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DESCRIPCION
Rostafuroxina para el tratamiento farmacocinético de afecciones cardiovasculares
REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

La presente descripcion esta relacionada y reivindica prioridad sobre la Solicitud provisional de EE.UU. S/N
61/253.020 titulada "Methods and Systems for Pharmacogenomic Treatment of CardioVascular Conditions"
presentada el 19 de octubre de 2009, y sobre la solicitud EP S/N 09177111.3 titulada "Methods and Systems for
Pharmacogenomic Treatment of CardioVascular Conditions" presentada el 25 de noviembre de 2009.

CAMPO

La presente descripcion se refiere a una clase de compuestos formados por 173-(3-furil)-58-androstano-33,143,17-
triol, indicado en la presente memoria como rostafuroxina.

ANTECEDENTES

La rostafuroxina es un compuesto conocido por presentar una actividad bioldgica en individuos. En particular, se ha
demostrado que la rostafuroxina es activa en el sistema cardiovascular de individuos y esta en desarrollo para el
tratamiento de trastornos cardiovasculares, tales como la hipertension arterial y complicaciones en organos
relacionadas, que incluyen el fallo cardiaco, la enfermedad cardiaca coronaria (CHD), la apoplejia y el fallo renal.

Mas particularmente, se ha demostrado que la rostafuroxina es un compuesto que normaliza la tensién sanguinea y
las alteraciones de la bomba Na-K y Src provocado por, aunque no exclusivamente, ouabaina o variaciones
genéticas en genes que codifican para la aducina citoesqueletal tales como ADD1, ADD2, ADD3.

Adicionalmente, se ha demostrado que la rostafuroxina es capaz de normalizar las alteraciones de las proteinas de
podocito que provocan una proteinuria excesiva, glomeruloesclerosis y fallo renal, y que antagonizan los procesos
biolégicos (formacion de neoitima y remodelacién negativa) que producen estenosis arterial tras arteriotomia y
angioplastia.

SUMARIO

Solo la materia objeto de acuerdo a las reivindicaciones es parte de la invenciéon. Segun un primer aspecto, la
presente invencion se refiere a rostafuroxina para uso en el tratamiento o la prevencion de una afeccién
cardiovascular en un individuo, donde dicho individuo ha sido seleccionado por ser un portador de: al menos un
polimorfismo seleccionado del grupo que consiste en rs2345088, rs16877182, rs16893522, rs2461911, rs5013093 y
rs12513375 en una cualquiera de las secuencias de nucleétidos de la SEQ ID NO: 1, la SEQ ID NO: 3, la SEQ ID
NO: 5,1a SEQ ID NO: 7, 1a SEQ ID NO: 9y la SEQ ID NO: 11; y al menos un genotipo seleccionado del grupo que
consiste en: genotipo TT para rs2345088, genotipo C/T para rs16877182, genotipo AA para rs16893522, genotipo
AA para rs246191 1, genotipo TT para rs5013093 y genotipo TT para rs12513375. En particular, el al menos un
polimorfismo se selecciona del grupo que consiste en el nucleétido C 6 T para rs2345088, el nucledtido C 6 T para
rs16877182, el nucledtido G 6 A para rs16893522, el nucledtido G 6 A para rs2461911, el nucledtido C 6 T para
rs5013093 y el nucledtido T 6 G para rs12513375, donde dicho polimorfismo esta en una cualquiera de las
secuencias de nucledtido de la SEQ ID NO: 1, la SEQ ID NO: 3, la SEQ ID NO: 5, la SEQ ID NO: 7, la SEQ ID NO: 9
y la SEQ ID NO: 11. Segun una realizacién preferida de la invencion, se ha seleccionado el individuo por ser un
portador de un polimorfismo en al menos un gen CAND 1, un gen CAND 2 y/o un gen GWS.

Segun una forma preferida de la invencion, se ha seleccionado al individuo por ser un portador de al menos un
polimorfismo en al menos un gen seleccionado del grupo que consiste en ADD1, ADD2, ADD3, CYP11A1, HSD3B1
LSS, ABCB/MDR1 y SLC04CA1.

Segun una forma adicional preferida de la invencion, se ha seleccionad al individuo por ser un portador de al menos
un polimorfismo de nucledtido Unico seleccionado del grupo que consiste en rs4961, rs4984, rs3731566, rs914247 y
rs1045642. Segun una forma preferida adicional de la invencion, se ha seleccionado al individuo por ser un portador
de al menos un genotipo seleccionado del grupo que consiste en GT para rs4961, CT para rs4984, AG para
rs3731566, GA para rs914247 y TC para rs 1045642.

Segun una forma preferida adicional de la invencion, se ha seleccionado al individuo por ser un portador de genotipo
AA de rs914247.

Segun una forma preferida adicional de la invencion, se ha seleccionado al individuo por ser un portador de al
menos un unico polimorfismo de nucledtido Unico seleccionado del grupo que consiste en rs242093, rs1996396,
rs10503806, rs13251780, rs17430706, rs10102024, rs526302, rs544104, rs3102087, rs5183, rs3772627,
rs2276736, rs2131 127, rs3741559, rs2217342, rs10927888, rs6604909, rs945403, rs7117314, rs10790212, rs1
1216598, rs910682, rs13218316, rs4309483, rs13280307, rs4739037, rs17596774, rs2728108, rs17786456,
rs7696304, rs2725222, rs17199565, rs2758152, rs1057293, rs16960712, rs759359, rs404214, rs1005213,
rs17025453, rs2110923, rs1428571, rs435404, rs12908787, rs11647727, rs880054 y rs11064584.
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Segun una forma preferida adicional de la invencion, se ha seleccionado al individuo por ser un portador de al
menos un polimorfismo de nucledtido Unico seleccionado del grupo que consiste en rs12996186, rs9893372,
rs7216331, rs7521668, rs188334, rs4998662, rs16893522, rs6457110, rs3893464, rs2517718, rs1362126,
rs5013093, rs2345088, rs6718282, rs721207, rs2555500, rs2461911, rs8179654, rs1901 139, rs2427832,
rs9361863, rs1998394, ga001619, rs2275531 , rs748140, rs4710592, rs2743951, rs10159569, rs3087816,
rs10493940, rs16877182, rs2326912, rs1110446, rs12513375 y rs17414954.

Segun una forma adicional preferida de la invencion, se ha seleccionado al individuo por ser un portador de al
menos un polimorfismo de nucleétido unico seleccionado del grupo que consiste en rs4961, rs4984, rs10923835,
rs947130, rs914247, rs1045642, rs880054, rs10502933, rs2131127, rs4309483 y rs4739037. Segun una forma
adicional preferida de la invencién, se ha seleccionado al individuo por ser un portador de al menos un polimorfismo
de nucledtido unico seleccionado del grupo que consiste en rs1045642, rs10923835, rs914247, rs4961, rs947130,
rs4309483, rs2131127, rs10502933 y rs880054 (perfil 8).

Segun una forma adicional preferida de la invencion, se ha seleccionado al individuo por ser un portador de al
menos un polimorfismo de nucledtido unico seleccionado del grupo que consiste en rs1045642, rs10923835,
rs914247, rs947130, rs4739037, rs43909483, rs4984, rs10502933 y rs880054 (perfil 9).

Segun una forma preferida adicional de la invencion, la afeccion cardiovascular es hipertension y/o una afeccion
asociada a la misma, siendo elegidas dichas afecciones cardiovasculares de forma preferible del grupo que consiste
en: hipertrofia cardiaca, insuficiencia cardiaca, fallo cardiaco, isquemia cardiaca, incremento de resistencias
vasculares, incremento de reactividad vascular, rigidez vascular, incremento de espesor vascular, hipertrofia renal,
fallo renal, glomeruloesclerosis, proteinuria, enfermedad renal policistica, dafio retinal, trastornos cerebrovasculares,
apoplejia, sindrome de Meniere, trastornos cognitivos, trastornos bipolares.

Un aspecto adicional de la invencion se refiere a la rostafuroxina para uso como medicamento en el tratamiento o la
prevencion de una afeccion cardiovascular en un individuo segun la reivindicacién 1 en una dosis de entre 0,005
mg/dia y 5 mg/dia.

Preferiblemente, se ha seleccionado al individuo por ser un portador también de un polimorfismo en al menos un:
gen CAND 1, seleccionado del grupo que consiste en ADD1, ADD2, ADD3, LSS, MDR1, HSD3B1, CYP11A1 y
SLC04C1; gen CAND 2, seleccionado del grupo que consiste en ACTN 1, ADRA1A, AGTR1 , AQP2, ATP1A3,
CLCNKA, CLCNKB, FXYD2, FXYD6, FYN, NEDD4L, NKAIN3, PKD1, PKD2, SCNN1B, SGK1, SLC12A1, SLC8A1,
TJP1, UMOD y WNKT1; y/o gen GWS, seleccionado del grupo que consiste en ARL5A, ATP2A3, COX10, DPHS5,
FAIM3, FAM46A, HCG9, HLA-A, HLA-F, HLA-G, KCNS3, LOCI 31691, LOC389174, LOC389970, LOC642727,
LOC644192, LOC649458, LOC728360, LOC728316, PIGR, RCADH5, RP3-377H14.5, SH3PXD2A, SLC30A7,
THSD7A, TMEM200A, TRIM31, TTC29 y VCAM1, y donde la administraciéon o la prescripcién de rostafuroxina al
individuo da como resultado una bajada media de la tensidon sanguinea que oscila entre aproximadamente 8 y
aproximadamente 22,5 mmHg.

Segun una forma preferida adicional de la invencion, el al menos un gen CAND 1, gen CAND 2 y gen GWS se
selecciona del grupo que consiste en MDSR 2, HSD18, LSS2, HSD19, ADD2, WNK, donde el polimorfismo en al
menos un gen CAND 1, gen CAND2 y/o gen GWS preferiblemente es un polimorfismo de nucleétido unico.

Un aspecto adicional de la invencion se refiere a un método para identificar un individuo con una respuesta mejorada
a rostafuroxina, método que comprende detectar en una muestra de ADN aislado del individuo un polimorfismo de
nucledtido Unico seleccionado del grupo que consiste en rs2345088, rs16877182, rs16893522, rs2461911,
rs5013093 y rs12513375, en una cualquiera de las secuencias de nucledtido de la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3,
SEQ ID NO: 5,1a SEQ ID NO: 7, la SEQ ID NO: 9y la SEQ ID NO: 11, donde la presencia del SNP se correlaciona
con una respuesta mejorada a la rostafuroxina en dicho individuo, teniendo dicho individuo al menos un genotipo
seleccionado del grupo que consiste en: genotipo TT para rs2345088, genotipo C/T para rs16877182, genotipo AA
para rs16893522, genotipo AA para rs246191 1, genotipo TT para rs5013093 y genotipo TT para rs12513375.

Un aspecto adicional de la invencion se refiere a un kit de partes para evaluar el tratamiento con rostafuroxina para
un individuo, kit que comprende: una sonda para el al menos un polimorfismo seleccionado del grupo que consiste
en rs2345088, rs16877182, rs16893522, rs246191 1, rs5013093 y rs12513375; y una composicion farmacéutica que
comprende rostafuroxina en una dosis que varia entre 0,005 mg y 5 mg/dia y en particular entre 0,05 y 0,5 mg/dia 'y
un vehiculo farmacéuticamente aceptable, donde la sonda comprende al menos un polinucleétido aislado
seleccionado del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 2, la SEQ ID NO: 4, la SEQ ID NO: 6, la SEQ ID NO: 8, la
SEQ ID NO: 10 y la SEQ ID NO: 12 6 un fragmento de las mismas, siendo el fragmento capaz de hibridarse
especificamente con una secuencia complementaria a la SEQ ID NO: 2, la SEQ ID NO: 4, la SEQ ID NO: 6, la SEQ
ID NO: 8, la SEQ ID NO: 10 6 la SEQ ID NO: 12.

Preferiblemente, el kit comprende ademas una sonda para al menos un polimorfismo seleccionado del grupo que
consiste en rs4961, rs4984, rs10923835, rs947130, rs914247, rs1045642, rs880054, rs10502933, rs2131127,
rs4309483 y rs4739037, donde la sonda preferiblemente comprende al menos un polinucledtido aislado
seleccionado del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 26, la SEQ ID NO: 28, la SEQ ID NO: 30, la SEQ ID NO: 32,
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la SEQ ID NO: 34, la SEQ ID NO: 36, la SEQ ID NO: 38, la SEQ ID NO: 40, la SEQ ID NO: 42, la SEQ ID NO: 44 y la
SEQ ID NO: 46 6 un fragmento de las mismas, fragmento que sea capaz de hibridarse especificamente con una
secuencia complementaria a la SEQ ID NO: 26, la SEQ ID NO: 28, la SEQ ID NO: 30, la SEQ ID NO: 32, la SEQ ID
NO: 34, la SEQ ID NO: 36, la SEQ ID NO: 38, la SEQ ID NO: 40, la SEQ ID NO: 42, la SEQ ID NO: 44 6 la SEQ ID
NO: 46.

Los detalles de una o mas realizaciones de la descripcién se fijan en las figuras acompafiantes y en la descripcion
presentada a continuacion. Otras caracteristicas, objetivos y ventajas seran evidentes a partir de la descripcion y las
figuras, y a partir de las reivindicaciones.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Las figuras acompafantes, que se incorporan a la presente especificacion y forman parte de ella, ilustran una o mas
realizaciones de la presente descripcion y, junto con la descripcion detallada y los ejemplos, sirven para explicar los
principios y las implementaciones de la descripcion.

La Figura 1 muestra una distribucion gaussiana detectada en relacion al analisis genético descriptivo llevado a cabo
en individuos tratados con rostafuroxina y placebo. En particular, el Panel A muestra un diagrama que ilustra la
distribucion de cambios de tensién sanguinea (DSBP5_0) en individuos tras 5 semanas de tratamiento con
rostafuroxina y placebo, o con ambos (todos los pacientes). EI Panel B muestra un diagrama que ilustra la
distribucion de cambios en la tension sanguinea (DSBP5_0) en individuos tras 5 semanas de tratamiento con
rostafuroxina (rostafuroxina). El Panel C muestra un diagrama que ilustra la distribucién de cambios de tension
sanguinea (DSBP5_0) en individuos tras 5 semanas de tratamiento con placebo (Placebo).

La Figura 2 muestra una distribucion gaussiana detectada en relacion al analisis descriptivo genético llevado a cabo
en individuos tratados con rostafuroxina. En particular,

la Figura 2 muestra un diagrama que ilustra la distribuciéon de cambios de tensién sanguinea (DSBP5_0) tras 5
semanas de tratamiento con rostafuroxina mostrada en la Figura 1B subdividida en terciles.

La Figura 3 muestra resultados del andlisis estadistico llevado a cabo en relaciéon a un analisis descriptivo genético
llevado a cabo en individuos tratados con rostafuroxina. En particular, la Figura 3 muestra los dos ejes superiores de
variacion del Analisis de Componente Principal (PCA1 y PCA2) de Eigensoft para 193 pacientes para ilustrar la
relacion genética entre individuos. Cada punto representa un individuo. En el grafico, se puede detectar un ligero
agrupamiento heterogéneo de individuos distribuidos alrededor del cero.

La Figura 4 muestra un diagrama que ilustra los resultados de asociacién de GXE para placebo y de la terapia de
SNPs segun algunas realizaciones descritas en la presente memoria. En el Panel A, el eje Y del grafico representa
el valor-P de significacion (-log valor-P), mientras que el eje X representa la posicion en el genoma. Cada punto
representa un SNP y en particular los puntos rojos representan SNPs con un valor-P significativo (p<10). El Panel
B muestra la comparacion de las distribuciones de valores-P observados frente a esperados, generados mediante
Test de asociacion GXT (representacion Q-Q). El ensanchamiento en la cola de la distribucion representa
asociaciones positivas verdaderas.

La Figura 5 muestra diagramas que ilustran las etapas de seleccion de genotipos de interacciones de SNPs para
rostafuroxina segun algunas realizaciones de la presente descripcion. En particular, la Figura 5 muestra diagramas
que indican la interaccion entre diferentes genotipos de rs8899 y rs4678 con respecto a los cambios en la tension
sanguinea (DSBP5_0) en individuos tratados con rostafuroxina y placebo segun se indique.

La Figura 6 muestra un ejemplo de analisis univariable llevado a cabo para seleccionar genotipos que afectan a la
respuesta a la rostafuroxina segun algunas realizaciones descritas en la presente memoria.

La Figura 7 muestra un diagrama que ilustra un ejemplo de interaccion entre diferentes genotipos de un SNP
hipotético y los cambios de tension sanguinea (DSBP5_0) con rostafuroxina y placebo.

La Figura 8 muestra un resumen de ejemplos de datos relacionados con perfiles genéticos segun algunas
realizaciones descritas en la presente memoria.

La Figura 9 muestra un resumen de genes seleccionados relacionados con la modulacién vascular, renal y nerviosa
de la tension sanguinea segun algunas realizaciones descritas en la presente memoria.

La Figura 10 muestra datos relativos a la eficacia y la seguridad de estrategias tradicionales y farmacocinéticas.
DESCRIPCION DETALLADA

En la presente memoria se proporcionan métodos y sistemas basados en los efectos de las variaciones genéticas
sobre la actividad biolégica asociada a la rostafuroxina en un individuo.
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En particular, los métodos y sistemas proporcionados en la presente memoria se basan en los polimorfismos de una
region intergenética o intragenética de un gen seleccionado del grupo que consiste en KCNS3, THSD7A, FAM46A,
LOC389970, HLA-G y TTC29, y/o una variacion genética en el desequilibrio de enlace con los mismos.

Mas particularmente, las composiciones, métodos y sistemas descritos en la presente memoria se basan en la
influencia identificada en la respuesta de un individuo a la rostafuroxina de uno o mas polimorfismos seleccionados
del grupo que consiste en rs2345088, rs16877182, rs16893522, rs2461911, rs5013093 y rs12513375, y/o una
variacion genética en el desequilibrio de enlace con los mismos.

Las palabras "variacion genética" o "polimorfismo" tal como se usan en la presente memoria indican una diversidad
genética en una poblacion de individuos y en particular es un estado alterado de una regiéon de ADN o de un
cromosoma. Los ejemplos de polimorfismos comprenden VNTR (numero variable de repeticiones en tandem,
también conocido como minisatélite y microsatélite), sustituciones de pares base, inserciones de pares base,
eliminaciones de pares base, cambios de cariotipo (aneuploide, poliploide) y reestructuraciones de cromosomas
(eliminacion, traslocalizacion, inversion).

El término "rostafuroxina" tal como se usa en la presente memoria indica uno cualquiera de los compuestos de una
clase formada por 173-(3-furil)-5B-androstano-3[3,143,17a-triol, y los derivados del mismo. Mas particularmente, los
compuestos de rostafuroxina comprenden compuestos de férmula I.

R 1

OR

OR2 RB

Y/
H
m

donde: el simbolo WWA significa que los sustituyentes de la posicion 17 pueden presentar una configuracion a 6 f3;
el simbolo === representa un enlace sencillo o un enlace doble; Y es oxigeno o guanidinoimino, donde === enla

posicién 3 es un doble enlace; Y es hidroxi, OR* 6 SR*, donde
presentar una configuracion a 6 §;

en la posicion 3 es un enlace sencillo y puede

R es un grupo 3-furilo o 4-piridacinilo sustituido o no sustituido;

R'es hidrégeno; metilo; etilo o n-propilo sustituido con OH 6 NR5R6;
R? es hidrégeno o junto con R? es un enlace de un anillo de oxirano;
R’ es hidrégeno o junto con R? es un enlace de un anillo de oxirano;

R* es hidrégeno; metilo; alquilo C2-C6 6 alquenilo C3-C6 6 acilo C2-C6, estando dichos7grupos alquilo, alquenilo o
acilo no sustituidos o sustltwdos con un grupo de amonio cuaternario o uno o mas OR’, NR®R®, formilo, amidino,
guanidinoimino 6 NR®R? e hidroxi;

R®, R son de forma |ndepend|ente hidrégeno; metilo; alquilo C2-C6 no sustituido o sustituido con NR'R" 6
NR °R" e hidroxi, 6 R5 y R® considerados junto al atomo de nitrogeno forman un anillo penta- o hexa-
monoheterociclico saturado o insaturado, sustituido o no sustituido, que opcionalmente contiene otro heteroatomo
seleccionado entre oxigeno o azufre o nitrdgeno;

R’ es hldrogﬂeno metilo o alquilo C2-C4, estando dicho alquilo no sustituido o sustituido con uno o mas NR'R" ¢
con NR'R"" e hidroxi;

R® R® son de forma independiente hidrégeno; metilo; alquilo 02 06 6 al%uenllo C3-C6, estando dIChOS grupos
anU|Io y alquenilo sin sustituir o sustituidos con uno o mas NR'R", 6 NR"R"" e hidroxi, o R® y R® considerados
junto con el atomo de nitrégeno forman un anillo penta- o hexa- monoheterocmhco saturado o insaturado, sustltU|do o]
sin sustituir, que contiene opcionalmente otro heteroatomo seleccionado entre oxigeno o azufre o nitrégeno, o R® es
hidrégeno y R? es amidino;

Rm, R son de forma independiente hidrégeno, alquilo C1-C6, o R'" y R”, junto con el atomo de nitrogeno forman
un anillo penta- o hexa-monoheterociclico saturado o insaturado.
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En particular, el término rostafuroxina tal como se usa en la presente memoria incluye todos los posibles
estereoisomeros, en particular los isbmeros Z y E, los isdbmeros 6pticos y sus mezclas, asi como los metabolitos y
los precursores metabdlicos de los compuestos de formula (l). El término "derivado” tal como se usa en la presente
memoria indica un compuesto modificado quimicamente de formula () que retiene al menos una de las actividades
biolégicas asociadas al compuesto de Férmula (l). Las modificaciones quimicas pueden incluir, por ejemplo, la
sustituciéon de hidrogeno por un grupo alquilo, acilo, hidroxilo o amino, y otras modificaciones adicionales
identificables por parte de un especialista.

También se hace referencia a la Patente de EE.UU. n°® 5.591.734, Bianchi et al., 2003, y Quadri et al 1997 [Ref. 4, 5]
y la informacién de apoyo relacionada (incorporadas todas ellas en su totalidad a la presente memoria a modo de
referencia), que describen la sintesis y la actividad bioldgica de los compuestos de rostafuroxina.

Otras actividades bioldgicas adicionales asociadas a la rostafuroxina se describen en Ferrari P. et al., 1998 [Ref. 6],
también incorporada a la presente memoria en su totalidad a modo de referencia.

La expresion "actividad biologica" tal como se usa en la presente memoria en referencia a la rostafuroxina indica la
cualidad o el estado de cualesquier efectos de la rostafuroxina, o relativos a la rostafuroxina, en una materia viva.
Las actividades bioldgicas de la rostafuroxina incluyen, aunque sin limitacion, la inhibicion selectiva del efecto
hipertensivo de la ouabaina, la normalizacién de las alteraciones en la bomba Na-K y Src provocadas por la
ouabaina, y la normalizacién en las formas de hipertension sostenida por el aumento concomitante de los niveles de
ouabaina endoégenos y las alteraciones de la bomba Na-K y Src. En particular, las actividades biolégicas de la
rostafuroxina comprenden un antagonismo selectivo del efecto hipertensivo asociado a las variaciones genéticas de
los genes que codifican para aducina u otras enzimas implicadas en la sintesis y transporte de ouabaina endégena,
la normalizacién de alteraciones de la bomba Na-K y Src provocadas por variaciones genéticas de aducina [Ref. 1,
2, 3], y la normalizacion de las formas de hipertension sostenida por los efectos concomitantes de las variaciones
genéticas de aducina y las alteraciones de la bomba Na-K y Src. Las actividades biologicas de la rostafuroxina
también incluyen, aunque sin limitacion, la normalizacion de las alteraciones de las proteinas de podocito que
provocan una proteinuria excesiva, glomeruloesclerosis y fallo renal y antagonismo de los procesos bioldgicos que
producen estenosis arterial tras arteriotomia y angioplastia y actividades adicionales identificables por un
especialista tras leer la presente descripcion.

Tal como se describe en la presente descripcion, las actividades biologicas asociadas a la rostafuroxina se ven
afectadas por variaciones genéticas en individuos, de tal modo que en varias realizaciones el tratamiento con
rostafuroxina produce un aumento de la actividad biolégica con respecto a la actividad biolégica generada en
individuos que no presentan las variaciones genéticas.

Adicionalmente, puesto que la actividad de la rostafuroxina es dependiente de la dosis, los métodos y sistemas
incorporados en la presente memoria permiten en varias realizaciones la administracion efectiva de la rostafuroxina
a individuos portadores de variaciones genéticas con la correspondiente reduccion de los posibles efectos
secundarios.

Las actividades bioldgicas detectables asociadas a la rostafuroxina en un individuo definen la respuesta del individuo
a la rostafuroxina. Las actividades bioldgicas pueden detectarse con métodos y técnicas identificables por un
especialista, que incluyen, aunque sin limitacion, la deteccion de biomarcadores asociados a la actividad bioldgica, y
la deteccion de signos vitales y otras informaciones clinicas asociadas a la actividad bioldgica en el individuo, con
referencia particular a la tensiéon sanguinea del individuo.

En varias realizaciones de la presente descripcion, la administracion de rostafuroxina a un individuo que porte una
variacion genética segun la presente descripcion da como resultado una respuesta mejorada a la rostafuroxina en el
individuo.

En particular, una "respuesta mejorada" en el sentido de la presente descripcidon indica un aumento de las
actividades de la rostafuroxina detectadas en el individuo, las cuales en varias realizaciones comprenden al menos
una de las siguientes, prevencion de la hipertension, reduccion de la tensiéon sanguinea, normalizacion de la tension
sanguinea, y prevencion de dafios cardiovasculares, renales, vasculares, oculares y nerviosos, o de complicaciones
asociadas a la hipertensién. En particular, una respuesta mejorada se puede definir, en varias realizaciones, a través
del descenso medio de la tension sanguinea sistdlica en consulta desde aproximadamente 23 mmHg hasta
aproximadamente 12 mmHg con respecto a la tension sanguinea medida en el individuo antes de comenzar el
tratamiento.

En varias realizaciones se puede definir una respuesta mejorada a través de una reduccion media de la tension
sanguinea sistdlica en consulta y/o la tensién sanguinea nocturna de al menos aproximadamente 15 y
aproximadamente 9 mmHg, respectivamente en comparacion con la tensién sanguinea medida en el individuo antes
del comienzo del tratamiento. También en varias realizaciones se puede definir una respuesta mejorada a través de
una reduccion media de la tensién sanguinea sistélica en consulta y/o de la tension sanguinea nocturna, al menos
de una reduccion de la tensién sanguinea sistolica en consulta que sea significativamente mayor (p.ej., 40% o
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mayor) que la reduccién media correspondiente detectada en el individuo tras la administracion de otro
antihipertensivo tal como Hidroclorotiazide (HCTZ) o Losartan.

La expresion "reduccion media" o "caida media" tal como se usa en la presente memoria en referencia a la tension
sanguinea indica una disminucion del valor medio o esperado de un conjunto de medidas de tension sanguinea
llevadas a cabo en un individuo en un periodo de tiempo predeterminado segun las guias médicas a fin de detectar
la tension sanguinea (p.ej., tension sanguinea en consulta o nocturna). El calendario y horario especificos de las
medidas y la estadistica descriptiva que puede usarse como medida de la tendencia central de las mediciones de
tension sanguinea para calcular la reduccion media pueden ser identificadas por un especialista a partir de la lectura
de la presente descripcion.

El término "tensién sanguinea en consulta" tal como se usa en la presente memoria indica el nivel de tension
sanguinea medido por el médico en su consulta mediante un equipamiento adecuado tal como un
esfigmomanoémetro, un registro de BP electronico u otro equipamiento adicional identificable por un especialista.

La expresion "tensidon sanguinea nocturna" tal como se usa en la presente memoria indica los niveles de tension
sanguinea registrados durante la noche, tipicamente entre 12 p.m. y 6 a.m., mediante un equipamiento adecuado,
tal como un registro de tension sanguinea electrénico, en particular segun el método de Holter) u otro equipamiento
adicional identificable por un especialista.

El término "hidroclorotiazide" tal como se usa en la presente memoria indica un farmaco diurético de primera linea de
la clase tiazide que actua inhibiendo la capacidad del rifion para retener agua y que tiene la férmula 6-cloro-1,1-
dioxo-3,4-dihidro-2H-1,2,4-benzotiadiazina-7-sulfonamida. El término "losartan" tal como se usa en la presente
memoria indica un farmaco antagonista de receptor de angiotensina Il usado principalmente para tratar la tension
sanguinea elevada y que tiene la férmula (2-butil-4-cloro-1-{[2'-(1H-tetrazol-5-il)bifenil-4-iljmetil}-1H-imidazol-5-
il)metanol.

Segun la presente descripcion, la respuesta de un individuo a la rostafuroxina se ve afectada por determinadas
variaciones genéticas y en particular por polimorfismos de nucledtido Unico que son detectables en el genotipo del
individuo. La expresioén "polimorfismo de nucleétido unico" o "SNP" tal como se usa en la presente memoria indica
una variacion genética formada por una Unica sustitucion de par base, también denominada mutacién puntual.
Segun la presente descripcion, los SNPs o mutaciones puntuales pueden estar localizadas en una region intragénica
de un gen (p.€j., en regiones intrénicas o exoénicas del gen) o en regiones intergénicas que flanqueen a un gen, y
que estan compuestas tipicamente por regiones genomicas con funciones reguladoras o con una funcion
desconocida.

El término "individuos" tal como se usa en la presente memoria indica un Unico organismo bioldgico, tal como un
animal superior y en particular un vertebrado, tal como un mamifero y mas particularmente un ser humano.

El término "genotipo" tal como se usa en la presente memoria indica la combinacién de alelos localizados en
cromosomas homoélogos para cada una de las variaciones genéticas consideradas. En particular, en la presente
descripcion, el genotipo 1 (g1) para un gen o posicion especificos indica la asociacion del genotipo homocigoto
menos frecuente para dicho gen o posicion especificos, el genotipo 2 (g2) para un gen o posicion especificos indica
la asociacion al genotipo heterocigoto para dicho gen o posicion especificos, y el genotipo 3 (g3) para un gen o
posicion especificos indica la asociacion al genotipo homocigoto mas frecuente para dicho gen o posicion
especificos.

En varias realizaciones, las variaciones genéticas que afectan a las actividades de rostafuroxina en un individuo
comprenden al menos un SNP seleccionado del grupo que consiste en rs2345088, rs16877182, rs16893522,
rs2461911, rs5013093 y rs12513375 (también indicados en la presente memoria como "SNPs de nucleo") y/o una
variacion genética en el desequilibrio de enlace con los mismos. Los SNPs de nucleo, asi como otros SNPs, a
menudo se indican en la presente memoria usando los identificadores rsID de dbSNP establecidos por el "National
Center for Biotechnology Information” (NCBI) y disponibles por ejemplo en
http://www.ncbi.nim:nih.gov/projects/SNP/, en la fecha de presentacion de la presente solicitud. La expresion
"desequilibrio de enlace" tal como se usa en la presente memoria indica la asociacién no aleatoria de alelos en dos o
mas localizaciones, no necesariamente en el mismo cromosoma, y se refiere a una situacién en la que una
combinacion de alelos o marcadores genéticos se produce mas o menos frecuentemente en una poblacion de lo que
seria esperable a partir de una formacioén aleatoria de haplotipos procedentes de alelos en base a sus frecuencias.
Las asociaciones no aleatorias entre polimorfismos en diferentes localizaciones se miden a través del grado de
desequilibrio de enlace (LD, del inglés "linkage disequilibrium"). Las variaciones genéticas en el desequilibrio de
enlace indicadas en la presente descripcion tienen un alto grado de desequilibrio de enlace r2 que varia entre 0,9 y 1
y que puede ser identificado por un especialista usando fuentes del GenBank en vista de la presente descripcion.

En algunas realizaciones, los efectos de variaciones genéticas sobre la respuesta de un individuo a la rostafuroxina
se consideran en los métodos para llevar a cabo o evaluar una terapia con rostafuroxina como la descrita en la
presente memoria. Los términos "terapia”, "terapéutico", "terapéuticamente" y relacionados, tal como se usan en la
presente memoria, indican un elemento de, o son relativos a, el tratamiento o la prevencién de una afeccién en un
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individuo, y en particular en referencia a rostafuroxina indican un elemento de, o son relativos a, el tratamiento o la
prevencion de una afeccion asociada a cualquier actividad biolégica asociada a la rostafuroxina en el individuo. El
término "afeccion" tal como se usa en la presente memoria indica, como es habitual, el estatus fisico del cuerpo de
un individuo (en su totalidad o de una o mas de sus partes) que no es conforme al estatus fisico del individuo (en su
totalidad o de una o mas de sus partes) que esta asociado a un estado de bienestar fisico, mental y posiblemente
social, completo. Las afecciones descritas en la presente memoria incluyen, aunque sin limitacion, trastornos y
enfermedades donde el término "trastorno" indica una afeccién del individuo vivo que estd asociada a una
anormalidad funcional del cuerpo o de cualquiera de sus partes, y el término "enfermedad" indica una afeccién del
individuo vivo que altera el funcionamiento normal del cuerpo o de cualquiera de sus partes, y que se manifiesta
tipicamente a través de signos y sintomas distintivos. Los ejemplos de afecciones incluyen, aunque sin limitacion,
lesiones, discapacidades, trastornos (que incluyen trastornos mentales y fisicos), sindromes, infecciones,
comportamientos desviados del individuo y variaciones atipicas de estructura y funciones del cuerpo de un individuo
o de partes del mismo. La expresion "asociado a" tal como se usa en la presente memoria en referencia a dos
elementos indica una relacion entre los dos elementos, de tal modo que la existencia de un primer elemento viene
acompafiada de la existencia del segundo elemento, que incluye, aunque sin limitacién, una relacion causa-efecto y
una relacioén signos/sintomas-enfermedad.

Las afecciones asociadas a una actividad biologica que esta asociada a la rostafuroxina en un individuo incluyen,
aunque sin limitacion, afecciones cardiovasculares (p.ej., hipertension, que incluye hipertension primaria, hipertrofia
cardiaca, aumento de resistencias vasculares y restenosis arterial), fallo renal, glomeruloesclerosis, proteinuria,
enfermedad renal policistica, dafio retinal, trastornos cerebrovasculares, sindrome de Meniere, trastornos cognitivos,
trastornos bipolares y complicaciones cardiovasculares asociadas a hipertension primaria, tales como fallo cardiaco,
apoplejia, isquemia, dafio retinal y otras afecciones adicionales identificables por el especialista. La expresion
"hipertensiéon primaria” indica una afeccion clinica que afecta al 25-30% de la poblacion adulta en sociedades
industrializadas y que, a través de sus complicaciones cardiacas, cerebrales y renales, es responsable de gran parte
de las cargas y costes de salud, e incluye el grado |, II, Il y IV de hipertension en base al nivel de tensién sanguinea
y de la presencia de complicaciones vasculares y retinales asociadas, identificables por un especialista.

El término "tratamiento" tal como se usa en la presente memoria indica cualquier actividad que sea parte de una
atencion sanitaria, o que trate una afeccion médicamente o quirirgicamente. El término "prevencion” tal como se usa
en la presente memoria indica cualquier actividad que reduzca la carga de mortalidad de una afeccidon en un
individuo. Esto tiene lugar a nivel de prevencion primaria, secundaria y terciaria, donde: a) la prevencién primaria
evita el desarrollo de una enfermedad; b) las actividades de prevencion secundaria estan dirigidas al tratamiento
temprano de la enfermedad, incrementando de este modo las oportunidades de intervencion para prevenir la
progresion de la enfermedad y la aparicion de sintomas; y c) la prevencion terciaria reduce el impacto negativo de
una enfermedad ya establecida a través de la restauracion de la funcién y la reduccion de complicaciones
relacionadas con la enfermedad.

En particular, en algunas realizaciones, la informacion relativa a SNPs en un genotipo de un individuo se usa como
método para tratar o prevenir una afeccién cardiovascular en el individuo. En dichas realizaciones, la rostafuroxina
se administra o se prescribe al individuo que ha sido determinado como portador de al menos un polimorfismo
seleccionado del grupo que consiste en los SNPs de nucleo rs2345088, rs16877182, rs16893522, rs2461911,
rs5013093 y rs12513375, o de una variacion genética en el desequilibrio de enlace con los mismos.

En particular, en varias realizaciones, los individuos que portan uno o mas de los SNPs de nucleo exhiben una
respuesta mejorada a la rostafuroxina en el individuo, que puede calcularse en base al fenotipo cuantitativo formado
por la reduccién media de la tension sanguinea en un individuo medida tras terapia con respecto al tratamiento con
placebo (DSBP5_0) de al menos 15 mmHg, tal como se ilustra ampliamente en la seccion de Ejemplos.

En base a un DSBP5_0 de fenotipo cuantitativo en varias realizaciones, los individuos que portan uno o mas de los
SNPs de nucleo exhiben una respuesta mejorada definida a través de una magnitud de la caida media de tension
sanguinea (comparada de forma significativa con los valores previos al tratamiento) obtenida con rostafuroxina que
es de aproximadamente el 40% o mas, y en particular de aproximadamente 40% a 50% o mas, respecto a la caida
media de la tension sanguinea obtenida con otros agentes antihipertensivos tales como HCTZ Losartan en pacientes
nunca tratados.

En varias realizaciones, los individuos que portan uno o mas de los SNPs de nucleo exhiben una respuesta
mejorada a la rostafuroxina en el individuo, que puede calcularse en base al fenotipo cuantitativo formado por la
reduccion media de la tensién sanguinea nocturna en un individuo medida tras terapia con respecto al tratamiento
con placebo (DSBP5_0) de al menos 9 mmHg, tal como se ilustra ampliamente en la seccion de Ejemplos.

Adicionalmente, puesto que la DSBP5_0 es el fenotipo cuantitativo del analisis estadistico y experimental
presentado en la seccion de Ejemplos, la respuesta mejorada a la rostafuroxina definida a través de la caida media
de la tensién sanguinea se considera representativa de cualquier respuesta mejorada por cualesquier actividades
biolégicas asociadas a la rostafuroxina que sean detectables usando biomarcadores o informaciones clinicas
diferentes a la medida de tension sanguinea. Por lo tanto, las respuestas mejoradas definidas por las actividades
bioldgicas de rostafuroxina detectables usando biomarcadores o informaciones clinicas diferentes a la medida de la
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tensiéon sanguinea quedan abarcadas por el alcance de la presente descripcion y son identificables por un
especialista.

En algunas realizaciones de los métodos y sistemas descritos en la presente memoria se alcanza una respuesta
mejorada a la rostafuroxina mediante la administracion o la prescripcion de rostafuroxina a un individuo que porta
uno o mas de los siguientes SNPs de nucleo: nucledtido C 6 T en la posicion 18079898 del cromosoma 6
(rs2345088), nucledtido C 6 T en la posicion 11753617 del cromosoma 7 (rs16877182), nucledtido G 6 A en la
posicion 82560511 del cromosoma 6 (rs16893522), nucledtido G 6 A en la posicion 57078480 del cromosoma 10
(rs2461911), nucledtido C 6 T en la posicién 29928565 del cromosoma 6 (rs5013093) y nucledtido T 6 G en la
posicion 148244380 del cromosoma 4 (rs12513375).

En algunas realizaciones de los métodos y sistemas descritos en la presente memoria se administra o prescribe
rostafuroxina a un individuo que es portador de al menos uno de los siguientes genotipos solo o en combinacion con
otros: genotipo TT o genotipo 1 para rs2345088, genotipo C/T o genotipo 2 para rs16877182, genotipo AA o
genotipo 1 para rs16893522, genotipo AA o genotipo 1 para rs2461911, genotipo TT o genotipo 1 para rs5013093, y
genotipo TT o genotipo 1 para rs12513375.

En particular, la presencia de al menos un genotipo relevante para cualquiera de los anteriores SNPs, solo o en
combinacién con otros, se asocia a una reduccion media de la tension sanguinea sistdlica DSBNP5_0 en los
individuos que oscila entre 23 y 12 mmHg segun las dosis o la combinacion de genotipos (perfiles, véase la seccion
de Ejemplos mas adelante).

En varias realizaciones, uno o mas de los SNPs de nucleo y/o variaciones genéticas en el desequilibrio de enlace
con los mismos se pueden asociar a una o mas variaciones genéticas adicionales que también afectan a la
respuesta a la rostafuroxina en un individuo, variaciones genéticas que también afectan a la respuesta a
rostafuroxina en un individuo y que se ejemplifican a través de los SNPs identificados como CAND 1, CAND 2 y
GWS descritos en los detalles de la seccion de Ejemplos. En particular, las variaciones genéticas adicionales que
afectan a la respuesta a rostafuroxina en los individuos comprenden grupos de genes implicados directa o
indirectamente en la expresion de Aducina y en la sintesis y transporte de Ouabaina Endégena (OE). Dichos genes
incluyen, aunque sin limitacion, genes de CAND 1 tales como ADD1, ADD2, ADD3, LSS, CYP11A1, HSD3B1-2
SLCO4C1, MDR1 y polimorfismo relacionados.

En varias realizaciones de los métodos y sistemas descritos en la presente memoria, se detecta una respuesta
mejorada a la rostafuroxina en conexién a la administracion o la prescripcion de rostafuroxina a un individuo que
porta al menos uno de los siguientes SNPs de CAND 1 relevantes adicionales solo o en combinacién con los SNPs
de nucleo: rs4961, rs4984, rs3731566, rs914247 y rs1045642 y/o de una variacion genética en el desequilibrio de
enlace con los mismos.

En particular, en algunas realizaciones de los métodos y sistemas descritos en la presente memoria una respuesta
mejorada a la rostafuroxina se detecta en relacion a la administracion o la prescripcion de rostafuroxina a un
individuo que es un portador de al menos uno de los siguientes genotipos de CAND 1 solo o en combinacién con un
genotipo para SNPs de nucleo: GT para rs4961, CT para rs4984, AG para rs3731566, GA para rs914247,y TC para
rs1045642. En particular, una respuesta mejorada a la rostafuroxina se detecta en conexion con la administracién o
la prescripcion de rostafuroxina a un individuo que es portador de genotipo de CAND 1 AA para rs914247.

En varias realizaciones de los métodos y sistemas descritos en la presente memoria, se detecta una respuesta
mejorada a la rostafuroxina en conexién a la administracion o la prescripcion de rostafuroxina a un individuo que
porta al menos uno de los siguientes SNPs de CAND 2 relevantes adicionales solo o en combinacién con los SNPs
de nucleo: rs242093, rs1996396, rs10503806, rs13251780, rs17430706, rs10102024, rs526302, rs544104,
rs3102087, rs5183, rs3772627, rs2276736, rs2131127, rs3741559, rs2217342, rs10927888, rs6604909, rs945403,
rs7117314, rs10790212, rs11216598, rs910682, rs13218316, rs4309483, rs13280307, rs4739037, rs17596774,
rs2728108, rs17786456, rs7696304, rs2725222, rs17199565, rs2758152, rs1057293, rs16960712, rs759359,
rs404214, rs1005213, rs17025453, rs2110923, rs1428571, rs435404, rs12908787, rs11647727, rs880054 y
rs11064584 y/o de una variacion genética en el desequilibrio de enlace con los mismos.

En varias realizaciones de los métodos y sistemas descritos en la presente memoria, se detecta una respuesta
mejorada a la rostafuroxina en conexién a la administracion o la prescripcion de rostafuroxina a un individuo que
porta al menos uno de los siguientes SNPs de GWS relevantes adicionales, solo o en combinacién con los SNPs de
nucleo: rs12996186, rs9893372, rs7216331, rs7521668, rs188334, rs4998662, rs16893522, rs6457110, rs3893464,
rs2517718, rs1362126, rs5013093, rs2345088, rs6718282, rs721207; rs2555500, rs2461911, rs8179654,
rs1901139, rs2427832, rs9361863, rs1998394, ga001619, rs2275531, rs748140, rs4710592, rs2743951,
rs10159569, rs3087816, rs10493940, rs16877182, rs2326912, rs1110446, rs12513375, rs17414954 6 de una
variacion genética en el desequilibrio de enlace con los mismos.

En algunas realizaciones de los métodos y sistemas descritos en la presente memoria, se detecta una respuesta
mejorada a la rostafuroxina en conexién a la administracion o la prescripcion de rostafuroxina a un individuo que
porta al menos uno de los siguientes SNPs relevantes adicionales, solo o en combinacién con los SNPs de nucleo:
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Rs4961, Rs4984, Rs10923835, Rs947130, Rs914247, Rs1045642, Rs880054, Rs10502933, Rs2131127,
Rs4309483, y Rs4739037 6 de una variacion genética en el desequilibrio de enlace con los mismos.

Mas particularmente, en algunas realizaciones de los métodos y sistemas descritos en la presente memoria, se logra
una respuesta mejorada a la rostafuroxina mediante la administracion o la prescripcion de rostafuroxina a un
individuo que porta al menos uno de los siguientes SNPs relevantes adicionales, solo o en combinaciéon con los
SNPs de nucleo: nucledtido G 6 T para Rs4961, nucledtido G 6 A para Rs4984, nucledtido A 6 T para Rs10923835,
nucleétido C 6 T para Rs947130, nucledtido A 6 G para Rs914247, nucledtido C 6 T para Rs1045642, nucleétido C 6
T para Rs880054, nucledtido C 6 T para Rs10502933, nucledtido C 6 T para Rs2131127, nucleétido C 6 A para
Rs4309483, y nucledtido G 6 A para Rs4739037.

Mas particularmente, en algunas realizaciones de los métodos y sistemas descritos en la presente memoria la
rostafuroxina se administra o se prescribe a un individuo que es portador de al menos uno de los siguientes
genotipos solos o en combinacion con un genotipo para SNPs de nucleo: genotipo GT 6 genotipo TT para Rs4961,
genotipo CC para Rs4984, genotipo AT 6 genotipo TT para Rs10923835, genotipo GG para Rs947130, genotipo AA
para Rs914247, genotipo TT para Rs1045642, genotipo AG 6 genotipo GG para Rs880054, genotipo CT para
Rs10502933, genotipo CC para Rs2131127, genotipo AA para Rs4309483, y genotipo GA para Rs4739037.

En particular, en varias realizaciones se describe el método para tratar un individuo con rostafuroxina. EI método
comprende: administrar o prescribir rostafuroxina al individuo en una dosis de entre 0,005 mg/dia y 5 mg/dia,
preferiblemente de 0,01 y 1,5 mg/dia, lo mas preferiblemente de 0,05 mg/dia y 0,5 mg/dia. El tratamiento de dosis se
puede llevar a cabo con un calendario de dosis Unica o con un calendario de dosis multiples, segun la evaluacion del
médico.

En particular, en varias realizaciones, dosis menores (tal como de 0,05 mg/dia; 0,15 mg/dia; 0,5 mg/dia) pueden ser
mas eficientes para reducir la tension sanguinea sistdlica que las dosis elevadas (1,5 mg/dia; 5,0 mg/dia) en el
subconjunto de individuos que portan las variaciones genéticas descritas en la presente memoria, con una reduccion
media de la tensidn sanguinea sistolica de aproximadamente 18 mmHg en comparacién con los -12 mmHg
inducidos por las dosis elevadas.

En particular, en varias realizaciones de individuos hipertensivos que portan genotipos identificados previamente que
comprenden al menos un polimorfismo seleccionado entre los SNPs de nucleo, las dosis de rostafuroxina
comprendidas entre 0,05 y 0,5 mg/dia producen una caida de tension sanguinea que oscila entre -12 y -34 mmHg, y
las dosis comprendidas entre 1,5 mg/dia y 5 mg/dia producen una caida de tension sanguinea de entre -0,6 y -23
mmHg.

Por consiguiente, en varias realizaciones, en individuos que portan todos los SNPs de nucleo, dosis bajas
proporcionan una mayor respuesta (-23 mmHg de media) con respecto a las dosis altas (-15 mmHg de media).

En varias realizaciones, después del tratamiento con rostafuroxina los individuos que portan variaciones genéticas
descritas en la presente memoria exhiben una reduccioén de la tensiéon sanguinea de al menos un 10% con respecto
a la tensidn sanguinea detectada antes del tratamiento con rostafuroxina.

En varias realizaciones, después del tratamiento con rostafuroxina los individuos que portan variaciones genéticas
descritas en la presente memoria exhiben una reduccion media de la tension sanguinea en consulta y/o de la
tension sanguinea nocturna del individuo de al menos aproximadamente 15 y aproximadamente 9 mmHg,
respectivamente.

En varias realizaciones, los individuos que portan las variaciones genéticas descritas en la presente memoria
exhiben una normalizacion de la tensidon sanguinea por debajo de 140 mmHg para la tension sanguinea sistdlica y
por debajo de 90 mmHg para la tensién sanguinea diastolica.

En varias realizaciones, después del tratamiento con rostafuroxina los individuos que portan las variaciones
genéticas descritas en la presente memoria exhiben una reduccién media de la tension sanguinea que es
aproximadamente un 40% mayor que la reduccion de la tensidon sanguinea media obtenida con HCTZ o Losartan
(véase el Ejemplo 2).

En los métodos y sistemas descritos en la presente memoria la rostafuroxina puede estar incluida en composiciones
que se administran individualmente a un paciente y/o que pueden administrarse en combinacion con otros agentes,
farmacos u hormonas. En particular, en algunas realizaciones el medicamento también puede contener un vehiculo
farmacéuticamente aceptable, seleccionado entre los vehiculos adecuados para la administracion de un agente
terapéutico. Una amplia discusién sobre vehiculos farmacéuticamente aceptables se puede encontrar en
Remington's Pharmaceutical Sciences (Mack Pub. Co., N. J. 1991), que se incorpora a modo de referencia en su
totalidad a la presente memoria.

Los vehiculos farmacéuticamente aceptables en composiciones terapéuticas pueden contener adicionalmente
liquidos tales como agua, disolucion salina, glicerol y etanol. Adicionalmente, en dichas composiciones puede haber
presentes sustancias auxiliares, tales como agentes humectantes o emulsionantes, sustancias tamponantes de pH,
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y oftras similares. Dichos vehiculos permiten que las composiciones farmacéuticas sean formuladas como
comprimidos, pildoras, grageas, capsulas, liquidos, geles, jarabes, suspensiones, y similares, para ingestion por
parte del individuo.

El medicamento que comprende rostafuroxina puede administrarse en métodos descritos en la presente memoria a
través de una serie de rutas que incluyen, aunque sin limitacién, oral, intravenosa, intramuscular, intra-arterial,
intramedular, intratecal, intraventricular, aplicaciones transdérmicas o transcutaneas, subcutanea, intraperitoneal,
intranasal, enteral, tépica, sublingual, medios rectales, o localmente sobre el tejido enfermo tras una operacion
quirargica. El compuesto de la invencién también se puede aplicar (recubriendo) sobre el stent, incluso incorporado
en una matriz de liberacion controlada.

En varias realizaciones, los efectos terapéuticos esperados en términos de tratamiento y prevencion tras la
administracion de rostafuroxina en individuos que portan al menos uno de los SNPs de nucleo y/o una variacion
genética en el desequilibrio de enlace con los mismos pueden incluir, aunque sin limitacion: la prevencién o la
reduccion de la hipertrofia y la insuficiencia cardiaca, la isquemia cardiaca, del aumento de la reactividad vascular, la
rigidez vascular, el aumento del espesor vascular, la hipertrofia renal, el fallo renal, la glomeruloesclerosis, la
proteinuria, el dafio cerebrovascular, la apoplejia, los trastornos cognitivos, el dafio retinal. Dichos efectos son
esperables ya que todos los trastornos mencionados son consecuentes directa o indirectamente con el aumento
patolégico de la tension sanguinea (hipertension de grado Ill y V), que es normalizada por la rostafuroxina en
individuos que portan los SNPs de nucleo solos o en combinacién unos con otros, con SNPs de CAND1, SNPs de
CAND2, SNPs de GWS seleccionados y/o variaciones genéticas en el desequilibrio de enlace con los mismos.
Adicionalmente, debido a la capacidad de la rostafuroxina para antagonizar algunos mecanismos de hipertension
tales como el aumento de la reabsorcion de sodio renal y la activacion del mecanismo de transduccion de sefial Src,
los dafios en drganos diferentes a los directamente provocados por la tensién sanguinea elevada pueden prevenirse
con el tratamiento. Por ejemplo, los individuos que portan la variante genética Trp460 de ADD1, para el mismo nivel
de tensién sanguinea, presentan una mayor incidencia de complicaciones cardiovasculares que los portadores de la
variante Gly460 de ADD1. Asimismo, los individuos hipertensivos con elevados niveles de ouabaina en plasma
presentan una mayor tasa de complicaciones cardiovasculares que los individuos con un bajo nivel de ouabaina en
plasma pero con similares niveles de tensiéon sanguinea. A pesar de que se desconocen los mecanismos precisos
del aumento de la caida de tensién sanguinea con la rostafuroxina en individuos que portan uno de los SNPs de
nucleo seleccionados, deben estar relacionados con los mecanismos activados por las dianas moleculares de la
rostafuroxina. Como consecuencia, es de esperar obtener beneficios mas alla de los relacionados con la caida de la
tension sanguinea inducida por la rostafuroxina en individuos que portan al menos uno de los genotipos de SNPs de
nucleo.

En algunas realizaciones, en los individuos que portan al menos uno de los SNPs de nucleo, es de esperar que las
dosis de rostafuroxina que oscilan entre 0,05 y 0,15 mg/dia (dosis bajas) induzcan una mayor caida de la tension
sanguinea que dosis mas altas, tales como las que oscilan entre 1,5 y 5 mg/dia (dosis altas).En particular, es de
esperar que las dosis bajas produzcan una caida media de la tensién sanguinea de aproximadamente 23 mmHg,
mientras que es de esperar que las dosis altas produzcan una caida media de la tensién sanguinea de
aproximadamente 15 mmHg. Adicionalmente, en los individuos que portan al menos uno de los SNPs de nucleo, es
de esperar que dichas dosis de rostafuroxina prevengan el desarrollo de las complicaciones cardiovasculares
asociadas, pero no solo a la hipertensién, tales como la hipertrofia cardiaca, el fallo cardiaco, el aumento de
resistencias vasculares, el fallo renal, la glomeruloesclerosis, la proteinuria, la enfermedad renal policistica, el dafio
retinal, los trastornos cerebrovasculares, el sindrome de Meniere, los trastornos cognitivos, los trastornos bipolares.

En algunas realizaciones, el tratamiento de rostafuroxina a un individuo que porta al menos uno de los SNPs de
nucleo se puede llevar a cabo en una dosis de ug por dia que oscila entre 5 ug y 50000 ug, preferiblemente de 10 ug
a 15000 g, lo mas preferiblemente de 50 pug a 500 pg. De acuerdo a las dosis, las dosis bajas que oscilan entre
0,05y 0,50 mg/dia (dosis bajas) dan como resultado una respuesta mayor (+50%) en términos de caida de tensién
sanguinea en comparacion con las dosis altas que oscilan entre 1,5 y 5 mg/dia (dosis altas). Adicionalmente, las
dosis bajas producen una caida de la tensiéon sanguinea nocturna relativamente mayor que las dosis altas.

En algunas realizaciones, en la administracion de rostafuroxina a un individuo que porta al menos uno de los SNPs
de nucleo en combinacién con otros y/o con otros SNPs relevantes tales como los incluidos en los SNPs de CAND1,
2 y GWSA (ver el perfil 8 y 9, ejemplo 2), es de esperar que la rostafuroxina induzca una reduccién media de la
tension sanguinea que oscila entre aproximadamente 8 y aproximadamente 22,5 mmHg.

En algunas realizaciones, en la administracién de rostafuroxina a un individuo que porta al menos uno de los SNPs
de nucleo en combinacion con otros y en asociacion con otros SNPs relevantes tales como los incluidos en los SNPs
de CAND 1, CAND2 y GWS (ver los perfiles 8 y 9, Ejemplo 2), es de esperar que la rostafuroxina induzca una caida
media de la tension sanguinea en la tension sanguinea en consulta (sistdlica, diaria) de 23 mmHg, y de la tension
sanguinea nocturna de aproximadamente 9 mmHg.

En algunas realizaciones, la administracion de rostafuroxina a un individuo que porta al menos uno de los SNPs de
nucleo solo en combinacién con otros, o con SNPs relevantes adicionales, da como resultado una respuesta
mejorada a la rostafuroxina si se compara con la respuesta del individuo a otros farmacos hipertensivos tales como
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Losartan o Hidroclotiazide. En particular, es de esperar que la administracién de rostafuroxina a individuos que
portan al menos uno de los SNPs de nucleo solo o en combinacién con otros (o con SNPs relevantes adicionales)
produzca una caida de la tension sanguinea al menos un 40% mayor que la producida por Losartan o HCTZ,
respectivamente (ver Ejemplo 2) en pacientes no tratados nunca.

En algunas realizaciones, un método para evaluar la terapia descrita en la presente memoria comprende la
obtencion de la informacién de secuencia relativa a al menos un polimorfismo seleccionado del grupo que consiste
en los SNPs de nucleo: rs16877182, rs5013093, rs2461911, rs12513375, rs16893522, rs2345088, donde la
informacién es predictiva de la eficacia de la rostafuroxina en el individuo.

En algunas realizaciones, la informacion de secuencia también se puede obtener para variaciones genéticas
relevantes adicionales que afecten a la respuesta a rostafuroxina, tal como los SNPs de los genes CAND1, los
genes CAND?2 y/o los genes GWS, que incluyen, aunque sin limitacion, rs4961 (ADD1), rs4984 (ADD2), rs3731566
(ADD3), rs914247 (LSS2), rs1045642 (MDR2), rs10502933, rs2131127, rs4309483, rs4739037 y otros SNPs
adicionales identificables por un especialista a la luz del contenido de la presente descripcion (SNPs adicionales de
los perfiles 8-9: rs10923835 (HSD18), rs947130 (HSD19), rs880054 (WNK1).

En algunas realizaciones, la informacion de secuencia comprende al menos una de las secuencias de SEQ ID NO:
1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, la SEQ ID NO: 7, la SEQ ID NO: 9 y la SEQ ID NO: 11, y se puede predecir una
respuesta mejorada a la rostafuroxina con la correspondiente informacion de secuencia detectada tal como la SEQ
ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, la SEQ ID NO: 6, la SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10 y la SEQ ID NO: 12, respectivamente.

Mas particularmente, en las realizaciones en las que la informaciéon de secuencia comprende al menos una de las
secuencias de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, la SEQ ID NO: 7, la SEQ ID NO: 9y la SEQ ID NO: 11,
y se puede predecir una respuesta mejorada a rostafuroxina con la correspondiente informacion de secuencia alélica
detectada que comprende las SEQ ID NOs: 13 y 14 para la SEQ ID NO: 1, las SEQ ID NOs: 15y 16 para la SEQ ID
NO: 3, las SEQ ID NOs: 17 y 18 para la SEQ ID NO: 5, las SEQ ID NOs: 19y 20 para la SEQ ID NO: 7, las SEQ ID
NOs: 21y 22 para la SEQ ID NO: 9, y las SEQ ID NOs: 23 y 24 para la SEQ ID NO: 11.

En varias realizaciones, el método comprende la obtencién de la informacién de secuencia correspondiente a al
menos un polimorfismo seleccionado del grupo que consiste en rs4961, rs4984, rs10923835, rs947130, rs914247,
rs1045642, rs880054, rs10502933, rs2131127, rs4309483 y rs4739037. En particular, en varias realizaciones, la
informacion de secuencia relevante adicional comprende ademas la SEQ ID NO: 25, la SEQ ID NO: 27, la SEQ ID
NO: 29, la SEQ ID NO: 31, la SEQ ID NO: 33, la SEQ ID NO: 35, la SEQ ID NO: 37, la SEQ ID NO: 39, la SEQ ID
NO: 41, la SEQ ID NO: 43 y la SEQ ID NO: 45, y se puede predecir una respuesta mejorada a rostafuroxina con la
correspondiente informacién de secuencia detectada tal como la SEQ ID NO: 26, la SEQ ID NO: 28, la SEQ ID NO:
30, la SEQ ID NO: 32, la SEQ ID NO: 34, la SEQ ID NO: 36, la SEQ ID NO: 38, la SEQ ID NO: 40, la SEQ ID NO:
42,la SEQ ID NO: 44 y la SEQ ID NO: 46, respectivamente.

Mas particularmente, en las realizaciones en la que la informaciéon de secuencia comprende al menos una de las
secuencias SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 35, SEQ
ID NO: 37, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 43 y SEQ ID NO: 45, se puede predecir una respuesta
mejorada a rostafuroxina con la correspondiente informacion de secuencia alélica detectada que comprende las
SEQ ID NOs: 47 y 48 para la SEQ ID NO: 25, las SEQ ID NOs: 49 y 50 para la SEQ ID NO: 27, las SEQ ID NOs: 51
y 52 para las SEQ ID NO: 29, las SEQ ID NOs: 53 y 54 para las SEQ ID NO: 31, las SEQ ID NOs: 55 y 56 para la
SEQ ID NO: 33, las SEQ ID NOs: 57 y 58 para la SEQ ID NO: 35, las SEQ ID NOs: 59 y 60 para la SEQ ID NO: 37,
las SEQ ID NOs: 61y 62 para la SEQ ID NO: 39, las SEQ ID NOs: 63 y 64 para la SEQ ID NO: 41, las SEQ ID NOs:
65y 66 para la SEQ ID NO: 43, y las SEQ ID NOs: 67 y 68 para la SEQ ID NO: 45.

En particular, se puede obtener la informacién de secuencia usando un analisis de genotipo: GenChip de ILLUMINA,
0 métodos y sistemas adicionales identificables por un especialista. En algunas realizaciones, el método para
evaluar la terapia de rostafuroxina descrita en la presente memoria se puede llevar a cabo mediante un sistema que
comprende sondas para la informacion de secuencia de los SNPs de nucleo, o de una porcién de los mismos, tal
como los cebadores de la SEQ ID NO: 35 a la SEQ ID NO: 58, presentados mas adelante en el Ejemplo 8.

En algunas realizaciones, el método para evaluar el tratamiento con rostafuroxina comprende la seleccion de los
pacientes hipertensivos, que deben ser hombres o mujeres, con una edad de al menos 18 afios, de varias etnias que
incluyan caucasicos pero también africanos, asiaticos o afroamericanos, preferentemente, aunque sin limitacion, con
hipertension primaria de grado | 6 1l, no tratados o en tratamiento con un unico farmaco o con una combinacion de
comprimidos que no contengan mas de dos agentes antihipertensivos, sin hipertension severa o maligna o
hipertension secundaria (que incluye un historial de enfermedad arterial renal), sin afecciones asociadas y con no
mas de dos factores de riesgo cardiovasculares adicionales, sin cirugia o enfermedades del sistema gastrointestinal
que pudieran influir en la absorcion o en la eliminacion hepatica de la rostafuroxina, que no hayan estado en
tratamiento con ningun otro farmaco experimental en al menos los ultimos 6 meses antes de la administracion de
rostafuroxina. Los pacientes pueden ser tratados segun las guias de 2003 de la "European Society of Hypertension
and the European Society of Cardiology" [Ref. 7].
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La tensién sanguinea se puede monitorizar en condiciones ambulatorias segun las recomendaciones de la
"European Society of Hypertension for conventional and ambulatory blood-pressure measurement” [Ref. 8]. La
medicion de la tension sanguinea se puede llevar a cabo empleando registradores oscilométricos o cualquier otro
registrador ambulatorio validado o esfigmomandmetro. La tensiéon sanguinea deberia monitorizarse en el brazo una
vez que el paciente haya reposado durante al menos 5 minutos en posicion sentada. El genotipo de los pacientes se
puede medir en una muestra de sangre tomada en la vena braquial. EI ADN se extraera de la sangre de acuerdo a
un procedimiento estandar [Ref. 9] o mediante el uso de un kit a medida (por ejemplo, Promega genomic DNA
purification Cat. A2360 o Qiagen PAXgene Blood DNA Kit), se almacenara y se determinara el genotipo para el SNP
de interés usando un ensayo de deteccion de nucleasa seleccionado (p.ej., ensayo ABlI en demanda de
discriminacion alélica). En algunas realizaciones, la informacion de secuencia se puede derivar usando métodos
identificables por un especialista.

Los individuos que portan al menos uno de los SNPs de nucleo, y en particular el genotipo seleccionado descrito en
la presente memoria, solo o en asociacién unos con otros, y/o SNPs relevantes adicionales que pertenezcan a los
SNPs de CAND 1, CAND 2 y GWS, y en particular el genotipo seleccionado descrito en la presente memoria, y/o
que tengan la informacién de secuencia relacionada, son tratados con rostafuroxina mediante la administracion de la
sustancia en una composicién farmacéutica definida, una vez al dia, por ruta oral, en una dosis que oscila entre 0,05
y 5 mg/dia, preferiblemente por la mafiana entre 7:00 y 9:00 a.m. El tratamiento puede durar al menos 5 semanas y
hasta toda la vida del paciente.

En algunas realizaciones, los efectos de las variaciones genéticas sobre la actividad de la rostafuroxina forman la
base de un método de prediccion de la respuesta a la rostafuroxina en un individuo. El método comprende: detectar
un genotipo en el individuo correspondiente a una region intergénica o intragénica de un gen seleccionado del grupo
que consiste en KCNS3, THSD7A, FAM46A, LOC389970, HLA-G y TTC29, y comparar el genotipo detectado con
genotipos identificados previamente asociados a una respuesta conocida a la rostafuroxina, los genotipos
identificados previamente comprenden al menos un polimorfismo seleccionado del grupo que consiste en
rs2345088, rs16877182, rs16893522, rs2461911, rs5013093 y rs12513375.

Los términos "detectar" o "deteccion" y "detectable" tal como se usan en la presente memoria indican la
determinacion de la existencia, la presencia o el hecho de un compuesto, una secuencia o genotipo, en una porciéon
de espacio limitada, que incluye, aunque sin limitacion, una muestra de tejido, una mezcla de reaccion, un complejo
molecular y un sustrato. Una deteccion es "cuantitativa" cuando se refiere, esta relacionada o implica la medida de la
cantidad del compuesto (también denominado cuantificacion), que incluye, aunque sin limitacién, cualquier analisis
disefiado para determinar las cantidades o las proporciones del compuesto. Una deteccién es "cualitativa" cuando se
refiere, esta relacionada o implica la identificacién de una cualidad o tipo de compuesto en términos de abundancia
relativa respecto a otra diana o sefal, que no se cuantifica.

La deteccion de un genotipo se puede llevar a cabo segun varias técnicas identificables por un especialista. En
general, los métodos para un analisis de SNP sencillo son el analisis de PCR-RFLP, el secuenciamiento de ADN, en
ensayo Tagman, cinética de PCR. Uno de estos métodos, el ensayo Tagman (ensayo por demanda y sonda MGB a
medida y disefio de cebador de ABI) se uso en el presente informe para genotipar SNPs de CAND1 (Ejemplo 3) y
los genes ADD1, ADD2, HSD18, HSD19, LSS2, MDR2, WNK (Ejemplo 4).

El ensayo para el analisis de SNP multiples utiliza varias plataformas comerciales y Gene-Chip disponibles o a
medida con un numero variable de genes (de cientos a millones) para cada chip. En la presente descripcion, se uso
el chip HumanHap 1M Duo, el Chip genotyping Beads y la Tecnologia lllumina Infinium Il para genotipar los SNPs en
el Ejemplo 4 (rs10502933, rs2131127, rs4309483, rs4739037) y los Ejemplos 5 y 6.

En el método, si el genotipo detectado en el individuo es el mismo genotipo asociado a la respuesta a rostafuroxina,
la respuesta del individuo a la rostafuroxina se predice que es la respuesta conocida. El término "respuesta” tal como
se usa en la presente memoria, en referencia a la rostafuroxina, indica cualquier hecho o cualquier accién o cambio
de la condicidon del individuo que estén asociados a la administracion de rostafuroxina al individuo. Los ejemplos de
respuestas a la rostafuroxina en un individuo comprenden la caida de la tension sanguinea clinicamente relevante.
En particular, una caida de la tension sanguinea significativamente mayor que la producida por el placebo y
especificamente al menos igual al 10% del valor de tension sanguinea antes del tratamiento, o capaz de llevar los
valores de tensidon sanguinea iguales o superiores a 140 mmHg para la tensién sistolica o a 90 mmHg para la
tension sanguinea diastdlica. En algunas realizaciones, el método puede comprender ademas la deteccion, p.ej. en
el ADN aislado del individuo, de un genotipo del individuo correspondiente a una regioén intergénica o intragénica de
un gen seleccionado del grupo que consiste en ADD1, ADD2, ADD3, CYP11A1, HSD3B1, LSS, ABCB1/MDR1,
SLCO4C; y comparar el genotipo detectado con genotipos identificados previamente asociados a una respuesta
conocida a la Rostafuroxina, comprendiendo los genotipos identificados previamente al menos un polimorfismo
seleccionado del grupo que consiste en rs4961, rs4984, rs3731566, rs914247, rs1045642 y/o una variacion genética
en el desequilibrio de enlace con los mismos. En algunas realizaciones, el método puede comprender ademas la
deteccion de un genotipo en el individuo correspondiente a una region intragénica o intergénica de un gen
seleccionado del grupo que consiste en ACTN1, ADRA1A, AGTR1, AQP2, ATP1A3, CLCNKA, CLCNKB, FXYD2,
FXYD6, FYN, NEDD4L, NKAIN3, PKD1, PKD2, SCNN1B, SGK1, SLC12A1, SLC8A1, TJP1, UMOD y WNK1; y
comparar el genotipo detectado con genotipos identificados previamente asociados con una respuesta conocida a
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Rostafuroxina, comprendiendo los genotipos identificados previamente al menos un polimorfismo seleccionado del
grupo que consiste en rs242093, rs1996396, rs10503806, rs13251780, rs17430706, rs10102024, rs526302,
rs544104, rs3102087, rs5183, rs3772627, rs2276736, rs2131127, rs3741559, rs2217342, rs10927888, rs6604909,
rs945403, rs7117314, rs10790212, rs11216598, rs910682, rs13218316, rs4309483, rs13280307, rs4739037,
rs17596774, rs2728108, rs17786456, rs7696304, rs2725222, rs17199565, rs2758152, rs1057293, rs16960712,
rs759359, rs404214, rs1005213, rs17025453, rs2110923, rs1428571, rs435404, rs12908787, rs11647727, rs880054
y rs11064584, y/o de una variacion en el desequilibrio de enlace con los mismos. En algunas realizaciones, el
método puede comprender ademas la deteccion de un genotipo en el individuo correspondiente a una region
intergénica o intragénica de un gen seleccionado del grupo que consiste en ARL5A, ATP2A3, COX10, DPHS5,
FAIM3, FAM46A, HCG9, HLA-A, HLA-F, HLA-G, KCNS3, LOC131691, LOC389174, LOC389970, LOC642727,
LOC644192, LOC649458, LOC728360, LOC728316, PIGR, RCADH5, RP3-377H14.5, SH3PXD2A, SLC30A7,
THSD7A, TMEM200A, TRIM31, TTC29 y VCAM1; y comparar el genotipo detectado con genotipos identificados
previamente asociados a una respuesta conocida a la Rostafuroxina, comprendiendo los genotipos identificados
previamente al menos un polimorfismo seleccionado del grupo que consiste en rs12996186, rs9893372, rs7216331,
rs7521668, rs188334, rs4998662, rs16893522, rs6457110, rs3893464, rs2517718, rs1362126, rs5013093,
rs2345088, rs6718282, rs721207, rs2555500, rs2461911, rs8179654, rs1901139, rs2427832, rs9361863,
rs1998394, ga001619, rs2275531, rs748140, rs4710592, rs2743951, rs10159569, rs3087816, rs10493940,
rs16877182, rs2326912, rs1110446, rs12513375 y rs17414954, y/o de una variacion genética en el desequilibrio de
enlace con los mismos.

En algunas realizaciones, el método para predecir una respuesta a la rostafuroxina descrito en la presente memoria
puede llevarse a cabo mediante un sistema que comprende un primer componente para genotipado que se aplica
solo una vez para la clasificacion de pacientes entre los que responden y los que no, y una composicion que
comprende rostafuroxina y un vehiculo farmacéuticamente aceptable en dosis que oscilan entre 50-500 y al dia.

En algunas realizaciones, un sistema para predecir una respuesta de un individuo a la rostafuroxina puede
comprender una sonda para al menos un polimorfismo seleccionado del grupo que consiste en rs2345088,
rs16877182, rs16893522, rs2461911, rs5013093 y rs12513375, y una tabla de comprobacion que asocia los
resultados de la hibridacion de sondas y los genotipos identificados previamente.

En algunas de dichas realizaciones, la sonda comprende al menos un polinucleétido aislado seleccionado del grupo
que consiste en la SEQ ID NO: 2, la SEQ ID NO: 4, la SEQ ID NO: 6, la SEQ ID NO: 8, la SEQ ID NO: 10 y la SEQ
ID NO: 12 6 un fragmento de las mismas, siendo el fragmento capaz de hibridarse especificamente con una
secuencia complementaria a la SEQ ID NO: 2, la SEQ ID NO: 4, la SEQ ID NO: 6, la SEQ ID NO: 8, la SEQ ID NO:
10 6 la SEQ ID NO: 12.

En dichas realizaciones, el sistema puede comprender ademas una sonda para al menos un polimorfismo
seleccionado del grupo que consiste en rs4961, rs4984, rs10923835, rs947130, rs914247, rs1045642, rs880054,
rs10502933, rs2131127, rs4309483 y rs4739037.

En particular, la sonda puede comprender al menos un polinucleétido aislado seleccionado del grupo que consiste
en la SEQ ID NO: 26, la SEQ ID NO: 28, la SEQ ID NO: 30, la SEQ ID NO: 32, la SEQ ID NO: 34, la SEQ ID NO: 36,
la SEQ ID NO: 38, la SEQ ID NO: 40, la SEQ ID NO: 42, la SEQ ID NO: 44 y la SEQ ID NO: 46 6 un fragmento de
las mismas, fragmento que sea capaz de hibridarse especificamente con una secuencia complementaria a la SEQ
ID NO: 26, la SEQ ID NO: 28, la SEQ ID NO: 30, la SEQ ID NO: 32, la SEQ ID NO: 34, la SEQ ID NO: 36, la SEQ ID
NO: 38, la SEQ ID NO: 40, la SEQ ID NO: 42, la SEQ ID NO: 44 6 la SEQ ID NO: 46. En algunas realizaciones, las
sondas pueden tener una secuencia seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 35 a la SEQ ID NO: 58.

En varias realizaciones el sistema puede comprender tubos para la toma de muestras de sangre, tampones para la
extraccion de ADN genodmico, la amplificacion de ADN (p.ej., cebadores, tampédn, y/o enzimas dNTP) y componentes
adicionales identificables por un especialista.

En varias realizaciones, se pueden usar varios procedimientos para el analisis de SNP individual que comprenden:
a) Genotipado de SNP mediante PCR en tiempo real con sondas MGB especificas de alelo usando un ensayo de
SNP Pre-Disefiado o un ensayo de Genotipado de SNP de ABI y un sistema de PCR en tiempo real para el analisis
de datos; b) PCR especifica de alelo de SNP con cebadores de transferencia de energia universales (tecnologia
Amplifluor) y sistema de PCR en tiempo real para el analisis de datos; c) Analisis PCR-RFLP y deteccion con gel de
agarosa; d) PCR cinética; y e) secuenciamiento directo. Los procedimientos adicionales que son adecuados para
llevar a cabo el analisis de SNP individuales son identificables por un especialista y no se discutiran con mayor
detalle.

En varias realizaciones los sistemas que se pueden usar pueden comprender servicios a medida de gen-chip (micro-
sistemas) de ILLUMINA, AFFIMETRIX o ABI u otras compafiias especializadas. Para nuestro proposito, el nimero
de SNPs a incluir en un gen-chip individual podria ser relativamente bajo (20-30). Los principales componentes para
montar un gen-chip especifico se basan en cinco procesos principales: purificacion de ADN, amplificacion mediante
PCR de ADN purificado con un mix de cebadores especificos; fragmentacion y etiquetado de los productos
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amplificados; hibridacion de los productos amplificados con el micro-sistema y tincion de los productos ligados,
escaneo y analisis del micro-sistema.

En algunas realizaciones, los efectos de las variaciones genéticas sobre la actividad de la rostafuroxina forman la
base para un método de identificacion de un individuo con respuesta mejorada a la rostafuroxina. EI método
comprende la deteccion de un polimorfismo de nucledtido individual (SNP) en una cualquiera de las secuencias de
nucledtidos de la SEQ ID NO 1, la SEQ ID NO 3, la SEQ ID NO 5,1a SEQ ID NO 7, la SEQ ID NO 9 y la SEQ ID NO
11, en regiones intergénicas o intragénicas de los individuos, donde la presencia de los SNPs de nucleo se
correlaciona con una respuesta mejorada a la rostafuroxina en dicho individuo. En varias realizaciones, SNPs
relevantes adicionales descritos en la presente memoria también pueden detectarse en el método para identificar un
individuo con una respuesta mejorada a la rostafuroxina.

En algunas realizaciones, los efectos de las variaciones genéticas sobre la actividad de la rostafuroxina forman la
base de un método para mejorar una respuesta terapéutica a la rostafuroxina en un individuo con una afeccion
cardiovascular. El método comprende la administracién de rostafuroxina a dicho individuo, donde se ha determinado
que dicho individuo es un portador de al menos uno de los SNPs de nucleo y/o de una variacion genética en el
desequilibrio de enlace con los mismos.

En algunas realizaciones, los efectos de las variaciones genéticas sobre la actividad de la rostafuroxina forman la
base de un método para tratar a un individuo con rostafuroxina. El método comprende: obtener informacién que
indica la presencia de los SNPs de nucleo y opcionalmente sobre los SNPs adicionales que afectan a la respuesta a
la rostafuroxina en un individuo, y administrar la rostafuroxina para el individuo que tiene un genotipo asociado con la
respuesta mejorada en una dosis que oscila entre 0,005 mg a 50 mg, preferiblemente entre 0,01 mg a 15 mg, lo mas
preferiblemente entre 0,05 mg y 5 mg.

En algunas realizaciones, los efectos de las variaciones genéticas sobre la actividad de la rostafuroxina forman la
base de un método para tratar a un individuo con una afeccién cardiovascular. El método comprende: administrar o
prescribir al paciente una cantidad efectiva de rostafuroxina, donde el paciente es un portador de al menos un SNP
de nucleo y/o una variacién genética en el desequilibrio de enlace con el mismo.

En algunas realizaciones, la afeccion cardiovascular es hipertension y el método para tratar a un individuo se puede
llevar a cabo mediante

a) obtener una muestra de acido nucleico de un individuo que padece de hipertension;

b) determinar la presencia en dicha muestra de acido nucleico de uno o mas de los polimorfismos seleccionados de
los grupos que consisten en: los SNPs de nucleo descritos en la presente memoria;

c) administrar una cantidad farmacéuticamente activa de rostafuroxina a los pacientes que han demostrado poseer
al menos un polimorfismo seleccionado de los grupos que consisten en los SNPs de nucleo descritos en la presente
memoria.

En los métodos para tratar individuos descritos en la presente memoria, la rostafuroxina se administra tipicamente
en forma de composicién farmacéutica. Dichas composiciones pueden prepararse de una manera bien conocida en
la técnica farmacéutica y comprenden al menos un compuesto activo y un vehiculo. El término "vehiculo" tal como se
usa en la presente memoria indica cualquiera de una serie de medios que actian normalmente como disolventes,
portadores, aglomerantes, diluyentes o excipientes para un compuesto de rostafuroxina incluido en la composicion
como ingrediente activo. Los expertos en la técnica conocen una amplia diversidad de dichos disolventes vehiculos,
diluyentes o compuestos excipientes adecuados para formular una composicion farmacéutica.

La rostafuroxina, junto con un adyuvante, vehiculo, diluyente o excipiente empleado convencionalmente, se puede
disponer en la forma de composiciones farmacéuticas y dosis unitarias de las mismas, y en dicha forma se puede
emplear como soélido, tal como en comprimidos o capsulas rellenas, o como liquido, tal como en disoluciones,
suspensiones, emulsiones, elixires o capsulas rellenas con el mismo, todo para uso oral, o en la forma de
disoluciones inyectables esterilizadas para uso parenteral (que incluye uso subcutaneo). Dichas composiciones
farmacéuticas y dosis de forma unitaria de las mismas pueden comprender ingredientes en proporciones
convencionales, con o sin compuestos o principios activos adicionales, dichas formas de dosis unitarias pueden
contener cualquier cantidad efectiva adecuada del ingrediente activo conmensurable con el rango de dosis diaria
pretendido.

En algunas realizaciones se administra rostafuroxina en una "cantidad terapéuticamente efectiva". La cantidad del
compuesto que realmente se va a administrar sera determinada habitualmente por un médico, a la luz de las
circunstancias pertinentes, que incluyen la afeccion que se va a tratar, la ruta de administracion elegida, la
combinacion del farmaco, la edad, el peso corporal y la respuesta del paciente individual, la gravedad de los
sintomas del paciente y similares. Generalmente, una dosis efectiva va entre 0,005 mg y 50 mg, preferiblemente
entre 0,01 mg y 15 mg, lo mas preferiblemente entre 0,05 mg y 5 mg en la forma de administracion individual al dia.
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Las composiciones se pueden administrar individualmente a un paciente, o pueden administrarse en combinacion
con ofros agentes, farmacos u hormonas. Las dosis efectivas de la composicién que se va a administrar a un
paciente oscilan entre 0,05 mg y 5 mg/dia. Dependiendo de la ruta pretendida para la administracion, la
rostafuroxina se formula preferiblemente como composiciones parenterales, tépicas u orales, mas preferiblemente
como una formulacién oral. Las composiciones para administracion oral pueden adoptar la forma de disoluciones o
suspensiones liquidas en bruto, o polvos en bruto. Mas cominmente, sin embargo, las composiciones se presentan
en formas de dosis unitarias para facilitar una dosificacién precisa. La expresion "formas de dosis unitarias" se
refiere a unidades fisicamente discretas adecuadas como dosis unitarias para sujetos humanos y otros mamiferos,
conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada de material activo calculada para producir el efecto
terapéutico deseado, en asociacién con un excipiente farmacéutico adecuado. Las formas de dosis unitarias tipicas
incluyen ampollas o jeringas rellenas pre-medidas para las composiciones liquidas, o pildoras, comprimidos,
capsulas o similares, en el caso de composiciones sélidas. En dichas composiciones, el compuesto de la invencién
habitualmente es un componente minoritario (de entre aproximadamente 0,1 y aproximadamente 50% en peso, o
preferiblemente entre aproximadamente 1 y aproximadamente 40% en peso) siendo el resto diversos vehiculos o
portadores y aditivos de procesado Utiles para conformar la forma de dosis deseada.

El tratamiento de dosis puede ser un calendario de dosis Unica o un calendario de dosis multiples.

Las formas liquidas adecuadas para administracion oral pueden incluir un vehiculo acuoso o no acuoso adecuado
con tampones, agentes de suspension o dispension, colorantes, aromatizantes y similares.

Las formas sdlidas pueden incluir, por ejemplo, cualquiera de los siguientes ingredientes, o compuestos de
naturaleza similar: un aglomerante tal como celulosa microcristalina, goma arabiga, goma tragacanto, gelatina o
polivinil-pirrolidona; un excipiente, tal como almidén o lactosa; un agente disgregante, tal como acido alginico,
primogel, o almidén de patata o de maiz; un lubricante tal como estearato de magnesio, talco, polietilen glicol o
silice; un deslizante como el diéxido de silicio coloidal; un agente edulcorante tal como sacarosa o sacarina; o un
agente aromatizante tal como menta, salicilato de metilo, o aroma de naranja. Los comprimidos pueden estar
revestidos segin métodos muy conocidos por los expertos en la técnica de la practica farmacéutica.

Las composiciones parenterales se basan habitualmente en salino esterilizado inyectable o salino tamponado con
fosfato esterilizado inyectable, u otros vehiculos inyectables conocidos en la técnica. Tal como se ha mencionado
anteriormente, los compuestos de férmula | de dichas composiciones son generalmente componentes minoritarios,
oscilando frecuentemente entre 0,05 y 10% en peso siendo el resto el vehiculo inyectable y otros similares.

La rostafuroxina también puede administrarse en formas de liberacion sostenida o partir de sistemas de
administracion de farmacos de liberacion sostenida. También se puede encontrar una descripcion de materiales de
liberacién sostenida representativos en los materiales incorporados en "Remington's Pharmaceutical Sciences".

Los componentes descritos anteriormente para composiciones parenterales o administradas oralmente son
meramente representativos. Otros materiales, asi como técnicas de procesado y similares, se presentan en la Parte
5 de "Remington's Pharmaceutical Sciences", 202 Edicion, 2000, Marck Publishing Company, Easton, Pennsylvania,
que se incorpora en su totalidad a la presente memoria a modo de referencia.

En algunas realizaciones se describe una molécula de acido nucleico aislada que comprende al menos 100
nucleodtidos contiguos, donde uno de los nucledtidos es un polimorfismo de nucleétido tnico (SNP) seleccionado de
una cualquiera de las secuencias de nucleétido SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 3, SEQ ID NO 5, SEQ ID NO 7, SEQ ID
NO 9y SEQ ID NO 11, o un complemento de las mismas.

En algunas realizaciones se describen los efectos de las variaciones genéticas sobre la actividad de la rostafuroxina
forman la base de un método para identificar un agente util en el tratamiento terapéutico o profilactico de una
afeccion cardiovascular.

El método comprende proporcionar un agente candidato; administrar el agente candidato a un individuo que porte al
menos un polimorfismo seleccionado del grupo que consiste en rs2345088, rs16877182, rs16893522, rs2461911,
rs5013093, rs12513375 o un polimorfismo en desequilibrio de enlace con los mismos, y detectar la respuesta del
individuo a dicho agente candidato.

En varias realizaciones, el agente candidato se administra a un individuo que también porta uno o mas SNPs de
CAND 1, CAND 2 y GWS indicados en la presente memoria.

En varias realizaciones, el método se puede llevar a cabo seleccionando pacientes hipertensivos y realizando
mediciones y detecciones de acuerdo a los procedimientos usados para evaluar el tratamiento con rostafuroxina en
los individuos. En algunas de dichas realizaciones, la evaluacion del tratamiento con rostafuroxina en un individuo
puede llevarse a cabo obteniendo informacién de secuencia relativa a al menos un polimorfismo seleccionado del
grupo que consiste en rs2345088, rs16877182, rs16893522, rs2461911, rs5013093 y rs12513375, donde la
informacién es predictiva de la eficacia de la rostafuroxina en el individuo.
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En algunas de dichas realizaciones, la informacién de secuencia comprende al menos una de las secuencias de
SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9 y SEQ ID NO: 11, y se puede predecir
una respuesta mejorada a la rostafuroxina con al menos una informacién de secuencia detectada correspondiente
seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO:
10y SEQ ID NO: 12.

En algunas de dichas realizaciones, se puede predecir una respuesta mejorada a la rostafuroxina con al menos una
informacion de secuencia alélica detectada correspondiente seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID
NOs: 13y 14 para la SEQ ID NO: 1, las SEQ ID NOs: 15y 16 para la SEQ ID NO: 3, las SEQ ID NOs: 17 y 18 para
la SEQ ID NO: 5, las SEQ ID NOs: 19 y 20 para la SEQ ID NO: 7, las SEQ ID NOs: 21y 22 para la SEQ ID NO: 9, y
las SEQ ID NOs: 23 y 24 para la SEQ ID NO: 11.

En algunas de estas realizaciones, el método de evaluacion puede comprender adicionalmente la obtencion de la
informacion de secuencia correspondiente a al menos un polimorfismo seleccionado del grupo que consiste en
rs4961, rs4984, rs10923835, rs947130, rs914247, rs1045642, rs880054, rs10502933, rs2131127, rs4309483 y
rs4739037. En particular, la informaciéon de secuencia puede comprender al menos una de las secuencias SEQ ID
NO: 25, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 37, SEQ ID
NO: 39, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 43 y SEQ ID NO: 45. Para dichas informaciones de secuencia, se puede
predecir una respuesta mejorada a la Rostafuroxina con al menos una informacién de secuencia detectada
correspondiente seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 26, la SEQ ID NO: 28, la SEQ ID NO: 30, la
SEQ ID NO: 32, la SEQ ID NO: 34, la SEQ ID NO: 36, la SEQ ID NO: 38, la SEQ ID NO: 40, la SEQ ID NO: 42, la
SEQ ID NO: 44 y la SEQ ID NO: 46.

En algunas de dichas realizaciones, se puede predecir una respuesta mejorada a la rostafuroxina con al menos una
informacion de secuencia alélica detectada correspondiente seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID
NOs: 47 y 48 para la SEQ ID NO: 25, las SEQ ID NOs: 49y 50 para la SEQ ID NO: 27, las SEQ ID NOs: 51 y 52
para las SEQ ID NO: 29, las SEQ ID NOs: 53 y 54 para las SEQ ID NO: 31, las SEQ ID NOs: 55 y 56 para la SEQ ID
NO: 33, las SEQ ID NOs: 57 y 58 para la SEQ ID NO: 35, las SEQ ID NOs: 59 y 60 para la SEQ ID NO: 37, las SEQ
ID NOs: 61y 62 para la SEQ ID NO: 39, las SEQ ID NOs: 63 y 64 para la SEQ ID NO: 41, las SEQ ID NOs: 65 y 66
para la SEQ ID NO: 43, y las SEQ ID NOs: 67 y 68 para la SEQ ID NO: 45.

En algunas realizaciones, el método para identificar un agente util para el tratamiento terapéutico o profilactico de
una afeccion cardiovascular descrita en la presente memoria se puede llevar a cabo mediante un sistema que
comprenda componentes adecuados para detectar e identificar las variaciones genéticas relevantes tal como se
describe en la presente memoria.

En algunas realizaciones, se describe un sistema para detectar un polimorfismo de nucledtido Gnico (SNP) en una
region intergénica o intragénica de un gen seleccionado del grupo que consiste en KCNS3, THSD7A, FAM46A,
LOC389970, HLA-G y TTC29. El sistema comprende un polinucleétido aislado que se hibrida especificamente con
una molécula de acido nucleico que contiene un polimorfismo de nucleétido Unico (SNP) en una cualquiera de las
secuencias de nucledtido SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO:
11, y al menos uno de un tampén para la molécula de acido nucleico (tal como tampén de hibridacion y/o de
polimerizacion), y una enzima para ser usada en combinacién con la secuencia de acido nucleico en la deteccion del
SNP. En particular, la enzima puede ser una polimerasa capaz de catalizar una reaccién en cadena de polimerasa
para una o mas de las regiones intergénicas y/o intragénicas que se estan investigando.

El término hibridacién tal como se usa en la presente memoria indica el proceso de estabilizacion de una interaccion
no covalente especifica de secuencia entre dos 0 mas cadenas complementarias de acidos nucleicos en un Unico
hibrido, que en el caso de dos cadenas se denomina duplex. Una hibridaciéon especifica es una hibridacion que da
como resultado una interaccidon secuencia-secuencia especifica. Los términos "especifico", "especificamente” o
"especificidad" tal como se usan en la presente memoria en relacion a la uniéon de una molécula con otra se refieren
al reconocimiento, el contacto y la formacion de un complejo estable entre las moléculas, junto con un
reconocimiento, contacto y formacion de complejo estable sustancialmente menores o nulos entre cada una de las
moléculas y otras moléculas. El término "especifico" tal como se usa en la presente memoria en referencia a una
secuencia de un polinucledtido se refiere a la asociacién Unica de la secuencia con un polinucleétido individual que

es la secuencia complementaria.

La expresion "reaccion en cadena de polimerasa"” tal como se usa en la presente memoria indica cualquier técnica
adecuada para amplificar un Unico trozo, o unos pocos, de acido nucleico en varios 6rdenes de magnitud, generando
de miles a millones de copias de una secuencia de ADN particular. EI método se basa en ciclos térmicos, que
consisten en ciclos de calefaccion y enfriamiento repetidos de la reaccion para la fusion de acido nucleico y
replicacién enzimatica del acido nucleico.

En algunas realizaciones, el sistema también puede comprender un polinucleétido aislado que se hibride
especificamente con una molécula de acido nucleico que contenga un polimorfismo de nucleétido Unico (SNP) en
una cualquiera de las secuencias SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 33,
SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 43 y SEQ ID NO: 45. Los sistemas
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aqui descritos pueden proporcionarse en forma de kits de partes. En un kit de partes, las sondas, las composiciones
farmacéuticas y otros componentes, y un sustrato, se incluyen de forma independiente en el kit. En particular, las
sondas se pueden incluir en una o mas composiciones, y cada sonda puede estar incluida en una composicion junto
con un vehiculo adecuado o un agente auxiliar adecuado.

En algunas realizaciones, se pueden proporcionar los tampones, la enzima y un recipiente adecuado como
componentes adicionales del kit. Otros componentes adicionales pueden incluir etiquetas (una molécula capaz de
ser detectada, tal como isétopos radioactivos, fluoréforos, colorantes quimioluminiscentes, cromdéforos, enzimas,
sustratos enzimaticos, cofactores de enzimas, inhibidores de enzimas, colorantes, iones metalicos, nanoparticulas,
soles metalicos, ligandos (tal como biotina, avidina, estreptavidina o haptenos) y similares, chip microfluidico,
patrones de referencia, y componentes adicionales identificables por un especialista a partir del contenido de la
presente descripcion. En particular, los componentes del kit pueden proporcionarse con instrucciones adecuadas y
otros reactivos necesarios, a fin de llevar a la practica los métodos descritos en la presente memoria. Normalmente,
el kit contendra las composiciones en recipientes separados. Normalmente, en el kit se incluiran las instrucciones,
por ejemplo instrucciones escritas o de audio, en papel o en soporte electrénico tal como cintas o CD-ROMs, para
llevar a cabo el ensayo. El kit también puede contener, dependiendo del método concreto usado, otros reactivos y
materiales empaquetados (es decir, tampones de lavado y similares).

Otros detalles adicionales relativos a la identificacion del vehiculo adecuado o de los agentes auxiliares adecuados
para las composiciones, y para la fabricacion y embalado general del kit, pueden ser identificados por el especialista
en la técnica tras leer el contenido de la presente descripcion.

En la siguiente seccion la presente descripcion se ilustrara a través de algunos ejemplos, que no pretenden ser
limitativos del alcance de la descripcion.

EJEMPLOS

Se llevé a cabo un estudio farmacogendmico para determinar el efecto de las variaciones genéticas sobre la
respuesta de un individuo a la rostafuroxina. La muestra para el estudio farmacogendmico consisti6 en 342
individuos de los cuales se determiné el genotipo con el sistema Human1M de lllumina usando el chip "Human1M
Duo CHIP genotyping Bead Chip" segun el procedimiento descrito en [Ref. 10, 11, 12]. De todos los individuos, a
169 se les administro el tratamiento con placebo y a 173 el farmaco activo (rostafuroxina) en el primer periodo (5
semanas) con los datos demograficos de la [Ref. 13]. En particular, los pacientes fueron distribuidos aleatoriamente
en una de las siguientes dosis orales de rostafuroxina: 0,05, 0,15, 0,5, 1,5 6 5 mg/dia durante 5 semanas. Cada
dosis tuvo que ser comparada con un placebo en un disefio cruzado. Puesto que estudios previos demostraron que
un mes de eliminacién puede ser insuficiente [Ref. 14-30], los 193 pacientes que no recibieron un tratamiento previo
(NPT) fueron analizados separadamente de los 149 tratados previamente.

Para la muestra anterior de individuos se llevé a cabo un analisis de asociacion genética para asociar el fenotipo de
los individuos evaluados con los SNPs detectados en los individuos. El fenotipo de interés seleccionado fue la
respuesta de la tension sanguinea. Los SNPs seleccionados para la deteccion fueron los SNPs 1111170 en
cromosomas autosomales del individuo.

El analisis genético se llevo a cabo segun un disefio de asociacion genética cuantitativa donde el fenotipo de interés
es una variable cuantitativa (QT), y las variables (factores) que afectan a la distribucion del fenotipo de interés son
SNPs, terapia (placebo, rostafuroxina) y la interaccion SNP*terapia.

En particular, el fenotipo cuantitativo seleccionado para los analisis estadisticos fue la diferencia en mmHg entre la
Tension Sanguinea Sistdlica (SBP, del inglés "Systolic Blood Pressure") en consulta al final del primer periodo de
tratamiento (SBP_5) y la Tension Sanguinea Sistdlica de linea base tras un mes de seguimiento (SBP_0), y en la
presente memoria se identifica también como DSBP5_0. El fenotipo QT seleccionado y otros factores que afectan a
la distribucion del fenotipo de interés fueron analizados a continuacion segun el siguiente ensayo de interaccion de
rasgos cuantitativo,

Fenotipo = SNP + terapia + SNP*terapia

tal como se ilustra a continuacion mas detalladamente.

Para realizar la asociacion genética se llevd a cabo un analisis estadistico descriptivo y un analisis estadistico
inferencial.

El analisis estadistico descriptivo se llevo a cabo para resumir y describir en primer lugar los parametros principales
de los datos y realizar controles de calidad.

La Tabla 1 resume los procedimientos, parametros y umbrales estadisticos seleccionados por los Solicitantes para
llevar a cabo el andlisis, asi como los resultados obtenidos a partir de los mismos.

18



ES 2 551 877 T3

Tabla 1: Analisis Estadistico Descriptivo

Procedimiento

Tasa de

convocatoria

Fallos
individuales

Frecuencia de
alelo menor
Ensayo de
equilibrio de
Hardy
Weinberg
(HWE)
Estratificacion

Andlisis/umbrales

Numero de SNPs convocados por
muestra

Numero de individuos con tasa de
fallo por SNP

Umbral de inclusion < 10%

Numero de SNPs con tasa de fallo
por individuo

Umbral de inclusion < 10%

Frecuencia del alelo menor en
una localizaciéon especifica
observada en una poblacion
particular - umbral MAF de 0,05

HWE evaluado para cada SNP de
toda la poblacion usando el
ensayo  exacto, descrito e
implementado por Wigginton et al.
[Ref. 31]

Analisis de Componente Principal

(PCA) para reducir las
dimensiones de 1M SNPs que
permiten la agrupacion de

individuos usando el eje superior
de la variacion

Factor de inflado gendémico, A
calculado como se describe en
Devlin et al. [Ref. 32]

Resultados

Tasa de convocatoria media de 0.996651 para los 193 sujetos
de NPT en SNPs 1M

Individuos que fallan: 0 de 193 individuos fueron apartados por
un bajo genotipado (MIND>0,1)

Fallo localizado (SNP): 6071 SNPs fallaron en el ensayo de
fallo con una tasa de genotipado <0,9 y no se incluyeron en el
andlisis

MAF<0,05 para 258148 SNPs - excluidos del analisis

2510 marcadores de SNPs fallaron en el ensayo HWE (p<=
0,001)

SNPs no eliminados en vista de la composicion de muestra
(solo casos) - alejamiento de HWE podria ser indicativo de que
el fenotipo de asociacion-SNPs es realmente causal.

Es visible un agrupamiento heterogéneo ligero de individuos
distribuidos alrededor del cero (véase la Figura 3)

El factor de inflado genémico, A presentado es 1,005, lo que
indica la ausencia de inflado debido a la estratificacion, si se
compara con el lambda (1,757) del ejemplo de poblacion
estratificada (poblacidon compuesta por europeos, africanos y
otros, o por mas de una categoria racial)

Los resultados del analisis descriptivo genético llevado a cabo también se muestran en la Tabla 2 y en las Figuras

1,2y 3 con mas

detalle.

Tabla 2: Resultados del Analisis Estadistico Descriptivo

Grupo
pacientes

Total (193 IDs)
Placebo (94 IDs)

Terapia (99 IDs)

de |SBP Basal + SD

mmHg
150,3+/-7,5 -6,73057
150,0+/-7,5 -7,67766
150,6+/- 7,5 -5,831313

Caida media de la tensién sanguinea, |Error

[Interv. de conf. del

estandar | 95%]

0,8542748 |-8,415539 - 5,045601
1,174851 |-10,01068 - 5,344638
1,235603 |-8,283328 - 3,379299

19



10

15

20

25

30

ES 2 551 877 T3

En particular, en la Tabla 2 se presenta la estadistica descriptiva de DSBP5_0 correspondiente a toda la muestray a
los pacientes tratados con placebo y rostafuroxina. El nivel basal de SBP relativamente modesto puede explicarse
por el reclutamiento de pacientes con hipertension "suave" (rango de SBP 140 - 179 mmHg), requerido por la
inclusion de una rama de placebo. Una ilustracion grafica de los resultados incluidos en la Tabla 2 se muestra en la
Figura 1 que muestra la distribucién de DSBP5_0 en Total, Terapia y Placebo.

Para el grupo NPT, la tasa de genotipado total de los individuos restantes fue del 99,67%; 6071 SNP fallaron el test
de fallo (tasa de convocatoria<90%) y 258148 SNPs presentaron un MAF<0,05. Tras el recorte de frecuencia y
genotipado quedaron 848340 SNPs que seguian pasando el filtro usando el umbral MAF de 0,05 (datos no
mostrados).

En vista de todo lo anterior, los Solicitantes seleccionaron un valor de corte para el QT DSBP5_0 de < 11,7 mmHg,
relativo al tercil mas bajo de la distribucion de DSBP5_0 (-11,7 mmHg, es decir, 33 de 99 pacientes) para generar
una variable de fenotipo binomial, la respuesta-no respuesta a la rostafuroxina. La seleccion del umbral de DSBP5 0
se llevd a cabo para proporcionar un parametro que es indicativo de la relevancia tanto estadistica como clinica de
los resultados.

Una representacion grafica de los resultados del analisis estadistico descriptivo que muestra el umbral QT
seleccionado se muestra en la Figura 2.

La Figura 3 ilustra la relacion genética entre los individuos evaluados detectada usando el eje superior de la
variacion, que muestra un agrupamiento heterogéneo ligero de individuos distribuidos alrededor del cero. La
determinacion (y la correccion) de la estratificacion de la poblacidon es relevante para evitar las asociaciones
significativas de falso positivo y falso negativo debidas a la presencia de diferencias genealdgicas sistematicas.

A continuacion se realizé un analisis estadistico inferencial usando el QT calculado para detectar SNPs que estan
asociados significativamente a una respuesta diferente al tratamiento (placebo o farmaco activo).

Tabla 3: Analisis Estadistico Inferencial

Procedimiento | Analisis Umbral seleccionado

Analisis de punto sencillo se SNPs considerados
uno a uno, determinacion realizada en el test de
interaccion de rasgo cuantitativo (G*E,

o Gene*Environment) tal como esta implementado L . ) 4
Univariable en gPLINK [Ref. 33] Asociacion de valor P de SNP*terapia < 10

Valor P de parametro relevante de la asociacion
SNP*terapia

Interacciones en los genes evaluados analizadas

para evaluar la dependencia de las variaciones de

genotipo QT en el efecto conjunto de los SNPs

Identificacion Unicamente de SNPs (y sus
genotipos relativos) que presentan la mayor
diferencia DSBP5_0 entre terapia y placebo,
eligiendo un valor de corte de diferencia de
SBP5_0 > 15mmHg

Determinaciéon realizada usando un modelo de
regresion lineal sencilla, tal como esta
implementado en StataSE 9.2,

Interaccion

Parametro: diferencia de SBP5_0 entre terapia y
placebo

La Tabla 3 resume los procedimientos estadisticos, los umbrales y los analisis seleccionados por los Solicitantes en
vista de los resultados del procedimiento estadistico descriptivo.

En particular, en referencia al analisis univariable, se llevé a cabo un analisis de punto Unico en el que los SNPs son
considerados uno a uno. El test de interaccion de rasgo cuantitativo (G*E, Gene*Environment) llevado a cabo evaltua
la asociacion como

Fenotipo = SNP + terapia + SNP*terapia
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donde el énfasis del analisis recae en el componente de SNP*terapia, es decir, en la interaccién mas que en los
efectos principales, ya que el efecto principal "terapia" corresponde a la evaluacién de los ensayos clinicos per se,
sin considerar el componente genético. El efecto principal "SNP" busca SNPs que afecten a la variacién de la
tension sanguinea sin considerar la modificacion inducida por la terapia. Solo el efecto de interaccion (G*T) evalua
que SNPs (G=gen) afectan a la SBP en los sujetos que reciben farmaco activo o el placebo (T=terapia).

Se seleccioné un umbral de p<104 para realizar un escrutinio de las asociaciones mas significativas que podrian
formar una lista de los mejores SNPs. En particular, los Solicitantes seleccionaron a propodsito un valor p
"conservador" (frente a Falso Negativo) para descartar los resultados menos significativos [Ref. 34, 35].
Adicionalmente, todas las asociaciones positivas potenciales han sido verificadas concienzudamente con al menos
dos programas estadisticos (plink y stata). Los resultados de los analisis univariable llevados a cabo segun la
estrategia anterior se muestran en la Figura 4 (véase también el Ejemplo 6 mostrado mas adelante).

En referencia al analisis de interacciones inferencial, se evaluaron las interacciones a lo largo de varios genes para
determinar si las variaciones observadas de DSBP5_0 del fenotipo QT dependen del efecto de unién con mas SNPs
considerados conjuntamente.

En particular, a continuacion se usé un unico modelo de regresion lineal, implementado en StataSE 9.2, para evaluar
el efecto de interaccion (SNP1*SNP2*ter) entre un primer conjunto de SNPs (SNP1) y un segundo conjunto de SNPs
(SNP2) ademas de los efectos marginales de SNP1 y SNP2, en rostafuroxina/placebo.

Los conjuntos de SNPs fueron establecidos teniendo en cuenta los genes en los que se detectaron los SNPs, y la
implicacion positiva de los genes en mecanismos identificados como responsables del fenotipo elegido (variacion de
la tension sanguinea).

Dichos SNPs fueron seleccionados adicionalmente para identificar los genotipos con la mayor respuesta a la
rostafuroxina en comparacién con el placebo, llevando a cabo un analisis estadistico ANOVA con el software STATA
en placebo y rostafuroxina con la DSBP5_0 como variable dependiente y los SNPs candidatos significativos como
variables independientes. En particular, para seleccionar los genotipos de las interacciones entre dos SNPs con la
mayor respuesta a la rostafuroxina en comparacion con el placebo, los Solicitantes llevaron a cabo un analisis
estadistico ANOVA en placebo y rostafuroxina con la DSBP5_0 como variable dependiente y las interacciones entre
SNPs como variables independientes. Los Solicitantes presentan un ejemplo de este procedimiento en la Figura 5:
interaccion entre rs8899 y rs4678. Los Solicitantes seleccionaron la interaccion entre el genotipo AA de rs8899 v el
genotipo BB de rs4678 porque presenta el descenso mas remarcable en el grupo de terapia y no en el grupo de
placebo.

Como resultado de esta investigacion, los Solicitantes seleccionaron los genotipos de interacciones de SNPs que
presentan una reduccion destacable de la DSBP5_0 de fenotipo QT en el grupo de rostafuroxina y no en el grupo de
placebo, como en el ejemplo de rs8899 y rs4678 de la Figura 5.

Todos los andlisis genéticos se llevaron a cabo usando el paquete de software gPLINK [Ref. 33]. El Analisis de
Componente Principal (PCA) con el paquete Eigensoft (version 2.0 para la plataforma Linux, "Department of
Genetics", Harvard Medical School, Boston, EE.UU.). Se calcul6 el factor de inflamiento genémico A usando el
Control Gendémico (GC) del paquete Eigensoft. Para completar los analisis genéticos estadisticos y para todos los
analisis mas alla de la estrategia genética puramente estadistica, se uso el programa StataSE 9.2. El especialista en
la técnica sera capaz de identificar otros detalles adicionales de los analisis estadisticos tras leer la presente
descripcion.

Después de los analisis estadisticos descriptivo e inferencial, también se crearon perfiles de genotipo con el
propésito de discriminar los que Responden (R) de los que No Responden (NR) al tratamiento activo usando el
conjunto mas pequefio posible de SNPs significativos. En este caso, un "perfil genético" es una combinacion lineal
de genotipos en SNPs individuales o en sus interacciones.

Para crear los perfiles, se consideraron diferentes genotipos para cada SNP como variable y en particular el
genotipo homocigoto menos frecuente se identificé como genotipo 1 (g1), el genotipo heterocigoto se identificé como
genotipo 2 (g2) y el genotipo homocigoto mas frecuente se identific6 como genotipo 3 (g3).

Por consiguiente, se construyeron perfiles genéticos que pudieran tener por ejemplo un g1 de un SNP1 (componente
1), un g2 de un SNP2 (componente 2) y la interaccion del g1 de SNP3 con el g2 de SNP4 (componente 3) como
factores. Un perfil puede tener cualquier nimero de componentes.

Cualquier perfil dado se codifica como 1 si al menos un componente presenta el genotipo asociado de forma
significativa (p.ej., el g1 de SNP1 en el ejemplo anterior), en caso contrario el perfil se codific6 como 0. A
continuacion todos los sujetos se clasifican como 0 6 1, dependiendo de su ajuste al perfil, permitiendo que un perfil
caracterice un subconjunto definido de pacientes.
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La capacidad predictiva de los diferentes perfiles para clasificar sujetos en R o NR, es decir, para descubrir los
perfiles genotipicos que discriminan R de NR para la rostafuroxina, fue evaluada a continuacién usando una
regresion logistica llevada a cabo mediante procedimientos tales como los descritos en [Ref. 36, 37].

El parametro seleccionado por los Solicitantes para evaluar los perfiles genéticos fue la Probabilidad (OR, del inglés
"Odds Ratio") que es uno de los parametros considerados informativos sobre el resultado de los tests
farmacogendémicos segun las directrices de la FDA [Ref. 38]. En particular, segun las directrices de la FDA, la OR es
un parametro clinicamente relevante para evaluar el grado de discriminacion segun los diferentes perfiles genéticos
entre pacientes que responden al farmaco en lugar de al placebo.

El valor de OR indica la relaciéon de probabilidad en los pacientes positivos en el test (que responden) respecto a la
probabilidad en los pacientes negativos en el test (que no responden), segun el perfil genético definido. La relacion
de Probabilidad combina los Valores Predictivos Positivos (PPV) y Negativos (NPV) como se indica a continuacion:
PPV x NPV/ [(100-PNV) x (100-NPV)]. Los valores Predictivos (tanto positivos como negativos) representan la
proporcidn de pacientes con un resultado de test positivo o negativo que presentan la afeccion clinica de interés (es
decir, respuesta al farmaco con un perfil genético definido). En otras palabras, la OR es la probabilidad de ser un
sujeto que responde (PPV) o que no responde (NPV) al test. Una relacion de Probabilidad de 1 indica que el test es
no informativo, por tanto cuanto mayor es la relacion de Probabilidad mayor es el poder predictivo del test.

En base a los resultados del anterior estudio, los Solicitantes identificaron varios SNPs y perfiles genotipicos
relacionados que afectan de forma significativa al fenotipo cuantitativo seleccionado para detectar el efecto de la
rostafuroxina.

En particular, algunos SNPs de nucleo localizados en genes no asociados previamente a mecanismos que afecten a
la tension sanguinea sorprendentemente mostraron una capacidad destacable para potenciar los efectos de la
rostafuroxina, tal como se ilustra en los siguientes ejemplos.

Ejemplo 1: los SNPs de nucleo afectan a la respuesta de los individuos a la rostafuroxina

Como resultado del estudio esbozado anteriormente, se identific6 un grupo de SNPs como que afectan
significativamente a la respuesta de los individuos a la rostafuroxina, que también se identifica en la presente
memoria como SNPs de nucleo. Las principales caracteristicas de los SNPs de nucleo descritos en la presente
memoria se ilustran en la Tabla 4.

Tabla 4: SNPs de nucleo

ID de SNP rs16877182 rs5013093 rs2461911 rs12513375 |rs16893522 rs2345088
Crom 7 6 10 4 6 2

Alelo C C G T G C

Principal

Alelo T T A G A T
Secundario

P_GXE 2,89E-05 3,41 E-05 4,43E-05 6,91E-05 8,54E-05 9,63E-05
posicion 11753617 29928565 57078480 148244380 |[82560511 18079898
GEN THSD7A Desconocido Desconocido |Desconocido |Desconocido | Desconocido
Localizacién | Intron Intergénico Intergénico | Intergénico |Intergénico Intergénico
gen N/A HLA-G LOC3899 70 |TTC29 FAM46A KCNS3
flanqueante

mas

proximo (NF

G)

distancia N/A 21 kb- 18 kb [150 kb- |41 kb- | 102 kb
entre SNP y Flanqueante 3' Flanqueante |flanqueante |Flanqueante 5' | Flanqueante
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ID de SNP rs16877182 rs5013093 rs2461911 rs12513375 |rs16893522 rs2345088

NFG 3 5' 3

nombre de |Precursor de | Precursor de |Pseudogén |proteina 29 |familia con | Miembro 3 de

proteina proteina 7A que cadena alfa G de de repeticion | similitud de |subfamilia S
contiene  dominio |antigeno de TPR secuencia 46, |de canal de
tipo 1 de |histocompatibilidad miembro A puerta de
trombospondina. de HLA de clase | voltaje de

potasio

Los SNPs de nucleo rs2345088, rs16877182, rs16893522, rs2461911, rs5013093 y rs12513375 son polimorfismos
de nucleétido unico recientemente identificados, con una localizacion cromosémica exacta en el genoma humano,
pero con una funcion actualmente desconocida, que han sido identificados en un Escaneo de Genoma Amplio y con
analisis de asociacion (GWAS) como el conjunto mas pequefio de SNPs significativos asociados a la respuesta de
tension sanguinea a la rostafuroxina en el resultado del analisis estadistico descrito anteriormente.

En particular, dichos SNPs fueron identificados tras genotipado del genoma completo de los individuos evaluados,
llevado a cabo segun el Genotipado de Genoma Completo (WGG) en base a la plataforma Sentrix BeadChip [Ref.
10]. Mas particularmente, se llevé a cabo el WGG usando el Ensayo "Human1M Duo CHIP - Infinium 1I" para
interrogar a mas de 1 millon de SNPs en todo el genoma completo de los pacientes, a través de una seleccion de
localizacion sin restriccion segun el procedimiento descrito identificable por un especialista en la técnica, y que se
describe, por ejemplo, en [Ref. 10, 11, 12] con mayor grado de detalle.

Los SNPs detectados en el resultado del genotipado fueron sometidos en primer lugar a un analisis univariable y
después a un analisis adicional para seleccionar los genotipos de SNPs con la mayor respuesta a la rostafuroxina,
como se ha ilustrado anteriormente.

En particular, para seleccionar los genotipos con la mayor respuesta a la rostafuroxina en comparacién con el
placebo, los Solicitantes llevaron a cabo un analisis estadistico ANOVA (de una direccién) en los grupos de placebo
y rostafuroxina con la DSBP5 0 como variable dependiente y con los SNPs significativos como variables
independientes.

El andlisis llevado a cabo se ejemplifica en la Figura 6, donde se muestra un analisis para el SNP rs2461911 que se
refiere a una variacion de fenotipo significativa en los genotipos SNP g1, g2 y g3 mayor en el grupo de terapia
(p=0,002) que en el grupo de placebo (p=0,045).

La variacion de los valores de DSBP5_0 para los tres genotipos de SNP rs2461911 g1, g2 y g3 también se ilustra en
la Figura 7, que muestra la representacion de los valores de DSBP5_0 para los tres genotipos de SNP rs2461911
comparando los grupos de rostafuroxina y de placebo. A partir de la ilustracion de la Figura 7, es evidente que en el
genotipo 1 existe una clara reduccion de la tensidon sanguinea con la rostafuroxina, mientras que con placebo la
tension sanguinea aumenta ligeramente. De manera inversa, en el genotipo 3 la caida de la tensidon sanguinea
parece ser mayor con el placebo. Lo que es importante es la direccidon de los cambios en la respuesta de la tension
sanguinea con placebo y rostafuroxina segun estos genotipos, que claramente siguen tendencias opuestas. Esto
puede analizarse y se puede establecer la significacion estadistica del modelo y de las interacciones entre la
rostafuroxina y el placebo para dicho SNP particular. Un analisis estadistico apropiado proporciona la significacion
de la interaccion (que solo es aceptada si la significacion del modelo es < 0,05). Los valores p para la interaccion se
muestran en la tabla 4 como P-GXE.

Se aplicé una estrategia similar para analizar y seleccionar los otros SNPs de nucleo, de tal modo que al final de
esta investigacion los Solicitantes seleccionaron los genotipos de SNPs que presentan un descenso remarcable de
la DSBP5_0 de fenotipo QT en el grupo de rostafuroxina y no en el de placebo, tal como el ejemplo rs2461911 de la
Figura 7.

Un resumen de los datos relativos a la DSBP5_0 en individuos que presentan los SNPs de nucleo y tratados con
rostafuroxina (Terapia) frente a los individuos que presentan los SNPs de nucleo y tratados con placebo (Placebo)
se ilustra en la Tabla 5.
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Tabla 5: Reduccion de la DSBP5_0 correspondiente a SNPs de nucleo

ID de SNP valor_p de Genqtipo Genotipo DSBP'5_0 DSBP5_0 Diferencia
ANOVA lllumina relevante Terapia Placebo DSBP5_0
rs2345088 |0,0002 1 T -30,5 3,43 33,93
rs16877182 10,0003 2 CIT -21,67 -2,82 18,85
rs16893522 | 0,0048 1 AA -22,43 4,60 27,03
rs2461911 |0,0022 1 AA -20,6 2,22 22,82
rs5013093 |0,0022 1 T -20,49 1,60 22,09
rs12513375 10,0024 3 T -19,18 -3,25 15,93

En particular, los datos de la Tabla 5 fueron obtenidos usando una regresion lineal por pasos usando la DSBP5_0
como variable dependiente y los SNPs como variables independientes para seleccionar los SNPs asociados de
forma significativa a la DSBP5_0 de fenotipo QT.

Ejemplo 2: Un perfil genético que comprende SNPs de nucleo afecta a la Respuesta del individuo a la
rostafuroxina

Después de la identificacion de los SNPs, los Solicitantes investigaron la capacidad predictiva de los perfiles
genéticos que comprenden los SNPs de nucleo del Ejemplo 1. La construccion de base racional de los perfiles
genéticos se basa en la nocion bien establecida de que el efecto fenotipico de un SNP dado también debe evaluarse
dentro del contexto de los otros SNPs alojados en los genes que codifican para proteinas que interaccionan con la
proteina asociada al primer SNP (entramado genético). En este sentido, un analisis del entramado también implica el
concepto de epistasia genética [Ref 39]. De hecho, los alelos de dos localizaciones pueden no presentar ningun
efecto detectable cuando dichos alelos son analizados por separado, pero pueden revelarse como fenotipicamente
relevantes cuando se analizan juntos, ya que co-existen en los mismos sujetos.

Los Solicitantes evaluaron si un perfil genético que comprende SNPs de nucleo solo en el grupo de terapia puede
discriminar los sujetos que Responden de los que No Responden al tratamiento usando como modelo predictivo una
regresion logistica en la que la variable dependiente es el fenotipo dicotémico (R 6 NR) y la variable independiente el
perfil especifico. Los solicitantes evaluaron entonces la bondad del modelo calculando los parametros predictivos
(relacion de Probabilidad, PPV, NPV).

Ejemplos de datos relativos al perfil genético que incluyen todos los SNPs de nucleo del Ejemplo 1 se ilustran en la
Figura 8. En particular, la Figura 8 ilustra datos relativos a la relacion de Probabilidad (OR) y los valores predictivos
(valores-p) correspondientes a los SNPs de nucleo, que son parametros considerados indicadores del resultado del
test farmacogendmico segun las directrices de la FDA [Ref.38].

En particular, el valor de OR indica la relacion entre la probabilidad de los pacientes positivos en el test (que
responden) y la probabilidad de los pacientes negativos en el test (que no responden) segun el perfil genético
definido. En particular, la relacién de Probabilidad combina los Valores Predictivos Positivos (PPV) y Negativos
(NPV) como se indica a continuacion: PPV x NPV/ [(100-PNV) x (100-NPV)]. En otras palabras, la OR es la
probabilidad de ser un sujeto que responde (PPV) o que no responde (NPV) al test. Una relacién de Probabilidad de
1 indica que el test es no informativo, por tanto cuanto mayor es la relacion de Probabilidad mayor es el poder
predictivo del test. Los valores-p (tanto positivos como negativos) representan la proporcion de pacientes con un
resultado de test positivo o negativo que presentan la afeccion clinica de interés (es decir, la respuesta al farmaco
con un perfil genético definido).

El parametro de valor-p se calcula en base a la puntuacioén z ("z score") e indica la significacion de OR. El parametro
de puntuacion z indica: In (OR) / Error Estandar (InOR). La puntuacién z tiene un valor negativo si la OR es menor
de 1y en ese caso el perfil no es capaz de predecir la respuesta al farmaco. Por otro lado, la puntuacion z tiene un
valor positivo si la OR > 1y en ese caso el perfil es capaz de predecir la respuesta al farmaco: si la puntuacién z es
alta, la OR es mas significativa debido a una menor varianza.

Entre los parametros mencionados anteriormente, la relacion de Probabilidad (OR) se considera clinicamente
relevante para evaluar el grado de discriminacion segun los diferentes perfiles genéticos entre los pacientes que
responden a la rostafuroxina en lugar del placebo [Ref.38].
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Los datos relativos a un perfil que comprende todos los SNPs de nucleo (Perfil 4) resumidos en la Figura 8 fueron
obtenidos considerando datos de todos los pacientes, que incluyen uno o mas SNPs de los SNPs de nucleo
enumerados en el perfil. Los criterios se justifican por la existencia de dos factores que normalmente apoyan la
inclusion de pacientes que portan al menos un SNP en un Unico perfil: i) el alto poder de prediccion de los SNP vy ii)
por un mecanismo biolégico plausible comdn que une los SNPs en cuestion. En particular, el poder predictivo de los
SNPs puede evaluarse a partir de la OR y los pacientes clasificados correctamente segun los métodos identificables
por un especialista. El correspondiente parametro es un valor "correcto" que para los pacientes con perfil 4 es del
79,8% (véase la Figura 8). Este valor indica que en 80 pacientes de cada 100 el perfil proporciona una clasificacion
correcta de pacientes entre sujetos que responden y sujetos que no responden.

En vista de los resultados anteriores, es posible concluir que los SNPs de nucleo afectan a la actividad
farmacologica de la rostafuroxina con relevancia clinica. En particular, la relevancia clinica es debida a la magnitud
de la diferencia de caida de la tension sanguinea entre el farmaco (rostafuroxina) y el placebo, que oscila entre 23 y
15 mmHg con la rostafuroxina, mientras que, segun la bibliografia, dicha diferencia oscila entre 4 y 6 mmHg con
ARBs.

Los datos preliminares en pacientes que portan el perfil 4 obtenidos en dos estudios separados demuestran que la
caida de la tension sanguinea obtenida con rostafuroxina es mas de un 40% superior a la detectada entre los
agentes antihipertensivos disponibles (véase la Figura 8, porcion inferior). En particular, los individuos que portan el
perfil 4 muestran una modificacion en la tension sanguinea de: -12,3+1,5 mmHg con HCTZ:; -11,3+ 1,7 con Losartan
y -18,74 £1,8 mmHg con rostafuroxina; los individuos con perfil 8 muestran un descenso en la tensiéon sanguinea de
- 11,3 1,2 con HCTZ; -11,6+ 1,3 con Losartan y -15,2+1,5 mmHg con rostafuroxina; los individuos con perfil 9
muestran una reduccioén en la tension sanguinea de -11,9 +1,2 con HCTZ; -11,4 + 1,4 con Losartan y -15,2+1,5
mmHg con rostafuroxina.

Ejemplo 3: Un perfil genético que incluye SNPs de ntcleo junto con SNPs relevantes afecta a la respuesta a
rostafuroxina

Las interacciones de los SNPs de nucleo con SNPs adicionales identificados en el transcurso del estudio
farmacogendmico mencionado anteriormente fueron analizadas para verificar la posible identificacion de perfiles
genéticos adicionales adecuados para discriminar sujetos R de NR al tratamiento usando como modelo predictivo
una regresion logistica.

En particular el perfil de SNPs de nucleo del Ejemplo 2 (Perfil 4) se combind con SNPs relevantes adicionales
identificados en el transcurso del estudio.

Los SNPs relevantes, en el contexto de la presente descripcion, indican SNPs adecuados para discriminar sujetos
que Responden de sujetos que No Responden a la rostafuroxina.

En particular, los SNPs relevantes fueron investigados en primer lugar en los siguientes tres grupos de genes: a)
genes que estan implicados directamente en los mecanismos de accion de la rostafuroxina (tal como los genes de
Aducina y EO - ver el Ejemplo 4) también indicados en la presente memoria como CAND 1; b) genes que pueden
estar implicados en el desarrollo de hipertension y/o en un dafio a érgano asociado a la hipertension (tal como WNK
- ver el Ejemplo 5) también denominados en la presente memoria CAND 2; y c¢) genes identificados llevando a cabo
un escaneo genémico completo (tal como HLA-A, ver el Ejemplo 6) también indicados en la presente memoria como
GWS.

En particular, los SNPs de dichos genes fueron identificados primeramente mediante genotipado de genes
seleccionados. A continuacion se seleccionaron los SNPs relevantes sometiendo los SNPs detectados a analisis
descriptivo e inferencial como se ilustra con mas detalle en los Ejemplos 4 a 6.

Los SNPs relevantes identificados de este modo fueron agrupados a continuacion en perfiles genéticos junto a los
SNPs de nucleo de perfil 4 del Ejemplo 2.

Los resultados muestran que los perfiles genéticos que comprenden SNPs de nucleo y SNPs relevantes son incluso
mas efectivos para discriminar sujetos que Responden a rostafuroxina de sujetos que No Responden, tal como se
ilustra en la Figura 8.

En particular, en el resumen de la Figura 8 la OR y el valor-p y la DSBP5_0 detectada para perfiles adicionales
formados por los SNPs de nucleo (perfil 4) y SNPs adicionales de CAND 1, CAND 2 y/o GWS también se ilustran
(ver en particular el perfil 8 y el perfil 9 de la Figura 8). A partir del andlisis de los datos de la Figura 8 parece que
incluyendo SNPs adicionales en los perfiles, los valores de OR y el valor "correctamente"” aumentan con respecto a
los del perfil 4 (ver el perfil 8 y el perfil 9 de la Figura 8). Asimismo, la inclusién de dichos SNPs determina un
aumento del tamario de la poblacion objetivo del 26% de la poblacion total del perfil 4 al 44% de la poblacion total del
perfil 9.

Una posible explicacion del efecto sinérgico entre los SNPs de nucleo y los SNPs adicionales indicados en la Figura
8, proporcionados en la presente memoria con fines de guia y sin pretender ser limitativo, es la inclusion del SNP en
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cuestion en un mismo entramado genético subyacente a enfermedades complejas como la hipertension. Las
evidencias experimentales obtenidas por los Solicitantes apoyan la conclusion de que dichos SNPs pueden interferir
con otros genes o modularlos (tal como CAND 1 o CAND 2 ya asociados a mecanismos que afectan a la tension
sanguinea - ver los Ejemplos 4 y 5) en un entramado genético, o afectar a otros genes que pueden no estar
relacionados con una lista de candidatos seleccionada a priori (ver perfil 4 en comparacion con los perfiles 8 y 9).

Por consiguiente, una posible explicacion de los datos presentados en la presente memoria es que la capacidad
discriminadora de los SNPs de nucleo (perfil 4) se ve aumentada por el CAND 1 y 2 debido a la inclusién en un
mismo entramado genético que combina/integra los efectos de GWS, SNPs de nucleo, CAND 1, CAND 2 y SNPs
adicionales desconocidos que estan comprendidos en el(los) entramado(s).

El aumento de la capacidad discriminadora y del tamafio de los pacientes seleccionados incluidos en el perfil que se
ha alcanzado entre el perfil 4 y el perfil 9, apoya el concepto de entramado.

Genotipos especificos correspondientes a genes relevantes adicionales incluidos en los perfiles 8 y 9 de la Figura 8
se describen adicionalmente en la Tabla 6 y la Tabla 7 incluidas a continuacion.

Tabla 6: SNPs del Perfil 8 y del Perfil 9

Nombre |ID de SNP |Crom |Alelo Alelo posicion |GEN Localizacion |nombre de
de SNP Principal | Secundario proteina
ADD1 rs4961 4 G T 2876505 |ADD1 Exon (G460W |subunidad  de

contrasentido) |aducina alfa

ADD2 rs4984 2 C T 70753911 |ADD2 Exon subunidad de
(silencioso) aducina beta

HSD18 rs10923835 |1 A T 119811854 |HSD3B1 Intergénico 3-beta-
hidroxiesteroide
deshidrogenasa

HSD19 rs947130 |1 G A 119818255 |[HSD3B1 Intergénico 3-beta-
hidroxiesteroide
deshidrogenasa

LSS2 rs914247 |21 G A 46434105 |LSS 3'UTR lanosterol
sintasa

MDR2 rs1045642 |7 T C 86976591 |MDR1(A Exon Resistencia

BCB1) (silencioso) multifarmaco 1

(casete de
union a ATP,
subfamilia B,
miembro 1)

WNKA1 rs880054 12 A G 858819 WNKA1 Intrén Proteina
quinasa 1
deficiente en
lisina WNK

rs1050293 rs10502933 18 C T 47548901 |desconocido |Intergénico

3

rs2131127 (rs2131127 |3 C T 149906833  AGTR1 Intrén receptor de
angiotensina I
de tipo 1

rs4309483 (rs4309483 |18 C A 54236897 |LOC1001 Desconocido | Proteina

34069 hipotética

LOC100134069

(38" flanqueante
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Nombre |ID de SNP |Crom |Alelo Alelo posicion |GEN Localizacion |nombre de
de SNP Principal | Secundario proteina

de NEDDA4L)

rs4739037 |rs4739037 |8 G A 64065878 |[NKAIN3 3'UTR ATPasa de
transporte
Na+/K+
interaccionante
3

Tabla 7: Interacciones entre SNPs candidatos y superiores del Perfil 8 y del Perfil 9

SNP 1 |ID de |Genotip |Alelo de [SNP2 |ID de Genotip Alelo de DSB5 DSBP50 |Diferencia

SNP1 o SNP1 SNP2 o SNP2 0 ROSTAF Rosta_place
relevant relevant PLAC |[UROXIN bo
e de e de EBO A
SNP1 SNP2
MDR2 |rs104564 |TT T HSD18 |rs10923 |AT+TT [T -0,170 |-17,40 17,30
2 principal 835 secundari
o]
LSS2 |rs914247 GA+AA |A MDR2 |rs10456 [CC C -3,95 [-16,91 12,96
secundari 42 secundari
o] o]
LSS2 [rs914247 (AA A ADD1 [rs4961 |GT+TT |T 517 |-22,32 27,49
secundari secundari
o] o]
HSD1 |rs947130 |GG G NEDD4 |rs43094 |AA A 10,3 |[-17,85 28,15
9 principal |L 83 secundari
o]
MDR2 |rs104564 |TT T AGTR1 [rs21311 |CC C -2,55 |[-16,9 14,34
2 principal 27 principal
ADD2 |rs4984 CcC C TOP rs10502 |CT C 552 |-19,21 24,73
principal 933 principal
LSS2 |rs914247 AA min |A WNK1 [rs88005 AG+GG |G 0,48 |-16 16,48
secundari 4 min secundari
o] o]
HSD1 |[rs947130 |GG G NKAIN |rs47390 |GA G -2,46 [-18,18 15,72
9 principal |3 37 principal

En vista de los resultados anteriores, es posible concluir que los SNPs de ndcleo comprendidos en un perfil junto
con SNPs adicionales afectan a la actividad farmacolégica de la rostafuroxina con relevancia clinica, que puede ser
incluso mayor que la actividad de los SNPs de nucleo solos.

Ejemplo 4: SNPs relevantes que afectan a la respuesta a la rostafuroxina: genes CAND 1

Los Solicitantes investigaron la inclusion de SNPs relevantes adicionales en perfiles genéticos que incluyen también
los SNPs de nucleo del Ejemplo 1 que identifican sujetos que responden a la rostafuroxina.
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En una primera serie de experimentos, se investigaron los SNPs de genes implicados directamente en los
mecanismos de accion de la rostafuroxina (identificados en la presente memoria como genes CAND 1). En
particular, los genes CAND 1 investigados incluyeron los genes que codifican para subunidades de aducina (ADD1,
ADD2, ADD3), y genes implicados en la sintesis y metabolismo de EO (CYP11A1, HSD3B1, LSS, ABCB1/MDR1 y
SLCO4C1). En la Tabla 8 se presenta un resumen de las caracteristicas de los genes investigados.

Tabla 8: Genes Candidatos Seleccionados (CAND 1)

N |Simbolo de |Crom |Nombre de gen

gen
2 |/ADD1 4 aducina alfa
3 |/ADD2 2 aducina beta
4 |ADD3 10 aducina gamma

5 |[CYP11A1 15 citocromo P450, familia 11, subfamilia A, polipéptido 1 (ruptura de cadena lateral de
colesterol monooxigenasafa)

6 |[HSD3B1 1 hidroxi-delta-5-esteroide deshidrogenasa, 3-beta y esteroide delta-isomerasa 1
7 LSS 21 lanosterol sintasa (2.3-oxidoscualeno-lanosterol ciclasa)

1 |ABCB1/ 7 casete de unién a ATP, sub-familia B (MDR/TAP), miembro 1
MDR1

8 |ISLCO4C1 |5 familia de transportador de anion organico soluto vehiculo, miembro 4C1

En particular, la Tabla 8 muestra los genes CAND 1 seleccionados y la localizacion de cromosoma relacionada, el
simbolo génico y el nombre de Gen.

Para cada gen CAND 1 de la Tabla 8, los SNPs fueron detectados usando SNPs: analisis de SNP unico con el
Ensayo Tagman (ensayo a demanda o a medida MGB con sonda y disefio de cebador de ABI).

Los SNPs detectados fueron sometidos a analisis univariable y se seleccionaron los SNPs CAND 1 relevantes en
base a la deteccién de la variacion de la DSBP5_0 de fenotipo QT seleccionado para el estudio.

Los ejemplos de SNPs de CAND 1 relevantes se presentan en la Tabla 9 y la Tabla 10 junto con los resultados de
asociacion GXT relacionados. Un p_GXT significativo indica una respuesta diferente de DSBP5_0 significativa al
tratamiento (rostafuroxina/placebo).

Tabla 9: SNPs de CAND 1

ID de SNP GEN Crom |Alelo Alelo Posicion |Posicion |Localizacion de |valor_p
principal |Secundario |[de SNP de gen SNP

rs4961 ADD1 4 G T 2876505 exon (contrasentido [NS
G460W)
rs4984 ADD2 2 C T 7075391 1 exon (silencioso) NS
rs3731566 ADD3 10 A G 1118760 Intrén NS
79
rs914247 LSS 21 G A 46434105 3UTR 0,0027
(LSS2)
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ID de SNP GEN Crom |Alelo Alelo Posicion |Posicion |Localizacion de |valor_p
principal |Secundario [de SNP de gen SNP

rs1045642 MDR1 7 T C 8697659 1 exon (silencioso) NS

(MDR2)

Varios HSD3B1 |1 11985527 Ns
6

Varios CYP11A1 |15 72432145 Ns

Varios SLCO4C1 |5 10162887 Ns

1

Tabla 10: SNPs de CAND 1

ID de SNP valor_p de |Genotipo DSBP5_0 Terapia | DSBP5_0 Placebo |Diferencia
ANOVA relevante DSBP5_0
rs914247 (LSS2) |0,0002 AA -17 -6,16 10,87

En particular, la Tabla 9 muestra los resultados del analisis univariable de ejemplos seleccionados de SNPs de
CAND 1 junto con el simbolo génico relacionado, la localizaciéon cromosémica, la posicion en el cromosoma, la
localizacién en el gen y el valor p.

Los dos SNPs relevantes correspondientes al gen HSD3B1 (HSD18 y HSD19) se describen en detalle en |la Tabla 6
y su relevancia en la Tabla 7.

En la Tabla 10 se presentan los datos correspondientes al SNP relevante rs 914247.

Tal como se explica en la descripcion detallada, los genes de aducina incluidos en la tabla 9 son los sugeridos para
codificar aducina y las enzimas implicadas en la sintesis y transporte de EO. La rostafuroxina en concentraciones
picomolares "in vitro" o en dosis de nanomoles en animales es capaz de corregir de forma selectiva el efecto de la
aducina o la ouabaina mutadas sobre la Bomba de Na-K y cSrc, sin bloquear el efecto de la aducina natural.

Ejemplo 5: SNPs relevantes que afectan a la respuesta a rostafuroxina en genes CAND 2

En una segunda serie de experimentos, se investigaron los SNPs de genes que pueden estar implicados en el
desarrollo de hipertensioén y/o en un dafio organico asociado a la hipertensioén (identificados en la presente memoria
también como genes CAND 2).

En particular, se selecciond un conjunto mayor de genes que son relevantes patofisioldgicamente como genes
CAND 2. Los criterios de seleccion incluyeron principalmente genes que codifican para las enzimas y los receptores
de RAA, varias familias de canales ionicos y transportadores que regulan la reabsorcion de sodio renal, receptores
adrenérgicos, proteinas de podocito y factores de transcripcion. El conjunto de genes resultante se resume en la
ilustracion de la Figura 9.

En particular, en la Figura 9 se indican los Genes Candidatos Seleccionados "CAND?2 junto con la localizacion
cromosomica relevante, el simbolo de gen y el nombre de gen.

Un especialista en la técnica puede identificar informacion adicional relativa a dichos genes a la vista de la presente
descripcion.

Para cada gen CAND2 de la tabla de la Figura 9, se detectaron SNPs usando SNPs Tag presentes por todo el
genoma y en el chip lllumina que podrian proporcionar la evaluacion de la variacion entre los genes candidatos para
evaluar la influencia de dichos genes sobre la respuesta de tension sanguinea a la rostafuroxina.

Los SNPs detectados fueron sometidos a analisis univariable y solo los SNPs con un valor-p GXT entre 1,78*10E-4
(rs7117314) y 5*10E-2 (rs945403) fueron seleccionados con la misma metodologia presentada para la seleccion de
los SNPs de nucleo. Para tratar los genes candidatos solo se usé como umbral un p < 0,05 en lugar de p < 0,0001
en vista de los datos previos que apoyan la eleccién de genes candidatos.

29



ES 2 551 877 T3

En particular se seleccionaron los SNPs de CAND 2 relevantes en base a la variacion detectada de la DSBP5_0 de
fenotipo QT.

En la Tabla 11 se presentan ejemplos de SNPs de CAND 2, junto con los resultados de asociacion GXT
relacionados. Un p_GXE significativo indica una respuesta significativa diferente de DSBP5_0 al tratamiento
(rostafuroxina/placebo).

Tabla 11: Andlisis univariable de SNPs de CAND 2 relevantes

N SNP nombre_gen Crom |posicion P_GXE Localizacion
rs242093 ACTNA1 14 68551096 0,007169 flanqueante_5U TR

2 rs1996396 ADRA1A 8 26918290 0,002707 flanqueante_5U TR

3 rs10503806 ADRA1A 8 26938920 0,00381 flanqueante_5U TR

4 rs13251780 ADRA1A 8 26950888 0,004704 flanqueante_5U TR

5 rs17430706 ADRA1A 8 26894087 0,007211 flanqueante_5U TR

6 rs10102024 ADRA1A 8 26841288 0,009325 flanqueante_5U TR

7 rs526302 ADRA1A 8 26746612 0,01782 Intrén

8 rs544104 ADRA1A 8 26767907 0,03642 Intrén

9 rs3102087 ADRA1A 8 26755854 0,04356 Intrén

10 |[rs5183 AGTR1 3 149942574 0,02 Codificacién

11 |rs3772627 AGTR1 3 149912944 0,04049 Intrén

12 |rs2276736 AGTR1 3 149908563 0,04824 Intrén

13 [rs2131127 AGTR1 3 149906833 0,04983 Intrén

14 |rs3741559 AQP2 12 48631243 0,03534 Intrén

15 |rs2217342 ATP1A3 19 47181356 0,008238 Codificacién

16 [rs10927888 CLCNKA 1 16226098 0,04384 Intrén

17  |rs6604909 CLCNKB 1 16244519 0,03099 Intrén

18 [rs945403 CLCNKB 1 16246917 0,04996 Intrén

19 |[rs7117314 FXYD2 11 117203972 0,0001782 5UTR

20 |rs10790212 FXYD2 11 117207900 0,001169 flanqueante_5U TR

21 |rs11216598 FXYD6 11 117253662 0,00677 flanqueante_5U TR

22 |rs910682 FYN 6 112282428 0,0004279 flanqueante_5U TR

23 |rs13218316 FYN 6 112189727 0,00389 Intrén

30



ES 2 551 877 T3

N SNP nombre_gen Crom |posicion P_GXE Localizacion

24 |rs4309483 NEDDA4L 18 54236897 0,006163 flanqueante_3U TR
25 |rs13280307 NKAIN3 8 63586548 0,001652 Intrén

26 |rs4739037 NKAIN3 8 64065878 0,002954 UTR

27 |rs17596774 PKD1 16 2086474 0,04037 Intrén

28 |rs2728108 PKD2 4 89180760 0,006608 Intrén

29 |rs17786456 PKD2 4 89176586 0,03221 Intrén

30 |rs7696304 PKD2 4 189179022 0,03269 Intrén

31 |rs2725222 PKD2 4 89177516 0,03857 Intrén

32 |rs17199565 SCNN1B 16 23181205 0,004757 flanqueante_5U TR
33 |rs2758152 SGK1 6 134530606 0,008541 flanqueante_3U TR
34 |rs1057293 SGK1 6 134535090 0,04496 Codificacién

35 |rs16960712 SLC12A1 15 46329907 0,01024 Intrén

36 |rs759359 SLC8A1 2 40182609 0,007413 flanqueante_3U TR
37 |rs404214 SLC8A1 2 40307852 0,02053 Intrén

38 |rs1005213 SLC8A1 2 40245293 0,0303 Intrén

39 |rs17025453 SLC8A1 2 40259918 0,03507 Intrén

40 [rs2110923 SLC8A1 2 40211501 0,04026 Intrén

41 |rs1428571 SLC8A1 2 140243974 0,04325 Intrén

42  |rs435404 SLC8A1 2 40293896 0,04652 Intrén

43 |rs12908787 TJIP1 15 27878217 0,003622 Intrén

44  |rs11647727 UMOD 16 20263666 0,0089 Intrén

45 |rs880054 WNKA1 12 2594827 0,03876 Intrén

46 |rs11064584 WNKA1 12 866932 0,04682 Intrén

En particular, en la Tabla 11 se ilustran los resultados de asociacién GXT correspondientes a los grupos de placebo
y terapia. Un p_GXT significativo indica una respuesta diferente de DSBP5_0 significativa al tratamiento
(rostafuroxina/placebo).

Ejemplo 6: SNPs relevantes que afectan a la respuesta a la rostafuroxina: genes de GWS

31



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 551 877 T3

En una tercera serie de experimentos, también se investigaron los SNPs de genes detectados mediante escaneo de
Genoma Completo (identificados también en la presente memoria como genes de GWS).

Se genotiparon SNPs gendmicos con el sistema Humani1M de lllumina usando el Chip "Human1M Duo CHIP
genotyping Bead Chip" siguiendo el procedimiento descrito en [Ref. 10, 11, 12]. En particular, en total se analizaron
1111190 SNPs (92,66 % del total) porque los SNPs de los cromosomas X e Y, asi como los SNPs (XY) de region
pseudo-autosomal, no fueron considerados.

Los SNPs detectados fueron sometidos a analisis univariable en una estrategia para identificar SNPs relevantes
segun las metodologias descritas en la seccion de ejemplos.

Los resultados del analisis univariable (Interaccion de rasgo Cuantitativo -GxE) para genes GWS se ilustran en la
Figura 4, que presenta resultados correspondientes a 848340 SNPs genotipados en una muestra de 193 Pacientes
NPT con los 107 SNPs que tienen un valor p menor al umbral establecido de p<104 se presentan como puntos.

A continuacion se llevé a cabo una anotacion detallada de los 107 SNPs identificados dirigida a clarificar el papel de
la region gendmica especifica de interés en asociacion. Los 107 SNPs top identificados a partir de este GWAS se
denotan en realidad mediante dichas posiciones gendmicas: 7 en regiones codificadoras, 4 en 3'UTR, 30 en intrones
y 66 en regiones intergénicas. Del ultimo grupo mencionado, algunos SNPs estan proximos a la region génica y
podrian estar localizados en el promotor relativo, mientras que otros estan demasiado lejos de un gen anotado como
para ser considerados en regiones desiertas.

Por lo tanto, se ha llevado a cabo una anotacion mas detallada para los mejores SNPs incluidos en el Perfil 4 (SNPs
top unicos) y en el Perfil 5 (SNPs top interaccionantes) solo, y se observd que la mayoria de ellos son variantes
intergénicas con un conjunto minimo de SNPs intrénicos. Todas estas variantes pueden pertenecer a las regiones
denominadas "ADN inutil" [Ref. 40], tal como se ha mencionado en la Introduccién - parrafo 1.3, representando por
tanto un sustrato rico para innovaciones evolutivas de secuencias en eucariontes.

El procedimiento seguido para la anotacion exhaustiva tuvo en cuenta: i. SNPs que presentan MAF >5%; ii. un
mapeado mas reciente con ayuda de diferentes bases de datos (NCBI Entrez Gene, HapMap, Ensembl); iii.
seleccion de un grupo de SNPs en perfecto o fuerte LD entre ellos, con una posible localizacién en regiones génicas
o funcionales; iv. analisis PubMed; v. anotacion de secuencias de ARNmi publicadas y de dianas gendmicas
relativas.

Para SNPs intragénicos, los Solicitantes no notaron variantes de codificacion o division pero identificaron
polimorfismos intrénicos comunes localizados en genes cuya funcién a menudo era desconocida. Se colocaron dos
SNPs top (rs3893464 y rs 5013093) dentro de la regiéon de complejo principal de histocompatibilidad de clase | del
cromosoma 6, una region peculiar de LD extensivo y elevado que contiene varios genes. En este caso, una
anotacion génica precisa es mas compleja, y la investigacion de la expresion y la estructura funcional de los genes
incluidos podria ayudar a definir la regidon correcta. Como los SNPs pueden presentar diferentes efectos también
sobre la composicion de la diana de ARNmi, especialmente para 3'UTRs, todos los SNPs top fueron evaluados
virtualmente en diferentes bases de datos (www.patrocles.org, microrna.sanger.ac.uk, www.microrna.org), pero no
se obtuvo ningun resultado interesante. Los solicitantes también consideraron una busqueda contra las secuencias
precursoras intactas o simplemente los ARNmis maduros. Sin embargo, la identificacion con marcador de la
respuesta a farmaco con fines predictivos, sin ninguna localizacién genética adicional de la fuente de la seial, seria
un punto final suficiente para un estudio de GWA.

Tras la caracterizacion anterior, se seleccionaron los 107 SNPs de GWS iniciales para identificar los genotipos con
la mayor respuesta a la rostafuroxina en comparacién con el placebo, llevando a cabo un analisis estadistico
ANOVA con el software STATA en los grupos de placebo y rostafuroxina con la DSBP5_0 como variable
dependiente y los 107 SNPs significativos como variables independientes. Adicionalmente, con este analisis también
se analizo la relevancia del genotipo de los SNPs mencionados anteriormente.

Finalmente, con esta estrategia solo se seleccionaron 35 SNPs (y sus respectivos genotipos) que presentaban una
reduccion de la DSBP5_0 en el grupo de terapia pero no en el grupo de placebo, para considerarlos como SNPs
relevantes. En la Tabla 12 se presenta una lista de los genes de GWS relevantes.
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Tabla 12:

SNPs

rs SNP

rs12996
186

rs98933
72

rs72163
31

rs75216
68

rs18833
4

rs49986
62

rs16893
522

rs64571
10

rs38934
64

rs25177
18

rs13621
26
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Analisis univariable de SNPs de GWS relevantes

Gen

ARL5

ATP2

A3

COX1

DPH5

FAIM3

FAM4
6A

FAM4
6A

HCG9

HCG9

HLA-A

HLA-F

valor

_p de genoti

ANO
VA

0,000
1

0,000

0,002

0,000

0,003

0,000

0,004

0,002

0,008

0,000

0,003

po

TERAPIA

DSBP5
_0
Terapia

22,7857
14

10,9106
38

15,8083
33

-25

-13,044

11,8190
48

15,8055
56

22,4333
33

1,13812
5

10,3516
13

10,9894
74

11,8258
06

10,2941
18

SD

16,3426
26

12,0810
35

1,15038
7

12,9517
07

10,6277
76

1,15104
8

14,6548
05

11,9114
63

12,3720
35

13,8152
45

11,5032
74

10,8672
41

numer

o de

pacient

es

47

12

25

21

18

16

31

19

31

33

PLACEBO

DSBP5
0
Placeb
o

4,82222
21

6,47659
57

1,89444
44

3,95

6,02272
73

3,67272
74

2,26666
67

4,60000
02

4,01176
47

4,48965
52

1,97368
42

5,61379
31

5,36363
63

11,0054
28

10,5790
03

9,57198
56

6,57609
33

9,82377
74

13,9329
41

7,14779
36

5,65685
45

12,2652
4

11,7870
19

8,60173
37

10,5944
64

11,4643
42

N° de
pacient
es

©

47

18

22

22

15

17

29

19

29

DIFERENCIA

diferencia_Terapia_p

lacebo

17,9634919

4,4340423

13,9138886

28,95

7,0212727

8,1463206

13,5388893

27,0333332

2,8736397

5,8619578

9,0157898

6,2120129

4,9304817



SNPs

rs SNP

rs50130
93

rs23450
88

rs67182
82

rs72120
7

rs25555
00

rs24619
11

rs81796
54

rs19011
39

rs24278
32

rs93618
63

rs19983
94

Gen

HLA-

KCNS

KCNS

LOC1
31691

LOC3
89174

LOC3
89970

LOC6
42727

LOC6
44192

LOC6
49458

LOC7
28360

LOC7
28316

valor
_p de
ANO
VA

0,002

0,000

0,002

0,003

0,003

0,002

0,003

0,003

0,001

0,001

0,007

genoti
po
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TERAPIA

DSBP5
_0
Terapia

20,4857
14

-30,5

10,6931
03

41,2999
99

-12,625

11,5843
75

10,5173
91

-20,6

10,9538
46

12,1071
43

10,3840
91

-15

13,4772
73

10,5128
2

SD

10,7241
82

96,1665

82,5364
65

13,3039
43

1,22143
6

1,26702
4

14,8214
72

15,7480
87

13,1545
36

98,9949
49

12,9894
43

1,33407
8

numer
o de
pacient
es

~

N

(o0}

32

23

13

14

44

22

39

34

PLACEBO

DSBP5
0
Placeb
o

SD

1,59999 | 2,82842
99 71

3,43333 | 11,0337

34 36
7.18148 ?‘232230
15
/ /
12,4453
12 I
11,6124
465 |31
531724 10,1527
> 99

2,21666 | 10,1682

67 68
251176 ;8'3276
47

8.95227
159 |9
3.53870 2'559616
96

4,60000 | 5,65685

02 45
4,64444 ;2’1371
44

11,6328
4725 |

N° de
pacient
es

27

24

29

17

10

31

18

DIFERENCIA

diferencia_Terapia_p
lacebo

22,0857139

33,9333334

3,5116215

13,825

6,934375

5,2001497

22,8166667

8,4420813

10,517143

6,8453814

19,6000002

8,8328286

5,78782



SNPs

rs SNP

ga00161
9

rs22755
31

rs74814
0

rs47105
92

rs27439
51

rs10159
569

rs30878
16

rs10493
940

rs16877
182

rs23269
12

rs11104
46

rs12513
375

Gen

PIGR

PIGR

PIGR

RCAD
H5

RP3-
377H1
4,5

SH3P
XD2A

SLC3
0 A7

SLC3
0 A7

THSD
7A

TMEM
200A

TRIM3

TTC2
9

valor

_p de genoti

ANO
VA

0,000
4

0,002

0,003

0,003

0,001

0,001

0,000

0,000

0,000

0,000

0,003

0,002
4

po
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TERAPIA

DSBP5
_0
Terapia

-13,615

-12,18

11,2791
67

-23,825

11,1696
97

13,1692
31

-13,044

12,1322
58

-25

21,6714
28

-11,7

16,3666
67

10,1342
11

19,1777

SD

97,0362
24

1,06317
6

1,17962
4

12,2731
07

10,5056
38

13,1340
71

12,9517
07

1,19737
6

93,4143
32

77,8609
86

14,1012
99

13,3423
92

numer
o de
pacient
es

20

20

24

33

26

25

31

9

35

PLACEBO

DSBP5
0
Placeb
o

4,36315
8

4,36315
8

477272
73

-3,75

5,54999
99

2,54137
93

6,02272
73

6,18260
87

3,95000
02

2,81875
4,22499
99

6,61034

48

-3,25

14,5824
18

14,5824
18

13,7523
4

12,0945
48

11,5968
85

8,83909
81

9,82377
74

9,62849
24

6,57609
33

13,8172
95

3,44516
57

12,3760
24

4,80862
32

N° de
pacient
es

19

19

22

14

32

29

22

23

S

8

DIFERENCIA

diferencia_Terapia_p

lacebo

9,251842

7,816842

6,5064397

20,075

5,6196971

10,6278517

7,0212727

5,9496493

28,9500002

18,852678

20,5916669

3,54

15,927778



ES 2 551 877 T3

SNPs TERAPIA PLACEBO DIFERENCIA
v;a)lc:ire genoti DSBPS5 gumec;e D(JSBF,5 N° de diferencia_Terapia_p
rs SNP |Gen |7 0 SD . = SD pacient - -
ANO |po T . pacient Placeb lacebo
erapia es
VA es o
78
rs17414 |VCAM (0,000 2 13,0307 1,20363 26 5.87272 9,73697 2 71580417
954 1 3 69 7 73 82

Ejemplo 7: Variaciones genéticas en el desequilibrio de enlace con SNPs de ntcleo

Incluso cuando las variaciones de ADN incluidas en el perfil 4, 8 y 9 tienen una elevada potencia genética para
predecir los pacientes que Responden, no agotan toda la variabilidad genética que tiene la mejor capacidad
discriminatoria. Segun el concepto de Desequilibrio de Enlace, una variacion de ADN (SNP tag) puede representarse
de forma general a través de un numero variable de SNPs proximos capaces de tipificar la variacion igual o
similarmente en comparacion con el SNP tag. Por tanto, se incluyen varias variaciones genéticas adicionales en el
alcance de los métodos y sistemas descritos en la presente memoria. Los ejemplos de variaciones genéticas en el
desequilibrio de enlace con los SNPs que afecta a la actividad biolégica de la rostafuroxina se enumeran en la Tabla
13.

Tabla 13. SNPs proximos respecto a los SNPs de nuicleo, SNPs del Perfil 8 y del Perfil 9, segun los datos de
CEU HapMap, Ref. 24.

Nombre de |ID de SNP |Crom |SNPs préximos (r2 0,9-1) Ventana

SNP de
etiqueta
(tag)

rs16877182 |rs16877182 |7 rs7341453, rs10499404, rs10499406, rs6957230, rs17165141, 1Mb
rs16877173, rs16877184, rs10499401, rs17165148, rs17165136

rs5013093 |rs5013093 |6 rs2517861, rs2734981, rs2734984, rs9258606, rs2508051, rs2517870, | 750 kb
rs9258610, rs1632882, rs3128910, rs2734985, rs5013088, rs35332866,
rs2734980, rs5013087, ,rs2517860, rs2517850, rs1317834, rs2523760,
rs5013091, rs1613062, rs7451408, rs9258690, rs2247719

rs2461911 |r2461911 |10 rs2461899 750 kb
rs12513375 |rs12513375 |4 rs6844319, rs11735165, rs11722430, rs4543091 750 kb
rs16893522 |rs16893522 |6 rs9449367, rs17730252, rs17662598, rs10081038, rs9449368 750 kb
rs2345088 |rs2345088 (2 no hay proximos en el CEU HapMap 750 kb
ADD1 rs4961 4 rs1263345, rs2239728, rs1263347, rs4690001, rs4690000, rs4964, 750 kb

rs16843,523, rs2285084, rs2237004

ADD2 rs4984 2 rs740389, rs740388, rs7559120, rs740391, rs740387, rs1048747, 750 kb
rs11894520, rs6750771, rs740390, rs7559225

HSD18 rs10923835 |1 no hay proximos en el CEU HapMap 750 kb

HSD19 rs947130 1 no hay proximos en el CEU HapMap 750 kb
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Nombre de [ID de SNP |Crom |SNPs préximos (r2 0,9-1) Ventana

SNP de
etiqueta
(tag)

LSS2 rs914247 |21 rs7282841, rs2839141, rs6518278, rs4819216, rs2839157, rs2280955, | 750 kb

rs2839146, rs2254524, rs9717, rs999691, rs2839175, rs4818828,
rs4819214, rs2330408

MDR2 rs1045642* |7 rs4437575, rs2235048 750 kb
WNKA1 rs880054 * |12 no hay préoximos en nuestra poblacion, sin informacion en el CEU 750 kb
HapMap

rs10502933 |rs10502933 |18 rs12605208, rs3851123, rs10502932, rs17752711, rs12604658, 1Mb
rs1552090, rs2045748, rs8097074, rs17752681, rs1531686,
rs12605843, rs12606532, rs17752449, rs17752602, rs17752743

rs2131127 |rs2131127 |3 rs10935724, rs12695877 750 kb

rs4309483 |rs4309483 |18 rs9319930, rs11152071, rs3744868, rs4384676, rs4383234, rs7226817, | 750 kb
rs8099014, rs7230036, rs4940711, rs4464160, rs4940393, rs6566970,
rs9319929, rs11152077, rs4940697, rs17064977, rs4245268,
rs4640266, rs7234602, rs4331413, rs4559989, rs4940701, rs4245271,
rs6566972, rs11152073, rs4940698, rs1806761, rs8092072

rs4739037 |rs4739037 |8 rs12542042, rs4739011, rs12541993, rs10957266, rs10464903, 750 kb

rs12549172, rs12681795, rs12543961, rs10464905, rs930840,
rs12546361, rs4739047, rs4737629, rs3758147, rs12542282,
rs12541047, rs10957270, rs10957269, rs4739046, rs12545230,
rs9969662, rs10957272, rs4737627, rs10464904, rs10957261,
rs12548172, rs12547772, rs10957268, rs12678214, rs1480115,
rs16929963, rs12676348, rs10957248, rs10957265, rs16929988,
rs10957260, rs4739028, rs7818582, rs4737616

* el modelo LD se calcula en la poblacién europea.

Las variaciones genéticas enumeradas en la Tabla 13 son los correspondientes SNP proximos para cada SNP de
nucleo o candidato mencionado anteriormente derivado a partir de un ejemplo de mapa genético relativo a datos
genéticos de la poblacion europea. La informacion derivada del Proyecto HapMap nos proporciona la mejor
cobertura de SNPs proximos en la poblacion europea. Otfras fuentes adicionales de informacion para la variacion
genética en el desequilibrio de enlace para la poblacion europea y/u otras poblaciones se pueden obtener a través
de fuentes identificables por el especialista en la técnica, que incluyen, por ejemplo, los datos de genotipo lllumina
BeadChip 1Million de nuestra poblacion. En referencia a fuentes tales como HapMap, se necesita una actualizacion
continua con respecto a la publicaciéon de la fuente para asegurar una inclusion completa de todas las variaciones
genéticas relevantes para la presente descripcion.

Ejemplo 8: Informacion de secuencia relativa a SNPs de nuicleo y SNPs adicionales que afectan a la
respuesta a la rostafuroxina

En algunas realizaciones de la presente descripcion, la terapia se puede evaluar en base a la deteccion de la
informacién de secuencia correspondiente a varias variaciones genéticas que afectan a la respuesta del individuo a
la rostafuroxina. La informacion de secuencia relativa a los SNPs de nucleo y genotipos seleccionados relacionados
se presenta en las Tablas 14 y 15.
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Tabla 14: informacién de secuencia de SNPs de nucleo

ID ders |Secuencia Variacion de |SEQ ID Variacion de |[SEQ ID
nucleétido NO nucleétido NO
seleccionada

rs1687 | TTTGAGAATACCAAAATACAGAAAAA |N=A C.G. T |1 N=CorT 2
7182 TTCAATCAAATTTTAAAGTTGGTANTA

ATTATACTTGTTATTGGAATGTAATTT

AGTTTTCTTAATTTAGTTTCT
rs5013 | GGAAAAACCCAGTGCCCTCCCCTCC |N=A. C. G, T |3 N=C6T 4
093 TCTCAAGCCTGGCCAGCTCTGACAG

N GGGAGGACTCCCCAAAGAGA
GGCTCTGGCCCTGGCTCCATGTCCT

TCCAG
rs2461 | GTCCAAATGTAATGTTCTAACTTAGTA [N=A C.G, T |5 N=G6 A 6
911 CATTTGGAAAATTCTTTCCTAACNCCT

CTGGGAAAACACAAAATATTACTTAC

AAAAATAAATGCATAAAAATG
rs1251 | GCTCGCCTTGGTCCACTGTGACACA |N=A. C.G. T |7 N=G6T 8
3375 CAGGCTGCTTTGCTGGGAAAGTTCTN

CCTGACTCACTGGGGCTGCATGAAG
CCTGGGGAGGCAAGCTTCTGGCGTG

rs1689 | TGACACATGTGGCAGTCTGAAAAGTT |N=A C.G,T |9 N=A6G 10
3522 CTTATTGAGCCAGACTGTAGAGTTCT

TGGAAATCNCATACCATCTTCATGGG

AATTATGATTCTACTCAGGCTGGGAG

GAGTACATTAACTGAAG
rs2345 CAACATTTGGATTATGGCATTTGGGA |(N=A,C,G, T 11 N=CoT 12
088 TTCTGATTTTCAGAATTATGATTGGCA

ATTTTAANTAATTCTGGCTCGGTATAT
TAATAATGCAATGCTTTTTTCAAGCTA
TTTGTAAGTGATTC

Tabla 15: informacion de secuencia de genotipos seleccionados de SNPs de nucleo

ID de Secuencia Alelo  principal de |SEQ |Alelo secundario de SEQ

rs variacion de nucleétido |ID variacion de nucleétido |ID
seleccionada NO |seleccionada NO

rs1687 | TTTGAGAATACCAAAATACAGAAAAA |N=C 13 |N=T 14

7182 | TTCAATCAAATTTTAAAGTTGGTANTA
ATTATACTTGTTATTGGAATGTAATTT
AGTTTTCTTAATTTAGTTTCT

rs5013 | GGAAAAACCCAGTGCCCTCCCCTCC

093 TCTCAAGCCTGGCCAGCTCTGACAG
NGGGAGGACTCCCCAAAGAGAGGCT
CTGGCCCTGGCTCCATGTCCTTCCA
G

Pz

=T 15  |N=T 16

rs2461 | GTCCAAATGTAATGTTCTAACTTAGTA |N=A 17 IN=A 18
911 CATTTGGAAAATTCTTTCCTAACNCCT

CTGGGAAAACACAAAATATTACTTAC

AAAAATAAATGCATAAAAATG
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3375

rs1689
3522

rs2345
088
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Secuencia

GCTCGCCTTGGTCCACTGTGACACA
CAGGCTGCTTTGCTGGGAAAGTTCTN
CCTGACTCACTGGGGCTGCATGAAG
CCTGGGGAGGCAAGCTTCTGGCGTG

TGACACATGTGGCAGTCTGAAAAGTT
CTTATTGAGCCAGACTGTAGAGTTCT
TGGAAATCNCATACCATCTTCATGGG
AATTATGATTCTACTCAGGCTGGGAG
GAGTACATTAACTGAAG

CAACATTTGGATTATGGCATTTGGGA

TTCTGATTTTCAGAATTATGATTGGCA
ATTTTAANTAATTCTGGCTCGGTATAT
TAATAATGCAATGCTTTTTTCAAGCTA
TTTGTAAGTGATTC

Alelo principal de |SEQ |Alelo secundario de SEQ
variacion de nucleétido |ID variacion de nucleétido ID
seleccionada NO |seleccionada NO
N=T N=T 20
N=A N=A 22
N=T N=T 24

La informacion de secuencia correspondiente a ejemplos de SNPs adicionales que afectan a la respuesta a la
rostafuroxina, y genotipos seleccionados relacionados se presenta en las Tablas 16 y 17.

Tabla 16: informacién de secuencia de SNPs adicionales que afectan a la respuesta

ID de rs

Rs 4961

Rs 4984

Rs

10923835

Rs
947130

Rs
914247

Secuencia

AGAAGACAAGATGGCTGAACTCT
GGCCGGGGCGACGAAGCTTCCG
AGGAANGGCAGAATGGAAGCAGT
CCCAAGTCGAAGACTAAGGTGTG
GACGAACATT

CTTCATCAAAACACACCTAC
CAATATGTTACTCCAGATGT
GGAGGGCAACNCTGAAGAACTC
GCACACGGCCGGACCAGAGCCT
GGCTCTCGTTCCTGTCC

CTACAAGTCTTTTATGCTCTGAAG
CTTTTTGTCTTGGCAATTGCTTTA
CANCATTCACAAAGGACAGCATT
TACCTGGAGACCTCACCAGTGGG
TCCCTGC

TCTGAACAATTTGGGATCTCTTTT
AACTTGAGGGTCTCTTTCGACTA
CTANAGCTCCATTTCCCCTCTTAA
ATGAGAAGGG
ATTTCTTTTCTTTTAAATCT

GCCAGGGACTGCTACCTGCCCA
GAAGGCGGCAGGGAGGGGAAGA
GCAGATNAGGAGGTATAGGGTGT
GCCCTGGGCAAGGCAGCAGGGG
TAACGAAGCTCT

Variacion
nucleétido

N=ACG T

N=ACG T

N=ACG T

N=ACG T

N=ACG T

39

de [SEQ
NO

25

27

29

31

33

ID |Variacion de nucleétido |SEQ ID

seleccionada NO
N=Go6T 26
N=G 6 A 28
N=AO6T 30
N=CoT 32
N=Ao6G 34
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IDders |Secuencia Variacion de |[SEQ ID |Variacion de nucleétido |[SEQ ID
nucleétido NO seleccionada NO
Rs GAGAACATTGCCTATGGAGACAA [N=A C. G, T 35 N=Co6T 36

1045642 | CAGCCGGGTGGTGTCACAGGAA
GAGATNGTGAGGGCAGCAAAGG
AGGCCAACATACATGCCTTCATC
GAGTCACTGCC

Rs ACAGTAATAGTCTATTTAGCCTCT |N=A,C, G, T 37 N=Co6T 38
880054 TTCTCTCCTGCTCTCCTTTCCATA

TTINTTATGTGGCATATTAACTTAA

CACTAATGT

ATGCAGGGTTTTGTTGGTTT

Rs AATGTGATTTTTGATATAATTCTC |(N=A,C,G, T 39 N=CoT 40
10502933 | ATGTTTTAGCTTTTCTAGTTTAAAA

ANCTGCATACTGGAAAATAAGGA

AAAAATTCTAGAGGTTGTATGAGA

AGGA

Rs AACCAACTTTAGCATACCAAGTTT [N=A C. G, T |41 N=Co6T 42
2131127 | AGCATTTAGGCATACCAACTTTAG

CANTGTTATACAGAATAATGTTAG

CATTGGAAGGATCTATTAACAAAA

GAAAG

Rs CCTCATGCAAAGCACTTGCTCAC |N=A,C, G, T 43 N=C oA 44
4309483 | ACACTGTCTCATTTCAACATCACC

GCCNCTTAAGGAGATGCTATGAT

CAACCCCACTTTGCAGATGAGGA

AACTTCAG

Rs CTGGAGCTCGCCTTACACCAAAC N=A,C,G, T 45 N=Go6A 46
4739037 | AGACACAATCGATCCATTCGAAG

TGTCNTAATTACACATTGAGGGA

CCAACTAGACCTTTTCTCATTGTA

AACTTGGA

Tabla 17: informacién de secuencia de genotipos seleccionados de respuesta efectiva de SNPs adicionales

IDders | Secuencia Alelo principal de | SEQ Alelo secundario de |SEQ
variacion de nucleétido ID variacion de nucleétido | ID
seleccionada NO |[seleccionada NO

Rs 4961 | AGAAGACAAGATGGCTGAACTCT [N=GOT 47 N=T 48

GGCCGGGGCGACGAAGCTTCCG

AGGAANGGCAGAATGGAAGCAGT
CCCAAGTCGAAGACTAAGGTGTG
GACGAACATT

Rs 4984 | CTTCATCAAAACACACCTAC N=C 49 |N=C 50
CAATATGTTACTCCAGATGT
GGAGGGCAACNCTGAAGAACTC
GCACACGGCCGGACCAGAGCCT
GGCTCTCGTTCCTGTCC

Rs CTACAAGTCTTTTATGCTCTGAAG |N=AO6T 51 |N=T 52
10923835 | CTTTTTGTCTTGGCAATTGCTTTA

CANCATTCACAAAGGACAGCATT

TACCTGGAGACCTCACCAGTGGG

TCCCTGC
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Secuencia

TCTGAACAATTTGGGATCTCTTTT
AACTTGAGGGTCTCTTTCGACTA
CTANAGCTCCATTTCCCCTCTTAA
ATGAGAAGGG
ATTTCTTTTCTTTTAAATCT

GCCAGGGACTGCTACCTGCCCA
GAAGGCGGCAGGGAGGGGAAGA
GCAGATNAGGAGGTATAGGGTGT
GCCCTGGGCAAGGCAGCAGGGG
TAACGAAGCTCT

GAGAACATTGCCTATGGAGACAA
CAGCCGGGTGGTGTCACAGGAA
GAGATNGTGAGGGCAGCAAAGG
AGGCCAACATACATGCCTTCATC
GAGTCACTGCC

ACAGTAATAGTCTATTTAGCCTCT
TTCTCTCCTGCTCTCCTTTCCATA
TINTTATGTGGCATATTAACTTAA
CACTAATGT
ATGCAGGGTTTTGTTGGTTT

AATGTGATTTTTGATATAATTCTC
ATGTTTTAGCTTTTCTAGTTTAAAA
ANCTGCATACTGGAAAATAAGGA
AAAAATTCTAGAGGTTGTATGAGA
AGGA

AACCAACTTTAGCATACCAAGTTT
AGCATTTAGGCATACCAACTTTAG
CANTGTTATACAGAATAATGTTAG
CATTGGAAGGATCTATTAACAAAA
GAAAG

CCTCATGCAAAGCACTTGCTCAC
ACACTGTCTCATTTCAACATCACC
GCCNCTTAAGGAGATGCTATGAT
CAACCCCACTTTGCAGATGAGGA
AACTTCAG

CTGGAGCTCGCCTTACACCAAAC
AGACACAATCGATCCATTCGAAG
TGTCNTAATTACACATTGAGGGA
CCAACTAGACCTTTTCTCATTGTA
AACTTGGA

Alelo

de |[SEQ |Alelo secundario de |SEQ

variacion de nucleétido ID variacion de nucleétido | ID

seleccionada

N=G

N=A

N=A6G

N=C

N=C

N=A

N=G

NO |seleccionada NO
53 |N=G 54
55 |N=A 56
57 |N=T 58
59 |N=G 60
61 |[N=T 62
63 |N=C 64
65 |N=A 66
67 |N=A 68

En la Tabla 18 se muestran ejemplos de sondas adecuadas para uso en la detecciéon de informacion de secuencia

en los métodos y sistemas descritos en la presente memoria.

Tabla 18: ejemplos de sondas para SNPs de ntcleo

ID de rs

rs1687 7182

Cebador directo

TTTGAGAATACCAAAATACAGAAAA

ATTCAATCAAATTTTAAAGTTGGTA

SEQID NO |Cebador inverso SEQID NO

69 ATTAATATGAACAATAAC 70
CTTATCATTAAATCAAAA
GAATTAAATCAAAGA
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IDders Cebador directo SEQID NO |Cebador inverso SEQID NO
TAATTATACTTGTTATTGGAATGTA 71 AAACTCTTATGGTTTTAT 72
ATTTAGTTTTCTTAATTTAGTTTCT GACTCTTTTATTGTTAGT

TTAAAATTTCAACCAT

rs5013 093 GGAAAAACCCAGTGCCCTCCCCTC 73 CCCTCCTGAGGGGTTTT 74
CTCTCAAGCCTGGCCAGCTCTGAC CTCTCCGAGACCGGGA
AG CCGAGGTACAGGAAGG

TC
GGGAGGACTCCCCAAAGAGA 75 CCTTTTTGGGTCACGGG 76
GGCTCTGGCCCTGGCTCCATGTC AGGGGAGGAGAGTTCG
CTTCCAG GACCGGTCGAGACTGTC

rs2461 911 GTCCAAATGTAATGTTCTAACTTAG 77 GGAGACCCTTTTGTGTT 78

TACATTTGGAAAATTCTTTCCTAAC TTATAATGAATGTTTTTA
TTTACGTATTTTTAC

CCTCTGGGAAAACACAAAATATTA 79 CAGGTTTACATTACAAG 80

CTTACAAAAATAAATGCATAAAAAT ATTGAATCATGTAAACCT

G TTTAAGAAAGGATTG

rs1251 3375 | GCTCGCCTTGGTCCACTGTGACAC 81 GGACTGAGTGACCCCG 82
ACAGGCTGCTTTGCTGGGAAAGTT ACGTACTTCGGACCCCT
CT ’ CCGTTCGAAGACCGCAC
CCTGACTCACTGGGGCTGCATGAA 83 CGAGCGGAACCAGGTG 84
GCCTGGGGAGGCAAGCTTCTGGC ACACTGTGTGTCCGACG
GTG AAACGACCCTTTCAAGA

rs1689 3522 | TGACACATGTGGCAGTCTGAAAAG 85 GTATGGTAAAGTACCCT 86
TTCTTATTGAGCCAGACTGTAGAG TAATACTAAGATGAGTC
TTCTTGGAAATC CGACCCTCCTCATGTAA

TTGTCTTC
CATACCATCTTCATGGGAATTATG 87 ACTGTGTACACCGTCAG 88
ATTCTACTCAGGCTGGGAGGAGTA ACTTTTCAAGAATAACTC
CATTAACTGAAG GGTCTGACATCTCAAGA
ACCTTTAG

rs2345 088 CAACATTTGGATTATGGCATTTGG 89 ATTAAGACCGAGCCATA 90
GATTCTGATTTTCAGAATTATGATT TAATTATTACGTTACGAA
GGCAATTTTAA AAAAGTTCGATAAACATT

CACTAAG
TAATTCTGGCTCGGTATATTAATAA 921 GTTGTAAACCTAATACC 92
TGCAATGCTTTTTTCAAGCTATTTG GTAAACCCTAAGACTAA
TAAGTGATTC AAGTCTTAATACTAACC
GTTAAAATT

Algunos de los métodos y sistemas mostrados en la presente memoria pueden superar determinadas limitaciones de
uso terapéutico no farmacogendmico de la rostafuroxina proponiendo: la seleccién de un subconjunto de pacientes
segun sus caracteristicas genéticas (SNPs). En particular, los SNPs en cuestion parecen resaltar la respuesta en la
tension sanguinea a la rostafuroxina (SNPs de nucleo) solos y en combinacion con otros SNPs (CAND 1, CAND 2)
implicados en mecanismos que conducen a hipertension y complicaciones organicas y que también son atacadas
por la rostafuroxina.

En particular, tanto los SNPs de nucleo como los SNPs de CAND 1 y CAND 2 contribuyen a los dos fenotipos de
interés: a) respuesta al farmaco selectivo, b) desarrollo de hipertensién y sus complicaciones organicas. Ademas,
desde un punto de vista practico, ambos grupos de SNPs contribuyen a discriminar entre sujetos que responden y
sujetos que no responden.
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Este descubrimiento puede tener dos implicaciones importantes en el reto de encontrar el farmaco adecuado para el
paciente adecuado, y para abrir una nueva linea de investigacion dirigida a aplicar el concepto de entramado a una
enfermedad (estudiado hasta el momento en modelos animales) a pacientes humanos. Los resultados de estudios
sobre enfermedades poligénicas-multifactoriales en modelos animales sugieren que el paradigma actual: "una
alteracion molecular genética (o una variante génica o SNP)" "un mecanismo patofisiolégico”, y "un sintoma clinico o
enfermedad", deberia abandonarse en favor de un concepto mas amplio de entramado de mecanismos de entorno
genético. Una enfermedad puede surgir de una perturbacion de dicho entramado. A continuacion esta perturbacion
puede ser la diana de una nueva terapia "causal". Este nuevo concepto en desarrollo en modelos animales no es
facilmente aplicable a humanos debido a la indisponibilidad o a los tejidos u o6rganos especificos cuyas
anormalidades pueden activar la enfermedad de interés.

Los métodos descritos en la presente memoria aplican, por vez primera, esta estrategia en humanos. De hecho, la
combinacién de la perturbacion genética (definida por los grupos de SNPs) con la perturbacion funcional (medida
como la respuesta de la tension sanguinea a un agente antihipertensivo muy potente y selectivo, la rostafuroxina) da
lugar a una nueva estrategia para la identificacion de un entramado genético peculiar relacionado con la hipertension
y sus complicaciones organicas en un subconjunto clinicamente relevante de pacientes (aproximadamente un 25%),
que tan solo en Europa supondrian 20 millones de personas.

En varias realizaciones, los métodos y sistemas descritos en la presente memoria tratan sobre la heterogeneidad
genética del individuo paciente en un perfil y con la epistasia de un gen de interés. La heterogeneidad y la epistasia
genética son dos problemas importantes a solventar para demostrar la causalidad de un mecanismo genético dado
en enfermedades multifactoriales poligénicas. El término heterogeneidad genética indica que el mismo fenotipo
(bioquimico, fisiolégico o sintomas) se puede producir a través de diferentes mecanismos genéticos. El término
epistasia indica que el efecto de la misma variante génica puede ser modulado (tanto truncado como magnificado)
por otra variante procedente de un gen distante del gen de interés.

Estos dos fendmenos genéticos bien aceptados estan dificultando todos los intentos de aplicar la genética al estudio
de los mecanismos que subyacen en enfermedades humanas o en la respuesta a la terapia.

Por ejemplo, si se postula que una hormona dada (especificamente, ouabaina) o una proteina dada
(especificamente, aducina) estan implicadas en el origen de una enfermedad (especificamente, hipertension), se
debe admitir que los mecanismos genéticos implicados en la sintesis, transporte o excrecion de la hormona también
estan implicados en la determinacién de su nivel de tejido critico y su efecto bioldgico.

De forma analoga, todos los genes que codifican para las proteinas implicadas en la modulacién de la funcion
celular de dicha proteina particular deberian ser considerados. Por supuesto, cada uno de estos mecanismos
bioquimicos pueden verse afectados de forma diferente por el fondo genético del paciente individual.

En varias realizaciones, en los métodos y sistemas descritos en la presente memoria los descubrimientos comunes
que unen los diversos SNPs del perfil son: a) la capacidad de SNPs para ser asociados a la respuesta de tension
sanguinea a la rostafuroxina (SNPs de nucleo); y b) la capacidad de los SNPs para afectar a la actividad de la
rostafuroxina en estudios preclinicos y para ser asociados a mecanismos bioquimicos subyacentes a la hipertension
y sus complicaciones organicas (SNPs de CAND 1 y de CAND 2). Las ventajas practicas de varias realizaciones de
los métodos y sistemas descritos en la presente memoria sobre la terapia antihipertensiva actual incluyen un control
de la tensién sanguinea obtenido de forma mas rapida (a través de la reduccion del periodo de ensayo y error) en el
25% de los pacientes, un 85% de probabilidad de clasificar sujetos que responden y sujetos que no responden frente
al 30-40% de la estrategia actual, y una buena tolerancia y calidad de vida en el individuo tratado, tal como
demuestran los resultados del ensayo para rostafuroxina, y, de forma mas importante, un intervalo mucho mas
amplio de dosis de rostafuroxina entre las dosis activas y la dosis NOAEL (nivel de eventos no adversos) en
animales (al menos 100.000 veces con rostafuroxina, pero solo 20-50 veces con el farmaco disponible).
Adicionalmente, en varias realizaciones, los métodos y sistemas descritos en la presente memoria se pueden
asociar a una prevencion eficaz predecible de complicacion organica, ya que la identidad entre los mecanismos
afectados por la rostafuroxina y el subyacente en el dafio a 6rganos en el subconjunto de pacientes seleccionados
por algunos métodos y sistemas se describe en la presente memoria.

Este eficacia mejorada predecible tiene 3 claras implicaciones sobre la estrategia actual: a) proporcionar un
razonaniento (o argumento) de mayor peso para convencer a los pacientes de que sigan el tratamiento para la
hipertension que es solo un factor de riesgo, aunque no una enfermedad que provoque sintomas clinicos de
alteracion, b) reducir la carga a los pacientes que experimenten una complicaciéon cardiovascular que al contrario
que la hipertension per se, pueda producir un alto grado de discapacidad, c) reducir el coste sanitario ya que la
terapia antihipertensiva puede focalizarse en el subconjunto de pacientes con mayor riesgo de desarrollar
complicaciones cardiovasculares y renales, que son el origen mas importante de los costes sanitarios.

Finalmente, en el subconjunto de pacientes seleccionados con el perfil 4, la magnitud de la caida de la tension
sanguinea con la rostafuroxina es aproximadamente un 40% mayor que la obtenida con HCTZ o Losartan. Esta
diferencia es mucho mas grande que la detectada hasta la fecha en los diferentes farmacos antihipertensivos.
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En general, los métodos y sistemas descritos en la presente memoria permiten, en varias realizaciones, una mejora
de la terapia de afecciones cardiovasculares tales como la hipertensién. En la actualidad, solo el 30-40% de los
pacientes hipertensivos no tratados nunca responden a la terapia con una caida clinicamente resuelta de la tension
sanguinea. Esto genera frustracion en los médicos, requiere multiples cambios de la terapia y reduce la conformidad
de los pacientes. En consecuencia, la mayoria de los pacientes no son tratados de forma adecuada y esto limita la
prevencion de las complicaciones organicas asociadas a una tension sanguinea elevada. Los métodos y sistemas
descritos en la presente memoria permiten clasificar de forma correcta como sujetos que responden a la terapia de
rostafuroxina a hasta un 85% de los pacientes, reduciendo de este modo la carga de encontrar un tratamiento activo.
Una primera mejora de varias realizaciones esta relacionada con la seguridad: la dosis efectiva de rostafuroxina en
los pacientes seleccionados es muy baja y puede oscilar entre 50 y 500 pg/dia. Las dosis efectivas en modelos
animales relevantes van desde 0,1 hasta 100 pg/kg, mientras que la dosis maxima tolerada que no produce ningun
efecto en animales (NOAEL) es de 100 mg/kg. Esto significa que el intervalo entre la dosis activa y la dosis maxima
tolerada de rostafuroxina en animales es superior a 100.000 veces en comparaciéon con las terapias
antihipertensivas disponibles, para las cuales dicho intervalo oscila entre 20 y 50 veces. Algunos datos relativos a la
eficacia y la seguridad de nuevas terapias antihipertensivas y en particular de estrategias terapéuticas tradicionales
en comparacion con las estrategias farmacogenémicas se muestra en la Figura 10.

En resumen, los usos y sistemas descritos en la presente memoria (genotipado + rostafuroxina) combinan una
elevada seguridad con la predicciéon mas precisa de la actividad antihipertensiva, anticipando de este modo un grado
elevado de prevencion de las complicaciones cardiovasculares cuyos mecanismos se ven obstaculizados por la
rostafuroxina.

Incluso aunque se desconocen los mecanismos precisos del aumento de la caida de tensién sanguinea por
rostafuroxina en individuos que portan al menos uno de los SNPs de nucleo seleccionados, es de esperar que estén
relacionados con los mecanismos activados por las dianas moleculares afectadas por la rostafuroxina. Como
consecuencia, es de esperar obtener beneficios mas alla de los relacionados con la reduccién de la tension
sanguinea por la rostafuroxina en individuos que portan los genotipos de SNPs de nucleo incluidos en los perfiles.

Los ejemplos establecidos anteriormente en la presente memoria se proporcionan para conferir a los especialistas
en la técnica una descripcion completa de cémo realizar y usar las realizaciones de los usos y sistemas de la
descripcion. Se pretende que las modificaciones de los modos descritos anteriormente para llevar a cabo la
descripcidn que son evidentes para los especialistas en la técnica entren dentro del alcance de las reivindicaciones
presentadas mas adelante. Todas las patentes y publicaciones mencionadas en la especificacion son indicativas de
los niveles de habilidad de los especialistas en la técnica a la cual pertenece la presente descripcion.

También debe entenderse que la terminologia usada en la presente memoria tiene el propdsito Unicamente de
describir realizaciones particulares. Tal como se usa en esta especificacion y en las reivindicaciones anexas, las
formas singulares "un", "uno”, "una" y "el", "la" incluyen los referentes en plural a menos que el contenido claramente
indique lo contrario. El término "pluralidad" incluye dos o mas referentes a menos que el contenido claramente
indique lo contrario. A menos que se defina de otro modo, todos los términos cientificos y técnicos usados en la
presente memoria tienen el mismo significado utilizado habitualmente por los especialistas en la técnica a la cual

pertenece la descripcion.

Varios métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en la presente memoria pueden usarse en la
practica para evaluar los ejemplos especificos de materiales y métodos apropiados descritos en la presente memoria
y son identificables por un especialista.
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<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (51)..(51)
<223>N=A,C,GoT

<400> 3

ggaaaaaccc agtgccctcc cctcecctctca agcctggcca gcectctgacag ngggaggact

ccccaaagag aggctctggc cctggctcca tgtccttcca g

<210> 4

47
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101

60
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<211> 101
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (51)..(51)

<223>N=CoT

<400> 4
ggaaaaaccc agtgccctcc cctcectctca agecctggeca gctctgacag ngggaggact
ccccaaagag aggctctgge cctggcectcecca tgtcectteca g

<210>5

<211> 101

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (51)..(51)
<223>N=A,C,GoT

<400> 5
gtccaaatgt aatgttctaa cttagtacat ttggaaaatt ctttcctaac ncctctggga
aaacacaaaa tattacttac aaaaataaat gcataaaaat g

<210> 6

<211> 101

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (51)..(51)

<223>N=Go6A

<400> 6
gtccaaatgt aatgttctaa cttagtacat ttggaaaatt ctttcctaac ncctctggga
aaacacaaaa tattacttac aaaaataaat gcataaaaat g

<210>7

<211> 101

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (51)..(51)
<223>N=A,C,GoT

<400>7

gctcgecttg gtccactgtg acacacaggce tgctttgctg ggaaagttct ncctgactca
ctggggctgec atgaagcctg gggaggcaag cttctggegt g

<210> 8

<211> 101

<212> ADN
<213> Homo sapiens

48

60

101

60

101

60

101

60

101
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<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas

<222> (51)..(51)

<223>N=GoT

<400> 8

gctcgeettg gtccactgtg acacacaggce tgctttgctg ggaaagttct ncctgactca
ctggggctgc atgaagcctg gggaggcaag cttctggcgt g

<210>9

<211>121

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas

<222> (61)..(61)

<223>N=A,C,GoT

<400> 9

tgacacatgt ggcagtctga aaagttctta ttgagccaga ctgtagagtt cttggaaatc
ncataccatc ttcatgggaa ttatgattct actcaggctg ggaggagtac attaactgaa
g

<210>10

<211> 121

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas

<222> (61)..(61)

<223>N=A06G

<400> 10

tgacacatgt ggcagtctga aaagttctta ttgagccaga ctgtagagtt cttggaaatc
ncataccatc ttcatgggaa ttatgattct actcaggctg ggaggagtac attaactgaa
g

<210> 11

<211> 121

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas

<222> (61)..(61)

<223>N=A,C,GoT

<400> 11

caacatttgg attatggcat ttgggattct gattttcaga attatgattg gcaattttaa
ntaattctgg ctcggtatat taataatgca atgctttttt caagctattt gtaagtgatt

[o]

<210> 12
<211> 121

49
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101
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120

121

60

120

121



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 551 877 T3

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (61)..(61)

<223>N=CoT

<400> 12

caacatttgg attatggcat ttgggattct gattttcaga attatgattg gcaattttaa
ntaattctgg ctcggtatat taataatgca atgctttttt caagctattt gtaagtgatt
c

<210>13

<211> 101

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (51)..(51)

<223> N=C

<400> 13
tttgagaata ccaaaataca gaaaaattca atcaaatttt aaagttggta ntaattatac
ttgttattgg aatgtaattt agttttctta atttagtttc t

<210> 14

<211> 101

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas

<222> (51)..(51)

<223> N=T

<400> 14

tttgégaata ccaaaataca gaaaaattca atcaaatttt aaagttggta ntaattatac

ttgttattgg aatgtaattt agttttctta atttagtttc t

<210> 15

<211> 101

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas

<222> (51)..(51)

<223> N=T

<400> 15

ggaaaaaccc agtgccctcc cctcctctca agecctggcca gctctgacag ngggaggact

ccccaaagag aggctctgge cctggctcca tgtccttcecca g

<210> 16
<211> 101

50

60
120

121

60

101

60

101

60

101



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 551 877 T3

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (51)..(51)

<223> N=T

<400> 16
ggaaaaaccc agtgccctcc cctcctctca agectggeca gctctgacag ngggaggact

ccccaaagag aggctctggce cctggcectcecca tgtccttcecca g

<210> 17

<211> 101

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (51)..(51)

<223>N=A

<400> 17
gtccaaatgt aatgttctaa cttagtacat ttggaaaatt ctttcctaac ncctctggga
aaacacaaaa tattacttac aaaaataaat gcataaaaat g

<210> 18

<211> 101

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (51)..(51)

<223>N=A

<400> 18
gtccaaatgt aatgttctaa cttagtacat ttggaaaatt ctttcctaac ncctctggga
aaacacaaaa tattacttac aaaaataaat gcataaaaat g

<210>19

<211> 101

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (51)..(51)

<223> N=T

<400> 19

gctcgecttyg gtccactgtg acacacaggc tgctttgctg ggaaagttct ncctgactca

ctggggctge atgaagcctg gggaggcaag cttctggegt g

<210> 20

<211> 101

<212> ADN

<213> Homo sapiens

51
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<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (51)..(51)

<223> N=T

<400> 20
gctegeettg gtccactgtg acacacaggc tgctttgctg ggaaagttct ncctgactca

ctggggctgc atgaagcctg gggaggcaag cttctggcgt g

<210> 21

<211> 121

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (61)..(61)

<223>N=A

<400> 21

tgacacatgt ggcagtctga aaagttctta ttgagccaga ctgtagagtt cttggaaatc

ncataccatc ttcatgggaa ttatgattct actcaggctg ggaggagﬁac attaactgaa

g
<210> 22
<211> 121

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas

<222> (61)..(61)

<223>N=A

<400> 22

tgacacatgt ggcagtctga aaagttctta ttgagccaga ctgtagagtt cttggaaatc
ncataccatc ttcatgggaa ttatgattct actcaggctg ggaggagtac attaactgaa
g

<210> 23

<211> 121

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas

<222> (61)..(61)

<223> N=T

<400> 23

caacatttgg attatggcat ttgggattct gattttcaga attatgattg gcaattttaa
ntaattctgg ctcggtatat taataatgca atgctttttt caagctattt gtaagtgatt

(o]

52
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101

60
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60

120

121
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<210> 24

<211> 121

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (61)..(61)

<223> N=T

<400> 24
caacatttgg attatggcat ttgggattct gattttcaga attatgattg gcaattttaa
ntaattctgg ctcggtatat taataatgca atgctttttt caagctattt gtaagtgatt

(o]

<210> 25

<211> 101

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (51)..(51)
<223>N=A,C,GoT

<400> 25

agaagacaag atggctgaac tctggccggg gcgacgaagc ttccgaggaa nggcagaatg
gaagcagtcc caagtcgaag actaaggtgt ggacgaacat t
<210> 26

<211> 101

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas

<222> (51)..(51)

<223>N=GoT

<400> 26

agaagacaag atggctgaac tctggccggg gcgacgaagc ttccgaggaa nggcagaatg
géagcagtcc caagtcgaag actaaggtgt'ggacgaacat t
<210> 27

<211> 101

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas

<222> (51)..(51)

<223>N=A,C,GoT

<400> 27

cttcatcaaa acacacctac caatatgtta ctccagatgt ggagggcaac nctgaagaac

tcgcacacgg ccggaccaga gcctggctct cgttcectgte ¢

53

60

120
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<210> 28

<211> 101

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (51)..(51)

<223>N=Go6A

<400> 28
cttcatcaaa acacacctac caatatgtta ctccagatgt ggagggcaac nctgaagaac
tcgcacacgg ccggaccaga gcctggctcect cgttectgte ¢

<210> 29

<211> 101

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (51)..(51)
<223>N=A,C,GoT

<400> 29

ctdcaagtct tttatgqtct gaagcttttt gtcttggcaa ttgctttaca ncattcacaa
aggacagcat ttacctggag acctcaccag tgggtccctg c

<210> 30

<211> 101

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas

<222> (51)..(51).

<223>N=Ao6T

<400> 30

ctacaagtct tttatgctct gaagcttttt gtcttggcaa ttgctttaca ncattcacaa
aggacagcat ttacétggag acctcaccag tgggtcecctg c

<210> 31

<211> 101

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas

<222> (51)..(51)

<223>N=A,C,GoT

<400> 31

tctgaacaat ttgggatctc ttttaacttg agggtctctt tcgactacta nagctccatt
tccectcetta aatgagaagg gatttctttt cttttaaatc t

<210> 32
<211> 101

54
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<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (51)..(51)

<223>N=CoT

<400> 32

tctgaacaat ttgggatctc ttttaacttg agggtctctt tcgactacta nagctccatt
tcecectectta aatgagaagg gatttctttt cttttaaatc t

<210> 33

<211> 101

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (51)..(51)
<223>N=A,C,GoT

<400> 33
gccagggact gctacctgcc cagaaggegg cagggagggg aagagcagat naggaggtat
agggtgtgcc ctgggcaagg cagcaggggt aacgaagctc t

<210> 34

<211> 101

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (51)..(51)

<223>N=A6G

<400> 34
gccagggact gctacctgcc cagaaggcgg cagggagggg aagagcagat naggaggtat
agggtgtgcc ctgggcaagg cagcaggggt aacgaagctc t .
<210> 35
<211> 101

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (51)..(51)
<223>N=A,C,GoT

<400> 35

gagaacattg cctatggaga caacagccgg gtggtgtcac aggaagagat ngtgagggca
gcaaaggagg ccaacataca tgccttcatc gagtcactgc c

<210> 36

<211> 101

<212> ADN
<213> Homo sapiens

55
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<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (51)..(51)

<223>N=CoT

<400> 36
gagaaf':attg cctatggaga caacagccgg 'gtggtgtcac aggaagagat ngtgagggca
géaaaggagg ccaacataca tgccttcatc gagtcactge c

<210> 37

<211> 101

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (51)..(51)
<223>N=A,C,GoT

<400> 37

acagtaatag tctatttagc ctctttctct cctgctctec tttccatatt nttatgtgge
atattaactt aacactaatg tatgcagggt tttgttggtt t

<210> 38

<211> 101

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas

<222> (51)..(51)

<223>N=CoT

<400> 38

acagtaatag tctatttagc ctctttctct cctgctctce tttccatatt nttatgtggc
atattaactﬁ aacactaatg tatgcagggt tttgttggtt t

<210> 39

<211>100

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas

<222> (51)..(51)

<223>N=A,C,GoT

<400> 39

aatgtgattt ttgatataat tctcatgttt tagcttttct agtttaaaaa nctgcatact
ggaaaataag gaaaaaattc tagaggttgt atgagaagga

<210> 40

<211>100

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

56

60

101

60

101

60
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<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (51)..(51)
<223>N=CoT

<400> 40

aétgtgattt ttgatataat tctcatgttt tagcttttct agtttaaaaa nctgcatact

ggaaaataag gaaaaaattc tagaggttgt atgagaagga

<210> 41

<211> 101

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (51)..(51)
<223>N=A,C,GoT

<400> 41
aaccaacttt agcataccaa gtttagcatt taggcatacc aactttagca ntgttataca
gaataatgtt agcattggaa ggatctatta acaaaagaaa g

<210> 42

<211> 101

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (5-1)..(51)

<223>N=CoT

<400> 42
aaccaacttt agcataccaa gtttagcatt taggcatacc aactttagca ntgttataca
gaataatgtt agcattggaa ggatctatta acaaaagaaa g -

<210> 43

<211> 101

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (51)..(51)
<223>N=A,C,GoT

<400> 43
cctcatgcaa agcacttgct cacacactgt ctcatttcaa catcaccgcc ncttaaggag

atgctatgat caaccccact ttgcagatga ggaaacttca g

<210> 44

<211> 101

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (51)..(51)

57
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<223>N=COo6A

<400> 44

cctcatgcaa agcacttgct cacacactgt ctcatttcaa catcaccgcc ncttaaggag
atg&tatgat caaccccact ttgcagatga ggaaacttca g ‘

<210> 45

<211> 101

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (51)..(51)
<223>N=A,C,GoT

<400> 45
ctggagctcg ccttacacca aacagacaca atcgatccat tcgaagtgtc ntaattacac
attgagggac caactagacc ttttctcatt gtaaacttgg a

<210> 46

<211> 101

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (51)..(51)

<223>N=Go6A

<400> 46
ctggagctcg ccttacacca aacagacaca atcgatccat tcgaagtgtc ntaattacac
attgagggac caactagacc ttttctcatt gtaaacttgg a

<210> 47

<211> 101

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (51)..(51)

<223>N=GoT

<400> 47

agaagacaag atggctgaac tctggccggg gcgacgaagc ttccgaggaa nggcagaatg
gaagcagtce caagtcgaag actaaggtgt ggacgaacat t
<210>48

<211> 101

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas

<222> (51)..(51)

<223> N=T

<400> 48

58

60
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60
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60
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agaagacaag atggctgaac tctggccggg gcgacgaagc ttccgaggaa nggcagaatg
gaagcagtcc caagtcgaag actaaggtgt ggacgaacat t

<210> 49

<211> 101

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (51)..(51)

<223> N=C

<400> 49
cttcatcaaa acacacctac caatatgtta ctccagatgt ggagggcaac nctgaagaac
tcgcacacgg ccggaccaga gcctggctcect cgttectgte c

<210> 50

<211> 101

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (51)..(51)

<223> N=C

<400> 50
cttcatcaaa acacacctac caatatgtta ctccagatgt ggagggcaac  nctgaagaac
tcgcacacgg ccggaccaga gcctggctct cgttcetgte c

<210> 51

<211> 101

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (51)..(51)

<223>N=A06T

<400> 51

ctacaagtct tttatgctct gaagcttttt gtcttggcaa ttgctttaca ncattcacaa
aggacagcat ttacctggag acctcaccag tgggtccctg c
<210> 52

<211> 101

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas

<222> (51)..(51)

<223> N=T

<400> 52

59
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ctacaagtct tttatgctct gaagcttttt gtcttggcaa ttgctttaca ncattcacaa
aggacagcat ttacctggag acctcaccag tgggtccctg c

<210> 53

<211> 101

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (51)..(51)

<223>N=G

<400> 53
tctgaacaat ttgggatctc ttttaacttg agggtctctt tcgactacta nagctccatt
tccectetta aatgagaagg gatttctttt cttttaaatcec t

<210> 54

<211> 101

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (51)..(51)

<223>N=G

<400> 54
tctgaacaat ttgggatctc ttttaacttg agggtctctt tcgactacta nagctccatt
tccectcetta aatgagaagg gatttctttt cttttaaate t

<210> 55

<211> 101

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (51)..(51)

<223>N=A

<400> 55

gccagggact gctacctgcc cagaaggcgg cagggagggg aagagcagat naggaggtat
agggtgtgcc ctgggcaagg cagcaggggt aacgaagctc t
<210> 56

<211> 101

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas

<222> (51)..(51)

<223>N=A

<400> 56
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60
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101
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gccagggact gctacctgcc cagaaggcgg cagggagggg aagagcagat naggaggtat

agggtgtgcc ctgggcaagg cagcaggggt aacgaagctc t

<210> 57

<211> 101

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (51)..(51)

<223> N=T

<400> 57
gagaacattg cctatggaga caacagccgg gtggtgtcac aggaagagat ngtgagggca
gcaaaggagg ccaacataca tgccttcatc gagtcactge c

<210> 58

<211> 101

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (51)..(51)

<223> N=T

<400> 58
gagaacattg cctatggaga caacagccgg gtggtgtcac aggaagagat ngtgagggca
gcaaaggagg ccaacataca tgccttcatc gagtcactgce c

<210> 59

<211> 101

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (51)..(51)

<223>N=A6G

<400> 59

acagtaatag tctatttagc ctctttctct cctgctctcec tttccatatt nttatgtgge |

atattaactt aacactaatg tatgcagggt tttgttggtt t

<210> 60

<211> 101

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (51)..(51)

<223>N=G

<400> 60

61
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acagtaatag tctatttagc ctctttctct cctgctctce tttccatatt nttatgtggce
atattaactt aacactaatg tatgcagggt tttgttggtt t

<210> 61

<211>100

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (51)..(51)

<223> N=C

<400> 61

datgtgattt ttgatataat tctcatgttt tagcttttct agtttaaaaa nctgcatact

ggaaaataag gaaaaaattc tagaggttgt atgagaagga

<210> 62

<211>100

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (51)..(51)

<223> N=T

<400> 62

aatgtgattt ttgatataat Fctcatgttt tagcttttct agtttaaaaa nctgcatact
ggaaaafaag gaaaaaattc fagaggttgt atgagaagga |

<210> 63

<211> 101

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (51)..(51)

<223> N=C

<400> 63

aaccaacttt agcataccaa gtttagcatt taggcatacc aactttagca ntgttataca
gaataatgtt agcattggaa ggatctatta acaaaagaaa g
<210> 64

<211> 101

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas

<222> (51)..(51)

<223> N=C

<400> 64

62
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aaccaacttt agcataccaa gtttagcatt taggcatacc aactttagca ntgttataca

gaataatgtt agcattggaa ggatctatta acaaaagaaa g

<210> 65

<211> 101

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (51)..(51)

<223>N=A

<400> 65
cctcatgcaa agcacttgct cacacactgt ctcatttcaa catcaccgcc ncttaaggag
atgctatgat caaccccact ttgcagatga ggaaacttca g

<210> 66

<211> 101

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (51)..(51)

<223>N=A

<400> 66
cctcatgcaa agcacttgct cacacactgt ctcatttcaa catcaccgcc ncttaaggag
atgctatgat caaccccact ttgcagatga ggaaacttca g

<210> 67

<211> 101

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (51)..(51)

<223>N=G

<400> 67
ctggagctcg ccttacacca aacagacaca atcgatccat tcgaagtgtc ntaattacac
attgagggac caactagacc ttttctcatt gtaaacttgg a

<210> 68

<211> 101

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (51)..(51)

<223>N=A

<400> 68

63

60

101

" 60
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ctggagctcg ccttacacca aacagacaca atcgatccat t¢gaagtgtc ntaattacac

attgagggac caactagacc ttttctcatt gtaaacttgg a

<210> 69

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 69

tttgagaata ccaaaataca gaaaaattca atcaaatttt aaagttggta

<210>70

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 70

attaatatga acaataacct tatcattaaa tcaaaagaat taaatcaaag a

<210> 71

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledtido sintético

<400> 71

taattatact tgttattgga atgtaattta gttttcttaa tttagtttct
<210>72

<211> 52

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 72

aaactcttat ggttttatga ctcttttatt gttagtttaa aatttcaacc at
<210>73

<211>50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 73

ggaaaaaccc agtgccctcc cctectetca agectggeca getctgacag

<210> 74
<211> 51

50

50

51

52

50
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 74
ccctecctgag gggttttcte tccgagaccg ggaccgaggt acaggaaggt ¢
<210> 75
<211>50

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 75
gggaggactc cccaaagaga ggctctggcc ctggctccat gtccttccag
<210> 76
<211> 50

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 76

cctttttggg tcacgggagg ggaggagagt tcggaccggt cgagactgtc

<210> 77

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledtido sintético

<400> 77

gtccaaatgt aatgttctaa cttagtacat ttggaaaatt ctttcctaac 50

<210>78

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 78

ggagaccctt ttgtgtttta taatgaatgt ttttatttac gtatttttac 50
<210>79

<211>50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

65

51

50

50
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<400> 79
cctctgggaa aacacaaaat attacttaca aaaataaatg cataaaaatg
<210> 80
<211>50

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledtido sintético

<400> 80
caggtttaca ttacaagatt gaatcatgta aaccttttaa gaaaggattg
<210> 81
<211>50

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 81
gctcgccttg gtccactgtg acacacaggc tgctttgctg ggaaagttct
<210> 82
<211>50

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 82

ggactgagtg accccgacgt acttcggacc cctcegttcg aagaccgcac
<210> 83

<211>50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledtido sintético

<400> 83

cctgactcac tggggctgca tgaagcectgg ggaggcaagc ttetggegtg
<210> 84

<211>50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 84
cgagcggaac caggtgacac tgtgtgtccg acgaaacgac cctttcaaga

<210> 85
<211> 60

66

50

50

50

50

50

50
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 85
tgacacatgt ggcagtctga aaagttctta ttgagccaga ctgtagagtt cttggaaatc
<210> 86
<211>59

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 86
gtatggtaaa gtacccttaa tactaagatg agtccgaccc tcctcatgta attgtcttc
<210> 87
<211>60

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 87
cataccatct tcatgggaat tatgattcta ctcaggctgg gaggagtaca ttaactgaag

<210> 88

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledtido sintético

<400> 88
actgtgtaca ccgtcagact tttcaagaat aactcggtct gacatctcaa gaacctttag
<210> 89
<211>60

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 89

caacatttgg attatggcat ttgggattct gattttcaga attatgattg gcaattttaa
<210> 90

<211>60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

67
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<400> 90
attaagaccg agccatataa ttattacgtt acgaaaaaag ttcgataaac attcactaag
<210> 91
<211>60

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledtido sintético

<400> 91

taattctggc tcggtatatt aataatgcaa tgcttttttc aagctatttg taagtgattc
<210> 92

<211>60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 92

gttgtaaacc taataccgta aaccctaaga ctaaaagtct taatactaac cgttaaaatt

68

60

60

60



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 551 877 T3

REIVINDICACIONES

1. Rostafuroxina para uso en el tratamiento o la prevencién de una afeccién cardiovascular en un individuo, donde
dicho individuo ha sido seleccionado por ser un portador de: al menos un polimorfismo seleccionado del grupo que
consiste en rs2345088, rs16877182, rs16893522, rs2461911, rs5013093 y rs12513375 en, respectivamente, las
secuencias de nucledtido de SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 3y SEQ ID
NO: 7, y donde al menos un genotipo se selecciona del grupo que consiste en: genotipo TT para rs2345088,
genotipo heterocigoto C/T para rs16877182, genotipo AA para rs16893522, genotipo AA para rs2461911, genotipo
TT para rs5013093 y genotipo TT para rs12513375.

2. La rostafuroxina para uso segun la reivindicacion 1, donde el individuo ha sido seleccionado adicionalmente por
ser un portador de un polimorfismo en al menos un gen CAND 1 seleccionado del grupo que consiste en ADD1,
ADD2, ADD3, LSS, MDR1, HSD3B1, CYP11A1 y SLC04C1, un gen CAND 2 seleccionado del grupo que consiste en
ACTN 1, ADRA1A, AGTR1, AQP2, ATP1A3, CLCNKA, CLCNKB, FXYD2, FXYD6, FYN, NEDD4L, NKAIN3, PKD1,
PKD2, SCNN1 B, SGK1, SLC12A1, SLC8A1, TJP1, UMOD y WNK1, y/o un gen GWS seleccionado del grupo que
consiste en ARL5A, ATP2A3, COX10, DPH5, FAIM3, FAM46A, HCG9, HLA-A, HLA-F, HLA-G, KCNS3, LOCI 31691,
LOC389174, LOC389970, LOCB42727, LOC644192, LOC649458, LOC728360, LOC728316, PIGR, RCADH5, RP3-
377H14.5, SH3PXD2A, SLC30A7, THSD7A, TMEM200A, TRIM31, TTC29 y VCAM1.

3. La rostafuroxina para uso segun la reivindicacion 2, donde el individuo ha sido seleccionado adicionalmente por
ser también un portador de al menos un polimorfismo en al menos un gen seleccionado del grupo que consiste en
ADD1, ADD2, ADD3, CYP1 1A1, HSD3B1, LSS, ABCB/MDR1 y SLC04C1.

4. La rostafuroxina para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde el individuo ha sido seleccionado
adicionalmente por ser un portador de al menos un polimorfismo de nucledtido Unico seleccionado del grupo que
consiste en rs4961, rs4984, rs3731566, rs914247 y rs1045642.

5. La rostafuroxina para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde el individuo ha sido seleccionado
adicionalmente por ser un portador del genotipo AA para rs914247.

6. La rostafuroxina para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde el individuo ha sido seleccionado
adicionalmente por ser un portador de al menos un polimorfismo de nucledtido Unico seleccionado del grupo que
consiste en rs242093, rs1996396, rs10503806, rs13251780, rs17430706, rs10102024, rs526302, rs544104,
rs3102087, rs5183, rs3772627, rs2276736, rs2131127, rs3741559, rs2217342, rs10927888, rs6604909, rs945403,
rs7117314, rs10790212, rs11216598, rs910682, rs13218316, rs4309483, rs13280307, rs4739037, rs17596774,
rs2728108, rs17786456, rs7696304, rs2725222, rs17199565, rs2758152, rs1057293, rs16960712, rs759359,
rs404214, rs1005213, rs17025453, rs2110923, rs1428571, rs435404, rs12908787, rs11647727, rs880054 y
rs11064584.

7. La rostafuroxina segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, donde el individuo ha sido seleccionado
adicionalmente por ser un portador de al menos un polimorfismo de nucledtido Unico seleccionado del grupo que
consiste en rs12996186, rs9893372, rs7216331, rs7521668, rs188334, rs4998662, rs16893522, rs6457110,
rs3893464, rs2517718, rs1362126, rs5013093, rs2345088, rs6718282, rs721207, rs2555500, rs2461911,
rs8179654, rs1901139, rs2427832, rs9361863, rs1998394, ga001619, rs2275531, rs748140, rs4710592, rs2743951,
rs10159569, rs3087816, rs10493940, rs16877182, rs2326912, rs1110446, rs12513375 y rs17414954.

8. La rostafuroxina para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, donde el individuo ha sido seleccionado
adicionalmente por ser un portador de al menos un polimorfismo de nucledtido Unico seleccionado del grupo que
consiste en rs4961, rs4984, rs10923835, rs947130, rs914247, rs1045642, rs880054, rs10502933, rs2131127,
rs4309483 y rs4739037.

9. La rostafuroxina para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, donde el individuo ha sido seleccionado
adicionalmente por ser un portador de al menos un polimorfismo de nucledtido Unico seleccionado del grupo que
consiste en rs1045642, rs10923835, rs914247, rs4961, rs947130, rs4309483, rs2131127, rs10502933 y rs880054
(perfil 8).

10. La rostafuroxina para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, donde el individuo ha sido
seleccionado adicionalmente por ser un portador de al menos un polimorfismo de nucleétido Unico seleccionado del
grupo que consiste en rs1045642, rs10923835, rs914247, rs947130, rs4739037, rs43909483, rs4984, rs10502933 y
rs880054 (perfil 9).

11. La rostafuroxina para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, donde la afeccidn cardiovascular es
hipertension y/o una afeccion asociada a la misma, siendo elegida dicha afeccion cardiovascular preferiblemente del
grupo que consiste en: hipertrofia cardiaca, insuficiencia cardiaca, fallo cardiaco, isquemia cardiaca, incremento de
resistencias vasculares, incremento de reactividad vascular, rigidez vascular, incremento de espesor vascular,
hipertrofia renal, fallo renal, glomeruloesclerosis, proteinuria, enfermedad renal policistica, dafio retinal, trastornos
cerebrovasculares, apoplejia, sindrome de Meniere, trastornos cognitivos, trastornos bipolares.
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12. Rostafuroxina para uso como medicamento en el tratamiento o la prevencion de una afeccién cardiovascular en
un individuo segun la reivindicacion 1, en una dosis de entre 0,005 mg/dia y 5 mg/dia.

13. La rostafuroxina para uso segun la reivindicacion 12, donde el individuo ha sido seleccionado adicionalmente por
ser un portador también de un polimorfismo en al menos un: gen CAND 1, seleccionado del grupo que consiste en
ADD1, ADD2, ADD3, LSS, MDR1, HSD3B1, CYP11A1 y SLCO04C1; gen CAND 2 seleccionado del grupo que
consiste en ACTN1, ADRA1A, AGTR1, AQP2, ATP1A3, CLCNKA, CLCNKB, FXYD2, FXYD6, FYN, NEDDA4L,
NKAIN3, PKD1, PKD2, SCNN1 B, SGK1, SLC12A1, SLC8A1, TJP1, UMOD y WNK1; y/o gen GWS, seleccionado
del grupo que consiste en ARL5A, ATP2A3, COX10, DPH5, FAIM3, FAM46A, HCG9, HLA-A, HLA-F, HLA-G,
KCNS3, LOCI 31691, LOC389174, LOC389970, LOC642727, LOC644192, LOC649458, LOC728360, LOC728316,
PIGR, RCADHS5, RP3-377H14.5, SH3PXD2A, SLC30A7, THSD7A, TMEM200A, TRIM31, TTC29 y VCAM1, y donde
la administracién o la prescripcion de rostafuroxina al individuo da como resultado una bajada media de la tension
sanguinea que oscila entre aproximadamente 8 y aproximadamente 22,5 mmHg.

14. La rostafuroxina para uso segun la reivindicacion 13, donde al menos un gen CAND 1, un gen CAND 2 y un gen
GWS se selecciona a partir del grupo que consiste en MDSR 2, HSD18, LSS2, HSD19, ADD2, WNK, donde el
polimorfismo en al menos un gen CAND 1, un gen CAND 2 y/o un gen GWS es preferiblemente un polimorfismo de
nucleoétido unico.

15. Un método para identificar a un individuo con una respuesta mejorada a la rostafuroxina, método que comprende
la deteccion en una muestra de ADN aislado del individuo de un polimorfismo de nucledtido Unico seleccionado del
grupo que consiste en rs234508, rs16877182, rs16893522, rs2461911, rs5013093 y rs12513375, en,
respectivamente, las secuencias de nucleétido de SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 5,
SEQ ID NO: 3 y SEQ ID NO: 7, donde la presencia del SNP (polimorfismo de nucleétido unico) se correlaciona con
una respuesta mejorada a la rostafuroxina en dicho individuo, presentando dicho individuo al menos un genotipo
seleccionado del grupo que consiste en: genotipo TT para rs2345088, genotipo heterocigoto C/T para rs16877182,
genotipo AA para rs16893522, genotipo AA para rs2461911, genotipo TT para rs5013093 y genotipo TT para
rs12513375.

16. Un kit de partes para evaluar el tratamiento con rostafuroxina para un individuo, kit que comprende: una sonda
para el al menos un polimorfismo seleccionado del grupo que consiste en rs2345088, rs16877182, rs16893522,
rs246191 1, rs5013093 y rs12513375; y una composicion farmacéutica que comprende rostafuroxina en una dosis
que varia entre 0,005 mg y 5 mg/dia y en particular entre 0,05 y 0,5 mg/dia y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable, donde la sonda comprende al menos un polinucledtido aislado seleccionado del grupo que consiste,
respectivamente, en las SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 4y SEQ ID
NO: 8 6 un fragmento de las mismas, siendo el fragmento capaz de hibridarse especificamente con una secuencia
complementaria a SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 4 6 SEQ ID NO: 8.

17. El kit de partes de la reivindicaciéon 16 comprende ademas una sonda para al menos un polimorfismo
seleccionado del grupo que consiste en rs4961, rs4984, rs10923835, rs947130, rs914247, rs1045642, rs880054,
rs10502933, rs2131127, rs4309483 y rs4739037, donde la sonda comprende preferiblemente al menos un
polinucledtido aislado seleccionado del grupo que consiste, respectivamente, en SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28,
SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 42,
SEQ ID NO: 44 y SEQ ID NO: 46 6 un fragmento de las mismas, fragmento que sea capaz de hibridarse
especificamente con una secuencia complementaria a SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30, SEQ ID
NO: 32, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 44 6 SEQ
ID NO: 46.
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N° Simbolo Gen Crom. Nombre de gen

1 ACE1 17 enzima convertidora de angiot 1 {peptidil-dipeptidasa A) 1
2 ACE2 X enzima convertidora de i 1 (peptidil-di i A)2
3 ACTA1L 1  actina, alfa 1, misculo esquelético
4 ACTAL 10 actina, alfa 2, misculo liso, aorta
5 ACTN1 14 actinina, alfa 1
6 ADRA1A 8 adrenérgico, alfa-1A-, receptor
7 ADRA2B 2  adrenérgico, alfa-2B-, receptor
B ADRB1 10 adrenérgico, beta-1-, receptor
9 ADRB2 5 adrenérgico, beta-2-, receptor
10 ADRB3 8 adrenérgico, beta-3-, receptor
11 AGT 1 angiotensinégeno
12 AGTR1 3 receptor de angiotensina Il, tipo 1
13 AGTR2 X  receptor de angiotensina Il, tipo 2
14 AQP2 12 acuaporina 2
15 ATP1AL 1 ATPasa, transporte Na+/K+, polipéptido alfa 1
16 ATP1A2 1 ATPasa, transporte Na+/K+, polipéptido alfa 2 (+)
17 ATP1A3 19 ATPasa, transporte Na+/K+, polipéptido alfa 3 (+)
18 ATP1A4 1 ATPasa, transporte Na+/K+, polipéptido alfa 4 (+)
19 ATP1B1 1 ATPasa, transporte Na+/K+, polipéptido beta 1
20 ATP1B2 17 ATPasa. transporte Na+/K+. polinéntido beta 2
21 ATP183 3 ATPasa, transporte Na+/K+, polipéptido beta 3
22 ATP1B4 X  ATPasa, transporte Na+/K+, polipéptido beta 4
23 BSND 1 Sindrome Bartter, Infantil, con sordera sensorineural
24 CLCNKA 1 Canal de cloruro Ka
25 CLCNKB 1 Canal de cloruro Kb
26 CLTA 12 datrina, cadena ligera (Lca)
27 CLTE 4  datrina, cadena ligera {Lch)
28 CLTC 17 datrina, cadena pesada {Hc)
29 CLTCLL 22 (gatrina, polipéptido pesado-tipo 1
30 CYP11B2 8  citocromo P450, familia 11, subfamilia B, polipéptido 2
31 DRD1 5 receptor de dopamina D1
3z DRD3 3 receptor de dopamina D3
33 DRD4 11 receptor de dopamina D4
34 DRDS 4 receptor de dopamina D5
35 FXYD1 19 Dominio FXYD que contiene regulador de transporte de iones 1
36 FXYD2 11 Dominio FXYD que contiene regulador de transporte de iones 2
37 FXYD3 19 Dominio FXYD que contiene regulador de transporte de iones 3
38 FXYD4a 10 Dominio FXYD que contiene regulador de transporte de iones 4
39 FXYDS 19 Dominio FXYD gque contiene regulador de transporte de iones 5
40 FXYD6 11 Dominio FXYD que contiene regulador de transporte de iones 6
41 FXYD? 19 Dominio FXYD que contiene regulador de transporte de iones 7
42 FXYDS8 ¥  Dominio FXYD que contiene regulador de transporte de iones 8
43 FYN 6 Oncogén FYN relativo a SRC, FGR, YES [
44 GNB3 12 proteina de unién a nucledtido de guanina (proteina G), polipéptido beta 3
45 KCNI1 11 canal rectificador interno v-yes-1, subfamilia J, miembro 1 (ROMK)
46 LYN B homélogo de oncogén relacionado con virus de sarcoma Yamaguchi v-yes-1
47 NCL 2 nucleolina
48 NEDD4 15 precursor neural expresado celularmente, regulado a la baja en desarrolio 4
48 NEDD4L 18 precursor neural expresado celularmente, regulado a la baja en desarrollo tipo 4
50 NKAIN1 1 ATPasa de transporte Na+/K+ de interaccion 1
51 NKAIN2 6 ATPasa de transporte Na+/K+ de interaccion 2
52 NKAINI 8 ATPasa de transporte Na+/K+ de interaccion 3
53 NKAIN4 20 ATPasa de transporte Na+/K+ de interaccion 4
54 NOS3 7 Gxido nitrico sintasa 3 (célula endotelial)
55 NPHS1 19 nefrosis 1, congénito, tipo Finés {nefrina)
56 NPHS2 1 nefrosis 2, idiopatico, resistente a esteroide (podocina)
57 PKD1 16 enfermedad de rifién policistico 1 (dominante autosomal)
58 PKD2 4 enfermedad de rifion policistico 2 (dlominante autosomal)
59 REN 1 renina
e0 RFX1 19 factor regulador X, 1
61 RPH3A 12 homdlogo de rabfilina 3A (raton)
62 RPH3AL 17 tipo rabfilina 3A (sin dominios C2)
63 SCNN1A 12 canal de sodio, Sin puerta de voltaje 1 alfa
64 SCNN1B 16 canal de sodio, sin puerta de voltaje 1 beta
69 SCNNL1D 1 canal de sodio, sin puerta de voltaje 1 delta
66 SGK1 & qui 1reg de suero/g| rticoide
67 SLC12A1 15 vehiculo soluto familia 12 (transportadores sodio/potasio/cloruro), miembro 1
68 SLC12A3 16 vehiculo soluto familia 12 (transportadores sodio/cloruro), miembro 3
69 SLCBAL 2 vehiculo soluto familia & (intercambiador sodio/calcio), miembro 1
70 SYNPO 5 sinaptopodina
71 SRC 20 homdlogo de oncogén virico (aviar) de sarcoma v-src {Schmidt-Ruppin A-2)
72 TIPL 15 proteina 1 de arti on rigida (zona
73 UMOD 16 uromodulina
74 WNK1 12 proteina quinasa 1 deficiente en lisina WHK
75 WHNK4S y7 Pproteina quinasa 4 deficiente en lisina WHK

FIG. 9
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Datos de eficacia y seguridad para nuevas Terapias Antihipertensivas:
comparacion entre estrategias tradicionales y farmacogenomicas innovativas

Parametro Tradicional Farmacogenomica
(datos de Rostafuroxina)

Eficacia Antihipertensiva
{4 BP sistélica mmHg, menos placebo) -6/-12 -14 /-23

Superioridad entre Clases de Farmacos
{A SBP, mmHg, en pacientes nunca tratades) (/-3 =511

Reduccion de complicaciones CV 20-30% aln no determinado,
pero se espera que sea superior *

Ratio de seguridad

(en modelos preclinicos) 1:20 - 1:40 >1:10.000

n.b. La comparacidn entre la estrategia tradicional y la nueva, considera una duracion de
tratamiento y niveles de BP basales de los pacientes similares.

* se espera una prevencion mejorada de complicaciones CV debido a un mejor control de
BP y al tratamiento selectivo de las alteraciones genéticas (perfil genético) responsables
de las complicaciones CV.

FIG. 10
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