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DESCRIPCION
Induccién anti-TGF-beta de crecimiento 6seo

Antecedentes de la invencion

La presente solicitud reivindica beneficio de prioridad de la Solicitud Provisional estadounidense serie No.
61/172.539, registrada el 24 de abril de 2009.

|l. Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a los campos de la biologia molecular y la medicina. Mas en particular, se refiere a
los campos de enfermedades y lesiones 6seas, reparacion 6sea, implantes 6seos, injertos 6seos, enfermedades
periodontales y cancer. Especificamente, trata del uso de anticuerpos anti-TGF-f3 para aumentar el crecimiento éseo
y aumentar la masa y/o el volumen 6seo y tratar asi enfermedades dseas como osteoporosis, asi como traumatismo
6seo, fractura 6sea o enfermedad de Paget.

Il. Técnica relacionada

Mas de 200 millones de personas de todo el mundo sufren de enfermedades 6seas como osteoporosis, fracturas
6seas y enfermedades periodontales (gingivales en las que el diente pierde el hueso circundante). La osteoporosis
representa un problema sanitario de envergadura y cada vez mayor para el que se requieren terapias de
estimulacion de la formacion del hueso que aun no estan satisfechas médicamente. La mayoria de los farmacos
actuales contra la osteoporosis retardan la degradacion del hueso pero no estimulan la formacion del hueso para
sustituir el hueso que ya se ha perdido. Los compuestos que estimulan la formacion del hueso representan por tanto
una necesidad no satisfecha dentro del area de las enfermedades 6seas. Se sabe que la osteoporosis afecta a
aproximadamente 100 millones de personas en todo el mundo — 325 millones de las cuales viven en Estados
Unidos, Europa occidental y Japén. Por otra parte, mas de 25 millones de individuos padecen fracturas de huesos al
afio, 60 millones tienen enfermedades periodontales (en las que el diente pierde el hueso de la mandibula) y otros
18 millones tienen otras enfermedades 6seas, como cancer de hueso.

La mayoria de las terapias actuales para pacientes con osteoporosis se centran en la prevencion de la pérdida de
hueso, no en la formacion de hueso. Esto continlla siendo una importante consideraciéon, ya que existe una
significativa morbilidad y mortalidad asociada con el encamado prolongado en las personas de edad que tiene lugar
tras una fractura de hueso, en particular, aquellas que padecen fracturas de cadera. Las complicaciones del
encamado incluyen coagulos de sangre y neumonia. Estas complicaciones estan reconocidas y se suelen tomar
medidas generalmente para evitarlas, si bien apenas constituyen el mejor enfoque de terapia.

Otra cuestion sanitaria relacionada con los huesos es la reconstruccion 6sea y, especificamente, la capacidad para
reconstruir los defectos en el tejido 6seo que se derivan de una lesion traumatica, como consecuencia de cancer o
cirugia del cancer, como resultado de un defecto congénito o como resultado de la edad. Existe una significativa
necesidad de implantes ortopédicos mas frecuentes y los huesos craneales y faciales son dianas en particular para
este tipo de necesidades de reconstruccion. La disponibilidad de nuevos materiales de implante, p.gj., titanio, ha
permitido la reparacion de defectos relativamente grandes. Los implantes de titanio proporcionan una excelente
estabilidad temporal a través los defectos 6seos. Sin embargo, la experiencia ha demostrado que la falta de un
hueso viable que subsane el defecto puede tener como resultado la exposicién del aparato, infeccién, inestabilidad
estructural y, finalmente, fracaso en la reparacion del defecto.

Los injertos 6seos autdlogos son otra posibilidad para tratar las lesiones 6seas, pero se ha demostrado que
presentan varias desventajas ya que deben recogerse del sitio de un donante como la cresta iliaca o la costilla, no
suelen proporcionar el hueso suficiente para completar el rellenado del defecto y el hueso que se forma tiende a
veces a la infeccién y la resorcion. Las preparaciones xenogeneicas parcialmente purificadas no son practicas para
su uso clinico ya que se purifican cantidades de microgramos desde kilogramos de hueso bovino, de manera que la
produccion comercial a gran escala resulta costosa e impracticable. Por tanto, se emplean aloinjertos y
preparaciones de hueso desmineralizado. Las transferencias microquirdrgicas de injertos de hueso libre con tejido
blando unido y vasos sanguineos pueden cerrar defectos 6seos y permitir una fuente inmediata de riego sanguineo
al injerto. Sin embargo, estas técnicas requieren tiempo, se ha demostrado que producen un alto grado de
morbilidad y tnicamente pueden ser empleadas por individuos entrenados.

Otra forma de enfermedad dsea es la que se deriva del cancer. Existe una serie de canceres que tienen metastasis
en el hueso y pueden tener como resultado el debilitamiento del hueso y algunos estan asociados incluso con la
destruccion 6sea y la pérdida de hueso, como el cancer de mama, pulmoén, tiroides, renal y de préstata. Por otra
parte, el mieloma muiltiple y su enfermedad 6sea del mieloma asociada (MBD por sus siglas en inglés) no es un
cancer metastasico, sino que las células de mieloma se derivan de linfocitos B en el sistema inmunitario que residen
normalmente en la médula 6sea y por tanto estan intimamente asociadas con el hueso. De hecho, el microentorno
de la médula 6sea desempefia un importante papel en el crecimiento, supervivencia y resistencia a quimioterapia de
las células de mieloma, que a su vez regulan el aumento de la pérdida de hueso asociada con dicho trastorno (la
web internacional en multiplemyeloma.org). Mas de un 90 % de los pacientes con mieloma tienen implicacion ésea,
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frente a 40-60 % de los pacientes de cancer, que tienen metastasis 6sea, y mas de 80 % de estos pacientes MDB
tienen dolor dseo intratable. Por otra parte, aproximadamente 30 % de los pacientes con mieloma tienen
hipercalcemia, que es el resultado de una mayor actividad osteolitica asociada con esta enfermedad (Cavo y col.,
2006).

A diferencia de la ostedlisis, asociada con otros tumores 6seos, las lesiones MBD son Unicas en el sentido de que no
se curan ni reparan a pesar de que los pacientes tengan muchos afios de completa remisiéon (web internacional en
multiplemyeloma.org; Terpos y col., 2005). Mecanicamente, parece estar relacionado con la inhibiciéon y/o pérdida
del osteoblasto que forma el hueso durante la progresion de la enfermedad. De hecho, los estudios sobre
marcadores de hueso y la histomorfometria indican que aumenta tanto la actividad de osteoblasto como de
osteoclasto que reabsorbe el hueso, pero estan equilibrados al principio de la enfermedad, mientras que la MBD
abierta presenta una alta actividad de osteclastos y una baja actividad de osteoblastos (web internacional en
multiplemyeloma.org) Por lo tanto, la MBD constituye un trastorno en el que la formacién del hueso y la pérdida 6sea
estan descompensadasy se beneficiarian de terapias que estimulen tanto la formacién de hueso como el retraso de
la pérdida. Hasta la fecha, no existen tales terapias. Por lo tanto, contindia existiendo la necesidad de procedimientos
mejorados para estimular la formacion de hueso y aumentar la resistencia 6sea in vivo para tratar enfermedades y
lesiones dseas, incluyendo cancer.

Stebbins E G y col. "Inhibition of TGFf Signaling Enhances Bon Mass, by Increasing Osteoblast and Reducing
Osteoclast Number and Activity", Journal of Bone and Mineral Research, vol. 21, no. Suppl. 1, septiembre 2006,
pagina S63, Bone- and-Mineral-Reasearch; Philadelphia, PA, Estados Unidos; septiembre 15 - 19, 2006, desvela la
molécula pequefia SD-208 que se dirige contra el receptor TGF-§.

Mooney Mark P y col., "Postoperative anti-TGF-beta2 antibody therapy improves intracranial volume and craniofacial
growth in craniosynostotic rabbits", Journal of Craniofacial Surgery, Lippincott Williams & Wilkins, Estados Unidos,
vol. 18, no. 2, 1 marzo 2007, paginas 336-349, desvela un anticuerpo que se une e TGF-beta2 solamente para
diagndstico y carniosinostosis.

Sumario de la invenciéon

La invencion se define con las reivindicaciones.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere a un anticuerpo que se une inmunolégicamente a TGF-3 para su
uso en un procedimiento para aumentar la masa y/o el volumen 6seo en un sujeto o para su uso en un
procedimiento para aumentar el crecimiento 6seo en un sujeto, en el que dicho anticuerpo se designa 1D11 (ATCC
designacion de deposito No. HB 9849), o una version humanizada de 1D11 o una version obtenida por ingenieria
genética que contiene las CDR de 1D11 en un marco heterélogo en el que dicho sujeto padece de osteoporosis,
fractura 6sea, pérdida 6sea debido a traumatismo o enfermedad de Paget y en el que dicho sujeto no tiene cancer.

En otra realizacién preferente, se prevé que el anticuerpo para su uso en los procedimientos para aumentar la masa
y/o el volumen 6seo y el crecimiento 6seo de acuerdo con la invencion comprenda la administracion de dicho
anticuerpo a dicho sujeto sistémicamente, en particular, por via intravenosa, intraperitoneal, intramuscular,
subcutanea o topica.

En otra realizacién preferente se prevé que el anticuerpo para su uso en los procedimientos para aumentar la masa
y/o el volumen 6seo y el crecimiento 6seo de acuerdo con la presente invencion comprende la administracion de
dicho anticuerpo en un sitio diana del hueso, en particular, en el que el procedimiento para aumentar la masa y/o el
volumen 6seo comprende inyectar dicho anticuerpo en dicho sitio o a través de un dispositivo de liberacion
prolongada en dicho sitio.

Preferentemente, el anticuerpo para su uso de acuerdo con la presente invencion prevé que dicho sujeto es un ser
humano o un animal no humano, en particular, en el que el procedimiento es un procedimiento para aumentar la
masa 6sea y dicho animal no humano es un ratén, una rata, un conejo, un perro, un gato, un caballo, un mono una
vaca.

En una realizacion preferente, el anticuerpo para su uso de acuerdo con la invencién es una versiéon humanizada de
1D11.

En otra realizacion preferente, el anticuerpo para su uso de acuerdo con la presente invencién es una version
obtenida por ingenieria genética que contiene las CDR de 1D11 en un marco heterélogo.

Preferentemente, el anticuerpo de la presente invenciéon es 1D11.

En otros aspectos de la divulgacion, se proporciona un procedimiento para aumentar la masa y/o el volumen éseo
en un sujeto que comprende (a) identificar a un paciente que necesita aumentar la masa y/o el volumen éseo; y (b)
administrar a dicho sujeto un anticuerpo que se une inmunolégicamente a TGF-B. El anticuerpo puede unirse las tres
isoformas del TGF-B. El anticuerpo puede designarse 1D11 y puede ser una version humanizada de 1D11 o
cualquier versién obtenida por ingenieria genética que contiene las CDR de 1D11 en un marco heterélogo.
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En un aspecto, el anticuerpo es tal que se une especificamente a al menos una isoforma de TGF-f. En aspectos en
particular, el anticuerpo anti TGF-f3 se une especificamente a al menos una forma de TGF-§ seleccionada del grupo
que consiste en TGF-B1, TGF-f2 y TGF-3. En otros aspectos mas, el anticuerpo anti-TGF-f se une
especificamente a al menos: (a) TGF-B1, TGF-B2 y TGF-33 (denominado también "anticuerpo pan-neutralizante ");
(b) TGF-B1y TGF-B2; (c) TGF-p1y TGF-B3; y (d) TGF-B2 y TGF-B3. En varios aspectos, la constante de afinidad Ka
del anticuerpo TGF-B para al menos una isoforma de TGF-b, que se une especificamente es preferentemente
superior a 108 M', 107 M-', 108 M-', 10° M-*, 10'° M!, 10" M-' 0 102 M"'. En otros aspectos mas, el anticuerpo de la
invencion se une especificamente a una proteina sustancialmente idéntica a TGF-B1, TGF-2 y/o TGF-3 humana.
Se contempla asimismo para su uso en seres humanos formas quiméricas y humanizadas y derivadas de
anticuerpos no humanos. Las produccion de dichas variantes es muy conocida entre las personas expertas en la
materia (véase, p.ej., Antibody Engineering, ed. Borrebaeck, 22 ed., Oxford University Press, 1995).

De acuerdo con al presente invencion, el anticuerpo anti-TGF- es un anticuerpo monoclonal murino 1D11 producido
a través del hibridoma 1D11.16 (Designacion de depdsito ATCC No. HB 9849, también descrito en las patentes
estadounidenses 5.571.714, 5.772.998 y 5.783.185). El anticuerpo 1D11 se une especificamente a las tres
isoformas de mamifero de TGF-B. La secuencia de la regién variable de cadena pesada de 1D11 esta disponible con
el nimero de acceso AAB46787. En realizaciones relacionadas, el anticuerpo anti- TGF- es un derivado de 1D11,
p.ej., un anticuerpo que comprende las secuencias de CDR idénticas a las de 1D11 (p.ej., anticuerpo quimérico,
humanizado o con CDR-injertada). En otra realizacion mas aun, el anticuerpo anti-TGF-f es un anticuerpo
recombinante completamente humano.

El anticuerpo se puede administrar a dicho sujeto sistémicamente, por via intravenosa, intraperitoneal, intramuscular,
subcutanea o tépica. El anticuerpo puede administrarse en un sitio diana del hueso, incluyendo inyeccion en el sitio.
El anticuerpo puede comprender ademas un dispositivo de liberacién prolongada implantado en el sitio.

El sujeto puede ser un ser humano o un animal no humano, como un ratén, una rata, un conejo, un perro, un gato,
un caballo, un mono o una vaca. El sujeto puede tener cancer o no. El procedimiento puede comprender ademas al
menos una segunda administracion de dicho anticuerpo, incluyendo posologias de tres administraciones por
semana. El sujeto puede recibir al menos 9 administraciones. El sujeto puede padecer osteoporosis, fractura de
huesos, pérdida 6sea debido a un traumatismo o enfermedad de Paget o pérdida ésea como consecuencia de
metastasis de cancer. El procedimiento puede comprender ademas evaluar la pérdida ésea tras la administracion de
dicho anticuerpo, como por ejemplo por obtencion de imagenes dseas.

En otra realizacion, se proporciona un anticuerpo para su uso en un procedimiento para aumentar el crecimiento
6seo en un sujeto que comprende la administracion a dicho sujeto de un anticuerpo que se une inmunoldgicamente
al TGF-B. El anticuerpo se une a las tres isoformas de TGF-B. El anticuerpo se designa 1D11 o es una version
humanizada de 1D11 o cualquier version obtenida por ingenieria genética que contiene las CDR de 1D11 en un
marco heterdlogo. El anticuerpo se puede administrar a dicho sujeto sistémicamente o por via intravenosa,
intraperitoneal, intramuscular, subcutanea o tépica. Se puede administrar el anticuerpo en el sitio diana del hueso,
incluyendo inyeccion en el sitio. El anticuerpo también puede comprender un dispositivo de liberacion prolongada
implantado en el sitio. El sujeto puede ser un ser humano o un animal no humano, como por ejemplo un ratén, una
rata, un conejo, un perro, un gato, un caballo, un mono o una vaca. El sujeto puede tener cancer o no.

En otros aspectos de la divulgacion, se proporciona:

e un procedimiento para aumentar el niumero de osteoblastos en un sujeto que comprende la administracion a
dicho sujeto de un anticuerpo que se une inmunolégicamente al TGF-f3;

e un procedimiento para disminuir el nimero de osteoblastos en un sujeto que comprende la administracion a
dicho sujeto de un anticuerpo que se une inmunolégicamente al TGF-f3;

e un procedimiento para aumentar la resistencia ésea en un sujeto que comprende la administracién a dicho sujeto
de un anticuerpo que se une inmunoldgicamente al TGF-f3; y

e un procedimiento para disminuir la sefializacion de TGF- en un sujeto que comprende la administracién a dicho
sujeto de un anticuerpo que se une inmunolégicamente al TGF-£.

Se contempla que cualquiera de los procedimientos o composiciones descritos en el presente documento puede
implementarse con respecto a cualquier otro procedimiento o composicién descrito en el presente documento.

El uso de la palabra “un” o “una” cuando se emplean en combinacién con la expresiéon “que comprende” en las
reivindicaciones y/o en la memoria descriptiva puedan significar “uno”, pero también esta en consonancia con el

” o«

significado de “uno o mas”, “al menos uno” y “uno o mas de uno”.

Se contempla que cualquiera de las realizaciones explicadas en la presente memoria descriptiva se pueda
implementar con respecto a cualquier procedimiento o composicion de la invenciéon y viceversa. Asimismo, las
composiciones y los kits de la invencion pueden utilizarse para conseguir los procedimientos de la invencion.

A lo largo de la presente solicitud, el término “aproximadamente” tal como se emplea para indicar que el valor incluye
la variacion inherente de error del dispositivo, el procedimiento que se esté empleando para determinar el valor o la
variacion que existe entre los sujetos de estudio.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2702 049 T3

Breve descripcion de los dibujos

Los siguientes dibujos forman parte de la presente memoria descriptiva y se incluyen para demostrar mejor ciertos
aspectos de la presente invencion. La invencion puede comprenderse mejor haciendo referencia a uno o mas de
dichos dibujos en combinacién con la descripcion detallada de las realizaciones especificas expuestas en el
presente documento.

FIG. 1 — Régimen de tratamiento. Se trataron ratones C57B1/6 (n = 5) i.p. con 1D11 o anticuerpo de control
(13C4) 3 veces/semana durante 28 dias. Se determinaron los parametros del esqueleto por escaner microCT,
analisis histomorfométrico y analisis bioquimico. Se determinaron también los efectos de la terapia anti-TGF-3
sobre la distribucion celular o la expresion gen/proteina.

FIGS. 2A-F —El tratamiento con 1D11 aumenta el volumen dseo. Las imagenes tridimensionales obtenidas de
las regiones exploradas por microCT de metéfisis tibial (200 ym) presentaron un aumento del volumen éseo en
los ratones tratados con 1D11 (FIGS. 2A-B), acompafiado de un aumento de BV/TV (FIG. 2C) y BMD (FIG. 2D).
Se observd asimismo un espesamiento de las trabéculas (FIG. 2E) y una disminucién del espacio trabecular
dentro de esta region en los animales tratados con 1D11 (FIG. 2F; * = p < 0,05).

FIGS. 3A-B —Analisis histomorfométrico. Los cortes de tejido de las vértebras lumbares descaltificadas de
animales tratados con 1D11 presentaron un aumento significativo de BV/TV y cambios positivos en los
parametros trabeculares, en comparacion con los animales de control (FIG. 3A, Von Kossa/Van Gieson, * = p <
0,05). El volumen del hueso largo también aumenté de forma espectacular (FIG. 3B, H&E).

FIGS. 4A-D - Distribucion celular de las células 6seas tras el tratamiento con 1D11. Los cortes tibiales
descalcificados tefiidos para TRAP presentaron una considerable disminucién de los osteoblastos tefidos
positivamente que revisten la superficie del hueso trabecular en animales tratados en comparaciéon con los
controles (FIG. 4A, aumento original x4; FIG. 4B, aumento original x20; flechas negras = osteoclastos). Se
cuantificé la distribucion celular por analisis histomorfométrico de cortes tefiidos con TRAP y H&E y se demostro
una significativa disminucion del nimero de osteoclastos y superficie en el hueso de los ratones tratados con
1D11 (FIG. 4C, ** p < 0,01). El numero de osteoblastos se elevo significativamente en los ratones tratados con el
anticuerpo 1D11 (FIG. 4D, * p < 0,05).

FIG. 5 — Analisis biomecanico. Se examinaron fémures recién diseccionados aislados de ratones tratados con
1D11 y de control biomecanicamente por flexion en 3 puntos. Se colocaron los fémures horizontalmente y se
cargaron monotonicamente a una velocidad de 3 min/min en la porcion media de la diafisis. El tratamiento con
1D11 aumento significativamente la resistencia de flexion, el limite elastico y el modulo de tejido (** = p < 0,01;
***=p<0,001).

Descripcion detallada de la invenciéon

TGF-B es una proteina de matriz del hueso abundante que influye en la formacién, funcién, e interacciones entre
células de los osteoblastos y osteoclastos, para controlar la remodelacién del hueso y mantener una masa 6sea
adecuada. Como tal, la ruta de sefalizacion de TGF- representa una Unica diana farmacoldgica, con el potencial
para regular el volumen 6seo y la calidad a través del control tanto de osteoblastos como de osteoclastos. Segun los
estudios anteriores en los que se han utilizado modelos murinos que contenian modificaciones genéticas en la ruta
de sefializacién de TGF-f3, se ha demostrado que una reducciéon de la sefial de TGF- potencia las propiedades
mecanicas y la concentracion mineral de la matriz del hueso, asi como la masa ésea. Aunque se ha demostrado que
los inhibidores de molécula pequefia de la sefalizacion de TGF-B disminuyen el crecimiento y la capacidad de
invasion del cancer, el efecto directo del bloqueo de TGF- en el entorno de médula 6sea normal en ratones que no
son portadores de tumor aln no se ha abordado completamente.

Por lo tanto, los autores de la invencién examinaron la capacidad del anticuerpo anti-TGF-3 para bloquear las rutas
de sefializacion de TGF-B. Dicho anticuerpo regulé positivamente el nimero de osteoblastos al mismo tiempo que
disminuyo simultdneamente la cantidad de osteoclastos activos en la médula. Esto tuvo como resultado un profundo
aumento del volumen y calidad del hueso. Estos hallazgos ilustran claramente el potencial de los compuestos que se
dirigen especificamente a la ruta de sefializacion de TGF- in vivo e indican un enfoque terapéutico para aumentar la
masa Y la resistencia del hueso. Estos y otros aspectos de la invencion se exponen con detalle a continuacion.

I. Anti-TGF-B
A.TGF-B

El factor de crecimiento transformador 3 (TGF-B) controla la proliferacion, la diferenciacion celular y otras funciones
de la mayoria de las células. Desempefia un papel en la inmunidad, el cancer, las enfermedades cardiacas, la
diabetes y el sindrome de Marfan. TGF-f actua como factor antiproliferativo en células epiteliales normales y en las
primeras fases de oncogénesis. Algunas células secretan TGF-f3 y también tienen receptores para TGF-B. Esto es lo
que se conoce como sefalizacion autocrina. Las células cancerosas aumentan su produccion de TGF-3, que actian
también como células circundantes.

TGF-B es una proteina secretada que existe en tres isoformas denominadas TGF-$1, TGF-2 y TGF-B3. Fue el
nombre original para TGF-31, que fue el miembro fundador de esta familia. La familia TGF- forma parte de una
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superfamilia de proteinas conocidas como superfamilia de factor de crecimiento transformador beta que incluye
inhibinas, activina, hormona anti-milleriana, proteina morofogenética dsea, decapentaplégico y Vg-1.

Las estructuras de péptido de los tres miembros de la familia TGF-B son altamente similares. Todos ellos estan
codificados como precursores de proteina grande; TGF-1 contiene 390 aminoacidos y TGF-B2 y TGF-3 contienen
cada uno 412 aminoacidos. Todos ellos tienen un péptido de sefial N-terminal de 20-30 aminoacidos y requieren
secrecion desde una célula, una pro-region (denominada péptido asociado a latencia o LAP y una region C-terminal
de 112-114 aminoacidos que se convierte en la molécula TGF-3 madura tras su liberacién de la pro-regiéon por
escision proteolitica. La proteina TGF- madura dimeriza para producir una molécula activa de 25 KDa con muchos
motivos estructurales conservados. TGF-B tiene nueve restos cisteina que se conservan entre su familia; ocho
forman enlaces disulfuro dentro de la molécula para crear una estructura de nudos de cisteina caracteristica de la
superfamilia TGF-3, mientras que la novena cisteina forma un enlace con la novena cisteina de otra molécula TGF-3
para producir el dimero. Se cree que muchos otros restos conservados en TGF-f3 forman una estructura secundaria
a través de interacciones hidréfobas. La region entre la quinta y sexta cisteina conservada aloja el area mas
divergente de las moléculas de TGF-$ que se expone en la superficie de la molécula y esta implicada en la unién a
receptor y la especificidad de TGF-f.

La apoptosis induce TGF-f3 en numerosos tipos de células. TGF-3 puede inducir apoptosis de dos maneras: a través
de la ruta SMAD o a través de la ruta DAXX. La ruta SMAD es la ruta de sefalizacién candnica a través de la que
sefalizan los miembros de la familia TGF-B. En esta ruta, los dimeros TGF- se unen a un tipo Il de receptor que
recluta y fosforila un receptor tipo I. El receptor tipo | recluta entonces y fosforila un receptor SMAD regulado (R-
SMAD): SMAD3, se ha implicado un RSMAD en la induccién de apoptosis. EI R-SMAD se une entonces al SMAD
comun (coSMAD) SMAD4 y forma un complejo heterodimérico. Este complejo entra entonces en el nucleo de la
célula donde actua como factor de transcripcion para varios genes, incluyendo aquellos que activan la ruta proteina
quinasa 8 activada con mitégeno que desencadena apoptosis. TGF-f también puede desencadenar apoptosis a
través de la proteina 6 asociada a muerte (proteina adaptador DAXX). Se ha demostrado que DAXX esta asociada y
se une al quinasa de receptor de TGF-( tipo Il. Se cree que TGF-f es importante en la regulacion del sistema
inmune por regulador CD25*. Parece ser que TGF-B bloquea la activacion de linfocitos y fagocitos derivados de
monocitos.

B. Anticuerpos

Procedimientos de produccion. En otro aspecto, la presente invenciéon contempla un anticuerpo que es
inmunorreactivo con TGF-B, que incluye su reticulacion cruzada con isoformas 1-3 de TGF-(. El anticuerpo es un
anticuerpo monoclonal, y se desvela como otro aspecto mas la preparacion de un anticuerpo policlonal con la misma
especificidad de TGF-B1-3. Los medios para preparar y caracterizar anticuerpos es muy conocida en la técnica
(véase p.gj., Harlow and Lane, 1988).

Brevemente, se prepararon anticuerpos policlonales inmunizando un animal con un inmunégeno (es decir, TGF-f o
un fragmento el mismo) y recogiendo antisueros de dicho animal inmunizado. Se puede emplear una amplia gama
de especies de animales para la produccién de antisueros. Normalmente, un animal utilizado para la producciéon de
antisueros es un animal no humano, incluyendo conejos, ratones, ratas, hamsters, cerdos y caballos. Dado el
volumen de sangre relativamente grande de los conejos, una opcioén preferente es un conejo para la produccion de
anticuerpos policlonales.

Tal como se conoce en la técnica, una composicion dada puede variar en cuanto a su inmunogenicidad. Suele ser
necesario por tanto estimular el sistema inmunitario huésped, tal como es posible conseguir acoplando un
inmunogeno de péptido o polipéptido con un vehiculo. Entre los ejemplos de vehiculos preferentes se incluyen
hemocianina de lapa californiana (KLH) y albimina de suero bovino (BSA). Pueden emplearse otras albuminas
como ovoalbumina, albumina de suero de ratén y albumina de suero de conejo como vehiculos. Los medios para
conjugar un polipéptido a una proteina vehiculo son muy conocidos en la técnica e incluyen glutaraldehido, éster m-
maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida, carbodiimida y bencidina bis-biazotizada.

Tal como se conoce también en la técnica, la inmunogenicidad de una composicion de inmundgeno en particular
puede potenciarse mediante el uso de estimuladores no especificos de la respuesta inmunitaria, conocidos como
adyuvantes. Entre los ejemplos de adyuvantes preferentes se incluyen adyuvante de Freund completo (un
estimulador no especifico de la respuesta inmunitaria que contienen Mycobacterium tuberculosis desactivada),
adyuvante de Freund incompleto y adyuvante de hidréxido de aluminio.

La cantidad de composicion de inmundgeno utilizada en la produccion de anticuerpos policlonales varia segun la
naturaleza del inmunégeno asi como el animal utilizado para inmunizacion. Es posible emplear diversas rutas para
administrar el inmunoégeno (subcutanea, intramuscular, intradérmica, intravenosa e intraperitoneal). Puede llevarse a
cabo un seguimiento de la produccion de anticuerpos policlonales extrayendo muestras de sangre del animal
inmunizado en diversos puntos temporales tras la inmunizaciéon. Se puede proporcionar también una segunda
inyeccion de refuerzo. El proceso de estimulacion y titulacion se repite hasta conseguir una titulacion adecuada.
Cuando se obtiene un nivel de inmunogenicidad deseado, se puede desangrar al animal inmunizado y aislar el suero
para almacenarlo y/o se puede utilizar el animal para generar mAb.
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Los mAb pueden prepararse faciimente aplicando técnicas muy conocidas, tal como se ilustra en la patente
estadounidense 4.196.265. Normalmente, esta técnica implica la inmunizacién de un animal adecuado con una
composicion de inmundégeno seleccionada, es decir, una proteina, polipéptido o péptido de TGF-f purificado o
parcialmente purificado o una célula que exprese altos niveles de TGF-B. Se administra la composicién de
inmunizacion de manera eficaz para estimular células que producen anticuerpo. Los roedores, como los ratones y
las ratas, son animales preferentes, sin bien, el uso de células de conejo, ovejas, ranas, también es posible. El uso
de ratas puede proporcionar ciertas ventajas (Goding, 1986), pero los ratones son preferentes, siendo lo mas
preferente ratones BALB/c ya que es el mas utilizado como rutina y por lo general proporciona un porcentaje
superior de fusiones estables.

Tras la inmunizacion, se seleccionan para su uso células somaticas con el potencial para producir anticuerpos,
especificamente linfocitos B (células B), en el protocolo de generacion de mAb. Estas células pueden obtenerse de
bazos biopsiados, anginas o ganglios linfaticos o de una muestra de sangre periférica. Las células del bazo y las
células de sangre periférica son preferentes, las primeras porque son una rica fuente de células de produccion de
anticuerpos que estan en la fase de plasmablasto en divisidon y las segundas porque la sangre periférica es muy
asequible. Generalmente, el panel de animales habra sido inmunizado y se habra extirpado el bazo del animal con la
mayor titulacién de anticuerpo y se habran obtenido los linfocitos del bazo por homogeneizacion del bazo con una
jeringuilla. Normalmente, un bazo de un ratén inmunizado contiene aproximadamente 5 x 107 a 2 x 108 linfocitos.

A continuacion, se fusionan los linfocitos B que producen anticuerpo del animal inmunizado con células de una
célula de mieloma inmortal, generalmente, una de la misma especie que el animal que se ha inmunizado. Las lineas
celulares de mieloma adecuadas para su uso en los procedimientos de fusion de produccién de hibridoma son
preferentemente aquellas que no producen anticuerpo, que tienen una alta eficiencia de fusion y deficiencias de
enzima que hacen que sean incapaces de crecer en ciertos medios selectivos que soportan el crecimiento de
solamente las células fusionadas deseadas (hibridomas).

Se puede emplear una cualquiera entre una serie de células de mieloma, todas ellas conocidas entre las personas
expertas en la materia (Coding, 1986; Campbell, 1984). Por ejemplo, cuando el animal inmunizado es un ratéon, es
posible utilizar P3-X63/Ag8, P3-X63-Ag8.653, NS1/1.Ag 4 1, Sp210-Ag14, FO, NSO/U, MPC-11, MPC11-X45-GTG
1.7 and S194/5XX0 Bul; para ratas, es posible utilizar R210.RCY3, Y3-Ag 1.2.3, IR983F y 4B210; y se utilizan U-
266, GM1500-GRG2, LICR-LON-HMy2 and UC729-6 en conexion con fusiones de células.

Los procedimientos para generar hibridos de bazo productor de anticuerpos o células de ganglio linfatico o células
de mieloma comprenden generalmente mezclar células somaticas con células de mieloma en una relacién 2:1, si
bien la relacién puede variar entre aproximadamente 20:1 y aproximadamente 1:1, respectivamente, en presencia de
un agente o agentes (quimicos o eléctricos) que promueven la fusion de membranas celulares. Gefter y col. (1977)
han descrito procedimientos de fusiéon en los que se utilizan virus Sedai (Kohler and Milstein, 1975; 1976) y en los
que se utiliza polietilen glicol (PEG como 37 % (v/v) PEG. El uso de procedimientos de fusion eléctricamente
inducidos también es apropiado (Goding, 1986).

Los procedimientos de fusion suelen producir hibridos viables a bajas frecuencias, de alrededor de 1x10® a 1x108.
Sin embargo, esto no implica ningun problema, ya que los hibridos fusionados viables se diferencian de las células
sin fusionar parentales (en particular, las células de mieloma sin fusionar que normalmente continuarian dividiéndose
indefinidamente) por cultivo en un medio selectivo. El medio selectivo es generalmente uno que contiene un agente
que bloquea la sintesis de novo de nucledtidos en el medio de cultivo de tejido. Entre los ejemplos de agentes
preferentes se incluyen aminopterina, metotrexato y azaserina. La aminopterina y el metotrexato bloquean la sintesis
de novo tanto de purinas como de pirimidinas, mientras que azaserina bloquea solamente la sintesis de purina.
Cuando se utilizan aminopterina o metotrexato, se suplementa el medio con hipoxantina y timidina como fuente de
nucledtidos (medio HAT). Cuando se utiliza azaserina, se suplemente el medio con hipoxantina.

La seleccién preferente de medio es HAT. Unicamente las células capaces de poner en funcionamiento rutas de
salvamento de nucleétidos son capaces de sobrevivir en un medio HAT. Las células de mieloma tienen defecto de
enzimas claves de la ruta de salvamento, p.ej., hipoxantina fosforibosil transferasa (HPRT) y no pueden sobrevivir.
Los linfocitos B pueden poner en funcionamiento esta ruta, pero tienen una duraciéon limitada en cultivo y por lo
general mueren en aproximadamente dos semanas. Por lo tanto, las Unicas células que pueden sobrevivir en el
medio selectivo son los hibridos formados de mieloma y de linfocitos B.

Este cultivo proporciona una poblacion de hibridomas de la que se seleccionan hibridomas especificos.
Normalmente, la seleccion de hibridomas se realiza por cultivo de las células con una dilucién de un solo clon en
placas de microtitulacion, seguido del analisis de sobrenadantes clénicos individuales (al cabo de aproximadamente
dos a tres semanas) para la reactividad deseada. El ensayo debera ser sensible, sencillo y rapido, como por ejemplo
radioinmunoensayos, inmunoensayos de enzima, ensayos de citotoxicidad, ensayos de placa, ensayos de
inmunoglobulina de puntos y similares.

Los hibridomas seleccionados se diluirian entonces en serie y se clonarian en lineas celulares de produccion de
anticuerpo individuales, pudiéndose propagar dichos clones indefinidamente para proporcionar mAb. Las lineas
celulares pueden explotarse para la produccion de mAb de dos maneras diferentes. Se puede inyectar una muestra
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del hibridoma (a menudo en la cavidad peritoneal) en un animal histocompatible del tipo que se utiliza para
proporcionar las células somaticas y de mieloma para la fusion original. El animal inyectado desarrolla tumores que
segregan el anticuerpo monoclonal especifico producido mediante el hibrido celular fusionado. Los fluidos corporales
del animal, como el suero o fluido de ascitis, pueden aprovecharse para proporcionar mAb en una alta
concentracion. Las lineas celulares individuales también podrian cultivarse in vitro, cuando los mAb se secretan de
forma natural en el medio de cultivo del que se pueden obtener después faciimente en altas concentraciones. Los
mAb producidos a través cualquiera de estos métodos pueden purificarse posteriormente, si se desea, por filtracion,
centrifugacion y diversos procedimientos cromatograficos como HPLC o cromatografia de afinidad.

Anticuerpos modificados. Se desvelan también moléculas de anticuerpo que comprenden fragmentos (como
(F(ab’), F(ab’)2) que se producen por ejemplo por escision proteolitica de mAb o inmunoglobulinas monocatenarias
producibles por ejemplo por medios recombinantes. Dichos derivados de anticuerpo son monovalentes. En un
aspecto, dichos fragmentos pueden combinarse entre si o con otros fragmentos de anticuerpo o ligandos de receptor
para formar moléculas de unién “quiméricas”. Cabe destacar que dichas moléculas quiméricas pueden contener
sustituyentes capaces de unirse a diferentes epitopos de la misma molécula.

Es posible que sea deseable “humanizar’ anticuerpos producidos en hospedadores no humanos con el fin de
atenuar una reaccién inmunitaria cuando se utilizan en terapia humana. Dichos anticuerpos humanizados se pueden
estudiar en un contexto in vitro o in vivo. Los anticuerpos humanizados pueden producirse por ejemplo sustituyendo
una porcion inmunogénica de un anticuerpo por una porcion correspondiente pero no inmunogénica (es decir,
anticuerpos quiméricos). Solicitud PCT PCT/US86/02269; solicitud EP 184.187; Solicitud EP 171.496; Solicitud EP
173.494; Solicitud PCT WO 86/01533; Solicitud EP 125,023; Sun y col. (1987); Wood y col. (1985); y Shaw y col.
(1988). Morrison (1985; "Humanized" antibodies can alternatively be produced by CDR or CEA substitution. Jones y
col. (1986); Verhoeyan y col. (1988); Beidler y col. (1988) proporcionan revisiones generales de anticuerpos
quiméricos “humanizados”

En realizaciones mas especificas, es posible utilizar las regiones CDR del anticuerpo 1D11 y colocarlas en regiones
marco de cualquier otro anticuerpo adecuado, humano o no humano. El anticuerpo anti-TGF-f 1D11 es un
anticuerpo monoclonal murino producido por el hibridoma 1D11.16 (Designacion de depodsito ATCC No. HB 9849,
también descrito en las patentes estadounidenses 5.571.714, 5.772.998 y 5.783.185). El anticuerpo 1D11 se une
especificamente a las tres isoformas de mamifero de TGF-B. La secuencia de la region variable de cadena pesada
de D11 esta disponible con el No. de acceso No. AAB46787.

En las realizaciones relacionadas, el anticuerpo anti-TGF-B es un derivado de 1D11, p.ej., un anticuerpo que
comprende las secuencias CDR idénticas a las de 1D11 (p.€j., un anticuerpo quimérico, humanizado o con injerto de
CDR). En otra realizacion mas, el anticuerpo anti-TGF- es un anticuerpo recombinante completamente humano.

Il. Estructura y fisiologia 6sea

El hueso es un tejido vivo en crecimiento. Es poroso y esta mineralizado y compuesto por células, vasos, matriz
organica y cristales de hidroxiapatita inorganicos. El esqueleto humano se compone realmente de 2 tipos de huesos:
el hueso cortical y el hueso trabecular. El hueso cortical representa cerca del 80 % de la masa esquelética. El hueso
cortical tiene una velocidad de renovacion lenta y una alta resistencia a la flexion y la torsion. Proporciona resistencia
cuando no es deseable la flexion como es el caso de los huesos largos y medios. El hueso trabecular solamente
representa el 20 % de la masa esquelética pero el 80 % de la superficie del hueso. Es menos denso, mas elastico y
tiene una velocidad de renovacién mayor que el hueso cortical.

A. Células de formacion de hueso

Osteoprogenitores. Las células precursoras de hueso humano se caracterizan como células de pequefio tamafio
que expresan bajas cantidades de proteinas 6seas (osteocalcina, oteonectina y fosfatasa alcalina) y tienen un bajo
grado de complejidad interna (Long y col., 1995). Cuando se estimulan para diferenciarse, estas células pre-
osteoblasto se convierten en osteoblastos en su aspecto, tamafio, expresion antigénica y estructura interna. Si bien
estas células estan presentes normalmente a frecuencias muy bajas en la médula ésea, se ha descrito un proceso
para aislar estas células (Long y col., 1995). La patente estadounidense 5.972.703 describe ademas procedimientos
de aislamiento y uso de células precursoras de hueso.

Una serie de estudios indica que las células derivadas de médula 6sea tienen potencial osteogénico. La mayoria de
estas investigaciones apuntan a las las células madre mesenquimales (MSC) cuando experimentan la diferenciacion
en osteoblastos cuando se cultivan en presencia de citoquinas activas para el hueso (Jaiswal y col., 2000; Phinney y
col., 1999; Aubin, 1998; Zohar y col., 1997). Las células madre mesenquimales son una poblacién pluripotente capaz
de generar multiples linajes de células estromicas. Las MSC, tal como se emplean actualmente, constituyen una
poblacion heterogénea de células aisladas por adherencia plastica, o propagadas por paso de baja densidad. No
obstante, una publicacion reciente indica la naturaleza clénica de los resultados destino de las células en MSC lo
cual indica que una sola célula MSC puede dar lugar a dos o tres linajes mesenquimales, siendo uno de ellos
normalmente células 6seas (Pittenger y col., 1999). Estos estudios estan en consonancia con informes anteriores en
los que se demuestra el potencial osteogénico de células estrémicas de la médula ésea, en particular, las llamadas
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UFC-f de ratones y seres humanos (Friedenstein y col., 1968; Reddi and Huggins, 1972; Friedenstein y col., 1982;
Ashton y col., 1985; Bleiberg, 1985; Gronthos y col., 1994; Gronthos y col., 1999).

El aislamiento de una sola célula de MSC humana generé clones que expresan el mismo fenotipo superficial que
MSC sin fraccionar (Pittenger y col., 1999). Cabe destacar que de 6 clones de MSC evaluados, 2 retuvieron el
potencial osteogénico, condrogénico y adipogénico; otros fueron bipotentes (potencial osteo- mas condrogénico o
potencial osteo-adipocitico) o fueron de un solo linaje (condrocito). Esto indica que las propias MSC son
heterogéneas por naturaleza (si bien las condiciones de cultivo también pueden haber conducido a una pérdida de
potencial de linaje). Hasta la fecha, la capacidad de auto-renovacion de MSC sigue siendo un interrogante. No
obstante, estos estudios in vitro y otros estudios in vivo (Kadiyala y col., 1997; Petite y col., 2000; Krebsbach y col.,
1999) demuestran que MSC puede comprometerse con el linaje de la célula 6sea y desarrollar el estado de
mineralizacién de la matriz in vitro o la formacion in vivo.

Preosteoblastos. Los preosteoblastos son intermediarios entre las células osteoprogenitoras y los osteoblastos.
Presentan una mayor expresion de marcadores fenotipicos del hueso como fosfatasa alcalina (Kale y col., 2000).
Tienen una capacidad de proliferacion mas limitada, pero contindan dividiéndose no obstante y producen mas
preosteoblastos u osteoblastos.

Osteoblastos. Un osteoblasto es una célula mononucleada que es responsable de la formaciéon del hueso. Los
osteoblastos producen osteoide, que estd compuesto principalmente de colageno de Tipo |. Los osteoblastos
también son responsables de la mineralizacion de la matriz osteoide. El hueso es un tejido dinamico que esta siendo
remodelado constantemente por los osteoblastos, que construyen el hueso y los osteoclastos, que reabsorben el
hueso. Las células osteoblastos tienden a disminuir en ndmero y actividad a medida que los individuos se hacen
mayores, disminuyendo asi la renovacion natural del tejido 6seo.

Los osteoblastos surgen de células osteoprogenitoras localizadas en el periostio y la médula ésea. Los
osteoprogenitores son células progenitoras inmaduras que expresan el factor de transcripcion reguladora maestro
Cbfa1/Runx2. Osteoprogenitores son inducidos para diferenciarse bajo la influencia de los factores de crecimiento,
en particular, las proteinas morfogenéticas 6seas (BMP). Aparte de las BMP, hay otros factores del crecimiento,
entre los que se incluyen el factor de crecimiento de fibroblasto (FGF), el factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF), el factor de crecimiento de transformacion B(TGF-B), que pueden promover la division de osteoprogenitores
y aumentar potencialmente la osteogénesis. Una vez que los osteoprogenitores comienzan a diferenciarse en
osteoblastos, empiezan a expresar una gama de marcadores genéticos entre los que se incluyen Osterix, Coll, ALP,
osteocalcina, osteopontina y osteonectina. Si bien el término osteoblasto implica un tipo de célula inmadura, los
osteoblastos son de hecho las células 6seas maduras completamente responsables de la generacion del tejido 6seo
en animales y seres humanos.

Osteoclastos. Un osteoclasto es un tipo de célula ésea que elimina el tejido dseo al eliminar su matriz mineralizada.
Este proceso es lo que se conoce como resorcion 0sea. Los osteoclastos y osteoblastos sirven como instrumento
para controlar la cantidad de tejido 6seo: los osteoblastos forman hueso, los osteclastos reabsorben el hueso. Los
osteoclastos se forman por fusion de células del linaje de células de monocito-macréfago. Los osteoclastos se
caracterizan por una alta expresion de fosfatasa acida tartrato resistente (TRAP) y catepsina K.

La formacion de osteoclasto requiere la presencia de ligando RANK (activador de receptor de factor nuclear kf3) y
MCSF (factor estimulador de colonia de macréfago). Estas proteinas de union a membrana se producen
aproximando células estromicas y osteoblastos; reduciendo asi el contacto directo entre estas células y precursores
de osteoclasto. M-CSF actua a través de su receptor en el osteoclasto, c-fms (receptor de receptor 1 de estimulacion
de colonia), un receptor de tirosina quinasa de transmembrana, que conduce a una activacion de mensajero de
secuencia de tirosina quinasa Src. Ambas moléculas son necesarias para la osteoclastogénesis y estan muy
relacionadas con la diferenciacion de células derivadas de monocito/macréfago. RANKL es un miembro de la familia
de necrosis de tumor (TNF) y es esencial en la osteoclastogénesis. Los ratones en los que se ha inactivado RANKL
presentan un fenotipo de osteopetrosis y defectos de erupcion de los dientes, junto con la ausencia o deficiencia de
osteoclastos. RANKL activa NF-kf (factor-kf3 nuclear) y NFATc1 (factor nuclear de linfocito T activado, citoplasmicas,
dependientes de calcineurina 1) a través de RANK. La activacion de NF-kf3 se estimula practicamente de forma
inmediata una vez que tiene lugar la interaccion RANKL-RANK y no esta regulada al alza. La estimulacion de
NFATc1, sin embargo, comienza ~24-48 horas después de que tenga lugar la uniéon y se ha demostrado que su
expresion depende de RANKL. La diferenciacion de osteoclastos es inhibida por osteoprotegerina (OPG), que se
une a RANK con lo cual se previene la interaccion con RANK.

B. Formacion de hueso

La formacion de hueso durante la fase fetal del desarrollo tiene lugar a través de dos procesos: osificacion
intramembranosa y osificacion endocondral. La osificacion intramembranosa tiene lugar principalmente durante la
formacién de los huesos planos del craneo; el hueso se forma a partir de tejido mesenquimal. Las fases de la
osificacion intramembranosa son el desarrollo desde el centro de osificacion, calcificacion, formacion de trabéculas y
desarrollo de periostio. La osificacion endocondral por otra parte tiene lugar en los huesos largos, como las
extremidades; el hueso se forma alrededor de una matriz de cartilago. Las fases de la osificacion endocondral son el
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desarrollo del modelo de cartilago, crecimiento de cartilago, desarrollo del centro de osificacion primaria y desarrollo
del centro de osificacion secundaria.

La osificacion endocondral empieza con puntos en el cartilago denominados “centros de osificacion primaria”. La
mayoria aparece durante el desarrollo fetal, si bien algunos huesos cortos comienzan su osificacién primaria tras el
nacimiento. Son responsables de la formacion de diafasis de huesos largos, huesos cortos y ciertas partes de los
huesos irregulares. La osificacion secundaria tiene lugar tras el nacimiento y forma las epifisis de los huesos largos y
las extremidades de los huesos irregulares y planos. La diafisis y ambas epifisis de un hueso largo se paran
mediante una zona de crecimiento de cartilago (la placa epifisaria). Cuando el nifio alcanza la madurez esquelética
(18 a 25 afos de edad), todos los cartilagos se reemplazan por huesos, fusionandose la diafisis y ambas epifisis
(cierre epifisario).

La remodelacion o renovacion del hueso es un proceso de resorcion seguido del reemplazamiento de hueso con un
pequefio cambio de la forma y tiene lugar a lo largo de la vida de la persona. Los osteoblastos y osteoclastos
acoplados entre si a través de la sefializacién de célula paracrina reciben el nombre de unidades de remodelaciéon
del hueso. El proposito de remodelacion es regular la homeostasis de calcio, reparar los huesos dafiados
micrométricamente (de la tension diaria) pero también modelar y esculpir el esqueleto durante el crecimiento.

El proceso de resorcion 6sea mediante los osteoclastos libera el calcio almacenado en la circulacién sistémica y es
un importante proceso en la regulacion del equilibrio del calcio. A medida que el calcio en circulacion fija activamente
la formacion del hueso en su forma mineral, retirandose de la corriente sanguinea, la resorcion la desfija activamente
aumentando asi los niveles de calcio en la circulacion. Estos procesos tienen lugar en tandem en localizaciones
especificas de sitio.

El esfuerzo repetido, como pueda ser el ejercicio de soportar peso o la curacion del hueso, tiene como resultado el
espesamiento del hueso en puntos de maxima tension (ley de Wolff). Se ha lanzado la hipotesis de que esto se
deriva de las propiedades piezoeléctricas del hueso, que hacen que el hueso genere pequefios potenciales
eléctricos ante el esfuerzo.

lll. Tratamientos
A. Enfermedades y afecciones 6seas

Existen infinidad de afecciones que se caracterizan por la necesidad de mejorar la formacién de hueso de inhibir la
resorcion 0sea y por tanto, se podrian beneficiar del uso de anticuerpo anti-TGF- o combinaciones de anticuerpos
anti-TGF-3 y agentes secundarios, tal como se ha descrito, o células tratadas con ellos para promover la formacion
de hueso y/o la reparacion ésea. Tal vez el mas evidente es el caso de las fractura de hueso, en las que seria
deseable estimular el crecimiento éseo o acelerarlo y completar la reparacion del hueso. Los agentes que potencian
la formacion del hueso serian también utiles en procedimientos de reconstruccion facial. Otras afecciones de déficit
6seo incluyen defectos segmentales dseos, enfermedad periodontal, enfermedad dsea metastasica, enfermedad
Osea osteolitica y afecciones en las que la reparacion del tejido conectivo seria beneficiosa, como por ejemplo
curado y regeneracion de los defectos o lesién del cartilago. Asimismo, reviste gran importancia el estado crénico de
osteoporosis, que incluye osteoporosis relacionada con la edad y osteoporosis asociada con el estado hormonal
post-menopausico. Ofras afecciones caracterizadas por la necesidad de crecimiento 6seo incluyen
hiperparatiroidismo primario y secundario, osteoporosis por desuso, osteoporosis relacionada con diabetes y
osteoporosis relacionada con glucocorticoides. Existen otras afecciones diversas, como por ejemplo deficiencia de
vitamina D.

Fractura. El primer ejemplo es el individuo que, por lo demas estaria sano, padece una fractura. A menudo, la
fractura de hueso clinica se trata escayolando para aliviar el dolor y permitir que los mecanismos de reparacion
natural reparen la herida. Ha habido avances en el tratamiento de fracturas en los ultimos tiempos, sin embargo,
incluso sin considerar las distintas complicaciones que puedan surgir en el tratamiento de huesos fracturados,
cualquier nuevo procedimiento para aumentar la curacién del hueso en circunstancias normales representaria un
gran avance.

Enfermedad periodontal. La enfermedad periodontal progresiva conduce a una pérdida del diente a través de la
destruccion de la fijacion al diente con el hueso circundante. Aproximadamente 5-10 % de la poblacion de Estados
Unidos (15-60 millones de individuos) padece de enfermedad periodontal generalizada severa y existen 2 millones
de procedimientos quirdrgicos relacionados. Por otra parte, si esta enfermedad se define como la identificacion de al
menos un sitio de pérdida de fijacion clinica, entonces aproximadamente 80 % de todos los adultos estan afectados
y 90 % de ellos tienen edades de 55 a 64 afios. Si no se trata, un 88 % de los individuos afectados presentan una
progresion moderada a rapida de la enfermedad que presenta una fuerte correlacién con la edad. El principal
tratamiento actual de las enfermedades periodontal es la terapia regenerativa que consiste en el reemplazamiento
de los tejidos periodontales perdidos. El hueso perdido suele tratarse con el hueso y la médula 6sea del propio
individuo debido a su alto potencial osteogénico. Los aloinjertos de hueso (entre individuos) también pueden llevarse
a cabo utilizando hueso humano almacenado. Aunque los analisis del coste periodontal actuales son dificiles de
obtener, el tamafio de la poblacion afectada y el uso actual de los injertos de hueso como terapia de primer orden
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indican sélidamente que esta area representa un atractivo objetivo de las terapias de construccion de hueso.

Osteopenia/osteoporosis. Los términos osteopenia y osteoporosis se refieren a un grupo heterogéneo de
trastornos caracterizados por una disminucion de la masa 6sea y fracturas. La osteopenia es una masa 6sea que
tiene una desviacion tipica de uno o mas por debajo de la masa del hueso media para una poblacion; la
osteoporosis se define como 2,5 SD o inferior. Una poblacién estimada de 20-25 millones de personas se
encuentran en un mayor riesgo de fractura debido a la pérdida de hueso especifica de sitio. Los factores de riesgo
para osteoporosis incluyen la edad avanzada, el género (mas casos en mujeres), baja masa ésea, menopausia
precoz, raza (los caucasicos en general; mujeres asiaticas e hispanicas), bajo consumo de calcio, actividad fisica
reducida, factores genéticos, factores ambientales (incluyendo, consumo de tabaco y abuso de alcohol o cafeina) y
deficiencias en el control neuromuscular que crean propensién a las caidas.

Mas de un millon de fracturas en los Estados Unidos cada afio pueden atribuirse a osteoporosis. En términos
econdmicos, el coste (exclusivamente por los salarios perdidos) por terapias de osteoporosis asciende a 35.000
millones de dolares americanos en todo el mundo. La tendencia demografica (es decir, el aumento gradual de la
edad en la poblaciéon estadounidense) indica que estos costes pueden aumentar a 62.000 millones de dolares
americanos para el afio 2020. Claramente, la osteoporosis es un problema sanitario importante.

La osteoporosis, una vez considerada como parte natural del envejecimiento entre las mujeres, deja de considerarse
como algo que depende de la edad y del género. La osteoporosis se define como un trastorno del esqueleto
caracterizado por una predisposicion a que la resistencia del hueso esté comprometida para un mayor riesgo de
fractura. La resistencia del hueso refleja la integracion de dos caracteristicas principales: la densidad del hueso y la
calidad del hueso. La densidad del hueso se expresa como gramos de mineral por area o volumen y se determina
en un individuo dado por la masa 6sea maxima y la cantidad de pérdida 6sea. La calidad ésea se refiere a la
arquitectura, renovacion, acumulacion de dafios (p.ej., microfracturas) y mineralizacién. Una fractura tiene lugar
cuando se aplica una fuerza de induccién a la fractura (p.ej., traumatismo) sobre el hueso osteoporotico.

Las terapias actuales para los pacientes con osteoporosis se centran en la prevencion de fracturas, no en promover
la formacion de hueso o la reparacion de la fractura. Esto sigue siendo una consideracion importante por la
bibliografia, que sefala de forma clara que la morbilidad y mortalidad estan asociadas con un encamado prolongado
en las personas de edad, en particular, aquellas que han padecido fracturas de cadera. Las complicaciones que se
derivan del encamado incluyen coagulos de sangre y neumonia. Estas complicaciones estan reconocidas y por lo
general se adoptan medidas para evitarlas, si bien apenas es el enfoque de terapia mejor. Por lo tanto, la poblacién
de pacientes osteoporéticos se beneficiaria de las nuevas terapias disefiadas para fortalecer los huesos y acelerar el
proceso de reparacion de fracturas, procurando que estas personas se levanten antes de que surjan dichas
complicaciones.

Reconstruccion ésealinjertos. Un cuarto ejemplo se refiere a la construccion del hueso y, especificamente, la
capacidad para reconstruir defectos en el tejido dseo que es el resultado de lesiéon traumatica; como consecuencia
de cancer o cirugia para el cancer; como resultado de un defecto congénito, o como resultado de la edad. Existe una
significativa necesidad de implantes ortopédicos mas frecuentes y los huesos craneal y facial son dianas en
particular para este tipo de necesidad de reconstruccion. La disponibilidad de nuevos materiales de implante, p.€j.,
titanio ha permitido la reparacién de defectos relativamente grandes. Los implantes de titanio proporcionan una
excelente estabilidad temporal a través los defectos éseos. Sin embargo, la experiencia ha demostrado que la falta
de un hueso viable que subsane el defecto puede tener como resultado la exposicion del aparato, infeccién,
inestabilidad estructural y, finalmente, fracaso en la reparacion del defecto. Por tanto, un agente terapéutico que
estimule la formacion de hueso en el implante o alrededor de él facilitara la mas rapida recuperacion.

Los injertos 6seos autdlogos son otra posibilidad para tratar las lesiones d6seas, pero se ha demostrado que
presentan varias desventajas ya que deben recogerse del sitio de un donante como la cresta iliaca o la costilla, no
suelen proporcionar el hueso uficiente para completar el rellenado del defecto y el hueso que se forma tiende a
veces a la infeccion y la resorcion. Las preparaciones xenogeneicas parcialmente purificadas no son practicas para
su uso clinico ya que se purifican cantidades en microgramos desde kilogramos de hueso bovino, de manera que la
produccion comercial a gran escala resulta costosa e impracticable. Por tanto, generalmente se emplean aloinjertos
y preparaciones de hueso desmineralizado, pero adolecen de su naturaleza desvitalizada y de que solamente
funcionan como andamios para crecimiento de célula 6sea enddgena.

Las transferencias microquirirgicas de injertos dseos libres con tejido blando y vasos sanguineos fijados pueden
cerrar los defectos del hueso con una fuente inmediata de suministrar sangre al injerto. Sin embargo, estas técnicas
requieren tiempo y se ha demostrado que producen una gran proporcion de morbilidad y que pueden ser utilizados
Unicamente por individuos entrenados. Por otra parte, el implante de hueso suele estar limitado en cantidad y no se
puede contornear facilmente. En la mandibula, por ejemplo, la mayoria de los pacientes no pueden llevar aparatos
dentales al utilizar las técnicas aceptadas en el momento actual (incluso después de establecer continuidad) y por
tanto ganan una escasa mejora en la capacidad para masticar.

En conexion con la reconstruccion de huesos, las areas problematicas especificas para su mejora son las que
conciernen al tratamiento de defectos grandes, como los creados por un traumatismo, defectos congénitos o,
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particularmente, tras la extirpacion de un tumor; y también el area de las articulaciones artificiales. El éxito de los
implantes ortopédicos, las interfaces y las articulaciones artificiales podria mejorarse concebiblemente en la
superficie del implante o una parte funcional de un implante si se revistieran con un agente de estimulacion del
hueso. La superficie de los implantes podria revestirse con uno o mas materiales apropiados con el fin de promover
una interaccion mas eficaz con el sitio biolégico que rodea el implante e, idealmente, para promover la reparacion
del tejido.

Cancer de hueso primario y enfermedad de hueso metastasico. El cancer de huesos se produce a menudo
cuando estan presentes metastasis de hueso en una amplia gama de canceres, incluyendo tiroides, rifién y pulmon.
El cancer de huesos metastasico es una afeccion croénica; la supervivencia desde el momento del diagndstico es
variable dependiendo del tipo de tumor. En el cancer de mama y de préstata y en mieloma muiltiple, el tiempo de
supervivencia se puede medir por aifos. Para el cancer de pulmén avanzado, se mide en meses. Entre los sintomas
del cancer se incluye dolor, hipercalcemia, fractura patoldgica y compresion de la columna vertebral o compresién de
los nervios. El pronéstico de cancer de huesos metastasico esta influido por el sitio de tumor primario, la presencia
de enfermedad extra-6sea y el grado y ritmo de la enfermedad 6sea. La progresion del cancer/metastasis se
determina por analisis con obtencion de imagenes y la medicion de los marcadores especificos de hueso. Las
investigaciones recientes demuestran una fuerte correlacion entre la velocidad de resorcion 6sea y el resultado
clinico, tanto en lo que se refiere a la progresion de la enfermedad como el fallecimiento.

Mieloma multiple. El mieloma multiple (MM) es una malignidad de linfocitos B caracterizada por la acumulacién de
células plasmaticas clonicas malignas en la médula ésea. Las manifestaciones clinicas de la enfermedad se deben
al reemplazamiento de componentes de la médula 6sea normales por células de plasma anormales, con la
consiguiente sobreproduccién de inmunoglobulina monoclonal (proteina M o componente M), destrucciéon 6sea,
dolor 6seo, anemia, hipercalcemia y disfuncién renal.

A diferencia de otros canceres que se propagan al hueso (p.ej. mama, pulmoén, tiroides, rifién, préstata), la
enfermedad 6sea de mieloma (MBD) no es una enfermedad metastasica, sino que las células de mieloma se derivan
de linfocitos B del sistema inmunitario que residen normalmente en la médula 6sea y por tanto estan intimamente
asociadas con el hueso. De hecho, el entorno de la médula 6sea desempefia un importante papel en el crecimiento,
supervivencia y resistencia a quimioterapia de las células de mieloma, que a su vez regulan el aumento de la
pérdida 6sea asociada con este trastorno (web internacional en multiplemyeloma. org). Mas de un 90 % de los
pacientes con mieloma tienen implicacion de huesos, frente a 40-60 % de los pacientes con cancer que tienen
metastasis de huesos y mas de un 80% tienen dolor de huesos que no se puede tratar. Adicionalmente,
aproximadamente un 30% de los pacientes de mieloma tienen hipercalcemia que es el resultado de la mayor
actividad osteolitica asociada con esta enfermedad (Cavo y col., 2006).

Los problemas comunes en mieloma son debilidad, confusién y fatiga como consecuencia de la hipercalcemia. Dolor
de cabeza, cambios visuales y retinopatia pueden resultar de la hiperviscosidad de la sangre dependiendo de las
propiedades de la paraproteina. Finalmente, puede haber dolor radicular, pérdida del control intestinal y de vejiga
(debido a la participacion de la columna vertebral que lleva a la compresiéon de la columna) o sindrome de tunel
carpal y otras neuropatias (debido a la infiltracion de nervios perfiéricos por amiloides). Puede dar lugar a paraplejia
en casos que se presentan tardios.

Enfermedad 6sea del mieloma. Tal como se ha explicado, a diferencia de la ostedlisis asociada con otros tumores
6seos, las lesiones MBD son Unicas ya que no se curan o reparan a pesar de que los pacientes lleven afios de
completa remision. Mecanicamente, esto parece estar relacionado con la inhibicién y/o pérdida de osteoblastos que
forman hueso durante la progresion de la enfermedad. De hecho, los estudios de marcador éseo y la
histomorfometria indican actividad de osteoblastos y resorcion 6sea de osteoclastos, pero guardando un equilibrio al
principio de la enfermedad, mientras que la MBD abierta presenta una alta actividad de osteoclastos y una baja
actividad de osteoblastos. Por tanto, MBD es un trastorno en el que la formacion 6sea y la pérdida del hueso estan
descompensadas y que podria beneficiarse de terapias que estimulan la formacién del hueso y retardan su pérdida.

Se ha utilizado una serie de enfoques terapéuticos en MBD, con criterios de valoracién de tratamiento del dolor,
hipercalcemia o reduccién de los eventos relacionados con el esqueleto (SRE). Muchos de ellos pueden presentar
complicaciones graves. La cirugia, como la vertebrolastia o la cifoplastia, que se realiza para estabilizar y aliviar el
dolor conlleva riesgos quirurgicos (p.ej., infeccion) que se agravan como consecuencia de un sistema inmunitario
comprometido y no revierten los defectos esqueletales existentes. La terapia por radiacion y la terapia de
radioisétopo se utilizan ambas para prevenir/controlar la progresion de la enfermedad y presentan los riesgos tipicos
de las terapias de irradiacion. Mas recientemente, se han convertido en un patrén de terapia para MBD farmacos
como bisfosfonatos que inhiben la actividad de osteoclastos, a pesar del hecho de que funcionan insuficientemente
en este trastorno. En 9 pruebas controladas con placebo doble ocultacion principales, solamente un 66 % de los
pacientes presentaron una reduccion eficaz del dolor; 56 % presentaron una reduccion en SRE y solamente 1 de
cada 9 presentaron un beneficio de supervivencia.

B. Tratamientos de combinacion

Tal como se explica, la presente invencién proporciona un tratamiento de enfermedades 6seas y traumatismo 6seo
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estimulando la produccién de tejido 6seo nuevo. Es posible utilizar otros agentes en combinacion con los
anticuerpos anti-TGF-B de la presente invencion. Mas generalmente, estos agentes proporcionan una cantidad
combinada (junto con los anticuerpos anti-TGF-f3) para producir cualquiera de los efectos que se han explicado. Este
proceso puede implicar el contacto de la célula o el sujeto con ambos agentes al mismo tiempo. Esto se puede
conseguir poniendo en contacto la célula con una sola composicién o formulaciéon farmacéutica que incluye ambos
agentes y por contacto de la célula o el sujeto con dos composiciones o formulaciones diferenciadas, al mismo
tiempo, en las que una composicion incluye el inhibidor intracelular y la otra incluye el segundo agente.

Alternativamente, un agente puede preceder o seguir a otro a intervalos que oscilan entre minutos y semanas. En
las realizaciones en las que se aplican los agentes por separado a la célula o al sujeto, generalmente hay que
asegurarse de que no ha expirado un periodo de tiempo significativo entre el momento de cada suministro, de tal
manera que los agentes sigan siendo capaces todavia de ejercer el efecto combinado ventajosamente sobre la
célula o el sujeto. En tal caso, se contempla la posibilidad de poner en contacto la célula o el sujeto con otras
modalidades en el plazo de aproximadamente 12-24 horas entre ellos o0 mas preferentemente, aproximadamente 6-
12 horas entre ellos. En algunas situaciones, puede ser deseable extender el periodo de tiempo para el tratamiento
de manera significativa, sin embargo, con un lapso de varios dias (2, 3, 4, 5, 6 o0 7) o varias semanas (1, 2, 3, 4, 5, 6,
7 o0 8) entre las correspondientes administraciones.

Pueden emplearse varias combinaciones, el anticuerpo anti-TGF-3 es “A” y el otro agente es “B”.

A/B/A B/A/B B/B/A A/AB A/B/B B/A/A A/B/B/B B/A/B/B
B/B/B/A B/B/A/B A/A/B/B A/B/A/B A/B/B/A B/B/A/A
B/A/B/A B/A/A/B A/A/A/B B/A/A/A AB/A/A AJA/B/A

Los protocolos de administracion y la formulacion de dichos agentes seguiran por lo general los que son
convencionales para farmacos, tal como se explica a continuacion. La combinacién de agentes incluye bisfosfonatos
(Didronel™, Fosamax™ vy Actonel™), SERMs (Evista) u otros derivados de hormona y analogos de hormona
paratiroide (PTH).

IV. Formulaciones farmacéuticas y administracion
A. Composiciones y rutas

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion comprenden una cantidad eficaz de uno o mas
anticuerpos anti-TGF-B disueltos o dispersados en un vehiculo farmacéuticamente aceptable. La expresion
“farmacéutica o farmacoldgicamente aceptable” se refiere a entidades moleculares y composiciones que no
producen una reaccién adversa, alérgica o perjudicial cuando se administra a un animal, como por ejemplo, un ser
humano, segun sea apropiado. La preparacion de una composicion farmacéutica que contiene al menos un
anticuerpo anti-TGF-( y, opcionalmente, un principio activo adicional, es conocida entre las personas expertas en la
materia a la luz de la presente divulgacion, tal como lo ilustra en Remington’s Pharmaceutical Sciences, 182 Ed.
Mack Printing Company, 1990. Por otra parte, para administracion a un animal (p.ej. un ser humano) debe
entenderse que las preparaciones deberan satisfacer todas las normas de esterilidad, pirogenicidad, seguridad
general y pureza requeridas por la Oficina de Patrones Bioldgicos de la FDA.

Tal como se emplea en el presente documento “vehiculo farmacéuticamente aceptable” incluye cualquiera y todos
los disolventes, medios de dispersion, revestimientos, tensioactivos, antioxidantes, conservantes (p.ej., agentes
antibacterianos, agentes antifungicos), agentes isotdnicos, agentes de retardacion de la absorcion, conservantes,
farmacos, estabilizadores de farmaco, geles, aglutinantes, excipientes, agentes disgregantes, lubricantes, agentes
edulcorantes, agentes aromatizantes, colorantes, al igual que los materiales y combinaciones de los mismos, tal
como conoceran las personas expertas en la materia (véase, por ejemplo, Remington’s Pharmaceutical Sciences,
18th Ed. Mack Printing Company, 1990, 1289-1329). Solamente con la excepcidon de que cualquier vehiculo
convencional sea incompatible con el principio activo, se contempla su uso en las composiciones farmacéuticas.

Se puede mezclar el anticuerpo anti-TGF-B con diferentes tipos de vehiculos dependiendo de si se administran
oralmente o por inyeccion. La presente invencion se puede administrar por via bucal, intravenosa, intradérmica,
transdérmica, intratecal, intraarterial, intraperitoneal, intranasal, intravaginal, intrarrectal, tépica, intramuscular,
intratumoral, en la vasculatura del tumor, subcutanea, mucosa, oral, tépica, local, por inhalacién (p.ej., inhalacion de
aerosol), inyeccion, infusion, infusion continua, perfusion localizada por bafio de células diana directamente, a través
de un catéter, a través de lavado, en cremas, en composiciones lipidicas (p.€j., nanoparticulas, liposomas) o a través
de otro procedimiento o cualquier combinacién de los mencionados, tal como conoceran las personas expertas en la
materia (véase, por ejemplo, Remington’s Pharmaceutical Sciences, 182 Ed. Mack Printing Company, 1990). En
particular, el anticuerpo anti-TGF-f se formula en una composicion para su aplicacién on jeringuilla para su uso para
administracion intravenosa.

El anticuerpo anti-TGF- puede formularse en una composicién en una base libre, neutra o forma de sal o éster.
También puede sintetizarse/formularse en una forma de profarmaco. Entre las sales farmacéuticamente aceptables
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se incluyen sales de adicion de acido, p.ej., las formadas con los grupos amino libres de una composicién de
proteinas o que estan formadas con acidos inorganicos, como por ejemplo, acidos clorhidrico o fosférico o dichos
acidos organicos como acidos acético, oxalico, tartarico, fumarico o mandélico. Las sales formadas con los grupos
carboxilo libre también pueden derivarse de bases inorganicas como por ejemplo, hidroxidos de sodio, potasio,
amonio, calcio o férricos; o bases organicas como isopropilamina, trimetilamina, histidina o procaina. Tras la
formulacién, se administraran las soluciones de manera compatible con la formulacién de dosificacion en una
cantidad tal como para que sea terapéuticamente eficaz.

Ademas, de acuerdo con la presente invencién, se proporciona la composiciéon de la presente invencion adecuada
para administracion en un vehiculo farmacéuticamente aceptable con o sin un diluyente inerte. El vehiculo debera
ser asimilable e incluye vehiculos liquidos, semi-sélidos, es decir pastas, o sélidos. Unicamente a excepcion de que
el medio convencional, agente, diluyente o vehiculo se negativo para el receptor o para la eficacia terapéutica de la
composicién que lo contiene, su uso en la composicién de administracion para su uso en la puesta en practica de los
procedimientos de la presente invencién es apropiado. Entre los ejemplos de vehiculos o diluyentes se incluyen
grasas, aceites, agua, soluciones salinas, lipidos, liposomas, resinas, aglutinantes, cargas y similares o
combinaciones de los mismos. La composicién puede comprender también varios antioxidantes para retardar la
oxidaciéon de uno o mas de los componentes. Asimismo, la prevencion de la accién de microorganismos puede
conseguirse mediante conservantes como por ejemplo varios agentes antibacterianos y antifingicos, incluyendo,
pero sin limitarse a ellos parabenos (p.ej., metil parabenos o propil parabenos), clorobutanol, fenol, acido sérbico,
trimerosal o combinaciones de los mismos.

En una realizacion especifica de la presente invencion, se combina la composicion o se mezcla a fondo con un
vehiculo semi-sélido o soélido. EI mezclado puede llevarse a cabo de cualquier manera convencional, como triturado.
Es posible agregar también agentes estabilizadores en el proceso de mezclado para proteger la composicion de la
pérdida de actividad terapeutica, es decir, desnaturalizacion en el estbmago. Entre los ejemplos de estabilizadores
para su uso en la composicion se incluyen tampones, aminoacidos, como glicina y lisina, hidratos de carbono como
dextrosa, manosa, galactosa, fructosa, lactosa, sacarosa, maltosa, sorbitol, manitol, etc.

En otras realizaciones mas, la presente invencién puede referirse al uso de una composicién de vehiculo lipidico
farmacéutico que incluye anticuerpos anti-TGF-3, uno o mas lipidos y un disolvente acuoso. Tal como se utiliza en el
presente documento “lipido” se define para que incluya cualquiera entre una amplia gama de sustancias que es
caracteristicamente insoluble en agua y que se puede extraer con un disolvente organico. Esta amplia clase de
compuestos es muy conocida entre las personas expertas en la materia y tal como se utiliza en el presente
documento el término “lipido” no esta limitado a ninguna estructura en particular. Entre los ejemplos se incluyen
compuestos que contienen hidrocarburos alifaticos de cadena larga y sus derivados. Un lipido puede ser natural o
sintético (es decir, disefiado o producido por el hombre). Los lipidos se conocen dentro de la técnica e incluyen por
ejemplo grasas neutras, fosfolipidos, fosfoglicéridos, esteroides, terpenos, lisolipidos, glicoesfingolipidos,
glicolipidos, sulfatidas, lipidos con acidos grasos unidos a ater y éster y lipidos polimerizables y combinaciones de
ellos.

Las personas expertas en la material estaran familiarizadas con la gama de técnicas que se pueden emplear para
dispersar una composicion en un vehiculo lipido. Por ejemplo, pueden dispersarse anticuerpos anti-TGF-f3 en una
solucién que contiene un lipido, disolverse con un lipido, emulsionarse con un lipido, mezclarse con un lipido,
combinarse con un lipido, unirse covalentemente con un lipido, incluirse como suspension en un lipido, incluirse o
formar un complejo con un micelo o un liposoma o asociarse de otro modo con un lipido o una estructura de lipido a
través de cualquier medio conocido entre las personas expertas en la materia. La dispersién puede tener o no el
resultado de la formacion de liposomas.

La cantidad de dosis real de la composicion de la presente invencién que se administra a un paciente animal puede
determinarse segun factores fisicos y fisioldgicos, como el peso corporal, la gravedad de la afeccion, el tipo de
enfermedad que se esté tratando, las intervenciones terapéuticas anteriores o en curso, la idiopatia del paciente y la
ruta de administracion. Dependiendo de la posologia y la ruta de administracion, el nimero de administraciones de
una dosificacion preferente y/o cantidad eficaz puede variar de acuerdo con la respuesta del sujeto. El facultativo
responsable de la administracion sera en cualquier caso quien determine la concentracion del (los) principio(s)
activo(s) en la composicion y las dosis apropiadas para cada sujeto como individuo.

En ciertas realizaciones, las composiciones farmacéuticas de anticuerpo anti-TGF-B pueden comprender por
ejemplo, al menos aproximadamente 0,1 % del antagonista, aproximadamente 0,5 % del antagonista o
aproximadamente 1,0 % del antagonista. En oftras realizaciones, el antagonista puede comprender entre
aproximadamente 2 % y aproximadamente 75 % del peso de la unidad o entre aproximadamente 25 % vy
aproximadamente 60 %, por ejemplo y cualquier intervalo que se pueda derivar. Naturalmente, la cantidad del
antagonista en cada composicion terapéuticamente util puede prepararse de manera que se obtenga una dosis
adecuada de cualquier dosis unitaria del compuesto. Las personas expertas en la especialidad de la preparacion
dichas formulaciones farmacéuticas contemplaran factores como la solubilidad, la biodisponibilidad, la semivida
bioldgica, la ruta de administracion, la caducidad del producto, asi como otras consideraciones farmacologicas, y
siendo asi pueden ser deseables diversas posologias y pautas de tratamiento.
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En otros ejemplos no exhaustivos, una dosis de anticuerpos anti-TGF-f puede comprender también de
aproximadamente 0,1 microgramo/kg/peso corporal, aproximadamente 0,2 microgramo/kg/peso corporal,
aproximadamente 0,5 microgramo/kg/peso corporal, aproximadamente 1 microgramo/kg/peso corporal,
aproximadamente 5 microgramo/kg/peso corporal, aproximadamente 10 microgramo/kg/peso corporal,
aproximadamente 50 microgramo/kg/peso corporal, aproximadamente 100 microgramo/kg/peso corporal,
aproximadamente 200 microgramo/kg/peso corporal, aproximadamente 350 microgramo/kg/peso corporal,
aproximadamente 500 microgramo/kg/peso corporal, aproximadamente 1 miligramo/kg/peso corporal,
aproximadamente 5 miligramo/kg/peso corporal, aproximadamente 10 miligramo/kg/peso corporal, aproximadamente
50 miligramo/kg/peso corporal, aproximadamente 100 miligramo/kg/peso corporal, aproximadamente 200
miligramo/kg/peso  corporal, aproximadamente 350 miligramo/kg/peso corporal, aproximadamente 500
miligramo/kg/peso corporal, a aproximadamente 1000 mg/kg/peso corporal o mas por administracion y cualquier
intervalo derivable de ellos. En ejemplos no exhaustivos de un intervalo que se puede derivar de los numeros
enumerados en el presente documento, puede administrarse en un intervalo de aproximadamente 5 mg/kg/peso
corporal a aproximadamente 100 mg/kg/peso corporal, de aproximadamente 5 microgramo/kg/peso corporal a
aproximadamente 500 miligramo/kg/peso corporal, etc., sobre la base de los nimeros descritos.

En realizaciones en particular de la presente invencion, los anticuerpos anti-TGF-f se formulan para su
administracion a través de una ruta de alimentacion. Las rutas de alimentacion incluyen todas las rutas de
administracion posibles en las que se pone en contacto la composicion directamente con el tracto alimentario.
Especificamente, las composiciones farmacéuticas divulgadas en el presente documento pueden administrarse por
via oral, bucal, rectal o sublinguial. Siendo asi, dichas composiciones pueden formularse con un diluyente inerte o
con un vehiculo compresible asimilable o se pueden encerrar en una capsula de gelatina de cubierta dura o blanda o
se pueden comprimir en comprimidos o se pueden incorporar directamente en el alimento de la dieta.

En ciertas realizaciones, los compuestos activos pueden llevar incorporados excipientes y utilizarse en forma de
comprimidos para ingerirlos, comprimidos bucales, trociscos, capsulas, elixires, suspensiones, jarabes, obleas y
similares (Mathiowitz y col., 1997; Hwang y col., 1998; patentes estadounidenses 5.641.515, 5.580.579 y 5.792.451).
Los comprimidos, trociscos, pildoras, capsulas y similares pueden contener también lo siguiente: un aglutinante,
como por ejemplo, goma de tragacanto, acacia, gelatina de almidéon de maiz o combinaciones de los mismos; un
excipiente, como por ejemplo fosfato dicalcico, manitol, lactosa, almidén, estearato de magnesio, sacarina sédica,
celulosa, carbonato de magnesio o combinaciones de los mismos; un agente disgregante, como por ejemplo,
almidon de maiz, almidon de patata, acido alginico o combinaciones de los mismos; un lubricante, como por ejemplo
estearato de magnesio; un agente edulcorante, como por ejemplo, sacarosa, lactosa, sacarina o combinaciones de
los mismos; un agente aromatizante, como por ejemplo pipermint, esencia de gaulteria, aroma de cereza, aroma de
naranja, etc. Cuando la forma de dosificacion unitaria es una capsula puede contener, ademas de los materiales del
tipo mencionado, un vehiculo liquido. Pueden estar presentes otros materiales diversos como revestimientos o
modificarse de otra forma la forma fisica de la dosis unitaria. Por ejemplo, los comprimidos, pildoras o capsulas
pueden ir revestidos con shellac, azticar o ambos. Cuando la forma de dosificacién es una capsula, puede contener
ademas de los materiales del tipo mencionado, vehiculos como un vehiculo liquido. Las capsulas de gelatina,
comprimidos o pildoras pueden estar revestidas entéricamente. Los revestimientos entéricos previenen la
desnaturalizacion de la composicién en el estémago o el intestino superior cuando el pH es acido. Véase, p.€j., la
patente estadounidense 5.629.001. Una vez que alcanza el intestino delgado, el pH basico en él disuelve el
revestimiento y permite que la composicién se libere y se absorba a través de células especializadas, p.€j.,
enterocitos epiteliales y células de las placas de Peyer. Un jarabe de elixir puede contener el compuesto activo,
sacarosa como agente edulcorante, metil y propil parabenos como conservantes, un colorante y un aromatizante,
como por ejemplo sabor a cereza o naranja. Naturalmente, cualquiera de los materiales utilizados para preparar
cualquiera de las formas de dosis unitaria sera farmacéuticamente puro y sustancialmente no téxico en las
cantidades empleadas. Por otra parte, los compuestos activos pueden incorporarse en la preparacion o las
formulaciones de liberacion sostenida.

Para administracion oral, como pueda ser el tratamiento de una enfermedad periodontal, las composiciones de la
presente invencion pueden ir incorporadas alternativamente en uno o mas excipientes en forma de enjuagues
bucales, dentifricos, comprimidos bucales, pulverizadores orales o formulaciones para administracion sublingual
oralmente. Por ejemplo, un enjuague bucal puede prepararse incorporando el principio activo en la cantidad
requerida en un disolvente apropiado, como solucion de borato sédico (solucion de Dobell’s). Alternativamente, se
puede incorporar el principio activo en una solucién oral, por ejemplo aquella que contiene borato sédico, glicerina y
bicarbonato potasico, o dispersarse en un dentifrico o afadirse en una cantidad terapéuticamente eficaz a una
composicion que puede incluir agua, aglutinantes, abrasivos, agentes aromatizantes, agentes de formacion de
espuma y humectantes. Alternativamente, las composiciones pueden adoptar la forma de comprimidos, gel o
solucioén para colocarse en la lengua, en la encia, servir para cepillar las superficies dentales o disolverse en la boca.
Las patentes estadounidenses 6.074.674 y 6.270.750 describen composiciones de liberacién sostenida, topica para
procedimientos periodontales.

En otras realizaciones, los anticuerpos anti-TGF- pueden administrarse a través de una ruta parenteral. Tal como
se emplea en el presente documento, el término “parenteral” incluye rutas que esquivan el tracto alimentario.
Especificamente, las composiciones farmacéuticas desveladas en el presente documento pueden administrarse por
ejemplo, pero sin limitarse a ellas, por via intravenosa, intradérmica, intramuscular, intraarterial, intratecal,
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subcutanea o intraperitoneal. Patentes estadounidenses 6.537.514, 6.613.308, 5.466.468, 5.543.158; 5.641.515; y
5.399.363. Las soluciones de los compuestos activos como base libre o sales farmacéuticamente aceptables se
pueden preparar en agua convenientemente mezclada con un tensioactivo, como hidroxipropil celulosa. Las
dispersiones se pueden preparar en glicerol, polietilen glicoles liquidos y mezclas de los mismos y en aceites. En
condiciones normales de almacenamiento y uso, estas preparaciones contienen un conservante para evitar el
crecimiento de microorganismos. Las formas farmacéuticas adecuadas para su uso inyectable incluyen soluciones o
dispersiones acuosas estériles y polvos estériles para la preparacion extemporanea de soluciones o dispersiones
inyectables estériles (patente estadounidense 5.466.468). En todos los casos, la forma puede ser estéril y puede ser
fluida hasta el punto de ser facilmente inyectable. Debe ser estable en condiciones de fabricacion y almacenamiento
y debe preservarse contra la acciéon contaminante de microorganismos, como bacterias y hongos. El vehiculo puede
ser un medio de dispersion o disolvente que contiene por ejemplo agua, etanol, poliol (es decir, glicerol, propilen
glicol y polietilen glicol liquido y similares), mezclas adecuadas de los mismos y/o aceites vegetales. La fluidez
apropiada puede mantenerse por ejemplo mediante el uso de un revestimiento, como lecitina, manteniendo el
tamario de particula requerido en el caso de una dispersion y mediante el uso de tensioactivos. La prevencion de la
accion de microorganismos puede conseguirse mediante varios agentes antibacterianos y antifungicos, por ejemplo,
parabenos, clorobutanol, fenol, acido sorbico, trimerosal y similares. En muchos casos puede ser deseable incluir
agentes isoténicos, como por ejemplo azucares o cloruro soédico. La absorciéon prolongada de composiciones
inyectables puede conseguirse mediante el uso de composiciones de agentes que retrasan la absorcién, como por
ejemplo monoestearato de magnesio y gelatina.

Para administracion parenteral en una solucién acuosa, por ejemplo, se debera tamponar la solucion
convenientemente si es necesario y hacer el diluyente liquido primero isoténico con suficiente solucion salina o
glicosa. Estas soluciones acuosas en particular son especialmente adecuadas para administracion intravenosa,
intramuscular, subcutanea e intraperitoneal. En relacion con esto, el medio acuoso estéril que se puede emplear
sera conocido entre las personas expertas en la materia a la luz de la presente divulgacion. Por ejemplo, se puede
disolver una dosis en 1 ml de solucién NaCl isoténica y afiadirla a 1000 ml de fluido de hipodermoclisis o inyectarse
en el sitio de infusidon propuesto (véase, por ejemplo, "Remington’s Pharmaceutical Sciences" 152 edicion, paginas
1035-1038 and 1570-1580). Sera necesaria alguna variacion en la dosificacion dependiendo de las condiciones del
sujeto que se esté tratando. La persona responsable de la administracion, determinara en cualquier caso, la dosis
apropiada para el sujeto como individuo. Por otra parte, para administracion humana las preparaciones deberan
satisfacer las normas de esterilidad, pirogenicidad, seguridad en general y pureza, tal como lo requiere la Oficina de
Normas bioldgicas de la FDA.

Las formulaciones de liberacion sostenida para el tratamiento de afecciones 6seas incluyen las descritas en las
patentes estadounidenses 4.722.948, 4.843.112, 4.975.526, 5.085.861, 5.162.114, 5.741.796 y 6.936.270. Los
procedimientos y las composiciones inyectables para reparacion 6sea se describen en las patentes estadounidenses
4.863.732, 5.531.791, 5.840.290, 6.281.195, 6.288.043, 6.485.754, 6.662.805 y 7.008.433.

Las soluciones inyectables estériles se preparan incorporando los compuestos activos en la cantidad requerida en
un disolvente apropiado con varios de los demas ingredientes enumerados, segun se requiera, seguido de
esterilizacion filirada. En general, se preparan las dispersiones incorporando los distintos principios activos
esterilizados en un vehiculo estéril que contiene el medio de dispersion basico y los demas ingredientes necesarios
entre los enumerados. En el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones inyectables estériles, los
procedimientos preferentes para la preparacion son secado al vacio y criodesecacion que producen un polvo del
principio activo mas cualquier ingrediente adicional deseado a partir de una solucién filirada para su esterilizacion
previamente. Se combina una composicion con un vehiculo liquido como, p.gj., agua o solucion salina, con o sin un
agente estabilizante.

B. Dispositivos

Ademas de proporcionar anticuerpos anti-TGF- para su administracion a través de las rutas explicadas, dichos
agentes, ya sean solos o en combinacion, pueden utilizarse en el contexto de aparatos, como por ejemplo implantes.
Se contemplan diversos implantes relacionados con los huesos, incluyendo implantes dentales, implantes para
articulaciones, como caderas, rodillas y codos, implantes para las vértebras/columna vertebral y otros. Los
anticuerpos anti-TGF-B se pueden impregnar en una superficie del implante, incluyendo una matriz bioactiva o
revestimiento. El inhibidor puede formularse ademas en un tiempo de liberacion sostenido, retardado o prolongado.
El revestimiento puede comprender polimeros, por ejemplo, los que se enumeran a continuacion. A continuacion, se
cita una lista de patentes que se refieren a implantes dseos y dispositivos que se pueden utilizar de acuerdo con
esta realizacion de la invencion:

TABLA 1 — PATENTES DE IMPLANTES OSEOS

Patente EE. UU. Titulo de patente
7.044.972 Implante éseo, en particular, un implante intervertebral
7.022.137 Implante de fusion intervertebral hemilumbar 6seo que tiene un extremo de avance
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7.001.551
6.994.726
6.989.031

6.988.015
6.981.975

6.981.872

6.929.662
6.923.830
6.921.264

6.918.766

6.913.621
6.899.734
6.860.884
6.852.129
6.802.845
6.786.908
6.767.367
6.761.738
6.755.832
6.730.129

6.689.167

6.689.136
6.666.890

6.652.592
6.648.917
6.607.557
6.599.322

6.562.074
6.562.073
D473.944
6.540.770
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asimétrico y procedimiento para su instalacion
Procedimiento de formacién de un implante de material 6seo compuesto
Implante 6seo prostético de funcion dual y procedimiento para su preparacion

Implante semi-intervertebral fabricado a partir de anillo 6seo largo principal o un
compuesto 6seo

Implante éseo

Procedimiento para insertar un implante de fusion vertebral que tiene proyecciones de
enganche en el hueso desplegables.

Procedimiento de implante 6seo para implantar y kit para su uso en la fabricacion de
implantes, en particular, Utiles en lo que se refiere a implantes dentales.

Elemento extremo para un implante de fusién 6sea
Implante de fusion vertebral que tiene proyecciones de enganche del hueso desplegables

Implante para su implantacion en el tejido 6seo o en el tejido 6éseo suplementado con un
material sustituto del hueso

Procedimiento, disposicion y uso de un implante para asegurar el suministro de una
sustancia bioactiva al hueso y/o al tejido que rodea el implante

Implante flexible con el uso de hueso parcialmente desmineralizado

Implante modular para fusionar una estructura 6sea adyacente

Implante para conector del hueso

Implante de fusion 6sea ajustable y procedimiento

Implante para conector éseo

Implante de soporte de la fractura 6sea con espaciadores que no son metal

Implante de fusion vertebral que tiene proyecciones de enganche al hueso desplegables
Implante moldeado reforzado formado de hueso cortical

Implante de la placa 6sea

Implante para la aplicacion en el hueso, procedimiento para producir dicho implante y uso
de dicho implante

Procedimiento de utilizacion de un dispositivo de fusién vertebral, implante de articulacién
6sea e implante de fusion vertebral

Implante para fijar dos fragmentos de hueso entre si

Implante intervertebral semi-lumbar éseo que tiene un extremo de avance asimétrico y
procedimiento para su instalacion

Implante 6seo desmineralizado segmentalmente
Implante de fusion 6sea ajustable y procedimiento
Implante de injerto 6seo artificial

Procedimiento para producir micro rebajes socavados en una superficie, un implante
quirdrgico realizado asi y procedimiento para fijar un implante al hueso

Implante de fusion 6sea ajustable y procedimiento
Implante de hueso vertebral
Implante éseo

Dispositivo de fijacion reversible para asegurar un implante en el hueso
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6.537.277
6.506.051
6.478.825

6.458.136

6.447.545
6.436.146
6.371.986

6.370.418
6.364.880
6.350.283

6.350.126
6.287.343
6.270.346
6.248.109
6.217.617
6.214.050

6.213.775
6.206.923
6.203.545
6.149.689
6.149.688
6.149.686
6.126.662
6.083.264

6.058.590

6.018.094
5.976.147

5.906.488

5.899.939
5.895.425
5.890.902
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Implante para fijar una placa 6sea
Implante 6éseo con un elemento intermedio y ensamblaje de expansion

Implante, procedimiento para su fabricacion y uso del implante para el tratamiento de
defectos 6seos

Instrumento ortopédico para dimensionar sitios de implante y para presurizar cemento
6seo y un procedimiento para su uso.

Implante éseo de autoalineacion
Implante para tratar dolencias de una articulacién o un hueso

Dispositivo de fusion espinal, implante de articulacion del hueso e implante de fusién
vertebral

Dispositivo y procedimiento para medir la posicién de un implante 6seo
Implante vertebral con tornillos de hueso

Implante intervertebral semi-lumbar éseo que tiene un extremo de avance asimétrico y
procedimiento para su instalacion

Implante éseo

Implante vertebral roscado con aberturas de increscencia de hueso
Implante dental para el recrecimiento éseo

Implante para interconectar dos fragmentos de hueso

Implante 6seo y procedimiento para asegurarlo

Implante expandible para estabilizacion intervertebral y adaptado para extrudir material
osteogénico y un procedimiento de estabilizacion de huesos al mismo tiempo que se
extrude el material osteogénico

Procedimiento de sujecién de un implante a un hueso y un implante para ello
Implante flexible utilizando hueso parcialmente desmineralizado

Implante para fijar fragmentos éseos tras la osteotomia

Implante como reemplazamiento de hueso

Implante de injerto 6seo artificial

Implante vertebral roscado con aberturas de increscencias de hueso
Implante éseo

Material de implante para reemplazar o aumentar el tejido 6seo vivo que implica espuma
sintactica termoplastica

Aparato y procedimientos para embeber un material biocompatible en un implante éseo
de polimero

Implante y ensamblaje de inserto para hueso y usos del mismo

Instrumentacion modular para preparacion del hueso y reduccion de pruebas de implante
de implantes ortopédicos

Dispositivo de retencion desprendible que previene una rotacién no deseada durante el
apretado de una conexién roscada en un implante anclado al hueso

Implante derivado del hueso para aplicaciones de soporte de carga
Implante de hueso

Mecanismo de cierre de hueso de implante y sistema de ligamento periodontal artificial

18



10

15

20

25

30

35

40

5.885.287
5.819.748
5.810.589
5.759.035
5.720.750
5.709.683

5.709.547
5.674.725

5.658.338
D381.080

5.639.402
5.624.462
D378.314
5.607.430

5.571.185

5.456.723
5.441.538
5.405.388
5.397.358
5.383.935

5.364.268
5.312.256
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Implante éseo intervertebral de auto-impacto

Implante para su uso en cirugia de huesos

Combinacioén de estribo de implante dental que reduce la tension del hueso crestal
Implante dental de fusién 6sea con anclaje hibrido

Dispositivo para la preparacion de hueso tubular para la insercion de un eje de implante

Implante de hueso intervertebral que tiene caracteristicas de estabilizacién de unién
conjunta para fusién del hueso

Implante dental para el anclaje de hueso cortical

Materiales de implante que tienen una fosfatasa y un compuesto de organofosforo para la
mineralizacion in vivo del hueso

Manto de fijacion del hueso modular prostético y sistema de implante

implante quirdrgico de base de craneo metalico combinado y placa de fijacion de pestafia
de hueso

Procedimiento para fabricar partes verdes de implante de hueso artificial
Implante 6seo y procedimiento para asegurarlo
Implante vertebral 6seo

Implante de estabilizacién ésea que tiene una porcién de placa 6sea con medios de
sujecion de cable integrados

Proceso para la produccién de un implante éseo y un implante 6seo producido con el
mismo.

Implante metalico anclave al tejido 6seo para reemplazar un hueso enfermo o roto
Implante 6seo y procedimiento para asegurarlo

Implante de biopsia 6sea

Implante éseo

Implante prostético con corriente auto-generada para fijacion temprana en el hueso
esquelético

Procedimiento para instalar una fijacion de implante dental en hueso cortical

Implante dental para penetracion vertical, adaptado para diferentes grados de dureza del
hueso

V. Ensayos de identificacion sistematica

Se develan también procedimientos de identificacion de nuevos anticuerpos Utiles contra TGF-3 para su uso en la
estimulacion de la produccion del hueso. Por ejemplo, un procedimiento comprende generalmente:

(a) proporcionar un anticuerpo candidato;

(b) mezclar el modulador candidato con una célula o un animal experimental adecuado;

(c) medir la actividad del osteoblasto u osteoclasto o crecimiento dseo, resistencia, masa o formacion; y

(d) comparar las caracteristicas medidas en la etapa (c) con las observadas en ausencia del candidato,

en el que la diferencia entre las caracteristicas medidas indica que dicho candidato es realmente un estimulador
de la produccién del hueso.

Los ensayos pueden llevarse a cabo en células aisladas o en organismos, incluyendo animales transgénicos. La
formacién de hueso puede identificarse por manchas de rojo de Alizarina o de von Kossa, FTIR o analisis de
espectrometria de Raman o a través de fluorocromos ligados a compuestos que se unen al hueso.
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VI. Ejemplos

Se incluyen los siguientes ejemplos para demostrar los modos de realizacion preferentes de la invencion. Las
personas expertas en la materia deberan apreciar que las técnicas divulgadas en los ejemplos que siguen
representan las técnicas que segun ha descubierto el autor de la invencion funcionan bien en la practica de la
invencion y por tanto se puede considerar que constituyen modos de realizacion preferentes para su puesta en
practica. Sin embargo, las personas expertas en la materia, a la luz de la presente divulgacion, pueden apreciar que
es posible introducir muchos cambios en las realizaciones especificas que se divulgan y seguir obteniendo
resultados iguales o similares.

EJEMPLO 1 - MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS

Anticuerpos. El anticuerpo 1D11 fue generado por Genzyme Corporation (Framingham). Anticuerpo de control
(13C4) que corresponde a un complejo IgG idéntico que carece de cualquiera de las capacidades de unién de TGF-

Régimen de tratamiento. Se trataron ratones C57B1/6 macho de 13 semanas de vida normales con 10 mg/kg/x 3
semanas de 1D11 o anticuerpo de control. Se administré6 cada uno de los reactivos por inyeccion intraperitoneal
estéril a lo largo de un periodo de tiempo de 4 semanas (FIG. 1). Todos los procedimientos con animales se llevaron
a cabo con arreglo a los protocolos IACUC aprobados en la Vanderbilt University Medical Center.

Obtencion de imagenes. Se analizaron la tibia y el fémur por exploracion por microCT (mCT40, Scanco) a un
tamano voxel isotropico de 12 mm (55 Kv). Una vez identificada la placa de crecimiento en cada grupo de escaner,
se exploro la region metafisaria 200 um por debajo de esta area y se analizd en cuanto a las alteraciones de los
parametros del hueso trabecular (Umbral 280).

Histologia e histomorfometria. Se recogieron los cuerpos de las vértebras lumbares (L3-5) y huesos largos
después de sacrificar al animal y se fijaron durante hasta 48 horas en formalina al 10 %. Se procesaron las regiones
descalcificadas y se embebieron en una resina a base de metacrilato de metilo y se cortaron a 5 ym. Se
desplastificaron los cortes y se tifieron para detectar los iones de calcio unidos utilizando el procedimiento de Von
Kossa con una contratinciéon de van Gieson o utilizando una técnica de tincién post-acoplamiento para fosfatasa
acida resistente a tartrato (TRAP). Se descalcificaron los huesos largos durante 2 semanas en EDTA al 10 % y se
procesaron en cera de parafina. Se cortaron las muestras a 5 ym y se tifieron con H&E/Orange G o en cuanto a la
actividad TRAP. Se cuantificd el volumen del hueso, la distribucion celular histomorfométricamente utilizando un
software de cuantificacion de osteomedicion (Osteometrics).

Expresion de gen. Se evaluo la relacion de expresion de gen RANKL/OPG en células de osteoblasto T23 tratadas
con 1D11 o de control, con ARN aislado utilizando un kit de extraccion RNEasy (Qiagen). Se adquirieron los
cebadores Tagman validados y se analizaron las muestras utilizando un sistema de PCR en tiempo real 7300
(Applied Biosystems) en las condiciones recomendadas por el fabricante. Se evalué la expresién osteogeneica
utilizando técnicas de PCR en tiempo real normales.

Expresion de proteina. Se aislé suero normal de ratones tratados y sin tratar por exanguinacion antes del sacrificio.
Se evalud el suero por ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA) en cuanto a los niveles de RANKL
soluble o proteina OPG utilizando un sistema de inmunoensayo de cuantiquina (R&D Systems) con concentrado y
dilucién de suero x 5 utilizado para RANKL u OPG, respectivamente.

Ensayo de reabsorcion de orina. Se recogieron muestras de orina de todos los animales antes del sacrificio. Se
cuantific6 por ELISA el producto de descomposicion de colageno desoxipiridinoliina (DPD) utilizando el ensayo
MicroVue-DPD assay (Quidel Corp.) siguiendo las instrucciones del fabricante y se normalizé a los niveles de
creatinina de la orina (MicroVue-Creatinine, Quidel Corp.).

Ensayo bioquimico. Se analizaron la resistencia y el médulo de la region diafisaria del fémur bioquimicamente. Se
colocaron horizontalmente los fémures recién extirpados sobre rodillos de soporte y se cargaron monoténicamente
en flexion en tres puntos a una velocidad de 3 mm/min, utilizando el sistema de ensayo de materiales (Dynamight
8841; Instron). Se registro la curva de desplazamiento de la fuerza para proporcionar la maxima fuerza soportada
por el hueso y la rigidez inicial. Aplicando ecuaciones de flexion y momento de inercia derivadas por microCT a partir
de la teoria de haces (Schriefer y col., 2005), los autores de la invencidon convirtieron estas propiedades
estructurales en médulo y resistencia de flexion del hueso entero.

Microespectroscopia de Raman. Se caracterizé la composiciéon quimica del hueso por microespectroscopia de
Raman (Renishaw). Se embebieron las tibias en PMMA y se cortaron en la metafisis por debajo del lugar de
crecimiento para exponer una seccién transversal del cortex. Se rectificd esta superficie con sucesivos papeles de
lija de carburo de silicio y se pulieron con una suspension espesa de alimina de 1 um. Un objetivo de 50x enfoco el
laser (fuente de diodo de laser de 785 nm) a una region de 3 um por debajo de la superficie del tejido y se recogio la
luz inelastica con un espectrégrafo Renishaw (resolucion espectral 1 cm™'). Los espectros medidos consistieron en
tres acumulaciones con un tiempo de integracién de 10 s cada uno. Utilizando los scripts de Matlab habituales, se
sustrajo la fluorescencia de fondo en los espectros mediante un algoritmo de ajuste polindmico modificado (Lieber y

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2702 049 T3

col., 2003). Se recogieron los espectros de 10 emplazamientos trabeculares con la metafisis de la tibia (rectificada
por debajo de la placa de crecimiento). Se calculd la relaciéon entre mineral y coldgeno como la intensidad maxima
de fosfato v1 (962 cm™) por intensidad maxima de prolina (856 cm™) y se promedié por hueso.

Nanoindentacion. Se cuantificdé el médulo al nivel del tejido por nanoindentacién. Se sondearon las regiones
embebidas en resina de la diafisis de la tibia utilizando un Nanoidenter XP (MTS XP). Se presiond la punta de un
diamante de Berkovitch (angulo de inclinacion: 142,3 °; radio: 100 nm) en la superficie utilizando un esquema de
carga trapezoidal del siguiente modo: 1) carga a una velocidad de esfuerzo de 0,5/s a una profundidad de 1 ym, 2)
retencion en Pmax durante 10 segundos, 3) descarga a 350 uN s-1 a 90 % de Pmax ¥ 4) dejar el intentador sobre la
superficie durante 60 segundos para establecer la deriva térmica. A partir de la curva de fuerza-desplazamiento
resultante, se calculé el médulo elastico (E) del tejido en el punto de indentacién (0,25 ym de resolucion) siguiendo
los procedimientos de Oliver and Pharr (2004). Esto implica un procedimiento de calibracion inicial utilizando silice
fundida para establecer la relaciéon entre la profundidad de la fisura y el area de contacto de la punta y para
determinar la pendiente de la porcién sin carga de la curva fuerza-desplazamiento. Se recogieron diez fisuras por
hueso, representandose los datos como la media + SE.

Analisis estadistico. Se determinaron los valores estadisticamente significativos a través de las pruebas T de
Students y Mann-Whitney, considerandose como significativo valores p inferiores a 0,05.

EJEMPLO 2 - RESULTADOS

La inhibicion de TGF-B mediante el tratamiento con anticuerpo 1D11, representada en la FIG. 1, aumento
significativamente el volumen de hueso largo en comparacion con los controles (FIGS. 2A-B). El hueso trabecular en
la metafisis de la tibia analizado por exploracion de microCT present6 un espectacular aumento en BV/TV en general
(Fig. 2C), la densidad mineral 6sea (BMD) (FIG. 2D), el espesor trabecular (FIG. 2F) y la separacién trabecular
disminuyo (FIG. 2F) en los animales tratados con 1D11 en comparacion con los ratones tratados con control. El
andlisis histomorfométrico de los cortes descaltificados de las vértebras lumbares corroboraron el analisis de
microCT de los huesos largos. La inhibicion de TGF-B mediada por 1D11 condujo a un aumento del 54 % en BV/TV
trabecular. Este aumento en el hueso fue acompafiado de un mayor nimero trabecular, disminuy6 la separacion
trabecular y aumento el espesor trabecular (FIG. 3A-B).

Un analisis de la distribucién celular 6sea en los cortes vertebrales tefiidos con TRAP presentd un nimero de
osteoclastos y area superficial significativamente menores tras el tratamiento con 1D11 (FIGS. 4A-C). En cambio, se
observé un elevado numero de osteoblastos y area de osteoblastos que reviste la superficie 6sea en los ratones que
recibieron 1D11, en comparacién con los controles (FIG. 4D). Por otra parte, las alteraciones en el nimero de
células dseas, la masa 6sea en general y la integridad esquelética pueden verse afectadas también por los cambios
en la velocidad de remodelacion del hueso. Para determinar las velocidades de renovacion del hueso tras el
tratamiento con 1D11, los autores de la invenciéon evaluaron el producto de descomposicion de colageno
desoxipiridinolina (DPD) en muestras de orina recogidas en el sacrificio. Como corroboraciéon de los datos
histomorfométricos, la relacion DPD/creatinina indicé una disminuciéon de la actividad restauradora tras el tratamiento
con 1D11 (control = 39,3 + 5,6; 1D11 = 12,0 £ 6,2 ug proteina).

A lo largo de los ultimos afios se ha puesto de manifiesto que ademas de la cantidad de huesos globalmente
presentes dentro del esqueleto, la calidad del hueso también es un elemento esencial para su consideracion a la
hora de analizar nuevas estrategias terapéuticas y su efecto sobre el esqueleto. Para abordarlo, los autores
realizaron flexién en tres puntos sobre fémures extirpados para determinar el efecto del tratamiento con 1D11 sobre
las propiedades biomecanicas del hueso. El bloqueo de la sefializacion de TGF-B tuvo como resultado huesos
considerablemente mas fuertes con una mayor modulo y resistencia a la flexion del hueso en su conjunto (FIG. 5).
Se examind asimismo el efecto de 1D11 sobre el moédulo esquelético al nivel del tejido utilizando nanoindentacion.
Estos hallazgos corroboran los datos biomédicos que muestran una potenciacion del médulo a nivel tisular tras el
tratamiento con 1D11 (Tabla 2). Por otra parte, la microspectroscopia de Raman permiti6 a los autores de la
invencion analizar y cuantificar el efecto del bloqueo de TGF-f sobre los componentes de la composicion del hueso.
Estos estudios demostraron un aumento del 11 % en la relacién entre el mineral y el colageno del hueso trabecular
en la metafisis de la tibia tras el tratamiento con 1D11. Sin embargo, la calidad de hidroxiapatita y la cristalinidad en
general del componente inorganico permanecié sin cambios (Tabla 2).

La integridad esquelética se mantiene cuando se equilibran la formacion y actividad de los osteoblastos y
osteoclastos. Un primer mecanismo que media la resorcion 6sea osteoclastica tiene lugar a través de osteoclastos
de expresion RANKL/OPG. Dado que se ha demostrado anteriormente que TGF-B altera la relacion RANKL/OPG
(Mohammad y col., 2009; Karst y col., 2004; Quinn y col., 2001; Thirunavukkarasu y col., 2001), los autores
examinaron el efecto del tratamiento con 1D11 sobre la expresion de gen de RANKL/OPG en lineas celulares de
osteoblasto in vitro y evaluaron los niveles de RANKL y proteina OPGE in vivo, en muestras de suero de animales
tratados con 1D11 o de control. En cultivo, el tratamiento con TGF- disminuy6 la expresion de ARNm RANKL
(rankl/gapdh; 1,6 + 0,2 frente a 0,7 + 0,1) y aumenté la expresion de gen OPG (opg/gapdh: 1,7 + 0,1 frente a 2,4 +
0,2). Este efecto fue bloqueado por la adicion de 1D11 a cultivos de osteoblastos. Sin embargo, no fueron
detectables cambios significativos en RANK individual (control = 31,9 + 7,6; 1D11 = 17,0 + 1,8 pg/ml) o los niveles de
proteina OPG (control = 487,7 + 22,6; 1D11 = 451,5 + 20,4 pg/ml) en muestras de suero de ratones tratados o sin
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tratar, si bien los menores niveles de RANKL condujeron a una disminucion del 50 % en la relacion RANKL/PG
global. Por oftra parte, se analizé in vitro el efecto directo de TGF- sobre la expresion de gen osteogénico. El
tratamiento de células osteoblastos 2T3 con TGF-f indujo una disminucion del 49,3 % en la expresion de gen
fosfatasa alcalina y un aumento de 331,8 % en la expresion de PTHrP, tal como se determina por PCR. Este
aumento se evitdé completamente con el tratamiento con 1D11 ademas de TGF-B. No se observaron alteraciones en
los niveles de expresion de runx2, B-catenina, colagente de tipo u osteocalcina, observandose idénticos resultados
en la linea celular de osteoblasto de MC3T3. En conjunto, estas investigaciones confirman el efecto beneficioso
global en el esqueleto tras la neutralizacion de TGF-$ en el entorno de la médula dsea.

Tabla 2 — Parametros de composicion de hueso tratado

Control 1D11
Nanoindentacion
Méodulo a nivel tisular (GPa) 22,7+0,5 24,3 +1,3*
Microespectroscopia de Raman
Relacion mineral/colageno (%) 55+0,1 6,1+0,1*
Sustituciones de carbonato 0,185 + 0,012 0,169 + 0,009
Cristalinidad 0,078 + 0,005 0,081 + 0,002

EJEMPLO 3 - EXPLICACION

Este estudio investiga el uso de un anticuerpo neutralizante de TGF-3 como agente éseo anabdlico y resalta el
potencial de la inhibicion de TGF- como mecanismo para aumentar la masa 6sea. Los autores de la invencion
emplearon técnicas aceptadas convencionales junto con las tecnologias emergentes y analizaron a fondo el
volumen, densidad, resistencia y composicion del hueso. En conjunto, estos estudios demuestran que los farmacos
dirigidos a bloquear la ruta de sefializacion de TGF-§ tienen la capacidad de regular positivamente el numero de
osteoblastos al mismo tiempo que disminuyen simultaneamente la cantidad de osteoclastos en la médula. Esto tiene
como resultado un profundo aumento en el volumen y la calidad del hueso, similar a la que se observa en los
estudios con roedores tratados con PTH (Dempster y col., 1993).

Existe una considerable necesidad de agentes anabdlicos 6seos mas eficaces. En la actualidad, el enfoque
terapéutico principal para la pérdida excesiva de hueso es a través del uso de antiresortivos, como bisfosfonatos. Si
bien estos agentes son ciertamente capaces de reprimir una mayor resorcion ésea, no tienen la capacidad de
estimular nuevos ciclos de formacion para reemplazar el hueso que se ha perdido. Los autores de la invencién han
demostrado que dirigirse a TGF-f3 con un anticuerpo neutralizante tiene la capacidad de prevenir la destruccion 6sea
disminuyendo los osteoclastos, al mismo tiempo que aumenta simultaneamente los osteoblastos. El resultado
directo es una mejora neta de la masa 6sea dentro de las regiones esqueléticas axial y apendicular. Se demostré
asimismo que los huesos largos eran considerablemente mas fuertes con una potenciacion de sus propiedades de
composicion de matriz favorable para la funcién esquelética normal.

La elevada pérdida ésea, como la que se observa en la osteoporosis, conduce frecuentemente a un aumento del
riesgo de fracturas. Esta caracteristica se deriva en ultima instancia de la pérdida en general de la resistencia y una
menor calidad del hueso dentro del esqueleto. Se ha sugerido que este déficit de la calidad 6sea no puede
achacarse Unicamente a una disminucion del volumen del hueso solamente, lo cual indica un defecto intrinseco en la
producciéon de nueva matriz 6sea en estos individuos. El hueso normal comprende normalmente una relaciéon
equilibrada entre la matriz de colageno organica y el componente mineral inorganico. Si bien la excesiva falta de
regulacion de cada uno de los elementos tiene como resultado profundos efectos esqueléticos, la relacion puede
modificarse a lo largo de la vida para mejorar la resistencia global del hueso y la resistencia a la fractura. El
tratamiento con 1D11 aument6 la relacion entre mineral y colageno de hueso trabecular sin perjudicar la pureza de
la hidroxiapatita, tal como se evalla segun el nivel de sustituciones carbonato dentro del cristal, lo cual indica que la
inhibiciéon de TGF-B dentro de este entorno favorece la produccion de hueso de mejor calidad. Asimismo, la
potenciaciéon de las caracteristicas de composicion del hueso tratado con 1D11 se traducen bien a un aumento
general de la resistencia del hueso en estos animales. Estos datos estan corroborados por modelos de ratones
modificados genéticamente en los que la interrupcion de la sefalizacion de TGF-3 aumenta la resistencia 6sea
(Balooch y col., 2005), si bien se desconoce si este sistema representaria o no un enfoque terapéutico viable y
eficaz para mejorar la masa Osea. Los efectos beneficiosos y espectaculares registrados en el estudio de la
invencion proporcionan una solida evidencia para el desarrollo de agentes farmacéuticos dirigidos especificamente a
la inhibicion de TGF- para potenciar la masa y resistencia 6seas.

Las dosis intermitentes de hormona paratiroides (PTH) representan actualmente el Unico enfoque clinicamente
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disponible para aumentar el volumen éseo. Sin embargo, el mecanismo a través del cual PTH induce dicho efecto
sigue pendiente de aclaracion. Por otra parte, se ha demostrado que el tratamiento con PTH continuo estimula la
resorcion 6sea osteoclastica y disminuye la masa 6sea en general (Raisz, 2005). Al igual que PTH, la neutralizacion
de TGF-B con terapia de anticuerpo 1D11 mejord en gran medida los parametros esqueléticos vy, al igual que PTH, el
verdadero mecanismo a través del cual esto puede tener lugar sigue siendo desconocido. Pero, en contraste con los
efectos de PTH, 1D11 regula negativamente osteoclastos, inhibiendo la degradacién dsea y ofreciendo un enfoque
dual para potenciar la masa 6sea a través de un mayor numero de osteoblastos y una menor resorcion
osteoclastica.

A pesar de la riqueza de referencias bibliograficas que describen los efectos de TGF-f3 en las células dseas, aun
sigue sin estar claro como media la inhibicion de TGF-f en los eventos esqueléticos in vivo. Los recientes estudios
indican una falta de regularizacion en las moléculas osteoclastogénicas primarias (RANKL/OPG) o remodelacion
6sea mediada por efrina (Mohammad y col., 2009).

Los autores de la invencion han examinado niveles de proteina OPG y RANKL solubles en sueros de ratones tras el
tratamiento con 1D11 o control y han sefialado una tendencia hacia la disminucién en la relacion RANKL/OPG,
provocada por una disminucién de los niveles de RANKL. Este hallazgo puede ir asociado con la menor expresion
de PTHrP observada en los osteoblastos tratados con 1D11, ya que se sabe que PTHrP estimula RANKL en este
tipo de célula (Lee y Lorenzo, 1999; ltoh y col., 2000). Si bien estas observaciones in vivo se corresponden con
estudios actuales (Mohammad y col., 2009) indican que el tratamiento con 1D11 podria aumentar el volumen del
hueso al eliminar la regulacion TGF-g de RANKL o OPG en osteoblastos, lo cual en constraste con los estudios
moleculares in vitro, indica que el tratamiento con TGF- conduce a una significativa reduccién en RANKL y un
aumento de la expresion de ARNm OPG, que podria ser bloqueada por 1D11. Estos hallazgos estan en
consonancia con los estudios publicados en los que se documenta la regularizacion de TGF-f deRANKL/OPG in
vitro (Quinn y col., 2001; Thirunavukkarasu y col., 2001) e indica sdlidamente un papel diverso de TGF- en la
fisiologia normal, que no esta bien recapitulada en sistemas de cultivo y probablemente dependa de las
interacciones con otras moléculas reguladoras. Por tanto, es necesaria una interpretacion cuidadosa de los
resultados a la hora de analizar las diferencias de la funcién TGF- in vitro e in vivo.

Los osteoblastos se derivan de una poblacién de células madre mesenquimales dentro de la médula ésea. Las
células precursoras se activan para comprometerse con el linaje de osteoblastos mediante factores estimuladores
como BMP-2 (Katagiri y col., 1990; Takuwa y col., 1991). El analisis molecular de la expresion de gen osteogénico,
indicod que la actividad de osteoblastos puede alterarse mediante el tratamiento con 1D11 in vitro, evidenciado por
mayores niveles de fosfatasa alcalina. Este hallazgo se correlaciona con los datos publicados (Filvaroff y col., 1999;
Alliston y col., 2001; Kang y col., 2005), pero no ilustra ningun efecto principal en la maduracion de precursores para
aumentar el nimero de osteoblastos, tal como lo demuestra los hallazgos de los autores de la invencion in vivo. Esto
indica que la inhibicion de TGF-B local en la médula ésea puede influir en la formacién del hueso durante este
periodo de tratamiento, pero el verdadero mecanismo que rige cualquier cambio en la osteoblastogénesis sigue
siendo desconocido.

Ademas de los efectos directos sobre las células dseas, los autores de la invencion no han sido capaces de excluir
un efecto sistémico de TGF-f en este sistema. Es posible que el control de TGF- de los procesos fisioldgicos
normales tengan un impacto negativo en la masa 6sea y el bloqueo de estos efectos sea en ultima instancia
beneficioso para la salud del esqueleto. Asimismo, es posible que el control de TGF- de la formacion de células
6seas o la actividad varie temporalmente a medida que cambia la poblacién celular de la médula. Esto se
corresponderia con los estudios in vitro en los que se describen efectos diferenciales en las células precursoras en
comparacion con la matriz madura que forma osteoblastos (Mundy and Bonewald, 1990). Los autores de la
invencion utilizaron ratones C57BI1/6 macho maduros para resaltar los efectos beneficiosos del bloqueo de TGF-3 en
el esqueleto. Seran necesarios otros estudios posteriores en los que se utilicen modelos de pérdida 6sea para
evaluar si el tratamiento de 1D11 mejora el hueso en estas condiciones. A pesar de esto, el uso de ratones C57BI/6,
que segun se notifica tienen la menor BMD de todas las cepas de ratones disponibles (Beamer y col., 1996), indica
que la inhibicién de TGF-f tiene probabilidad de mejorar las propiedades esqueléticas en modelos osteopénicos o
con edad de masa 6sea baja también.

Como corroboracion de estos datos, se ha demostrado recientemente que las pequefias moléculas dirigidas al
bloqueo de la sefializacion de TGF-B inhibiendo la actividad de quinasa de receptor TGF-f aumentan la masa ésea
(Mohammad y col., 2009). Aunque estas moléculas demuestran una potenciacion significativa en hueso trabecular,
el bloqueo de TGF-B mediado por 1D11 aumenta el volumen de hueso trabecular y mejora la resistencia del hueso
cortical. Estos efectos del esqueleto superior pueden derivarse de la anulacién completa de la sefializacién de TGF-
B a través de la union avida y neutralizacion de todas las isoformas TGF-f3 extracelulares, en comparacion con la
inhibicién de enzimas asociadas a receptor intracelular dirigidos actualmente a moléculas pequefas. Estos hallazgos
ilustran claramente el potencial de compuestos que pueden dirigirse especificamente a TGF-$ in vivo e indica un
enfoque terapéutico para aumentar la masa ésea en condiciones en las que prevalece la destruccion del hueso
excesiva, como por ejemplo, enfermedad dsea inducida por cancer u osteoporosis.

En los siguientes articulos 1 a 34 se ilustran algunos aspectos de la divulgacion:
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1. Un procedimiento para aumentar la masa y/o el volumen éseo en un sujeto que comprende:

(a) identificar a un paciente que necesita aumentar la masa y/o el volumen 6seo; y
(b) administrar a dicho sujeto un anticuerpo que se une inmunolégicamente al TGF-f.

2. El procedimiento del articulo 1, en el que dicho anticuerpo se une a las tres isoformas de TGF-£.

3. El procedimiento del articulo 1, en el que dicho anticuerpo se designa como 1D11.

4. El procedimiento del articulo 1, en el que dicho anticuerpo se administra a dicho sujeto sistémicamente.

5. El procedimiento del articulo 4, en el que dicho anticuerpo se administra intravenosamente,
intraperitonealmente, intramuscularmente subcutaneamente o tépicamente.

6. El procedimiento del articulo 1, en el que dicho anticuerpo se administra en un sitio diana del hueso.

7. El procedimiento del articulo 6, en el que dicho anticuerpo se inyecta en dicho sitio.

8. El procedimiento del articulo 6, en el que dicho anticuerpo estad comprendido en un dispositivo de liberacion
prolongada implantado en dicho sitio.

9. El procedimiento del articulo 1, en el que dicho sujeto es un ser humano.

10. El procedimiento del articulo 1, en el que dicho sujeto es un animal no humano.

11. El procedimiento del articulo 10, en el que dicho animal no humano es un ratén, una rata, un conejo, un
perro, un gato, un caballo, un mono o una vaca.

12. El procedimiento del articulo 1, en el que dicho sujeto tiene cancer.

13. El procedimiento del articulo 1, en el que dicho sujeto no tiene cancer.

14. El procedimiento del articulo 1, comprende ademas al menos una segunda administracion de dicho
anticuerpo.

15. El procedimiento del articulo 14, en el que dicho sujeto recibe tres administraciones a la semana.

16. El procedimiento del articulo 14, en el que dicho sujeto recibe al menos 9 administraciones.

17. El procedimiento del articulo 1, que comprende ademas evaluar la masa 6sea tras la administracién de dicho
anticuerpo.

18. El procedimiento del articulo 17, en el que la evaluacion comprende la obtencion de imagenes del hueso.

19. El procedimiento del articulo 1, en el que dicho sujeto padece de osteoporosis, fractura del hueso, pérdida
6sea debido a un traumatismo o enfermedad de Paget.

20. El procedimiento del articulo 1, en el que dicho sujeto padece de pérdida 6sea debido a metastasis de
cancer.

21. Un procedimiento para aumentar el crecimiento 6seo en un sujeto que comprende la administracion a dicho
sujeto de un anticuerpo que se une inmunolégicamente al TGF-£.

22. El procedimiento del articulo 21, en el que dicho anticuerpo se une a las tres isoformas de TGF-3.

23. El procedimiento del articulo 21, en el que dicho anticuerpo se designa como 1D11.

24. El procedimiento del articulo 21, en el que dicho anticuerpo se administra a dicho sujeto sistémicamente.

25. El procedimiento del articulo 24, en el que dicho anticuerpo se administra intravenosamente,
intraperitonealmente, intramuscularmente, subcutaneamente o tépicamente.

26. El procedimiento del articulo 21, en el que dicho anticuerpo se administra en un sitio diana del hueso.

27. El procedimiento del articulo 21, en el que dicho sujeto tiene cancer.

28. El procedimiento del articulo 21, en el que dicho sujeto no tiene cancer.

29. El procedimiento del articulo 21, en el que dicho sujeto es un ser humano.

30. El procedimiento del articulo 21, en el que dicho sujeto es un animal no humano.

31. Un procedimiento para aumentar nimero de osteoblastos en un sujeto que comprende la administracion a
dicho sujeto de un anticuerpo que se une inmunolégicamente al TGF-p.

32. Un procedimiento para disminuir el nimero de osteoclastos en un sujeto que comprende la administracion a
dicho sujeto de un anticuerpo que se une inmunolégicamente al TGF-p.

33. Un procedimiento para aumentar la resistencia 6sea en un sujeto que comprende la administracion a dicho
sujeto de un anticuerpo que se une inmunolégicamente al TGF-£.

34. Un procedimiento para disminuir la sefializacion de TGF-B en un sujeto que comprende la administracion a
dicho sujeto un anticuerpo que se une inmunoldgicamente al TGF-(.
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REIVINDICACIONES

1. Anticuerpo que se une inmunolégicamente a TGF- para su uso en un procedimiento para aumentar la masa y/o
el volumen 6seo en un sujeto o para su uso en un procedimiento para aumentar el crecimiento 6seo en un sujeto, en
el que dicho anticuerpo es 1D11 (Designacion de deposito ATCC No. HB 9849) o una version humanizada de 1D11
0 una version obtenida por ingenieria genética que contiene las CDR de 1D11 en un marco heterdlogo en el que
dicho sujeto padece de osteoporosis, fractura de hueso, pérdida 6sea debido a traumatismo o enfermedad de Paget,
y en el que dicho sujeto no tiene cancer.

2. El anticuerpo para el uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que los procedimientos para aumentar la masa
y/o el volumen 6seo y el crecimiento 6seo comprenden la administracion de dicho anticuerpo a dicho sujeto
sistémicamente, en particular intravenosamente, intraperitonealmente, intramuscularmente, subcutaneamente o
tépicamente.

3. El anticuerpo para el uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que los procedimientos para aumentar la masa
y/o el volumen 6seo y el crecimiento 6seo comprenden la administracion de dicho anticuerpo en el sitio diana del
hueso, en particular en el que el procedimiento para aumentar la masa y/o el volumen 6seo comprende inyectar
dicho anticuerpo en dicho sitio o a través de un dispositivo de liberacion prolongada implantado en dicho sitio.

4. El anticuerpo para el uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicho sujeto es un ser humano o un animal
no humano, en particular en el que el procedimiento es un procedimiento para aumentar la masa 6sea y dicho
animal no humano es un ratén, una rata, un conejo, un perro, un gato, un caballo, un mono o una vaca.

5. El anticuerpo para el uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el anticuerpo 1D11 es una version
humanizada de 1D11.

6. El anticuerpo para el uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 o 5, en el que el anticuerpo 1D11 es
una version obtenida por ingenieria genética que contiene las CDR de 1D11 en un marco heterdlogo.

7. El anticuerpo para el uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el anticuerpo es 1D11.
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