGACGETGE TACTTGTAAG . . .60
TTGAGACCAG GTGCTCAATG TGETGAAGGT TTGTGTTGTG AACAATGTAA GTTCTCTAGA . 120
GCTGGTAAGA TCTGTAGAAT CCCAAGACTT GACGACCTAG ACGACAGATG TACTGGTCAA . 180
TCTGCTGACT GTCCAAGATA CCAC . 204

SEQID NO: 52
GGTAAGGAAT GTGACTGTTC TTCTCCAGAA AACCCATGTT GTGACGCTGE TACTTGTAAG . . .60
TTGAGACCAG GTGCTCAATG TGGTGAAGGT TTGTGTTGTG AACAATGTAA GTTCTCTAGA . 120
GCTGGTAAGA TCTGTAGAAT CGCAAGACTT GACGACC TAG ACGACAGATG TACTGGTCAA 180
TCTGCTGACT GTCCAAGATA CCAC |, 204

SEQIDNO: 53
GOTAAGGAAT GTGACTGTTC TTCTECAGAA AACCCATGTT GTGACGCTGE TACTTGTAAG . . 60
TTGAGACCAG GTGCTCAATG TGGTGAAGGT TTGTGTTGTE AACAATGTAA GTTCTCTAGA. 120
GCTGGTAAGA TCTGTAGAAT CCCAAGAATC GACATGCCAG ACGACAGATS TACTGGTCAA 180
TCTGCTGACT GTCCAAGATA CCAC , 204

SEQID NO: 54
GGTAAGGAAT GTGACTGTTC TTCTCCAGAA AACCCATGTT GTGACGCTGC TACTTGTAAG . . 60
TTGAGACCAG GTGCTCAATG TGGTGAAGGT TTGTGTTGTG AACAATGTAA GTTCTCTAGA. (120
GCTGGTAAGA TCTGTAGAAT CCCAAGACAC GACATGCCAG ACGACAGATG TACTGGTCAA 180
TCTGCTGACT GTCCAAGATA CCAC . 204
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SEQID NO: 55
GGTAAGGAAT GTGACTGTTC TTCTCCAGAA AACCCATGTT GTGACGCTGC TACTTGTAAG . . 60
TTGAGACCAG GTGCTCAATG TGGTGAAGGET TTGTGTTGTG AACAATGTAA GTTCTCTAGA . 120
GCTGGTAAGA TCTGTAGAAT CLCAAGAGET GACAACCCAG ACGACAGATG TACTGGTCAA 180
TCTGCTGACT GTCCAAGATA CCAC . 204

SEQID NO: 56
GGTAAGGAAT GTGACTGTTC TTCTCCAGAA AACCCATGTT GTGACGCTGE TACTTGTAAG . . 6O
TTGAGACCAG GTGCTCAATG TGGTGAAGGET TTGTGTTGTG AACAATGTAA GTTCTCTAGA . (120
GCTGGTAAGA TCTGTAGAAT CCCAAGAGGT GACGGTCCAG ACGACAGATG TACTGGTCAA 180
TCTGCTGACT GTCCTAAGATA CCAC . 204
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