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RESUMO

"ANTAGONISTA DE ACTIVINA-ACTRIIA E USOS PARA PROMOVER O
CRESCIMENTO OSSEO EM DOENTES DE CANCRO"

Em certos aspetos, a presente invencdo fornece composicdes

e métodos para promover o crescimento &dsseo e o aumento da

densidade O&ssea, assim como para o tratamento de mieloma

maltiplo.

Figura 1
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DESCRICAO

"ANTAGONISTA DE ACTIVINA-ACTRIIA E USOS PARA PROMOVER O
CRESCIMENTO OSSRO EM DOENTES DE CANCRO"

ANTECEDENTES DA INVENQAO
Disturbios ésseos, gque vao desde osteoporose a fraturas,

representam um conjunto de estados patoldgicos para os

quails existem poucos agentes farmacéuticos eficazes. O

tratamento concentra-se em intervencgdes fisicas e
comportamentais, incluindo imobilizacao, exercicio e
alteracdes na dieta. Seria vantajoso ter agentes

terapéuticos que promovem o crescimento ésseo e 0 aumento
da densidade &éssea com o objetivo de tratar uma variedade

de disturbios ésseos.

O crescimento ésseo e a mineralizacadao dependem da atividade
de dois tipos de células, osteoclastos e osteoblastos,
embora os condrdécitos e células da vasculatura também
participem em aspetos criticos destes processos. Em termos
de desenvolvimento, a formacdo o&ssea ocorre por meio de
dois mecanismos, ossificacdo endocondral e ossificacao
intramembranosa, com a primeira sendo responsavel pela
formacao &éssea longitudinal e a segunda responsavel pela
formacdao de o0ssos topologicamente planos, tais como o0s
ossos do crédnio. A ossificacdo endocondral requer a
formacao sequencial e degradacao de estruturas
cartilagineas nas placas de crescimento que servem como
modelo para a formacdo de osteoblastos, osteoclastos, a
vasculatura e subsequente mineralizacéao. Durante a
ossificacdao intramembranosa, o osso ¢ formado diretamente
nos tecidos conetivos. Ambos 08 processos requerem a
infiltracdo de osteoblastos e subsequente deposicao da

matriz.



As fraturas e outras ruturas estruturais do osso sao
curadas através de um processo que, pelo menos
superficialmente se assemelha a sequéncia de eventos de
desenvolvimento de osteogénese, incluindo a formacdo de
tecido cartilaginoso e mineralizacao subsequente. 0
processo de consolidacdao da fratura pode ocorrer por duas
vias. A consolidacgdo primdria ou direta do o0sso ocorre sem
a formacdo de calo. A consolidagdo secundaria ou indireta
do osso ocorre com uma fase precursora de calo. A cura
primdria das fraturas envolve a reformacdao da continuidade
mecénica ao longo de uma rutura bem definida. Sob condigdes
adequadas, na reabsorcao O&ssea, as células de reabsorcéao
6ssea a volta da rutura mostram uma resposta de reabsorcéo
de tunelamento e estabelecem vias para a penetracdo de
vasos sanguineos e subsequente cura. A cura secundadria dos
0ssos segue um processo de inflamacdo, formacgdo de calo
mole, mineralizacado do calo e remodelacdo do calo. Na fase
de inflamagdo, a formagdo de hematoma e hemorragia resulta
da rutura dos wvasos sanguineos do peridsteo e do enddsteo
no local da lesdo. As células inflamatdérias invadem a area.
Na fase de formacao de calo mole, as células produzem novos
vasos, fibroblastos, material intracelular e células de
suporte, formando tecido de granulagao no espac¢o entre os
fragmentos da fratura. A unido clinica ao longo da rutura é
estabelecida por tecido fibroso ou cartilaginoso (calo
mole) . Osteoblastos sdo formados e medeiam a mineralizacéao
do calo mole, o qual é depois substituido por osso lamelar

e sujeito aos processos de remodelacadao normais.

Para além das fraturas e outras perturbacgdes da estrutura
6ssea, a perda de conteudo mineral do osso e massa 6ssea
pode ser causada por uma diversidade de condigdes e pode
resultar em problemas médicos significativos. As mudancas

na massa 6ssea ocorrem de forma relativamente previsivel ao



longo da vida de um individuo. Até cerca dos 30 anos, o0s
0ssos de homens e mulheres crescem até a massa maxima por
crescimento linear das placas de crescimento endocondrais e
de crescimento radial. Apds cerca da idade de 30 anos (para
0 08so trabecular, por exemplo, 0ssos planos tais como as
vértebras e a pélvis) e a idade de 40 anos (para 0SsSO0S
corticais, por exemplo, 0ssos longos gque se encontram nos
membros), ocorre uma lenta perda de osso tanto em homens
como em mulheres. Nas mulheres, uma fase final de perda
substancial de osso também ocorre, provavelmente devido a
deficiéncias de estrogénio na pds—-menopausa. Durante esta
fase, as mulheres podem perder mais 10% de massa o6ssea do
osso cortical e 25% do compartimento trabecular. Se a perda
de o0sso progressiva resulta numa condicdo patoldgica tal
como osteoporose depende largamente da massa Ossea inicial

do individuo e se existem condig¢des agravantes.

A perda de osso €& por vezes caracterizada como um
desequilibrio no processo normal de remodelacdo &ssea. O
0osso saudavel estd constantemente sujeito a remodelacdo. A
remodelacao comeca com a reabsorcgéao 6ssea pelos
osteoclastos. O osso reabsorvido é depois substituido por
tecido 6sseo novo, que € caracterizado pela formacao de
colagénio pelos osteoblastos, e subsequente calcificacao.
Em individuos saudaveis, as taxas de reabsorcdo e de
formacdao estdo equilibradas. A osteoporose ¢é uma doenca
crénica progressiva, marcada por uma alteragdo no sentido
da reabsorcao, resultando numa diminuicdo geral da massa
6ssea e mineralizacdo o6ssea. A osteoporose em humanos €
precedida por osteopénia clinica (densidade mineral &ssea
que ¢é maior que um desvio padrao mas menos do que 2,5
desvios padrao abaixo do wvalor médio para osso adulto
jovem). A nivel mundial, aproximadamente 75 milhdes de

pessoas tém risco de osteoporose.



Portanto, o controlo do equilibrio entre a atividade dos
osteoclastos e dos osteoblastos pode ser Util para promover
a cura de fraturas e outros danos dos o0ssos, bem como o
tratamento de disturbios, tais como osteoporose, associados

a perda de massa 6ssea e de mineralizacdo do osso.

No gue respeita a osteoporose, estrogénio, calcitonina,
osteocalcina com vitamina K, ou altas doses de calcio na
dieta sao todos wusados como 1intervengdes terapéuticas.
Outras abordagens terapéuticas para a osteoporose incluem
bisfosfonatos, hormona paratiroide, calcimiméticos,
estatinas, esteroides anabolizantes, lantédnio e sails de
estrbncio, e fluoreto de sdédio. Tais terapéuticas estdao, no
entanto, frequentemente associadas a efeitos secundérios

indesejaveis.

Portanto, ¢é um objeto da presente divulgacado fornecer
composicdes para prevenir e tratar mieloma multiplo como

indicado nas reivindicacgdes 1 - 12.

SUMARIO DA INVENCAO

Num primeiro aspeto, a presente 1invencdo fornece uma
composicgao farmacéutica compreendendo uma proteina de fusao
ActRIIa-Fc expressa a partir de células CHO, em dque a
proteina de fusdao ActRIIa-Fc é um dimero formado por dois
polipéptidos em que cada um tem uma sequéncia de
aminodcidos que € pelo menos 90% ou 95% 1idéntica a
sequéncia de aminodcidos da SEQ ID NO:7 unidos por ligacéao
dissulfureto, e em que o dimero tem entre 3 e 5 porcgdes de

dcido sidlico.

A proteina de fusdo ActRIIa-Fc pode ser um dimero formado
por dois polipéptidos da SEQ ID NO:7, e um ou ambos 0s

polipéptidos podem opcionalmente ter menos um aminodcido



nas terminacgcdes amino ou carboxi do gque sao mostrados na
SEQ ID NO:7. A proteina de fusdo ActRIIa-Fc pode ser
expressa de forma recombinante nas células CHO usando a
sequéncia lider TPA da SEQ ID NO: 9. O dimero pode ter 4

porgdes de acido sidlico.

Em algumas formas de realizacdo, a proteina de fusao
ActRITIa-Fc tem uma semivida no soro de 25 até 32 dias em
média em humanos sauddveis normais e biodisponibilidade
equivalente quando administrada por via intravenosa ou por
via subcutédnea. A composicdo farmacéutica do primeiro
aspeto pode ser adequada para administracdo subcuténea.
Preferencialmente, a proteina de fusdao ActRIIa-Fc € pelo
menos 90% pura no gue respeita a outros componentes
proteicos. A proteina de fusdo ActRIIa-Fc pode incluir um

ou mails residuos de aminodcidos modificados selecionados a

partir de: um aminodcido glicosilado, um aminodacido
PEGilado, um aminodacido farnesilado, um aminodcido
acetilado, um aminodacido biotinilado, um aminodcido

conjugado a uma porcdo lipidica, e um aminodcido conjugado
a um agente orgénico derivatizante. A composicgéao
farmacéutica do primeiro aspeto pode compreender
adicionalmente um agente Dbisfosfonato, o qual pode ser
selecionado a partir de alendronato, ibandronato e

risedronato.

Num segundo aspeto, a presente invencdo fornece uma
composicgao farmacéutica compreendendo uma proteina de fuséo
ActRIIa-Fc para uso no tratamento ou prevencao de mieloma
multiplo num doente humano, em que a composicgao
farmacéutica ¢ uma composicdao farmacéutica do primeiro

aspeto da invencao.

Num terceiro aspeto, a invencdo fornece o uso de uma

proteina de fusdo ActRIIa-Fc para o fabrico de um



medicamento para o tratamento ou prevencao de mieloma
multiplo num doente humano, em gque a proteina de fuséao
ActRITIa-Fc €& uma proteina de fusdo ActRIIa-Fc como definido

no primeiro aspeto da invengao.

Em parte, ¢é aqui descrito que moléculas tendo atividade

antagonista de activina ou de ActRIIa ("antagonistas da
activina" e "antagonistas de ActRIIa", coletivamente
"antagonistas de activina-ActRIIa") podem ser usadas para

aumentar a densidade &ssea, promover o crescimento &sseo,
e/ou aumentar a resisténcia do osso. Em particular, é aqui
descrito que uma forma soluvel de ActRIIa atua como um
inibidor da sinalizacdo de activina-ActRIIa e promove O
aumento da densidade bssea, crescimento 6sseo, e
resisténcia do osso in vivo. Engquanto a maioria dos agentes
farmacéuticos que promovem o crescimento dsseo ou inibem a
perda de osso atua como agentes anti-catabdlicos (também
vulgarmente referidos como "agentes catabdlicos") (por
exemplo, bisfosfonatos) ou agentes anabdlicos (por exemplo,
hormona paratiroide, PTH, quando apropriadamente doseados),
a proteina ActRIIa soluvel exibe atividade dupla, tendo os
dois efeitos anti-catabdlicos e anabdlicos. Assim, ¢é aqui
descrito que antagonistas da via de sinalizacao de
activina-ActRIIa podem ser usados para aumentar a densidade
6ssea e promover o crescimento &ésseo. Enquanto que a
ActRITIa soluvel pode afetar o o0sso através de um outro
mecanismo que nao o antagonismo da activina, pode ser
desejdvel que os agentes terapéuticos sejam selecionados
com base numa atividade antagonista da activina-ActRIIa.
Como aqui divulgado, antagonistas de activina-ActRIIa sao
eficientes na prevencdo e/ou reparacgdo de danos &sseos
causados pelos tumores de mieloma multiplo e tumores
mamarios, e, adicionalmente, que o0s antagonistas de
activina-ActRIIa diminuem a carga tumoral no mieloma

maltiplo. 0O polipéptido ActRIIa soluvel  promove o



crescimento &ésseo sem causar um aumento consistentemente

mensurdavel na massa muscular.

Sao aqui divulgados métodos para usar antagonistas de
activina-ActRIIa, incluindo, por exemplo, polipéptidos
ActRIIa ligados a activina, anticorpos anti-activina,
anticorpos anti-ActRIIa, moléculas pequenas direcionadas
para activina ou ActRIIa e aptameros, e &acidos nucleicos
que diminuem a expressao da activina e ActRITIa, para tratar
disturbios associados a baixa densidade dssea ou baixa
resisténcia 6ssea, tal como osteoporose, ou para promover o
crescimento 6sseo em doentes com essa necessidade, tal como
em doentes com fratura Ossea. Sao aqui divulgados
polipéptidos compreendendo um polipéptido ActRIIa de
ligacdo a activina soluvel, que se liga a activina. Os
polipéptidos ActRIIa podem ser formulados como uma
preparacao farmacéutica compreendendo o polipéptido ActRIIa
de ligacgdo a activina e um transportador farmaceuticamente
aceitavel. Preferencialmente, o polipéptido ActRIIa de
ligagdo a activina liga-se a activina com um Kp inferior a
1 micromolar ou inferior a 100, 10 ou 1 nanomolar.
Opcionalmente, o polipéptido ActRIIa de ligacao a activina
liga-se seletivamente a activina versus GDF1ll e/ou GDF8, e
preferencialmente com um Kp que é pelo menos 10 vezes, 20
vezes ou b0 vezes menor relativamente a activina do que
relativamente a GDF1 I e/ou GDF8. Embora nado desejando
estar limitado a um mecanismo de acado particular, espera-se
que este grau de seletividade para inibicdo da activina
superior a inibicdo de GDF1 1/GDF8 seja responsavel pelo
efeito seletivo no osso sem um efeito consistentemente
mensurdvel no musculo. Um polipéptido ActRIIa pode ser
selecionado por causar menos de 15%, menos que 10% ou menos
que 5% de aumento do musculo em doses que atingem efeitos
desejdveis no osso. Preferencialmente, a composicdo € pelo

menos 95% pura, em relacgao a outros componentes



polipeptidicos, como avaliado por cromatografia de excluséao
de tamanho, e mais preferencialmente, a composicado é pelo
menos 98% pura. Um polipéptido ActRIIa de 1ligacgao a
activina para uso na invencao pode ter uma sequéncia de
aminodcidos da SEQ ID NO: 7 ou sequéncia de aminodcidos que
é pelo menos 90%, 95%, 97% ou 99% idéntica a uma sequéncia
de aminodcidos da SEQ ID NO: 7. Polipéptidos ActRIIa de
ligagcdo a activina podem incluir um fragmento funcional de
um polipéptido ActRIIa natural, tal como um compreendendo
pelo menos 10, 20 ou 30 aminodcidos de uma sequéncia
selecionada a partir das SEQ ID NOs: 1-3 ou uma sequéncia
da SEQ ID NO: 2, sem o0os 10 a 15 aminodcidos C-terminais (a

“cauda’) .

Um polipéptido ActRIIa de ligacgdo a activina soluvel pode
incluir uma ou mais alteracdes na sequéncia de aminodcidos
(por exemplo, no dominio de ligacgdo a ligando) em relacao a
um polipéptido ActRIIa de ocorréncia natural. Exemplos de
polipéptidos ActRIIa alterados sao fornecidos na WO
2006/012627, pp. 59-60. A alteracdao na seguéncia de
aminodcidos pode, por exemplo, alterar a glicosilacgdo do
polipéptido quando produzido num mamifero, inseto ou outra
célula eucaridtica ou alterar a clivagem proteolitica do
polipéptido em relacgcdo aos polipéptidos ActRIIa de

ocorréncia natural.

Um polipéptido ActRIIa de ligagdo a activina pode ser uma
proteina de fusdo que tem, como um dominio, polipéptidos
ActRIIa. (por exemplo, uma porcdo de ligacdo a ligando de
um ActRITa) e um ou mais dominios adicionais que fornecem
uma propriedade desejavel, tal como farmacocinética
melhorada, purificacédo mais facil, direcionamento para
tecidos especificos, etc. Por exemplo, um dominio de uma
proteina de fusdo pode melhorar uma ou mais de estabilidade

in vivo, meia vida in vivo, absorcdo/administracédo,



localizacdao de tecido ou formacdo de distribuicao de
complexos de proteinas, multimerizacdo da proteina de
fusdo, e/ou purificacdo. A dimerizacdo ou multimerizacéo
pode proporcionar um aumento de afinidade de ligacgdo ao
ligando. Uma proteina de fusdo ActRIIa de 1ligacao a
activina pode incluir um dominio Fc de imunoglobulina (tipo
selvagem ou mutante) ou uma albumina sérica ou outra porcgéo
polipeptidica que forneca propriedades desejaveis tais como
farmacocinética melhorada, solubilidade melhorada ou
estabilidade melhorada. Tipicamente, uma proteina de fusao
ActRITIa-Fc da invencdo serda produzida como um complexo
homodimérico. Opcionalmente, uma fusao ActRIIa-Fc
compreende um ligante relativamente nao estruturado
posicionado entre o dominio Fc e o dominio extracelular de
ActRIIa. Este ligante nado estruturado pode corresponder a
uma regiao nao estruturada de aproximadamente 15
aminoacidos na extremidade C terminal do dominio
extracelular de ActRIIa (a “cauda”), ou pode ser uma
sequéncia artificial de 1, 2, 3, 4 ou 5 aminodcidos ou um
comprimento de entre 5 e 15, 20, 30, 50 ou mais aminodacidos
que sdo relativamente livres de estrutura secundéaria, ou
uma mistura de ambos. Um ligando pode ser rico em residuos
de glicina e prolina e pode, por exemplo, conter sequéncia
unica de treonina/serina e glicinas ou sequéncias repetidas
de treonina/serina e glicinas (por exemplo, singletos ou
repeticdes TG, ou SGy). A proteina de fusdo pode incluir a
subsequéncia de purificacédo, tal como um epitopo tag, um
FLAG tag, uma sequéncia de polihistidina, e uma fusdao GST.
Opcionalmente, um polipéptido ActRIIa soluvel inclui um ou

mais residuos de aminodcidos modificados selecionados a

partir de: um aminodcido glicosilado, um aminodacido
PEGilado, um aminodacido farnesilado, um aminodcido
acetilado, um aminodacido biotinilado, um aminodacido

conjugado a uma porcdo lipidica, e um aminodcido conjugado

a um  agente orgadnico derivatizado. Uma  preparacao
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farmacéutica pode também incluir um ou mais compostos
adicionais tais como um composto gque é usado para tratar um
disturbio do osso. Preferencialmente, uma preparacao
farmacéutica ¢é substancialmente 1livre de pirogénios. Em
geral, é preferivel que uma tal proteina ActRIIa possa ser
expressa numa linha de células de mamifero que medeia
adequadamente a glicosilacdo natural da proteina ActRIIa de
modo a diminuir a probabilidade de uma resposta imune
desfavoravel num doente Humano e linhas de células CHO tém
sido usadas com sucesso, e espera-se que outros comuns

sistemas de expressao de mamifero sejam uteis.

Como aqui descrito, as proteinas ActRIIa designadas
ActRIIa-Fc tém propriedades desejaveils, incluindo ligacéao
seletiva a activina versus GDEF8 e/ou GDF1ll, alta afinidade
de ligacdo a ligando e meia vida sérica superior a duas
semanas em modelos animais. Os polipéptidos ActRIIa-Fc e as
preparacdes farmacéuticas compreendendo esses polipéptidos
e um excipiente farmaceuticamente aceitdvel s&do aqui
descritos.

Acidos nucleicos que codificam um polipéptido ActRIIa
soltvel de ligacao a activina sdo aqui divulgados. Um
polinucledtido isolado pode compreender uma sequéncia
codificante para um polipéptido ActRIIa de ligacdo a
activina soluvel, tal como descrito acima. Por exemplo, um
dcido nucleico isolado pode incluir wuma sequéncia dque
codifica um dominio extracelular (por exemplo, dominio de
ligagdo a ligando) de um ActRITIa e uma sequéncia dque
poderia codificar uma parte ou a totalidade do dominio
transmembranar e/ou do dominio citoplasmdtico de um
ActRITIa, com excecadao de um codédo de terminacdo posicionado
dentro do dominio transmembranar ou no dominio
citoplasmatico, ou posicionado entre o dominio extracelular
e o0 dominio transmembranar ou o dominio citoplasmatico. Por

exemplo, um polinucledétido isolado pode compreender uma
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zequéneia polinucieotidica ActiRIiIa de comprimento teotal tal
como as SEQ ID NO: 4 ou 5, ou uma versao parcialmente
truncada, o referido polinucledétido isolado compreendendo
adicionalmente um coddao de terminacao de transcricao pelo
menos seiscentos nucleotideos antes do terminal 37, ou
posicionado de outro modo, de modo a que a traducao do
polinucleétido dé& origem a um dominio extracelular
opcionalmente fundido a uma porcado truncada de um ActRIIa
de comprimento total. Uma sequéncia de 4acido nucleico é a
SEQ ID NO: 14. Os é&cidos nucleicos aqui divulgados podem
estar operativamente ligados a um promotor para expressao,
e a divulgacadao fornece células transformadas com esses
polinucledétidos recombinantes. Preferencialmente, a célula

€ uma célula de mamifero tal como uma célula CHO.

Sao também aqui divulgados métodos para fazer um
polipéptido ActRIIa de ligagao a activina, soluvel. Um tal
método pode incluir a expressdo de qgualquer dos 4acidos
nucleicos (por exemplo, SEQ ID NO: 4, 5 ou 14) aqgqui
divulgados numa célula adequada, tal como uma célula de
ovario de hamster chinés (CHO). Um tal método pode
compreender: a) cultivar uma célula sob condicgdes adequadas
para expressao do polipéptido ActRITIa soluvel, em que a
referida <c¢élula ¢ transformada com uma construcdo de
expressao de ActRIIa soluvel; e b) recuperar o polipéptido
ActRITa soluvel assim expresso. O0s polipéptidos ActRIIa
soluveis podem ser recuperados como fracao bruta,
parcialmente purificada ou altamente purificada. A
purificacdo pode ser atingida por uma série de passos de
purificacdo, incluindo, por exemplo, um, dois ou trés ou
mais dos seguintes, por qualquer ordem: cromatografia de
proteina A, cromatografia de troca idénica (por exemplo, Q
sefarose), cromatografia de interacdo hidrofdébica (por
exemplo, fenilsefarose), cromatografia de exclusadao de

tamanho, e cromatografia de troca catidnica.
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Um antagonista de activina-ActRIIa aqui divulgado, tal como
um polipéptido ActRIIa de ligacgdo a activina soluvel, pode
ser usado num método para promover o crescimento dsseo ou
aumentar a densidade d6ssea num individuo. O tratamento de
uma doenca associada a baixa densidade éssea, ou a promog¢ao
do crescimento 6sseo, em doentes com essa necessidade pode
compreender a administragdo a um individuo com essa
necessidade, de uma quantidade eficaz de antagonista de
activina—-ActRIIa. Também divulgados séao os usos do
antagonista de activina-ActRIIa para fazer um medicamento
para o tratamento de uma doenga ou condicdo como aqui

descrito.

Um método para identificar um agente que estimula o
crescimento do, ou aumento da mineralizacdo do, o0sso pode
compreender:

a) i1dentificar um agente de teste que se liga a activina ou
um dominio de ligacdo a ligando de um polipéptido ActRIIa;
e b) avaliar o efeito do agente no crescimento do, ou na

mineralizacdo do, osso (nadao faz parte da invencao).

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A Figura 1 mostra a purificacado de ActRIIa-hFc expressa em
células CHO. A proteina purifica como um pico uUnico, bem

definido.

A Figura 2 mostra a ligagado de ActRIIa-hFc a activina e

GDF-11, como medido pelo ensaio Biacore™,

A Figura 3 mostra um esquema para o Ensaio do Gene Reporter
A-204. A Figura mostra o vetor Reporter: pGL3 (CAGA)l12
(descrito em Dennler et al, 1998, EMBO 17: 3091 - 3100.) O

motivo CAGA 12 estd presente em genes responsivos TGEF-Beta
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(gene PAI-1), pelo que este vetor é de uso geral para

fatores de sinalizacao através de Smad 2 e 3.

A Figura 4 mostra os efeitos de ActRIIa-hFc (diamantes) e
ActRITa-mFc (quadrados) na sinalizagdo de GDF-8 no Ensaio
de Gene Reporter A-204. Ambas as proteinas exibiram
inibicdo substancial da sinalizacdo mediada por GDF-8 a

concentracdes picomolares.

LA Figura 5 mostra os efeitos de trés preparacdes diferentes
de ActRIIa-hFc em sinalizacdo GDF-11 no Ensaio de Gene

Reporter A-204.

A Figura 6 mostra exemplos de imagens DEXA de ratos BALB/c
tratados com ActRIIa-mFc e de controlo, antes (painéis
superiores) e apds (painéis inferiores) o periodo de
tratamento de 12 semanas. O sombreado mais palido indica

aumento da densidade &ssea.

A Figura 7 mostra uma quantificacado dos efeitos de ActRIIa-
mFc na densidade mineral o&ssea em ratos BALB/c durante o
periodo de 12 semanas. Os tratamentos foram o controlo
(diamantes), dose de 2 mg/kg de ActRIIa-mFc (quadrados),
dose de 6 mg/kg de ActRIIa-mFc (tridngulos) e dose de 10
mg/kg de ActRIIa-mFc (circulos).

A Figura 8 mostra uma quantificacado dos efeitos de ActRIIa-
mFc no conteudo mineral &ésseo em ratos BALB/c durante o
periodo de 12 semanas. Os tratamentos foram o controlo
(diamantes), dose de 2 mg/kg de ActRIIa-mFc (quadrados),
dose de 6 mg/kg de ActRIIa-mFc (tridngulos) e dose de 10
mg/kg de ActRIIa-mFc (circulos).

A Figura 9 mostra uma quantificacado dos efeitos de ActRIIa-

mFc na densidade mineral &ssea do osso trabecular em ratos
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C57BL6 ovariectomizados (OVX) ou com operacao simulada
(SHAM) apds mais um periodo de 6 semanas. Os tratamentos
foram o controlo (PBS) ou a dose de 10 mg/kg de ActRIIa-
mFc (ActRIIa).

A Figura 10 mostra uma quantificacdo dos efeitos de
ActRITIa-mFc no 0SS0 trabecular em ratinhos C57BL6
ovariectomizados (OVX) durante um periodo de 12 semanas. Os
tratamentos foram o controlo (PBS; barras claras) ou dose

de 10 mg/kg de ActRIIa-mFc (ActRIIa; barras escuras).

A Figura 11 mostra wuma gquantificacdo dos efeitos de
ActRITIa-mFc no osso trabecular em ratos C5H7BL6 com operagao
simulada apds o periodo de tratamento de 6 ou 12 semanas.
Os tratamentos foram o controlo (PBS; barras claras) ou

dose de 10 mg/kg de ActRIIamFc (ActRIIa; barras escuras).

A Figura 12 mostra os resultados da andlise pQCT de
densidade o¢ssea em ratos ovariectomizados apds 12 semanas
de tratamento. Os tratamentos foram o controlo (PBS; barras

claras) ou ActRITa-mFc (barras escuras) eixo do Y: mg/ccm

A Figura 13 ilustra os resultados de andlise pGCT de
densidade &ssea em ratos com operacdo simulada durante 12
semanas de tratamento. Os tratamentos foram o controlo
(PBS; barras claras) ou ActRIIa-mFc (barras escuras); eixo

dos y mg/ccm

As Figuras 14A e 14B mostram a andlise DEXA do corpo todo
apdés 12 semanas de tratamento (A) e andlise ex vivo de
fémures (B). As 4&reas claras representam &areas de alta

densidade &ssea.

A Figura 15 mostra a andlise pQCT ex vivo do eixo femoral

médio apds tratamento de doze semanas. Os tratamentos foram
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o veiculo de controlo (PBS, barras escuras) e ActRIIa-mfc
(barras claras). As qguatro barras a esquerda mostram a
densidade oOssea total enquanto gque as dquatro barras a
direita mostram a densidade &éssea cortical. O primeiro par
de barras em cada conjunto de quatro barras representa os
dados de ratos ovariectomizados enquanto que o segundo par
de Dbarras representa os dados de ratos com operacgao

simulada.

A Figura 16 mostra a anadlise pQCT ex vivo e conteudo de
osso diafisdrio do eixo femoral apds tratamento de doze
semanas. 0Os tratamentos foram o veiculo controlo (PBS,
barras escuras) ou ActRITa-mFc (barras claras). As quatro
barras a esquerda mostram o conteudo O&sseo total engquanto
que as quatro barras a direita mostram o conteudo &sseo
cortical. O primeiro par de barras em cada conjunto de
quatro barras representa os dados de ratos ovariectomizados
enquanto que o segundo par de barras representa os dados de

ratos com operacao simulada.

A Figura 17 mostra a andlise pQCT ex vivo do eixo femoral e

espessura cortical do fémur. Os tratamentos foram o
controlo (PBS, Dbarras escuras) e ActRITa-mFc (barras
claras). As quatro barras a esquerda mostram a

circunferéncia endosteal enquanto que as quatro barras a
direita mostram a circunferéncia periosteal. O primeiro par
de barras em cada conjunto de quatro barras representa os
dados de ratos ovariectomizados enguanto que o segundo par
de Dbarras representa os dados de ratos com operacao

simulada.

A Figura 18 ilustra os resultados de teste mecénico de
fémures apds tratamento de doze semanas. Os tratamentos
foram o controlo (PBS, barras escuras) e ActRIIa-mFc

(barras claras). As duas barras da esquerda representam os
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dados de ratos ovariectomizados enquanto as ultimas duas

barras representam os dados de ratos com operacao simulada.

A Figura 19 mostra os efeitos de ActrIIa-mFc no volume de

osso trabecular.

A Figura 20 mostra os efeitos da ActrIla-mfc na arquitetura

trabecular no fémur distal.

A Figura 21 mostra os efeitos de ActrIIa-mFc no 0SSO

cortical.

A Figura 22 mostra os efeitos da ActrIIa-mFc na resisténcia

mecidnica do o0sso.

A Figura 23 mostra os efeitos das diferentes doses de
ActRITa-mFc nas caracteristicas do osso para trés dosagens

diferentes.

LA Figura 24 mostra histomorfometria do osso indicando que
ActRITIa-mFc tem dupla atividade anabdlica e anti-

reabsorcgao.

A Figura 25 mostra dados histomorfométricos adicionais.

A Figura 26 mostra imagens de fémures de rato de ratos
normais e com tumor, e os efeitos do tratamento com
ActRITa-mFc na morfologia do o0sso no modelo de mieloma
multiplo. Os ratos com tumores de mieloma multiplo (5T2)
mostram marcada corrosao e degradacao no osso comparado com
ratos normais (naive). O tratamento com ActRIIa-mFc elimina

este efeito.

A Figura 27 mostra os resultados de ensaios <clinicos

humanos descrito no Exemplo 5, onde a &rea sob a curva
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(AUC) e a dose de ActRIIa-hFc administrada tém uma
correlacadao linear, independentemente do facto de ActRIIa-
hFc ser administrado por via intravenosa (IV) ou subcuténea

(SC) .

A Figura 28 mostra uma comparacadao de niveis séricos de

ActRITa-hFc em doentes administrados IV ou SC.
A Figura 29 mostra os niveis de fosfatase alcalina no osso
(BAP) em resposta a niveis de doses diferentes de ActRIIa-

hFc. BAP é um marcador para crescimento ésseo anabdlico.

A Figura 30 mostra os efeitos cooperativos de ActRIIa-mFc

(RAP-011) e um agente bisfosfonato (zoledronato) em ratos.

DESCRICAO PORMENORIZADA DA INVENCAO

1. Visao global

L superfamilia do fator de transformagdo do crescimento
beta (TGF-beta) contém uma diversidade de fatores de
crescimento que partilham elementos de sequéncia e motivos
estruturais comuns. Estas proteinas sao conhecidas por
exercerem efeitos bioldgicos numa grande variedade de tipos
de células tanto em vertebrados como invertebrados. Membros
da superfamilia desempenham importantes fungdes durante o
desenvolvimento embriogénico na formacdo de padrdes e
especificacdao de tecidos e podem influenciar uma variedade
de processos de diferenciacao, incluindo adipogénese,
miogénese, condrogénese, cardiogénese, hematopoiese,
neurogénese, e diferenciacdo das células epiteliais. A
familia € dividida em dois ramos gerais: os ramos BMP/GDF e
TGF-beta/Activina/BMP 10, cujos membros tém diversos
efeitos, muitas vezes complementares. Manipulando a

atividade de um membro da familia TGF-beta, é muitas vezes
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possivel provocar alteracgdes fisioldgicas significativas
num organismo. Por exemplo, as racas de bovinos Piedmontese
e Belgian Blue carregam uma mutacao de perda de funcgao no
gene GDF8 (também chamado miostatina) que causa um marcado
aumento na massa muscular. Grobet et al., Nat Genet. 1997,
17(1):71-4. Além disso, em humanos, os alelos inativos de
GDF8 estao associliados ao aumento da massa muscular e,
alegadamente forca excecional. Schuelke et al., N Engl J
Med 2004,350:2682-8.

As activinas sado fatores de crescimento polipeptidicos
diméricos que pertencem a superfamilia TGF-beta. Existem
trés formas principais de activina (A, B, e AB) que sao
homo/heterodimeros de duas subunidades f intimamente
relacionadas (BaPa, PsPz, e PaPBz). O genoma humano também
codifica uma activina C e uma activina E, que sao
principalmente expressas no figado. Na superfamilia TGF-
beta, as activinas sdo fatores UGnicos e multifuncionais que
podem estimular a producdao de hormonas nas células do
ovario e da placenta, apoiar a sobrevivéncia de células
neuronais, influenciar a progressdao do ciclo celular
positivamente ou negativamente dependendo do tipo de
célula, e induzir a diferenciacdo mesodérmica pelo menos em
embrides de anfibios (DePaolo et al., 1991, Proc Soc Ep
Biol Med. 198: 500-512; Dyson et al., 1997, Curr Biol.
7:81-84; Woodruff, 1998, Biochem Pharmacol. 55:953-963).
Além disso, verificou-se que o fator de diferenciacéao
eritroide (EDF) isolado a partir de células leucémicas
monociticas humanas estimuladas era idéntico a activina A
(Murata et al., 1988, PNAS, 85:2434). Foi sugerido que a
activina A atua como um regulador positivo natural da
eritropoiese na medula Oéssea. Em varios tecidos, a
sinalizacao da activina é antagonizada pelo seu
heterodimero relacionado, a inibina. Por exemplo, durante a

libertagdao da hormona de estimulacgdo folicular (FSH) da
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pituitdria, a activina promove a secrecdo e sintese de FSH,
enquanto que a inibina impede a secrecdo e a sintese de
FSH. Outras proteinas gue podem regular a bioatividade da
activina e/ou se ligam a activina incluem a folistatina
(FS), proteina relacionada com folistatina (FSRP), e o2-

macroglobulina.

Os sinais de TGF- sao mediados por complexos heteroméricos
de recetores de serina/treonina quinase tipo I e tipo IT,
0os quais fosforilam e ativam proteinas Smad a jusante apds
estimulacgdao do ligando (Massagué, 2000, Nat. Rev. Mol. Cell
Biol. 1:169-178). Estes recetores tipo I e tipo II sao
proteinas transmembranares, compostas por um dominio
extracelular de ligacdo a ligando com uma regido rica em
cisteina, um dominio transmembranar, e um dominio
citoplasmdtico com especificidade para serina/treonina
prevista. 0Os recetores tipo I sao essenciails para a
sinalizacdo; e o8 recetores tipo II sdo necessarios para a
ligagao a ligandos e para a expressao dos recetores tipo I.
Os recetores de activina tipo I e II formam um complexo
estdvel apds ligacdo a ligando, resultando na fosforilacéo

dos recetores tipo I pelos recetores tipo II.

Dois recetores tipo II relacionados, ActRIIa e ActRIIb,
foram identificados como recetores tipo II para activinas
(Mathews and Vale, 1991, Cell 65:973-982; Attisanoet al.,
1992, Cell 68:97-108). Para além das activinas, ActRIIa e
ACtRIIb podem interagir bioquimicamente com muitas outras
familias de proteinas TGF-f, incluindo BMP7, Nodal, GDFS8, e
GDF1l 1 (Yamashita et al., 1995, J. Cell Biol. 130:217-226;
Lee and McPherron, 2001, Proc. Natl. Acad. Sci. 98:9306-
9311; Yeo and Whitman, 2001, Mol. Cell 7: 949-957; Oh et
al., 2002, Genes Dev. 16:2749-54). ALK4 ¢é o recetor

primdrio tipo I para as activinas, particularmente para a
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activina A, e ALK-7 pode servir também de recetor para as

activinas, particularmente para a activina B.

Como agqui demonstrado, um polipéptido ActRIIa soluvel
(sActRIIa), que demonstra preferéncia substancial pela
ligagdo a activina A ao contrario de outros membros da
familia TGF-beta, tais como GDF8 ou GDF1l1l, é eficaz para
promover o crescimento &ésseo e aumentar a densidade &ssea
in vivo. Embora nao desejando estar limitado a qualquer
mecanismo particular, é esperado que o efeito de sActRIIa
seja causado primariamente por um efeito antagonista da
activina, dada a ligacdo muito forte da activina (constante
de dissociacao picomolar) exibida pela construcao
particular sActRIIa usada neste estudo. Independentemente
do mecanismo é evidente a partir dos dados @ aqui
apresentados que os antagonistas ActRIIa- activina aumentam
a densidade &éssea em ratos normais, em modelos de rato para
osteoporose e num modelo de rato de mieloma multiplo. Deve
notar-se que o o0sso é um tecido dinédmico, com crescimento
ou reducdo e aumento ou diminuicdo da densidade dependendo
de um equilibrio de fatores que produzem o 08so e estimulam
a mineralizacdo (principalmente os osteoblastos) e fatores
que destroem e desmineralizam o o0sso (principalmente os
osteoclastos). O crescimento dsseo e a mineralizacgdo podem
ser aumentados aumentando os fatores produtivos, diminuindo
os fatores destrutivos, ou ambos. 0Os termos "promover o
crescimento &ésseo"™ e "aumentar a mineralizacadao do osso"
referem-se a mudancas fisicas observaveilis no 0sso e s&o
neutros em relacdao ao mecanismo pelo qual as alteracgdes no

0SSO ocorrem.

Os modelos de rato para a osteoporose e crescimento
6sseo/densidade que foram usados nos estudos aqui descritos
sdao considerados como sendo altamente preditivos da

eficdcia em humanos, e portanto, os polipéptidos ActRIIa e
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outros antagonistas de Activina-ActRIIa podem ser usados
para promover o crescimento o6sseo e aumentar a densidade
6ssea em humanos. Antagonistas de activina-ActRIIa incluem,
por exemplo, polipéptidos ActRIIa soluveis de ligagdo a
activina, anticorpos que se ligam a activina
(particularmente as subunidades A ou B da activina, também
referidas como RA ou RB) e perturbam a ligacdo a ActRIIa,
anticorpos que se ligam a ActRIIa e perturbam a ligacao a
activina, proteinas qgque nao anticorpos selecionadas para
ligagao a activina ou ActRIIa (ver  por exemplo,
w0/2002/088171, W0/2006/055689, e W0/2002/032925 para
exemplos dessas proteinas e métodos para concecdo e selecao
desses reagentes de ligacdo de afinidade nao-anticorpos), e
péptidos aleatdérios selecionados para ligacdo a activina ou
ActRIIa, frequentemente aposto a um dominio Fc. Duas
proteinas diferentes (ou outras porgdes) com atividade de
ligagao a activina ou ActRIIa, especialmente ligantes da
activina que bloqueiam os sitios de ligagao tipo I (por
exemplo, um recetor de activina tipo I soluvel) e tipo II
(por exemplo, um recetor de activina tipo II soluvel)
respetivamente, podem ser ligadas uma a outra para criar
uma molécula de ligacdo bifuncional. Aptameros de &cidos
nucleicos, moléculas pequenas e outros agentes que inibem o
eixo de sinalizacgdo da activina-ActRIIa. Varias proteinas
tém atividade antagonista de activina-ActRIIa, incluindo a
inibina (i.e., subunidade alfa da inibina), embora a
inibina n&o antagonize a activina universalmente em todos
os tecidos, folistatina (por exemplo, folistatina-288 e
folistatina-315). FSRP, activina C, alfa(2)-macroglobulina,
e uma activina-A mutante M108A (troca de metionina por
alanina na posigao 108). Geralmente, formas alternativas de
activina, particularmente agquelas com alteracdes no dominio
de ligacao ao recetor tipo I pode ligar—-se a recetores tipo
IT que nao conseguem formar um complexo ternario ativo,

atuando assim como antagonistas. Adicionalmente, &cidos
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nucleicos, tais como moléculas anti-sentido, siRNAs ou
ribozimas que inibem a activina A, B, C ou E, ou,
particularmente, a expressao da ActRIIa, podem ser usados
como antagonistas de activina-ActRIIa. Preferencialmente,
os antagonistas de activina-ActRIIa a serem usados devem
exibir seletividade para a inibicdo da sinalizacdao mediada
por activina versus outros membros da familia TGF-beta, e
particularmente em relagdo a GDF8 e GDFII. As proteinas
ActRftb soluveis 1ligam-se a activina, no entanto, a
proteina de tipo selvagem nao exibe seletividade
significativa na 1ligacdo a activina versus GDF8/11, e
experiéncias preliminares sugerem gue esta proteina nao
fornece os efeitos desejados no o0sso, enquanto qgue causa
também crescimento substancial do masculo. No entanto,
formas alteradas de ActRIIb com diferentes propriedades de
ligacgéao foram identificadas (ver, por exemplo, WO
2006/012627, pp. 55-59 e estas proteinas podem atingir os
efeitos desejados no osso. ActRIIb nativa ou alterada pode
ser dada especificidade acrescida para activina por
acoplamento com um segundo agente de ligacdo seletivo para

activina.

Os termos usados nesta especificacdo geralmente tém o seu
significado comum na técnica, dentro do contexto desta
invengcdo e no contexto especifico em que cada termo é
usado. Certos termos sdo discutidos a seguir ou em qualqguer
outra parte da especificacao, para dar orientacdo adicional
ao praticante na descricdo das composicdes e métodos da

invencdo e como fazer uso deles.

"Cerca de" e "aproximadamente" devem geralmente significar
um grau aceitdvel de erro para a quantidade medida dada a
natureza ou precisdao das medigdes. Tipicamente, graus

exemplificativos de erro sao dentro de 20 por cento (%),
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preferencialmente dentro de 10%, e mais preferencialmente

dentro de 5% de um dado valor ou intervalo de valores.

Em alternativa, e particularmente em sistemas bioldgicos,
0s termos "cerca de" e "aproximadamente" podem significar
valores que estdao dentro de uma ordem de magnitude,
preferencialmente dentro de 5 vezes e mais
preferencialmente dentro de 2 vezes um dado valor. As
quantidades numéricas dadas aqui sao aproximadas, a menos
que indicado em contrario, significando que o termo "cerca
de"™ ou T"aproximadamente" pode ser inferido quando nao

expressamente indicado.

As sequéncias podem ser comparadas umas com as outras,
incluindo a sequéncia de tipo selvagem com um ou mais
mutantes (sequéncias variantes). Essas comparacgdes
compreendem tipicamente os alinhamentos das sequéncias de
polimeros, por exemplo, usando programas de alinhamento de
sequéncias e/ou algoritmos gque sdo bem conhecidos na
técnica (por exemplo, BLAST, FASTA e MEGALIGN, para indicar
alguns). O especialista na técnica pode facilmente apreciar
que, nesses alinhamentos, gquando uma mutacdo contém uma
insercdao ou delegcdao de um residuo, o alinhamento da
sequéncia vail introduzir um "gap" (tipicamente representado
por um traco, ou "A") na sequéncia do polimero que néao

contém o residuo inserido ou eliminado.

"Homdélogo," em todas as suas formas gramaticais e variacdes
de ortografia, refere-se a relacdo entre duas proteinas que
possuem uma "origem evolutiva comum," incluindo proteinas
de superfamilias nas mesmas espécies de organismos, assim
como proteinas homdlogas de diferentes espécies de
organismos. Essas proteinas (e o0s seus 4acidos nucleicos
codificantes) tém homologia de sequéncia, como refletido

pela sua semelhanca de sequéncias, em termos de percentagem
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de identidade ou pela presenca de residuos ou motivos

especificos e posicdes conservadas.

O termo "semelhanca de sequéncia," em todas as suas formas
gramaticais, refere-se ao grau de identidade ou
correspondéncia entre as sequéncias de acidos nucleicos ou
sequéncia de aminodcidos que podem ou nao partilhar uma

origem evolutiva comum.

Porém, em uso comum €& no presente pedido, o termo
"homélogo," qgquando modificado com um advérbio tal como
"altamente," pode referir-se a semelhanca de sequéncia e

pode ou nao relacionar-se com uma a origem evolutiva comum.

2. Polipéptidos ActRIIa

Como aqui usado, o termo "ActRIIa" refere-se a uma familia
de proteinas de recetores tipo IIa de activina (ActRIIa) de
quaisquer espécies e variantes derivadas dessas proteinas
ActRIIa por mutagénese ou outra modificacdo. A referéncia
aqui a ActRIIa ¢ entendida para ser uma referéncia a
qualquer uma das formas correntemente identificadas.
Membros da familia ActRIIa sao geralmente proteinas
transmembranares, compostas de um dominio extracelular de
ligagdo a 1ligando com wuma regido rica em cisteina, um
dominio transmembranar, e um dominio citoplasmatico com

atividade de serina/treonina gquinase prevista.

0 termo "polipéptido AcCtRIIa" inclui polipéptidos
compreendendo qualquer polipéptido de ocorréncia natural de
um membro da familia ActRIIa assim como guaisquer variantes
destes (incluindo mutantes, fragmentos, fusdes, e formas
peptidomimética) que retém uma atividade Gtil. Por exemplo,
polipéptidos ActRIIa incluem polipéptidos derivados da

sequéncia de qualgquer ActRIIa conhecido com uma sequéncia
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pelo menos cerca de 80% idéntica a segquéncia de um
polipéptido ActRIIa, e preferencialmente pelo menos 85%,
90%, 95%, 97%, 99% ou maior identidade. Por exemplo, um
polipéptido ActRIIa da invencao pode ligar-se a e inibir a
funcdo de uma proteina ActRIIa e/ou activina. Um
polipéptido ActRIIa pode promover o crescimento dbsseo e
mineralizacdo do o0sso. Exemplos de polipéptidos ActRIIa
incluem polipéptido precursor de ActRIIa humano (SEQ ID NO:
1) e polipéptidos ActRIIa humanos soluveils (por exemplo,

SEQ ID NOs: 2, 3, 7 e 12).

A sequéncia de proteina precursora de ActRIIa humana é como

se segue:

MGAAAKLAFAVFLISCSSGAILGRSETQECLFFNANWEKDRTNQTGVEP
CYGDRDKRRHCFATWKNISGSIEIVRQGCWLDDINCYDRTDCVEKKDSP
EVYFCCCEGNMCNEKFSYFPEMEVTQPTSNPVTPKPPYYNILLYSLVPL
MLIAGIVICAFWVYRHHKMAYPPVLVPTQDPGPPPPSPLLGLKPLQLLE
VKARGRFGCVWKAQLLNEYVAVKIFPIQDKQSWONEYEVYSLPGMKHEN
ILQFIGAEKRGTSVDVDLWLITAFHEKGSLSDFLKANVVSWNELCHIAE
TMARGLAYLHEDI PGLKDGHKPAISHRDIKSKNVLLKNNLTACIADFGL
ALKFEAGKSAGDTHGQVGTRRYMAPEVLEGAINFQRDAFLRIDMYAMGL
VLWELASRCTAADGPVDEYMLPFEEEIGQHPSLEDMQEVVVHKKKRPVL
RDYWQKHAGMAMLCETIEECWDHDAEARLSAGCVGERITQMQRLTNIIT

TEDIVTVVTMVTNVDEPPKESSL (SEQIDNO: 1)

O péptido de sinal estd sublinhado; o dominio extracelular
estd a negrito e os sitios de glicosilagdo potenciais N-

ligados estdo sublinhados com duas linhas.

A sequéncia polipeptidica processada de ActRIIa humana

soluvel (extracelular) € como se segue:

ILGRSETQECLEFFNANWEKDRTNQTGVEPCYGDKDKRRHCFATWKNISG
SIEIVKQGCWLDDINCYDRTDCVEKKD SPEVYFCCCEGNMCNEKFESYFP
EMEVTQPTSNPVTPKPP (SEQ ID NO: 2)
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A “cauda” C-terminal do dominio extracelular esté
sublinhada. A sequéncia com a “cauda” eliminada (uma

sequéncia Alb5) é como se segue:

ILGRSETQECLEFFNANWEKDRTNQTGVEPCYGDKDKRRHCFATWKNISG
SIEIVKQGCWLDDINCYDRTDCVEKKDSPEVYFCCCEGNMCNEKFSYFP
EM (SEQID NO:3)

A sequéncia de 4&acidos nucleicos que codifica a proteina
precursora de ActRIIa humana € como se segue (nucledtidos

164-1705 da entrada no Genbank NM 001616) :

ATGGGAGCTGCTGCAAAGTTGGCGTTTGCCGTCTTTCTTATCTCCTGTTCTTCAGGTGC
TATACTTGGTAGATCAGAAACTCAGGAGTGTCTTTTCTTTAATGCTAATTGGGAAAAAG
ACAGAACCAATCAAACTGGTGTTGAACCGTGTTATGGTGACAARAGATAAACGGCGGCAT
TGTTTTGCTACCTGGAAGAATATTTCTGGTTCCATTGAAATAGTGAAACAAGGTTGTTG
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GCTGGATGATATCAACTGCTATGACAGGACTGATTGTGTAGAAARARAAAAGACAGCCCTG
AAGTATATTTTTGT TGCTGTGAGGGCAATATGTGTAATGAAAAGTTTTCTTATTITCCA
GAGATGGAAGTCACACAGCCCACTTCAARATCCAGTTACACCTAAGCCACCCTATTACAR
CATCCTGCTCTATTCCTTGGTGCCACTTATGTTAATTGCGGGGATTGTCATTTGTGCAT
TTTGGGTGTACAGGCATCACAAGATGGCCTACCCTCCTGTACTTGTTCCAACTCAAGAC
CCAGGACCACCCCCACCTTCTCCATTACTAGGGTTGAAACCACTGCAGTTATTAGAAGT
GAAAGCARGGGGAAGATTTGGTTGTGTCTGGAAARGCCCAGTTGCTTAACGAATATGTGG
CTGTCAAAATATTTCCAATACAGGACAARCAGTCATGGCARAATGAATACGAAGTCTAC
AGTTTGCCTGGAATGAAGCATGAGAACATATTACAGTTCATTGGTGCAGARAAACGAGG
CACCAGTGTTGATGTGGATCTTTGGCTGATCACAGCATTTCATGAAARGGGTTCACTAT
CAGACTTTCTTAAGGCTAATGTGGTCTCTTGGAATGAACTGTGTCATATTGCAGAARCC
ATGGCTAGAGGATTGGCATATTTACATGAGGATATACCTGGCCTAARAGATGGCCACAA
ACCTGCCATATCTCACAGGGACATCAAAAGTARAARTGTGCTGTTGAARAARCAACCTGA
CAGCTTGCATTGCTGACTT TGGGTTGGCCT TAARAT TTGAGGC TGGCARGTCTGCAGGE
GATACCCATGGACAGGTTGGTACCCGGAGGTACATGGCTCCAGAGGTATTAGAGGGTGC
"TATAAACTTCCAAAGGGATGCATTTTTGAGGATAGATATGTATGCCATGGGATTAGTCC
TATGGGAACTGGCTTCTCGCTGTACTGCTGCAGATGGACCTGTAGATGAATACATGTTG
CCATTTGAGGAGGAAATTGGCCAGCATCCATCTCTTGAAGACATGCAGGAAGTTGTTGT
GCATAAAARARAAGAGGCCTGTTTTAAGAGATTATTGGCAGAAACATGCTGGAATGGCAA
TGéTCTGTGAAACCATTGAAGAATGTTGGGATCACGACGCAGAAGCCAGGTTATCAGCT-
GGATGTGTAGGTGAAAGAATTACCCAGATGCAGAGACTAACAAATATTATTACCACAGA
GGACATTGTAACAGTGGTCACAATGGTGACARATGTTGACTTTCCTCCCARAGAATCTA

GTCTATGA (SEQ ID NO: 4)

A sequéncia de &acidos nucleicos que codifica um polipéptido
(extracelular) € como se segue:

soluvel de ActRIIa humana
ATACTTGGTAGATCAGAAACTCAGGAGTGTCTTTTCTTTAATGCTAATTGGGAAARAGA
CAGAACCAATCAAACTGGTGTTGAACCGTGTTATGGTGACAAAGATAARACGGCGGCATT
GTTTTGCTACCTGGAAGAATATTTCTGGT TCCATTGAAATAGTGAAACAAGGTTGTTIGG
CTGGATGATATCAACTGCTATGACAGGACTGATTGTGTAGAAAAAAAAGACAGCCCTGA
AGTATATTTTTGTTGCTGTGAGGGCAATATGTGTAATGAAARGT TTTCTTATTTTCCAG

AGATGGAAGTCACACAGCCCACTTCAAATCCAGT TACACCTARAGCCACCC (SEQID

NO: §)
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Como aqui descrito, o termo "polipéptido ActRIIa soluvel"
refere-se geralmente a polipéptidos compreendendo um
dominio extracelular de wuma proteina ActRIIa. O termo
“volipéptido ActRIIa soluvel”, conforme aqui usado, inclui
gqualgquer dominio extracelular de ocorréncia natural de uma
proteina ActRIIa assim como dquaisguer variantes desta
(incluindo mutantes, fragmentos e formas peptidomiméticas).
Um polipéptido ActRIIa de ligagao a activina é um que retém
a capacidade de se ligar a activina, particularmente
activina AA, AB ou BB. Preferencialmente, um polipéptido
ActRIIa de ligacdo a activina vai ligar-se a activina AA
com uma constante de dissociacdo de 1 nM ou inferior. As
sequéncias de aminodcidos da proteina precursora de ActRIIa
humana sao fornecidas abaixo. O dominio extracelular de uma
proteina ActRIIa liga-se a activina e é geralmente soluvel,
e assim pode ser denominado um polipéptido ActRIIa de
ligacdo a activina, soluvel. Exemplos de polipéptidos
ActRIIa de 1ligacao a activina, soluveis, incluem o
polipéptido soluvel ilustrado nas SEQ ID NOs: 2, 3, 7, 12 e
13. A SEQ ID NO:7 é referida como ActRIIa-hFc, e é descrita
adicionalmente nos Exemplos. Outros exemplos de
polipéptidos ActRIIa de ligagdo a activina, soluveis,
compreendem uma sequéncia de sinal para além do dominio
extracelular de uma proteina ActRIIa, por exemplo,
sequéncia lider de melitina de abelha (SEQ ID NO: 8), a
lider do activador de plasminogénio tecidular (TPA) (SEQ ID
NO: 9) ou a lider de ActRIIa nativa (SEQ ID NO: 10). O
polipéptido ActRITIa-hFc ilustrado na SEQ ID NO:13 usa uma
lider TPA.

Fragmentos de polipéptidos ActRIIa funcionalmente ativos
podem ser obtidos por andlise de polipéptidos produzidos de
forma recombinante a partir do fragmento correspondente do
dcido nucleico que codifica um polipéptido ActRIIa. Para

além disso, 0s fragmentos podem ser sintetizados
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gquimicamente usando técnicas conhecidas na técnica tais
como gquimica t-Boc ou f-Moc de fase s6lida Merrifield
convencional. Os fragmentos podem ser produzidos (de forma
recombinante ou por sintese quimica) e testados para
identificar aqueles fragmentos peptidilo que podem
funcionar como antagonistas (inibidores) da proteina

ActRIIa ou sinalizacdo mediada por activina.

Variantes funcionalmente ativas de polipéptidos ActRIIa
podem ser obtidas por analise de bibliotecas de
polipéptidos modificados de forma recombinante produzidos a
partir de &cidos nucleicos mutagenizados correspondentes
que codificam um polipéptido ActRITIa. As variantes podem
ser produzidas e testadas para identificar aquelas dque
podem funcionar como antagonistas (inibidores) da proteina
ActRITIa ou sinalizacdo mediada por activina. Uma wvariante
funcional dos polipéptidos ActRIIa pode compreender uma
sequéncia de aminodcidos que € pelo menos 75% idéntica a
uma sequéncia de aminodcidos selecionada a partir da SEQ ID
NOs: 2 ou 3. Em certos casos, a variante funcional tem uma
sequéncia de aminodcidos pelo menos 80%, 85%, 90%, 95%,
97%, 98%, 99% ou 100% idéntica a uma sequéncia de

aminocdcidos selecionada a partir das SEQ ID NOs: 2 ou 3.

As variantes funcionais podem ser geradas por modificacéao
da estrutura de um polipéptido ActRIIa para fins tais como
melhorar a eficdcia terapéutica, ou a estabilidade (por
exemplo, prazo de validade em armazenamento ex vivo e
resisténcia a degradacdo proteolitica in vivo). Esses
polipéptidos ActRIIa modificados quando selecionados para
reter a ligagdao activina, sao considerados equivalentes
funcionais dos polipéptidos ActRIIa de ocorréncia natural.
Polipéptidos AcCtRIIa modificados podem também ser
produzidos, por exemplo, por substituicao, delecao, ou

adicdo de aminodcidos. Por exemplo, € razoavel esperar dJue
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uma substituicdo isolada de uma leucina por uma isoleucina
ou valina, um aspartato por um glutamato, uma treonina por
uma serina, ou uma substituicao semelhante de um
aminodcido por um aminodcido estruturalmente relacionado
(por exemplo, mutacdes conservativas) ndo vai ter um grande
efeito na atividade Dbiolégica da molécula resultante.
Substituic¢des conservativas sao aquelas que ocorrem dentro
de uma familia de aminodcidos que sao relacionados nas suas
cadeias laterais. e uma alteraciZo na sequéncia de
aminodcidos de todo o polipéptido ActRIIa resulta num
homdélogo funcional pode ser facilmente determinado
avaliando a capacidade do polipéptido ActRIIa variante para

produzir uma resposta em células de um modo semelhante ao

do polipéptido ActRIIa de tipo selvagem.

Mutacdes especificas podem ser incluidas nos polipéptidos
ActRITIa de modo a alterar a glicosilacao do polipéptido.
Essas mutacdes podem ser selecionadas de modo a introduzir
ou eliminar um ou mais sitios de glicosilacdo, tais como
sitios d glicolizacdo ligados a O ou ligados a N. Sitios de
reconhecimento de glicosilacéao ligados a Asparagina
geralmente compreendem uma sequéncia tripeptidica,
asparagina-X-treonina (ou asparaginas-X-serina) (em que "X"
€& qualquer aminodcido) que €& especificamente reconhecida
por enzimas de glicosilacao celular apropriadas. A
alteracdo pode também ser feita ©por adicao de, ou
substituicao por, um ou mais residuos de serina ou treonina
na sequéncia de polipéptido ActRIIa de tipo selvagem (por
sitios de glicosilacadao ligados a O). Uma diversidade de
substituicgdes ou delecgdes de aminocdcidos numa ou em ambas a
primeira ou terceira posicdes de aminodcido de um sitio de
reconhecimento de glicosilacao (e/ou eliminacéao do
aminodcido na segunda posicdo) resulta na ndo glicosilacéo
na sequéncia tripeptidica modificada. Outro meio para

aumentar o numero de porgdes de hidrato de carbono num
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polipéptido ActRIIa € por acoplamento guimico ou enzimdtico
dos glicésidos ao polipéptido ActRIIa. Dependendo do modo
de acoplamento usado, o(s) acucar(es) podem ser anexados a
(a) arginina e histidina; (b) grupos carboxilo livres; (c)
grupos sulfidrilo 1livres tais como os da cisteina; (d)
grupos hidroxilo livres tais como os da serina, treonina,
ou hidroxiprolina; (e) residuos aromdticos tais como os da
fenilalanina, tirosina, ou triptofano; ou (f) o grupo amida
da glutamina. Estes métodos sdo descritos na WO 87/05330
publicada em Sep. 11, 1987, e em Aplin and Wriston (1981)
CRC Crit. Rev. Biochem., pp. 259-306. A remogcao de uma ou
mais porgdes de hidrato de carbono presentes num
polipéptido ActRIIa pode ser realizada gquimicamente e/ou
enzimaticamente. A desglicosilacdo quimica pode envolver,
por exemplo, a exposicdo do polipéptido ActRIIa ao composto
dcido trifluorometanosulfdénico, ou um composto equivalente.
Este tratamento resulta na clivagem da maioria ou de todos
0s acgucares exceto o acgucar de ligacao (N-acetilglucosamina
ou N-acetilgalactosamina), deixando a sequéncia de
aminodcidos intacta. A desglicosilacao quimica é
adicionalmente descrita por Hakimuddin et al. (1987) Arch.
Biochem. BRiophys. 259: 52 e por Edge et al. (1981) Anal.
Biochem. 118:131. A clivagem enzimatica das porcgdes de
hidrato de carbono nos polipéptidos ActRIIa pode ser
conseguida usando uma diversidade de endo- e exo-
glicosidases como descrito por Thotakura et al. (1987)
Meth. Enzymol. 138:350. A sequéncia de um polipéptido
ActRlla pode ser ajustada, como apropriado, dependendo do
tipo de <sistema de expressao usado, como mamifero,
levedura, inseto e células vegetais podem todos introduzir
diferentes padrdes de glicosilacao que podem ser afetados
pela sequéncia de aminocdcidos do péptido. Em geral, as
proteinas ActRlla para uso em humanos val ser expressa numa
linha de células de mamifero que fornece glicosilacéao

adequada, tal como HEK293 ou linhas de células CHO, embora
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outras linhas celulares de expressao de mamifero, linhas
celulares de leveduras com enzimas de glicosilacéao
modificadas e células de inseto se espera que também sejam

Uteis.

E aqui descrito um método para gerar mutantes,
particularmente conjuntos de mutantes combinatdérios de um
polipéptido ActRIIa, assim como mutantes de truncacao;
grupos de mutantes combinatdérios s&o especialmente uteis
para identificacgcdo de sequéncias variantes funcionais. O
objetivo da andlise de tais bibliotecas combinatdérias pode
ser gerar, por exemplo, variantes de polipéptidos ActRIIa
que podem atuar como agonistas ou como antagonistas, ou em
alternativa, que possuem novas catividades no seu conjunto.
Uma variedade de ensaios de rastreio sédo fornecidas abaixo,
e esses ensalos podem ser usados para avaliar as variantes.
Por exemplo, uma variante do polipéptido ActRIIa pode ser
analisada em relacdo a sua capacidade para se ligar a um
ligando ActRlla, para prevenir a ligagdo de um ligando
ActRITIa a um polipéptido ActRIIa ou para interferir com a

sinalizacdo causada por um ligando ActRlla.

A atividade de um polipéptido ActRlla ou as suas variantes
pode também ser testada num ensaio in vivo ou a base de
células. Por exemplo, o efeito de uma variante do
polipéptido ActRlla pode ser avaliado na expressao dos
genes envolvidos na producao de osso ou destruicdao de osso.
Isto pode, conforme necessédrio, ser realizado na presencga
de uma ou mais proteinas de ligandos ActRlla recombinantes
(por exemplo, activina), e as células podem ser
transfectadas de modo a produzir um polipéptido ActRlla
e/ou variantes destes, e opcionalmente, um ligando ActRlla.
Do mesmo modo, um polipéptido ActRlla pode ser administrado
a um rato ou outro animal, e a uma ou mais propriedades

6sseas, tais como densidade ou volume podem ser avaliadas.
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A taxa de cura para as fraturas O&sseas podem também ser
avaliadas. Absorciometria com Raio X de dupla energia
(DEXA) €& uma técnica bem estabelecida, nao invasiva,
quantitativa para medir a densidade &éssea num animal. Em
humanos, sistemas DEXA centrais podem ser usados para medir
a densidade ¢éssea na coluna e na pélvis. Estes sdao os
melhores preditores de densidade dssea em geral. Os
sistemas DEXA periféricos podem ser usados para medir a
densidade o6ssea nos o0ssos periféricos, incluindo, por
exemplo, 0s o0ssos das maos, pulso, tornozelo e pé. Sistemas
de imagem de raio X tradicionais, incluindo exames de TAC,
podem ser usados para medir o crescimento &ésseo e a

consolidacao de fraturas. A resisténcia mecédnica do osso

pode também ser avaliada.

Podem ser geradas variantes, derivadas de forma
combinatéria, gque apresentam uma poténcia seletiva ou
geralmente aumentada em relacao a um polipéptido ActRIIa de
ocorréncia natural. Do mesmo modo, a mutagénese pode dar
origem a variantes que tém semividas intracelulares
dramaticamente diferentes do que 0 correspondente
polipéptido ActRIIa de tipo selvagem. Por exemplo, a
proteina alterada pode ser tornada ou mais estdvel ou menos
estdvel a degradacdo proteolitica ou a outros processos
celulares que resultam na destruicdo de, ou de outra forma,
na 1inativagcdo de um polipéptido ActRIIa nativo. Essas
variantes, e o0s genes que as codificam, podem ser
utilizadas para alterar os niveis de polipéptido ActRlla
através da modulagao da semivida dos polipéptidos ActRIIa.
Por exemplo, uma semivida curta pode dar origem a efeitos
bioldégicos mais transitdrios e pode permitir um controlo
mais rigoroso dos niveis do polipéptido ActRIIa
recombinante dentro do doente. Numa proteina de fusédo Fc,
as mutacdes podem ser feitas no ligante (se algum) e/ou na

porgao Fc para alterar a semivida da proteina.
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Uma biblioteca combinatdéria pode ser produzida através de
uma biblioteca degenerada de genes que codificam uma
biblioteca de polipéptidos em que cada um inclui pelo menos
uma porcgao de sequéncias de polipéptidos ActRITIa
potenciais. Por exemplo, uma mistura de oligonucledtidos
sintéticos pode ser enzimaticamente ligada a sequéncias de
genes de tal forma gque o conjunto degenerado de potenciais
sequéncias de nucledtidos do polipéptido ActRIIa seja
expressavel como polipéptidos individuais, ou em
alternativa, como um conjunto de proteinas de fusdo maiores

(por exemplo, para exibicdo em fagos).

Existem muitas vias através das quais a biblioteca de
homdélogos potenciais pode ser gerada a partir de uma
sequéncia de oligonucledétidos degenerada. A sintese gquimica
de uma sequéncia de genes degenerada pode ser realizada num
sintetizador automdtico de ADN, e o0s genes sintéticos séo
depois 1ligados num vetor apropriado para expressao. A
sintese de oligonucledétidos degenerados €& bem conhecida na
técnica (ver por exemplo, Narang, SA (1983) Tetrahedron
39:3; Itakura et al., (1981) Recombinant DNA, Proc. 3rd
Cleveland Sympos. Macromolecules, ed. AG Walton, Amsterdam:
Elsevier pp273-289; Itakura et al., (1984) Annu. Rev.
Biochem. 53:323; Itakura et al., (1984) Science 198:1056;
Ike et al., (1983) Nucleic Acid Res. 11:477). Tais técnicas
foram empregues na evolucgao dirigida de outras proteinas
(ver, por exemplo, Scott et al., (1990) Science 249:386-
390; Roberts et al., (1992) PNAS USA 89:2429-2433; Devlin
et al., (1990) Science 249: 404-406; Cwirla et al., (1990)
PNAS USA 87: 6378-6382; assim como as Patentes U.S. Nos:
5,223,409, 5,198,346, e 5,096,815).

Em alternativa, outras formas de mutagénese podem ser
utilizada para gerar uma biblioteca combinatéria. Por

exemplo, variantes do polipéptido ActRIIa podem ser geradas
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e isoladas a partir de uma biblioteca por rastreio usando,
por exemplo, andlise de mutagénese de alanina e afins (Ruf
et al., (1994) Biochemistry 33:1565-1572; Wang et al.,
(1994) J. Biol. Chem. 269:3095-3099; Balint et al., (1993)
Gene 137:109-118; Grodberg et al., (1993) Eur. J. Biochem.
218:597-601; ©Nagashima et al., (1993) J. Biol. Chem.
268:2888-2892; Lowman et al., (1991) Biochemistry 30:10832-
10838; e Cunningham et al., (1989) Science 244:1081-1085),
por andlise de mutagénese de ligante (Gustin et al., (1993)
Virology 193:653-660; Brown et al., (1992) Mol. Cell Biol.
12:2644-2652; McKnight et al., (1982) Science 232:316); por
mutagénese de saturacgdo (Meyers et al., (1986) Science
232:613); por mutagénese de PCR (Leung et al., (1989)
Method Cell Mol Biol 1:11-19); ou por mutagénese aleatdria,
incluindo mutagénese quimica, etc. (Miller et al., (1992) A
Short Course 1in Bacterial Genetics, CSH L Press, Cold
Spring Harbor, NY; e Greener et al., (1994) Strategies in
Mol Biol 7:32-34). A andlise de mutagénese de ligante,
particularmente num ambiente combinatério, ¢é um método
atrativo para identificar formas de polipéptidos ActRlla

truncados (bioativas).

Uma vasta gama de técnicas sao conhecidas na técnica para
triar produtos genéticos de Dbibliotecas combinatérias
feitas por mutacdes e truncamentos pontuais, e para triagem
das bibliotecas de cADN para produtos genéticos com uma
determinada propriedade. Tais técnicas seradao geralmente
adaptavels para triagem rdpida de Dbibliotecas de genes
geradas pela mutagénese combinatdria dos polipéptidos
ActRlla. As técnicas mais amplamente usadas para triar
grandes bibliotecas de genes compreendem tipicamente clonar
a biblioteca de genes em vetores de expressdo replicaveis,
transformacdao em células apropriadas com o0s resultantes
vetores de biblioteca, e expressao dos genes combinatdrios

sob condicgdes nas quais a detecdo de uma atividade desejada
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facilita o 1solamento relativamente facil do vetor que
codifica o gene cujo produto foili detetado. Ensaios
preferidos incluem ensaios de ligagao a activina e ensaio

de sinalizacéao celular mediada por activina.

Os polipéptidos ActRIIa da invencdao podem compreender
adicionalmente modificacdes pds—-traducao para além das gue
estdo naturalmente presentes nos polipéptidos ActRIIa. Tais
modificacgdes incluem, mas nao estao limitadas a,
acetilacao, carboxilacao, glicosilacgao, fosforilacao,
lipidacdao, e acilacdao. Como resultado, os polipéptidos
ActRlla modificados podem  conter elementos que nao
aminodcidos, tais como polietileno glicdis, 1lipidos, poli
ou monossacdridos, e fosfatos. Os efeitos desses elementos
ndo—-aminodcidos na funcionalidade de um polipéptido ActRIIa
podem ser testados como aqui descrito para outras variantes
de polipéptido ActRIIa. Quando um polipéptido ActRIIa é
produzido em células por clivagem de uma forma emergente do
polipéptido ActRIIa, o processamento pds—-traducido pode
também ser importante para a dobragem correta e/ou funcao
da proteina. Células diferentes (tais como CHO, HeLa, MDCK,
293, WI38, NIH-3T3 ou HEK293) tém maquinaria celular
especifica e mecanismos caracteristicos para essas
atividades ©pds-tradugcdo e podem ser escolhidos ©para
assegurar a correta modificacdo e processamento dos

polipéptidos ActRIIa.

Variantes funcionais ou formas modificadas dos polipéptidos
ActRIIa podem incluir proteinas de fusdao com pelo menos uma
porcao dos polipéptidos ActRIIa e um ou mais dominios de
fusdo. Exemplos bem conhecidos de tais dominios de fuséao
incluem, mas nao sao limitados a, polihistidina, Glu-Glu,
glutationa S transferase (GST), tioredoxina, proteina A,
proteina G, uma regido constante da cadeia pesada de

imunoglobulina (Fc), proteina de ligacdo a maltose (MBP),
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ou albumina do soro humana. Um dominio de fusdao pode ser
selecionado de modo a conferir uma propriedade desejada.
Por exemplo, alguns dominios de fusdao sdo particularmente
GUteis para o isolamento das proteinas de fusdo por
cromatografia de afinidade. Para efeitos de purificacao por
afinidade, sao usadas matrizes relevantes para a
cromatografia de afinidade, tais como resinas conjugadas
com glulationa, amilase., e nigquel ou cobalto. Muitas
dessas matrizes estdao disponiveis na forma de um "kit",
tais como os sistemas de purificacdo de Pharmacia GST e o
sistema QIAexpress™ (Qiagen) util com parceiros de fuséao
(HIS¢). Como outro exemplo, um dominio de fusao pode ser
selecionado de modo a facilitar a detecdo dos polipéptidos
ActRIta. Exemplos de tais dominios de detecdo incluem as
varias proteinas fluorescentes (por exemplo, GFP) assim
como "marcadores de epitopo." Que sao normalmente
sequéncias peptidicas curtas para as quais estd disponivel
um anticorpo especifico. Marcadores de epitopo bem
conhecidos para os quais anticorpos monoclonais especificos
estdao facilmente disponiveis incluem FLAG, hemaglutinina do
virus influenza (HA), e marcadores c-myc. Em alguns casos,
os dominios de fusdo tém um sitio de clivagem de protease,
tal como para o Fator Xa ou Trombina, gque permite que a
protease relevante digira parcialmente as proteinas de
fusdo e desse modo libertar dai as proteinas recombinantes.
As proteinas libertadas podem ser entdo isoladas em relacéo
ao dominio de fusao por subsequente separacao
cromatografica. Um polipéptido ActRIIa pode ser fundido com
um dominio que estabilize o polipéptido ActRIIa in vivo (um
dominio "estabilizador"). Por "estabilizacao" entende-se
qualquer coisa que aumente a semivida sérica,
independentemente de se for por diminuicdo da destruicgao,
reducao da depuracao pelo rim, ou outro efeito
farmacocinético. As fusdes com a porgcao Fc de uma

imunoglobulina s&o conhecidas por conferir propriedades
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farmacocinéticas desejaveis numa ampla variedade de
proteinas. Do mesmo modo, as fusdes a albumina do soro
humano podem conferir propriedades desejaveis. Outros tipos

de dominios de fusdo que podem ser selecionados incluem

dominios de multimerizacao (por exemplo, dimerizacao,
tetramerizacgdo) de dominios e dominios funcionais (que
conferem uma funcao bioldégica adicional, tal como

estimulacéao adicional do crescimento 6sseo ou do

crescimento do musculo, como desejado).

Como um exemplo especifico, uma proteina de fusdao pode
compreender um dominio extracelular soluvel de ActRIIa
fundido a um dominio Fc (por exemplo, SEQ ID NO: ©6).
THTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD (A) VSHEDPEVKENWY- VDG
VEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK (A) VSNKALPVPIEKTISKAK
GQPREPQVYTLP- PSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDG
PFFLYSKLTVDKSRWQQGMVEFSCSV- MHEALHN (A) HYTQKSLSLSPGK*

Opcionalmente, o dominio Fc tem uma ou mais mutacdes em
residuos tais como Asp-265, lisina 322, e Asn-434. Em
certos casos, o dominio Fc mutante com uma ou mais destas
mutacgdes (por exemplo, mutacdo Asp-265) tem capacidade
reduzida de ligacgao ao recetor Fcy em relacdao a um dominio
Fc de tipo selvagem. Em outros casos, o dominio Fc mutante
com uma ou mais destas mutacdes (por exemplo, mutacao Asn-
434) tem maior capacidade de 1ligagdo ao recetor Fc
relacionado com MHC classe I (FcRN) em relagdao a um dominio

Fc de tipo selvagem.

E entendido que diferentes elementos das proteinas de fusdo
podem ser arranjados de qualguer maneira que @ seja
consistente com a funcionalidade desejada. Por exemplo, um
polipéptido ActRlla pode ser colocado no C-terminal de um
dominio heterdélogo, ou, em alternativa, um dominio

heterdlogo pode ser colocado no C-terminal a um polipéptido
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ActRITIa. O dominio do polipéptido ActRIIa e o dominio
heterélogo nao precisam de ser adjacentes numa proteina de
fusdo, e dominios adicionais ou sequéncias de aminodcidos
podem ser incluidos no C ou N terminais de qualquer dominio

ou entre os dominios.

Em certas formas de realizacdo, os polipéptidos ActRlla da
presente invencdo contém uma ou mais modificacg¢des que séao
capazes de estabilizar os polipéptidos ActRIIa. Por
exemplo, essas modificagdes melhoram a semivida in vitro
dos polipéptidos ActRIIa, melhoram a semivida circulatéria
dos polipéptidos ActRIIa ou reduzem a degradacao
proteolitica dos polipéptidos ActRIIa. Essas modificacdes
estabilizantes incluem, mas nado sao limitadas a; proteinas
de fusadao (incluindo, por exemplo, proteinas de fusao
compreendendo um  polipéptido ActRITa e um dominio
estabilizador), modificagdes de um sitio de glicosilacgao
(incluindo, por exemplo, a adicdo de um sitio de
glicosilagcdo a um polipéptido ActRIIa), e modificacgdes da
porcado de hidrato de carbono (incluindo por exemplo, a
remocdo das porcgdes hidrato de carbono de um polipéptido
ActRIIa). No caso das proteinas de fusdao, um polipéptido
ActRITIa € fundido a um dominio estabilizador tal como uma
molécula IgG (por exemplo, um dominio Fc). Como aqui usado,
o termo "dominio estabilizador" nao se refere somente a um
dominio de fusado (por exemplo, Fc) como no caso das
proteinas de fusadao, mas também inclui modificagdes nao
proteicas tais como uma porcdo hidrato de carbono, ou

polimero nao proteico, tal como polietileno glicol.

Formas isoladas e/ou purificadas dos polipéptidos ActRIIa,
podem ser isoladas em relacdao a, ou de outra forma
substancialmente livres de, outras proteinas. Os
polipéptidos ActRIIa serdao geralmente ©produzidos por

expressdo de &cidos nucleicos recombinantes.
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3. Acidos nucleicos que codificam Polipéptidos ActRIIa (no

faz parte da invencao)

Sao aqui divulgados acidos nucleicos isolados e/ou
recombinantes que codificam qualquer dos polipéptidos
ActRIIa (por exemplo, o0s polipéptidos ActRIIa soluveis),
incluindo fragmentos, variantes funcionais e proteinas de
fusdo agqui divulgadas. Por exemplo, a SEQ ID NO: 4 codifica
0os polipéptidos precursores de ActRITIa humano de origem
natural, enquanto que a SEQ ID NO: 5 codifica o dominio de
ActRIIa extracelular processado. Os 4&acidos nucleicos em
questao podem ser de cadeia linear ou de cadeia dupla. Tais
dcidos nucleicos podem ser moléculas de ADN ou ARN. Estes
dcidos nucleicos podem ser usados, por exemplo, em métodos
para produzir polipéptidos ActRIIa ou como agentes
terapéuticos diretos (por exemplo, numa abordagem de

terapia genética).

Em certos aspetos, 0s presentes 4&cidos nucleicos que
codificam polipéptidos ActRIIa sao adicionalmente
entendidos para incluir &cidos nucleicos que sdo variantes
de SEQ ID NO: 4 ou 5. Seguéncias de nucledtidos variantes
incluem sequéncias que diferem num ou mais substituicdes,
adigdes ou delegdes de nucleotideos, tails como variantes

alélicas.

Sao aqui divulgados também os isolados ou sequéncias de
dcidos nucleicos recombinantes que sdo pelo menos 80%, 85%,
90%, 95%, 97%, 98%, 99% ou 100% idénticos as SEQ ID NO: 4
ou 5. Um comum especialista na técnica entenderd que a
sequéncia de &cidos nucleicos complementar as SEQ ID NO: 4
ou 5, e as variantes de SEQ ID NO: 4 ou 5 podem ser
fornecidos. A sequéncia de 4&acido nucleicos aqui divulgada

pode ser isolada, recombinante, e/ou fundida com uma
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sequéncia de nucledtidos heterdlogos, ou numa biblioteca

ADN.

Os 4acidos nucleicos podem também incluir sequéncias de
nucledétidos gque hibridam sob condigdes altamente restritas
da sequéncia de nucledétidos designada na SEQ ID NO: 4 ou 5
complementa a sequéncia das SEQ ID NO: 4 ou 5, ou
fragmentos destas. Como discutido acima, um dos comuns
especialistas na técnica compreenderdao rapidamente qgue as
condicgdes de restricao apropriadas que promovem  a
hibridizacdo de ADN podem ser variaveis. Um  comum
especialista na técnica entenderd rapidamente que aquelas
condicgdes restritivas apropriadas que promovem hibridacéao
de ADN podem ser varidveis. Por exemplo, pode realizar-se a
hibridacdo a 6,0 x cloreto de sdédio/citrato de sddio (SSC)
a cerca de 45°C, seguido por uma lavagem de 2,0 x SSC a
50°C. Por exemplo, a concentragao de sal no passo de
lavagem pode ser selecionada a partir de um baixo rigor de
cerca de 2,0 x SSC a 50 °C para um alto rigor cerca de 0,2
x SSC a 50 °C. Para além disso, a temperatura no passo de
lavagem pode ser aumentada a partir de condigdes de baixo
rigor a temperatura ambiente, cerca de 22 °C, até condigdes
de alto rigor a cerca de 65°C. Tanto a temperatura como o
sal podem variar, ou a temperatura ou a concentracao de
sal podem ser mantidas constantes enquanto que a outra
varidvel é variada. S&do agui descritos &acidos nucleicos os
quais hibridam sob condig¢des de baixo rigor de 6 x SSC a
temperatura ambiente seguido por uma lavagem em 2 x SSC a

temperatura ambiente.

Os &cidos nucleicos isolados que diferem dos &cidos
nucleicos como estabelecido nas SEQ ID NOs: 4 ou 5 devido a
degeneracao no cdédigo genético sao também aqui divulgados.
Por exemplo, varios aminodcidos sdo designados por mais de

um tripleto. Coddes que especificam o mesmo aminodcido, ou
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sinénimos (por exemplo, CAU e CAC sao sindénimos da
histidina) podem resultar em mutagdes “silenciosas” as
quals ndo afetam a sequéncia de aminocdcidos da proteina.
Porém, ¢é esperado que os polimorfismos da sequéncia de ADN
que levam a alteracdes na sequéncia de aminocdcidos das
proteinas em questdo existirdo entre as células de
mamifero. Um especialista na técnica apreciara que estas
variacgcdes num ou mais nucledtidos (até cerca de 3-5% dos
nucledétidos) dos 4dcidos nucleicos que codificam uma
proteina particular pode existir entre individuos de uma

dada espécie devido a variacao alélica natural.

Os 4&cidos nucleicos recombinantes aqui divulgados podem
estar operativamente ligados a uma ou mais sequéncias
reguladoras de nucledétidos numa construcdo de expressdao. As
sequéncias reguladoras de nucledétidos serao geralmente
apropriadas para a célula hospedeira wusada ©para a
expressao. Numerosos tipos de vetores de expressao
apropriados e sequéncias reguladoras adequadas sao
conhecidas na técnica para uma diversidade de células
hospedeiras. Tipicamente, as referidas uma ou mais
sequéncias reguladoras de nucledétidos podem incluir mas nao
sao limitadas a, sequéncias promotoras, sequéncias de
comando ou de sinal, sitios de ligacgdao ribossdémicas,
sequéncias de inicio e de terminacdo de transcricgao,
sequéncias de iniciacdo e terminacdo de traducgdo, e
sequéncias intensificadoras ou ativadoras. Sao contemplados
promotores constitutivos ou indutiveis conhecidos na
técnica.

Os promotores podem ser ou promotores de origem natural, ou
promotores hibridos que combinam elementos de mais que um
promotor. Uma construcadao de expressao pode estar presente
numa célula em um epissoma, tal como um plasmideo, ou a
construcao de expressao pode ser inserida num cromossoma. O

vetor de expressao pode conter um gene marcador
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seleciondavel que permite a selecdo de células hospedeiras
transformadas. Genes marcadores seleciondveis sdo bem
conhecidos na técnica e irdo variar com a célula hospedeira

usada.

O &cido nucleico pode ser fornecido num vetor de expressao
compreendendo uma sequéncia de nucledtidos que codificam um
polipéptido ActRIIa e ligado operativamente a pelo menos
uma sequéncia reguladora. Sequéncias reguladoras sao
reconhecidas na técnica e sao selecionados para a expressao
direta do polipéptido ActRIIa. Em conformidade, o termo
sequéncia reguladora inclui promotores, potenciadores, e
outros elementos de controlo de expressao. Exemplos de
sequéncias reguladoras sdo descritas em Goeddel; Gene
Expression Technology: Methods in Enzymology, Academic
Press, San Diego, CA (192990). Por exemplo, qualquer de uma
variedade de sequéncias de controlo de expressao que
controlam a expressao de uma sequéncia de ADN quando
operacionalmente ligada a ela pode ser usada nestes vetores
para expressar sequéncias de ADN que codificam @ um
polipéptido ActRITIa. Tails sequéncias de controlo de
expressao Uteis, incluem, por exemplo, 0S8 promotores
precoces e tardios de SV40, promotor tet, promotor precoce
imediato de adenovirus ou citomegalovirus, promotores de
RSV, o sistema lac, o sistema trp, o sistema TAC ou TRC,
promotores T7 cuja expressdo ¢é direcionada por T7 ARN
polimerase, o operador principal e regides de promotores do
fago lambda, as regides de controlo para proteina de
revestimento fd, o promotor para 3-fosfoglicerato quinase
ou outras enzimas glicoliticas, os promotores de fosfatase
acida, por exemplo, Phob5, o0s promotores fatores de a
acoplaments da levedura, o promotor poliedro do sistema de
baculovirus e outras sequéncias conhecidas para controlar a
expressao dos genes de células procaridticas ou eucaridtica

ou 0s seus virus, e varias combinacdes destes. Deve ser
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entendido que a concecadao do vetor de expressao pode
depender de tais fatores como a escolha da célula
hospedeira a ser transformada e/ou o tipo de proteina que é
desejado que seja expressada. Além disso, o numero de coédpia
do vetor, a capacidade de controlar aquele numero de cdpia
e a expressao de qgualquer outra proteina codificada pelo
vetor, tals como marcadores de antibidtico, devem também

ser consideradas.

Um dcido nucleico recombinante pode ser produzida ligando o
gene clonado, ou uma parte da mesma, num vetor adequado
para expressao tanto em células procaridticas, células
eucaridticas (levedura, das aves, 1inseto ou mamifero), ou
ambas. Os veiculos de expressao para producdo de um
polipéptido ActRIIa recombinante incluem plasmideos e
outros vetores. Por exemplo, vetores adequados incluem
plasmideos dos tipos: plasmideos derivados de pBR322,
plasmideos derivados de pEMBL, plasmideos derivados de pEX,
plasmideos derivados de pBTac e plasmideos derivados de pUC

para expressao em células procaridticas, tais como E. coli.

Alguns vetores de expressao de mamifero contém sequéncias
procaridéticas para facilitar a propagacao do vetor em
bactérias, e uma ou mais unidades de transcrigao
eucaridéticas que sao expressas nas células eucaridticas. Os
vetores derivados pcDNAI/amp, pcDNAI/neo, pRc/CMV, pSV2gpt,
pSvVZ2neo, pSvV2-dhfr, pTk2, pRSVneo, pMSG, pSVT7, pko-neo e
PHyg sao exemplos de vetores de expressao de mamiferos
adequados para transfecdo de células eucaridticas. Alguns
desses vetores sao modificados com sequéncias dos
plasmideos bacterianos, tais como pBR322, para facilitar a
replicacédo e selecdo de resisténcia a féarmacos tanto em
células procaridticas como eucaridticas. Em alternativa,
derivados de virus tais como o virus do papiloma bovino

(BPV-1), ou virus Epstein-Barr (pHEBo, derivado de pREP e
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p205) podem ser wusados para expressao transiente de
proteinas em células eucaridticas. Exemplos de outros
sistemas de expressao viral (incluindo retroviral) podem
ser encontrados a seguir na descricdo de sistemas de
distribuicdo de terapia de genes. O0Os varios métodos
empregues na preparacadao dos plasmideos e na transformacao
de organismos hospedeiros sdo bem conhecidos na técnica.
Para outros sistemas de expressao adequados tanto para as
células procaridticas Ccomo eucaridticas, assim Ccomo
procedimentos recombinantes gerais ver Molecular Cloning A
Laboratory Manual, 33 Ed., ed. por Sambrook, Fritsch e
Maniatis (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2001). Em
alguns casos, pode ser desejavel expressar o0s polipéptidos
recombinantes pelo uso de um sistema de expressao de
baculovirus. Exemplos desses gistemas de expressao de
baculovirus incluem vetores derivados de pVL (tais como
pVL1392, pvVL1393 e pVL941l), vetores derivados de pAcUW
(tais como pAcUWl), e vetores derivados de pBlueBac (tais

como pBlueBac III contendo B-gal).

Um vetor pode ser projetado para producgdo dos polipéptidos
ActRIIa nas células CHO, tais como um vetor Pcmv-Script
(Stratagene, La Jolla, Calif.), vetores pcDNA4 (Invitrogen,
Carlsbad, Calif.) e vetores pCl-neo (Promega, Madison,
Wisc.). Como serd evidente, a construcdo de gene em gquestdo
pode ser usada para causar expressao dos polipéptidos
ActRIIa em questdao em células propagadas em cultura, por
exemplo, para produzir proteinas, incluindo proteinas de

fusdo ou proteinas variantes, para purificacao.

E também divulgada uma célula hospedeira transfetada com um
gene recombinante incluindo uma sequéncia de codificacao
(por exemplo, SEQ ID NO: 4 ou b5) para um ou mais dos
polipéptidos ActRIIa em questdao. A célula hospedeira pode

ser qualquer célula procaridtica ou eucaridtica. Por
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exemplo, um polipéptido ActRIIa pode ser expressado em
células bacterianas tais como E. coli, células de inseto
(por exemplo, usando um sistema de expressao de
baculovirus), levedura, ou células de mamifero. Outras
células hospedeiras adequadas sao conhecidas dos

especialistas na técnica.

Sao aqui divulgados métodos de producado dos polipéptidos
ActRITa em questdao. Por exemplo, a célula hospedeira
transfetada com um vetor de expressdao que codifica um
polipéptido ActRIIa pode ser cultivada sob condigdes
apropriadas para permitir gque ocorra a expressao do
polipéptido ActRIIa. O polipéptido ActRIIa pode ser
segregado e isolado a partir de uma mistura de células e
meio contendo o polipéptido ActRIIa. Em alternativa, o
polipéptido ActRUa pode ser retido citoplasmicamente ou
numa fracdo de membrana e as células colhidas, lisadas e a
proteina isolada. Uma cultura de células inclui células
hospedeiras, meios e outros subprodutos. Meios adequados
para cultura de células sado bem conhecidos na técnica. Os
polipéptidos ActRIIa em questao podem ser isolados a partir
de meio de cultura de células, de células hospedeiras, ou
ambas, usando técnicas conhecidas na técnica para purificar
proteinas, incluindo <cromatografia conhecida de troca
iénica, cromatografia de filtracdao em gel, ultrafiltracao,
eletroforese, purificacgcdo por imunocafinidade com anticorpos
especificos para epitopos particulares dos polipéptidos
ActRIIa e purificacdo por afinidade com um agente que se
liga a um dominio ligado ao polipéptido ActRIIa (por
exemplo, pode ser usada uma coluna de proteina A para
purificar uma fusao ActRIIa-Fc). O polipéptido ActRIIa pode
ser uma proteina de fusao contendo um dominio que facilita
a sua purificacdo. A purificacdao pode ser obtida por uma
série de passos de cromatografia de coluna, incluindo, por

exemplo, trés ou mais dos seguintes, por qualguer ordem:
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cromatografia de proteina A, cromatografia de sefarose Q,
cromatografia de fenilsefarose, cromatografia de excluséao
de tamanho, e cromatografia de troca catidnica. A
purificacdo pode ser completada com filtracao de virus e
tampdo de troca. Como agui demonstrado, a proteina ActRIIa-
hFc foi purificada até uma pureza de >98% como determinado
por cromatografia de exclusao de tamanho e >95% como
determinado por SDS PAGE. Este nivel de pureza foi
suficiente para obter desejaveis efeitos no osso em ratos e
num perfil de seguranca aceitdvel em rato, ratazanas e

primatas nao humanos.

A fusdao de codificacdao de uma sequéncia de purificacéao
lider, tal como uma sequéncia do local de clivagem poli-
(His) /enteroguinase no N-terminal da porcdao desejada do
polipéptido ActRIIa recombinante, pode permitir a
purificagdao da proteina de fusdo expressa por cromatografia
de afinidade usando uma resina de metal Ni?'. A sequéncia
lider de ©purificacdo pode entdo ser subsequentemente
removida por tratamento com enteroquinase para dar um
polipéptido ActRIIa purificado (por exemplo, ver Hochuli et
al., (1987) J. Chromatography 411 :177; e Janknecht et al.,
PNAS USA 88:8972).

Técnicas para fazer genes de fusdao sao bem conhecidas.
Essencialmente, a juncdo de varios fragmentos de ADN que
codifica diferentes sequéncias de polipéptidos é realizada
de acordo com técnicas convencionais, empregando terminais
de extremidade romba ou de extremidade em ziguezague para
ligagdo, digestdo com enzima de restricdo para fornecer
terminais apropriados, preenchimento dos extremos coesivos
como apropriado, tratamento por fosfatase alcalina para
evitar a indesejavel adesdo, e ligacdo enzimatica. O gene
de fusao pode ser sintetizado por técnicas convencionais

incluindo sintetizadores de ADN automatizados. Em
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alternativa, a amplificacdo de PCR de fragmentos de genes
pode ser realizada usando primers de ancora gque dado origem
a saliéncias complementares entre dois fragmentos de gene
consecutivos 0s quais podem subsequentemente ser
emparelhados para gerar uma sequéncia de gene qguiméricos
(ver, por exemplo, Current Protocols in Molecular Biology,

eds. Ausubel et al., John Wiley & Sons: 1992).

4, Antagonistas de Activina e de ActRIIa Alternativos (nao

faz parte da invencgéao)

Os dados aqui apresentados demonstram que os antagonistas
de sinalizacdo de activina-ActRIIa podem ser usados para
promover o© crescimento &ésseo e a mineralizagdo do osso.
Embora sejam aqui descritos certos polipéptidos ActRIIa
soluveis, e particularmente ActRIIa-Fc, e embora esses
antagonistas possam afetar o o0sso através de um mecanismo
de antagonismo da activina (por exemplo, a inibicdo da
activina pode ser um indicador da tendéncia de um agente
para inibir as atividades de um espetro de moléculas,
incluindo, talvez, outros membros da superfamilia TGF-beta,
e a tal inibicdo coletiva pode conduzir ao desejado efeito
no o0sso) outros tipos de antagonistas de activina-ActRIIa
espera-se que sejam uteis, incluindo anticorpos anti-
activina (por exemplo, A, B, C ou E), anticorpos anti-
ActRIIa, anti-sentido, RNA1 ou acidos nucleicos de ribozima
que inibem a producdo de ActRIIa e outros inibidores da
activina ou ActRIIa, particularmente aqueles que perturbam

a ligacdo activina-ActRIIa.

Um anticorpo gque & especialmente reativo com um polipéptido
ActRIIa (por exemplo, um polipéptido ActRIIa soluvel) e que
ou se liga competitivamente ao ligando com o polipéptido
ActRIIa ou, pelo contrdrio, inibe a sinalizacdo mediada por

ActRITIa, pode ser usado como um antagonista das atividades
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do polipéptido ActRIIa. Do mesmo modo, um anticorpo que é
especialmente reativo com um polipéptido activina A e que
destréi a ligacdo a ActRIIa pode ser usado como um

antagonista.

Usando imunogénios derivados de um polipéptido ActRIIa ou
um polipéptido activina, antissoros anti-proteina/anti-
péptido ou anticorpos monoclonais podem ser feitos através
de protocolos padrao (ver, por exemplo, Antibodies: 2
Laboratory Manual ed. por Harlow e Lane (Cold Spring Harbor
Press: 1988)). Um mamifero, tal como um rato, um hamster ou
coelho pode ser dimunizado com uma forma imunogénica do
polipéptido ActRIIa, um fragmento antigénico que & capaz de
eliciar uma resposta de anticorpo, ou uma proteina de
fusdo. Técnicas para conferir a imunogenicidade numa
proteina ou péptido incluem a conjugacgao com
transportadores ou outras técnicas Dbem conhecidos na
técnica. Uma porgdo imunogénica de um polipéptido ActRIIa
ou activina pode ser administrada na presenca do adjuvante.
O progresso da imunizacao pode ser monitorizado pela
detecdo de tituladores de anticorpos em plasma ou soro. Um
ELISA padrao de outro imunocensaio pode ser usado com O
imunogénio como antigénio para medir os niveis de

anticorpos.

A seguir a imunizacdo de um animal com uma preparacao
antigénica de um polipéptido ActRIIa, podem ser obtidos os
antissoros e, se desejado, o0s anticorpos policlonais podem
ser 1isolados a partir do soro. Para produzir anticorpos
monoclonais, as células produtoras de anticorpos
(linfdcitos) podem ser colhidas a partir de um animal
imunizado e fundidas por procedimentos de fusao de células
somaticas com células 1imortalizando as tais células de
mieloma para produzir células de hibridoma. Essas técnicas

sdo bem conhecidas na técnica, e incluem, por exemplo, a
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técnica do hibridoma (originalmente desenvolvidas por
Kohler e Milstein, (1975) Nature, 256: 495-497), a técnica
do hibridoma humano das células B (Kozbar et al., (1983)
Immunology Today, 4: 72), e a técnica do hibridoma EBV para
produzir anticorpos monoclonais humanos (Cole et al.,
(1985) Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R.
Liss, Inc. pp. 77-96). As células de hibridoma podem ser
triadas imunoquimicamente para producado de anticorpos
especialmente reativos com um polipéptido ActRIIa e
anticorpos monoclonais isolados a partir de uma cultura

compreendendo essas células de hibridoma.

O termo M"anticorpo" como aqui wusado ¢é entendido para
incluir fragmentos deles o0s guais sao também especialmente
reativos com o polipéptido em questdao. Os anticorpos podem
ser fragmentados usando técnicas convencionais e @ o0s
fragmentos triados quanto a wutilidade do mesmo modo
descrito acima para todos os anticorpos. Por exemplo, 0S8
fragmentos F(ab)2 podem ser gerados por tratamento de
anticorpo com pepsina. O fragmento resultante F(ab)2 pode
ser tratado para reduzir pontes dissulfito para produzir o
fragmento Fab. Os anticorpos aqui divulgados sao também
entendidos para incluir moléculas biespecificas, de cadeia
simples, quiméricas, humanizadas e totalmente de humano com
afinidade para o polipéptido ActRIIa ou activina conferida
por pelo menos uma regido CDR do anticorpo. Um anticorpo
pode compreender adicionalmente um marcador ai ligado e
capaz de ser detetado (por exemplo, o marcador pode ser um
radioisdétopo, composto fluorescente, enzima ou cofator

enzimatico) .

Um anticorpo pode ser um anticorpo recombinante, cujo termo
engloba qualquer anticorpo gerado em parte por técnicas de
biologia molecular, incluindo anticorpos enxertados em CDR

ou gquiméricos, humanos ou outros anticorpos reunidos a
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partir de dominios de anticorpo da biblioteca selecionada,
anticorpos de cadeia simples e anticorpos de dominio uUnico
(por exemplo, proteinas Vy humanas ou proteinas Vg de
camelideo). O anticorpo pode ser um anticorpo monoclonal, e
sao aqui divulgados métodos para gerar novos anticorpos.
Por exemplo, um método para gerar um anticorpo monoclonal
que se liga especificamente a um polipéptido ActRIIa ou
polipéptido activina pode compreender a administracdo a um
rato de uma quantidade de uma composicaoc imunogénica
compreendendo o polipéptido antigénio eficaz para estimular
uma resposta imune detetdvel, obtendo células produtoras de
anticorpo (por exemplo, células do baco) a partir de rato e
fundindo as células produtoras de anticorpo com células de
mieloma para obter hibridomas produtores de anticorpo, e
testar 0s hibridomas produtores de anticorpo para
identificar um hibridoma que produz um anticorpo monoclonal
que se liga especificamente ao antigénio. Uma vez obtido,
um hibridoma pode ser propagado na cultura de células,
opcionalmente em condig¢des de cultura em gque as células
derivadas de hibridoma produzem o anticorpo monoclonal gue
se liga especificamente ao antigénio. o) anticorpo
monoclonal pode ser purificado a partir de cultura de

células.

0O adjetivo "especialmente reativo com" como usado em
referéncia a um anticorpo é entendido para significar, como
¢ geralmente entendido na técnica, gque o anticorpo &
suficientemente seletivo entre o antigénio de interesse
(por exemplo; um polipéptido ActRIIa) e outros antigénios
que nao sao de 1interesse que o anticorpo é util para, no
minimo detetar a presenga do antigénio de interesse num
tipo particular de amostra bioldgica. Em certos métodos
empregando o anticorpo, tais como aplicacgdes terapéuticas,
um grau mais elevado de especificidade de ligacdao pode ser

desejdvel. O0s anticorpos monoclonais geralmente tém uma
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maior tendéncia (em comparacao com anticorpos policlonais)
para discriminar efetivamente entre os antigénios desejados
e 0s polipéptidos de reagao cruzada. Uma caracteristica que
influencia a especificidade de uma interagao
anticorpo:antigénio ¢é a afinidade do anticorpo para o
antigénio. Embora a especificidade desejada possa ser
conseguida com uma gama de afinidades diferentes,
geralmente anticorpos preferidos terdo uma afinidade (uma
constante de dissociacdo) de cerca de 10°¢ 107, 10°%, 10°
ou inferior. Dada a extraordindria ligacdao forte entre
activina e ActRIIa, é esperado que um anticorpo
neutralizante anti-activina ou anti-ActRIIa tenha
geralmente uma constante de dissociagdo de 107 ou

inferior.

Adicionalmente, as técnicas usadas para triar anticorpos de
modo a identificar um anticorpo desejavel pode influenciar
as propriedades do anticorpo obtido. Por exemplo, se um
anticorpo é para ser usado para ligar um antigénio em
solucdo, pode ser desejavel testar a ligacdo em solucéo.
Uma variedade de técnicas diferentes estdo disponiveis para
testar a interacdo entre anticorpos e antigénios para
identificar anticorpos particularmente desejadveis. Essas

écnicas incluem ELISAs, ensaios de ligacdo de ressonéncia

o+

m

lasménica de superficie (por exemplo, o ensaio de ligacao

T

Biacore™, Biacore AB, Uppsala, Suécia), ensaios em
sanduiche (por exemplo, o sistema de esferas paramagnéticas
da IGEN International, Inc., Gaithersburg, Maryland),
western blots, ensaios de imunoprecipitacao, e

imunohistoquimica.

Exemplos de categorias de compostos de acido nucleico que
sdo antagonistas da activina ou da ActRITa incluem Aacidos
nucleicos antisentido, construgcdes RNAiI e construcgdes de

dcido nucleico catalitico. Um composto de &cido nucleico



53

pode ser de cadeia simples ou dupla. Um composto de cadeia
dupla pode também incluir regides de saliéncia ou nao
complementaridade, em que uma ou a outra das cadeias é de
cadeia simples. Um composto de cadeia simples pode incluir
regides de auto-complementaridade, significando que o
composto forma uma estrutura chamada "grampo" ou "ansa
pedunculada", com uma regido de estrutura helicoidal dupla.
Um composto de Adcido nucleico pode compreender uma
sequéncia de nucledétidos que é complementar a uma regiao
que consiste em nao mais de 1000, nédo mais de 500, ndo mais
de 250, nao mais de 100 ou nao mais de 50, 35, 30, 25, 22,
20 ou 18 nucledétidos da sequéncia de acido nucleico ActRIIa
de comprimento total ou sequéncia de &cido nucleico de
activina BA ou activina BB. A regido de complementaridade
terd preferencialmente pelo menos 8 nucledtidos, e
opcionalmente pelo menos 10 ou pelo menos 15 nucledtidos, e
opcionalmente entre 15 e 25 nucledétidos. Uma regido de
complementaridade pode <calhar dentro de um intrao, uma
sequéncia codificante ou uma sequéncia nao codificante do
transcrito alvo, tal como a porcgao da sequéncia
codificante. Geralmente, um composto de &cido nucleico
deverd ter um comprimento de cerca de 8 até cerca de 500
nucledétidos ou pares de bases de comprimentos, e
opcionalmente o comprimento deve ser cerca de 14 até cerca
de 50 nucledtidos. Um 4&cido nucleico pode ser um ADN
(particularmente para uso como um antisentido), ARN ou
hibrido ARN:ADN. Qualguer uma das cadeias pode incluir uma
mistura de ADN e ARN, bem como formas modificadas que néo
podem ser facilmente classificadas como ADN ou ARN. Do
mesmo modo, um composto de cadeia dupla pode ser ADN:ADN,
ADN:ARN ou ARN:ARN, e qualguer uma das cadeia pode também
incluir wuma mistura de ADN e ARN, bem como formas
modificadas que nao podem ser facilmente classificadas como
ADN ou ARN. Um composto de 4&cido nucleico pode incluir

qualgquer uma de uma diversidade de modificacgdes, incluindo
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uma ou modificagdes da estrutura (a porcao de acucar-
fosfato num 4&cido nucleico natural, incluindo 1ligacdes
internucleotidicas) ou a porgao de base (a porgao purina ou
pirimidina de um &cido nucleico natural). Um composto de
acido nucleico antisentido ird preferencialmente ter um
comprimento de cerca de 15 até cerca de 30 nucledtidos e
muitas vezes contém uma ou mais modificag¢des para melhorar
caracteristicas tais como a estabilidade no soro, numa
célula ou num local onde o composto é igualmente para ser
aplicado, tal Ccomo estdmago, no caso de compostos
fornecidos oralmente e pulmdao para compostos inalados. No
caso de uma construcdo de ARNi, a cadeia complementar ao
transcrito alvo ird geralmente ser ARN ou modificacgdes
deste. A outra cadeia pode ser ARN, ADN ou qualguer outra
variacdo. A porcadao duplex da construcadao "grampo" de ARNi de
cadeia dupla ou de cadeia simples devera preferencialmente
ter um comprimento de 18 até 40 nucledtidos de comprimento
e opcionalmente cerca de 21 até 23 nucledtidos de
comprimento, desde que sirva como um substrato de Dicer.
Acidos nucleicos cataliticos ou enzimdticos podem ser
ribozimas ou enzimas de ADN e podem também conter formas
modificadas. Compostos de &cido nucleico podem inibir a
expressao do alvo em cerca de 50%, 75%, 90% ou mais qgquando
contactado com células sob condigdes fisioldgicas e a uma
concentracao onde um controlo sem sentido ou de sentido tem
pouco ou nenhum efeito. Concentragdes preferidas para
testar o efeito de compostos de acido nucleico sédo 1,5 e 10
micromolares. Os compostos de &cido nucleico podem também
ser testados quanto aos efeitos sobre, por exemplo, 0

crescimento ésseo e a mineralizacéao.

5. Ensaios de rastreio (ndo faz parte da invencao)

Polipéptidos ActRIIa (por exemplo, polipéptidos ActRIIa

soluveis) e polipéptidos de activina podem ser usados para
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identificar compostos (agentes) que sao agonistas ou
antagonistas da via de sinalizacado da activina-ActRIIa. Os
compostos identificados por este rastreio podem @ ser
testados para avaliar a sua capacidade para modular o
crescimento ésseo ou a mineralizagao in vitro.
Opcionalmente, estes compostos podem ser adicionalmente
testados em modelos animais ndo humanos para avaliar a sua

capacidade para modular o crescimento de tecido in vivo.

Existem numerosas abordagens para triagem de agentes
terapéuticos para modular o crescimento de tecidos tendo
com alvo a activina e polipéptidos ActRIIa. O rastreio de
alto capacidade de compostos pode ser realizado para
identificar agentes que perturbam os efeitos mediados por
activina ou por ActRIIa no o0sso. Em certos casos, O ensaio
¢ realizado para rastrear e identificar compostos que
inibem especificamente ou reduzem a ligagcao de um
polipéptido ActRIIa a activina. Em alternativa, o ensaio
pode ser usado para identificar compostos que melhoram a
ligagdo de um polipéptido ActRIIa a activina. Os compostos
podem ser identificados guanto a sua capacidade para

interagir com uma activina ou polipéptido ActRIIa.

Uma variedade de formatos de ensaios serao suficientes e, a
luz da presente divulgacao, aqueles nao expressamente
descritos aqui serdo, contudo, compreendidos por um comum
especialista na técnica. Como agui descrito, os compostos
de teste (agentes) podem ser criados por qualquer método
gquimico combinatério. Em alternativa, os compostos em
questao podem ser Dbiomoléculas de ocorréncia natural
sintetizadas in vivo ou in vitro. Os compostos (agentes) a
serem testados quanto a sua capacidade para atuarem como
moduladores de crescimento de tecido podem ser produzidos,
por exemplo, por bactérias, leveduras, plantas ou outros

organismos (por exemplo, produtos naturais), produzidos
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quimicamente (por exemplo, pequenas moléculas, incluindo
peptidomiméticos), ou produzidos de modo recombinante. Os
compostos de teste incluem moléculas orgénicas néo
peptidilo, péptidos, polipéptidos, peptidomiméticos,
acucares, hormonas, e moléculas de acido nucleico. Num caso
especifico, o agente de teste é uma molécula orgénica
pequena com um peso molecular inferior a cerca de 2.000

daltons.

Os compostos de teste podem ser fornecidos como entidades
simples, discretas, ou fornecidos em bibliotecas de maior
complexidade, tal como feitas por quimica combinatéria.
Estas bibliotecas podem compreender, por exemplo, &alcoois,
alogenetos de alguilo, aminas, amidas, ésteres, aldeidos,
éteres e outras classes de compostos organicos. A
apresentacao dos compostos de teste ao sistema de teste
pode ser ou numa forma isolada ou como misturas de
compostos, especialmente nos passos de rastreio iniciais.
Opcionalmente, 0s compostos podem ser opcionalmente
derivatizados com outros compostos e ter grupos de
derivacédo que facilitem o isolamento dos compostos. Exemplo
ndo limitativo de grupos de derivatizacgadao incluem biotina,
fluoresceina, digoxigenina, proteina fluorescente verde,
isdtopos, polihistidina, esferas magnéticas, glutationa S
transferase (GST), ligantes cruzados fotoativaveilis ou

qualguer combinacgdes destes.

Em muitos programas de triagem de féarmacos gue testam
bibliotecas de compostos e extratos natal, sdo desejaveils
ensaios de alta capacidade com vista a maximizar o numero
de compostos pesquisados num determinado periodo de tempo.
Os ensaios que sao realizados em sistemas sem células, que
podem ser derivados com proteinas purificadas ou semi-
purificadas, sdo frequentemente preferidos como rastreios

"primarios" dado que podem ser gerados para permitir o
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desenvolvimento rapido e a detecdo relativamente facil de
uma alteracao num alvo molecular que ¢é mediado por um
composto de teste. Além disso, os efeitos da toxicidade ou
biodisponibilidade celular do composto de teste podem ser
geralmente ignorados no sistema in vitro, sendo entdo o
ensalio focado primariamente no efeito do farmaco sobre o
alvo molecular como pode ser manifestado numa alteracado da
afinidade de 1ligacdo entre um polipéptido ActRIIa e a

activina.

Meramente como ilustracao, num ensaio de rastreio
exemplificativo, o composto de interesse € contactado com
um polipéptido ActRIIa isolado e purificado o qual ¢é
normalmente capaz de se ligar & activina. A mistura do
composto e polipéptido ActRIIa ¢é entao adicionada uma
composicao contendo um ligando de ActRIIa. A detegdo e
quantificacdo de complexos ActRIIa/activina fornece um meio
para determinar a eficdcia do composto na inibicdo (ou
potenciacado) da formacgdo de complexos entre o polipéptido
ActRIIa e a activina. A eficdcia do composto pode ser
avaliada através da geracdo de curvas de dose-resposta a
partir de dados obtidos usando varias concentragdes do
composto de teste. Além disso, um ensaio de controlo pode
também ser realizado para dar uma linha de base para
comparacgao. Por exemplo, num ensaio de controlo, a activina
isolada e purificada é adicionada a uma composicao contendo
o polipéptido ActRIIa, e a formacgao de complexo
ActRIIa/activina é quantificada na auséncia do composto de
teste. Deve entender-se que, em geral, a ordem pela qual os
reagentes podem ser misturados pode variar, e podem ser
misturados simultaneamente. Além disso, em vez das
proteinas purificadas, podem ser usados extratos celulares
e lisados para processar um sistema de ensaio adequado

isento de células.
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A formacdao de complexos entre o polipéptido ActRIIa e
activina pode ser detetada por uma diversidade de técnicas.
Por exemplo, a modulacao da formacao de complexos pode ser
quantificada wusando, por exemplo, proteinas marcadas de

forma detetdvel tal como radiomarcadas (por exemplo, 32

P,
35S, e ou 3H), marcadas com fluorescéncia (por exemplo,
FITC), ou polipéptido ActRIIa ou activina marcadas
enzimaticamente, por imunoensaio, ou por detecao

cromatogréafica.

Ensaios de polarizacdao de fluorescéncia e ensaios de
transferéncia de energia de ressonédncia de fluorescéncia
(FRET) podem ser usados na medicao, tanto diretamente como
indiretamente, do grau de interacdo entre um polipéptido
ActRIIa e a sua proteina de ligacdao. Mais ainda, outros
modos de detecao, tais como os baseados em guias de onda
6ticos (Publicagdo PCT WO 96/26432 e Pat. U.S. No.
5,677,196), ressonédncia plasmdénica de superficie (SPR),
sensores de carga de superficie, e sensores de forcga de

superficie, podem ser usados.

Um ensaio de armadilha de interacao, também conhecido como
"ensaio de dois hibridos," pode ser usado para identificar
agentes que destroem ou potenciam a interacgdo entre um
polipéptido ActRIIa e a sua proteina de ligacao. Ver por
exemplo, a Pat. U.S. No. 5,283,317; Zervos et al. (1993)
Cell 72:223-232; Madura et al. (1993) J Biol Chem
268:12046-12054; Bartel et al. (1993) Biotechniques 14:920-
924; e Iwabuchi et al. (1993) Oncogene 8:1693-1696) .
Sistemas de dois hibridos reversos podem ser usados para
identificar compostos (por exemplo, moléculas pequenas ou
péptidos) que dissociam as interacgdes entre um polipéptido
ActRITIa e a sua proteina de ligacdo. Ver por exemplo, Vidal

e Legrain, (1999) Nucleic Acids Res 27:919-29; vVidal e
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Legrain, (1999) Trends Biotechnol 17:374-81; e Pat. U.S.
Nos. 5,525,490; 5,955,280; e 5,965,368.

Os compostos em questdao podem ser identificados pela sua
capacidade de interagir com um polipéptido ActRIIa ou
activina aqui divulgados. A interacdao entre o composto e o
polipéptido ActRIIa ou activina pode ser covalente ou néao
covalente. Por exemplo, essa interacao pode ser
identificada ao nivel da proteina usando métodos
bioquimicos in vitro, incluindo foto-ligacado cruzada,
ligagdo a ligando marcado radicativamente, e cromatografia
de afinidade (Jakoby WB et al., 1974, Methods in Enzymology
46: 1). Em certos casos, o0s compostos podem ser rastreados
num ensaio baseado em mecanismo, tal como um ensaio para
detetar compostos que se ligam a um polipéptido ActRIIa ou
activina. Isto pode incluir um evento de ligacao de fase
sélida ou fase liquida. Em alternativa, o gene que codifica
um polipéptido ActRIIa ou activina pode ser transfectado
com um sistema repdrter (por exemplo, p-galactosidase,
luciferase, ou proteina fluorescente verde) para uma célula
e rastreado em relacdo a biblioteca preferencialmente por
um rastreio de alta capacidade ou com membros individuais
da biblioteca. Outros mecanismos baseados em ensaios de
ligagao podem ser wutilizados, por exemplo, ensaios de
ligagcdo que detetam mudangas na energia livre. Os ensaios
de ligacao podem ser realizados com o alvo fixo a um pogo,
esfera ou chip ou capturado por um anticorpo imobilizado ou
resolvido por eletroforese capilar. 0s compostos ligados
podem ser detetados geralmente usando regsondncia

lasmdnica colorimétricsa ou de fluorescénoclia ou ad

197
T

¢
superficie.

Sao agqui divulgados métodos e agentes para modular
(estimulando ou inibindo) a formacdo de osso e aumentar a

massa O6ssea. Portanto, qualquer composto identificado pode



60

ser testado em células intactas ou tecidos, in vitro ou in
vivo, para confirmar a sua capacidade para modular o
crescimento ¢ésseo ou a mineralizacdo. Varios métodos

conhecidos na técnica podem ser utilizados para este fim.

Por exemplo, o efeito dos polipéptidos ActRIIa ou activina
ou o0s compostos de teste no crescimento do o0sso ou
cartilagem pode ser determinado medindo a indugado de Msx2
ou a diferenciacdao de células osteoprogenitoras em
osteoblastos em ensaios com Dbase em células (ver, por
exemplo, Daluiski et al., Nat Genet. 2001, 27(1):84-8; Hino
et al., Front Biosci. 2004, 9:1520-9). Outro exemplo de
ensalios a base de células inclui a andlise da atividade
osteogénica dos polipéptidos ActRIIa ou activina em questao
e dos compostos de teste em células osteoblasticas e
progenitoras mesenquimatosas. Para ilustrar, adenovirus
recombinantes expressando um polipéptido activina ou
ActRITIa podem ser construidos para infetar células
progenitoras mesenquimatosas pluripotentes C3H 1 0Yl1 /2,
células preosteoblasticas C2Cl2, e células osteoblasticas
TE-85. A atividade osteogénica ¢ entdo determinada medindo
a inducgao de fosfatase alcalina, osteocalcina, e
mineralizacdo da matriz (ver, por exemplo, Cheng et al., J

bone Joint Surg Am. 2003, 85-A(8):1 544-52).

Ensaios in vivo podem ser usados para medir o crescimento
de osso ou cartilagem. Por exemplo, Namkung-Matthai et al.,
Bone, 28:80-86 (2001) divulga um modelo osteopordtico em
ratazana no qual € estudada a reparacao Ossea durante a
fase 1inicial apdés wuma fratura. Kubo et al., Steroid
Biochemistry & Molecular Biology, 68:197-202 (1999) divulga
também um modelo osteopordético em ratazana no dqual ¢é
estudada a reparacao do osso durante a fase final apds uma

fratura.
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Andersson et al., J. Endocrinol. 170:529-537 descrevem um
modelo osteopordético em rato no qgual 0s ratos sao
ovariectomizados, o que faz com gue o0s ratos percam
contetdo mineral ¢sseo substancial e densidade mineral
6ssea, com O 0880 trabecular a perder cerca de 50% de
densidade mineral ¢ssea. A densidade o6ssea pode ser
aumentada nos ratos ovariectomizados pela administracdo de
fatores tais como hormona paratiroide. Podem ser usados
ensaios de consolidacadao da fratura que sao conhecidos na
técnica. Estes ensaios incluem técnica de fratura, andlise
histoldégica, e andlise bioquimica, gque sao descritas em,
por exemplo, Pat. U.S. No. 6,521,750, que divulga
protocolos experimentais para causar, bem como wmedlir, ©

grau oasz fraturas, e o processo de reparacao.

6. Usos Terapéuticos Exemplificativos

Antagonistas de activina-ActRIIa (por exemplo, polipéptidos
ActRITa) podem ser wusados para tratar ou prevenir uma
doenca ou condicdao que estd associada a destruicdo o&ssea,
quer, por exemplo, por qguebra, perda ou desmineralizacao.
Como aqui demonstrado, antagonistas activina-ActRIIa, e
particularmente construgdes ActRITIa-Fc, sao eficazes no
tratamento ou prevencdo da perda de osso relacionada com
cancro. Sao aqui divulgados métodos de tratamento ou
prevengao de danos do o0sso num individuo com essa
necessidade, através da administracdao ao individuo de uma
quantidade terapeuticamente eficiente de um antagonista
activina-ActRIIa, particularmente um polipéptido ActRIIa.
Também divulgados sao métodos para promover o crescimento
6sseo ou mineralizacdo num individuo com necessidade disso
através da administracdo ao individuo de uma guantidade
terapeuticamente eficiente de um antagonista de activina-
ActRIIa, particularmente um polipéptido ActRIIa. Estes

métodos sao preferencialmente destinados a tratamentos
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terapéuticos e profilaticos de animais, e mais
preferencialmente, humanos. Sao aqui descritos antagonistas
de activina-ActRIIa (particularmente 0s polipéptidos
ActRITIa soluveis e anticorpos neutralizantes dirigidos para
activina ou ActRIIa) para o tratamento de doencas
associadas a baixa densidade &éssea ou resisténcia o6ssea

diminuida.

Como aqui usado, uma terapéutica que "previne" uma doencga
ou condigcdo refere-se a um composto gue, numa amostra
estatistica, reduz a ocorréncia da doenga ou condigdo na
amostra tratada em relacao a uma amostra controlo nao
tratada, ou atrasa o aparecimento ou reduz a gravidade de
um ou mais sintomas da doenca ou condigcdo em relacdo a
amostra controlo ndo tratada. O termo "tratar" como aqui
usado inclui a profilaxia da condig¢dao indicada ou
melhoramento ou eliminacdo da condigcdo uma vez que tenha
sido estabelecida. Em ambos o0s casos, prevencao ou
tratamento podem ser discernidos no diagndstico fornecido
por um médico e do resultado pretendido com a administracéao

do agente terapéutico.

A divulgagdo descreve métodos para induzir a formacao de
0sso e/ou cartilagem, prevenir a perda de o0sso, aumentar a
mineralizacdo &éssea ou prevenir a desmineralizacao &ssea.
Por exemplo, o8 antagonistas de activina-ActRIIa em questao
tém aplicacao no tratamento da Osteoporose e na
consolidacao de fraturas 6sseas e deficiéncias da
cartilagem em humanos e outros animais. Os polipéptidos
ActRITIa ou activina podem ser uteis em doentes que sao
diagnosticados com baixa densidade &ssea subclinica, como
uma medida protetora contra o) desenvolvimento da

osteoporose.
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As composicgdes em questao podem encontrar utilidade médica
na cura de fraturas Osseas e deficiéncias de cartilagem em
humanos e outros animais. As composicdes em questdo podem
também ter uso profildtico na reducdo de fraturas fechadas,
bem como abertas e também na melhoria da fixacdo de
articulacdes artificiais. A formacdo de osso de novo
induzida por um agente osteogénico contribui para a
reparacao de defeitos craniofaciais por inducao oncoldgica,
induzidos por trauma, ou congénitos, e também €& Util em
cirurgia plastica cosmética. Em certos casos, 0s
antagonistas de activina-ActRIIa em questdo podem fornecer
um ambiente para atrair células formadoras de osso,
estimular o crescimento de células formadoras de o0sso ou
induzir a diferenciacdo de ©progenitores de células
formadoras de osso. Antagonistas de activina-ActRIIa podem

também ser Uteis no tratamento da osteoporose.

As composicdes da invencao podem ser aplicadas a condigdes
caracterizadas por ou incluindo perda de osso, tais como
osteoporose (incluindo osteoporose secundaria),
hiperparatiroidismo, doenca de Cushing, doenca de Paget,
tirotoxicose, estado de diarreia crénica ou ma absorcao,

acidose tubular renal, ou anorexia nervosa.

A osteoporose pode ser causada por, ou associada a, varios
fatores. Ser do sexo feminino, particularmente fémea em
pbés—menopausa, ter um baixo peso corporal, e levar um
estilo de vida sedentdrio sdo todos fatores de risco para a
osteoporose (perda da densidade mineral &ssea, conduzindo a
rico de fratura). Pessoas com qualquer dos seguintes perfis
podem ser candidatos para tratamento com um antagonista
ActRITa: wuma mulher em pds-menopausa e gue nao toma
estrogénios ou outra terapia de substituicdo hormonal; uma
pessoa com uma histdéria pessoal ou materna de fratura da

anca ou fumadora; um mulher na pds-menopausa que seja alta
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(acima de 5 pés e 7 polegadas) ou magra (menos que 125
libras); um homem com condig¢des clinicas associadas com
perda de o0sso; uma pessoa usando medicagdes gue séao
conhecidas por causarem perda de 0sso, incluindo
corticosteroides tais como Prednisone™, varias medicacdes
anticonvulsivas tais como Dilantin™ e certos barbituricos,
ou farmacos de substituicdo da tiroide de alta dosagem; uma
pessoa com diabetes tipo 1, doenca do figado, doenca renal
ou uma histdéria familiar de osteoporose; uma pessoa com
renovacao o6ssea elevada (por exemplo, excessivo colagénio
em amostras de urina); uma pessoca com uma condicdo da
tiroide, tal como hipertiroidismo; uma pessoca que sofreu
uma fratura apds um trauma ligeiro; uma pessoa que tenha
evidéncia por raio-X de Fratura vertebral ou outros sinais

de osteoporose.

Como notado acima, a osteoporose pode também resultar como
uma condigcdao associada a outro disturbio ou ao uso de
certos medicacgdes. A osteoporose resultante de farmacos ou
outra condicao médica é conhecida como osteoporose
secunddria. Numa condicdo conhecida como doencas de
Cushing, a quantidade excessiva de cortisol produzido pelo
organismo resulta em osteoporose e fraturas. Os
medicamentos mais comuns associados a osteoporose
secunddria sdo os corticosteroides, uma classe de farmacos
gque atua de modo semelhante ao cortisol, uma hormona
produzida naturalmente pelas glédndulas adrenais. Embora
niveis de hormonas da tiroide adequados (que sao produzidos
pela gléndula tiroide) sejam necessarios para o)
desenvolvimento do esqueleto, o) excesso de hormona
tiroideia pode diminuir a massa &éssea ao longo do tempo.
Antidcidos que contém aluminio podem conduzir a perda de
osso quando tomados em altas doses por pessoas  com
problemas renais, particularmente aqueles submetidos a

didlise. Outras medicacgdes que podem causar osteoporose
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secunddria incluem fenitoina (Dilantin) e barbitiricos que
sao usados para prevenir convulsdes; metotrexato
(Rheumatrex, Immunex, Folex PFS), um fadrmaco para algumas
formas de artrite, cancro, e doencas imunes; ciclosporina
(Sandimmune, Neoral), um farmaco usado para tratar algumas
doencas autoimunes e para suprimir o sistema imune em
doentes com transplante de ¢6rgaos; agonistas da hormona de
libertacdo da hormona luteinizante (Lupron, Zzoladex),
usados para tratar cancro da prdstata e endometriose;
heparina (Calciparina, Liquaemina), um medicamento
anticoagulante; e colestiramina (Questran) e colestipol
(Colestid), wusado para tratar colesterol elevado. A perda
de osso resultante da terapia do cancro ¢é amplamente
reconhecida e chamada de perda de osso induzida por terapia
de cancro (CTIBL). As metadstases Osseas podem criar
cavidades no osso que podem ser corrigidas por tratamento

com antagonistas de activina-ActRIIa.

Numa forma de realizacdao preferida, as composicdes da
invencado podem ser usadas em doentes de cancro. Doentes com
determinados tumores (por exemplo, mieloma maltiplo) podem
ser tratados com o) antagonista activina-ActRIIa
reivindicado mesmo na auséncia de evidéncia de perda de
0sso ou metdstases odsseas. Os doentes podem também ser
monitorizados em relacao a evidéncia de perda de osso ou
metdstases Osseas, e podem ser tratados com antagonistas de
activina-ActR IIa no caso de os indicadores sugerirem um
aumento do risco. Geralmente, exames DEXA sao utilizados
para avaliar as alteracdes na densidade déssea, enguanto que
os 1indicadores de remodelacao 6ssea podem ser usados para
medir a probabilidade de metdstases &sseas. 0Os marcadores
séricos podem ser monitorizados. A fosfatase alcalina
especifica do osso (BSAP) € uma enzima que estd presente
nos osteoblastos. 0s niveis sanguineos de BSAP estéao

aumentados nos doentes com metdstases &sseas e outras
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condig¢des gque resultam no aumento da remodelacdo dssea. Os
péptidos osteocalcina e procolagénio estéao também
associados a formacdo Ossea e a metdstases 6sseas. Aumentos
de BSAP foram detetados em doentes com metdstases O&ssea
causadas por cancro da prdstata, e, em menor dJgrau, em
metdstases désseas por cancro da mama. Os niveis de Proteina
morfogenética &éssea-7 (BMP-7) sao altos no cancro da
prostata gue metastizou no o0sso, mas nao nas metdstases
6sseas devidas a cancro da bexiga, pele, figado, ou pulmao.
Telopéptido carboxi-terminal tipo I (ICTP) é uma
reticulagdao encontrada no colagénio que é formada durante a
reabsorcado dssea. Como o 0sso é constantemente destruido e
reformado, o ICTP pode ser encontrado em todo o corpo. No
entanto, no sitio das metdstases Osseas, o nivel &
significativamente mais elevado do que numa &area de 0sSso
normal. O ICTP foil encontrado em niveis elevados em
metdstases Osseas devidas a cancro da préstata, do pulméo,
e da mama. Outra reticulacdo de colagénio, o telopéptido N-
terminal tipo I (NTx), ¢é produzido ao mesmo tempo que O
ICTP durante a renovacgao o6ssea. A quantidade de NTx ¢é
aumentada em metdstases &sseas causadas por muitos tipos
diferentes de cancro incluindo cancro do pulmdo, da
prostata, e da mama. Também, o0s niveis de NTx aumentam com
a progressdo das metdstases d&sseas. Portanto, este marcador
pode ser usado para detetar metdstases assim como medir a
extensao da doenga. Outros marcadores de reabsorc¢do incluem
pirrolidina e desoxipirrolidina. Qualquer aumento nos
marcadores de reabsorgdo ou marcadores de metdstases Osseas
indicam a necessidade de terapia de antagonista de

activina-ActRIIa num doente.

Os antagonistas de activina-ActRIIa podem ser administrados
conjuntamente com outros agentes farmacéuticos. A
administracao conjunta pode ser realizada pela

administracdo de uma co-formacdo simples, por administracao
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simultdnea ou por administracdo em tempos diferentes. Os
antagonistas de activina-ActRITa podem ser particularmente
vantajosos se administrados com outros agentes ativos no
0sso. Um doente pode beneficiar se receber em conjunto o
antagonista activina-ActRIIa e tomando suplementos de
cadlcio, wvitamina D, exercicio apropriado e/ou, em alguns
casos, outra medicacdo. Exemplos de outras medicacgdes
incluem, bisfosfonatos (alendronato, ibandronato e
risedronato), calcitonina, estrogénios, hormona paratiroide
e raloxifeno. Os bisfosfonatos (alendronato, ibandronato e
risedronato), calcitonina, estrogénios e raloxifeno afetam
o ciclo de remodelacado oéssea e sao classificadas como
medicacdes anti-reabsorcdo. A remodelacdao 6ssea consiste em
dois estados distintos: reabsorcao 6ssea e formacdao &ssea.
Medicacdes anti-reabsorcdao retardam ou param a porcao de
reabsorgcao o6ssea do ciclo de remodelacao &éssea mas nao
abrandam a porcgdo de formagao de dssea do ciclo. Como
resultado, a nova formacdo continua a uma taxa maior do que
a reabsorcdo &6ssea, e a densidade 6ssea pode aumentar ao
longo do tempo. Teriparatida, uma forma da hormona
paratiroide, aumenta a taxa de formagdo &éssea no ciclo da
remodelacdo éssea. O alendronato € aprovado tanto para a
prevengdo (5 mg por dia ou 35 mg uma vez poOr semana) e
tratamento (10 mg por dia ou 70 mg uma vez por semana) da
osteoporose pds—-menopausa. O alendronato reduz a perda de
0sso, aumenta a densidade dssea e reduz o risco de fraturas
da coluna, pulso e da anca. 0O alendronato também & aprovado
para tratamento de osteoporose induzida por
glucocorticoides em homens e mulheres como resultado do uso
prolongado destas medicagdes (i.e., prednisona e cortisona)
e para o tratamento da osteoporose no homem. O alendronato
mais vitamina D estd aprovado para o tratamento de
osteoporose em mulheres em pds-menopausa (70 mg uma vez pPor
semana mais vitamina D), e para o tratamento para melhorar

a massa O6ssea em homens com osteoporose. O i1bandronato esté
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aprovado para a prevencao e tratamento de osteoporose pds-
menopausa. Tomado como uma pilula mensal (150 mg), o
ibandronato deve ser tomado no mesmo dia de cada més. O
ibandronato reduz a perda de osso, aumenta a densidade
6ssea e reduz o risco de fraturas da coluna. O risedronato
estd aprovado para a prevencao e tratamento de osteoporose
pds—-menopausa: Tomado diariamente (5 mg dose) ou
semanalmente (35 mg dose ou 35 mg dose com calcio), o
risedronato retarda a perda O6ssea, aumenta a densidade
6ssea e reduz o risco de fraturas da coluna e nao da
coluna. O risedronato também estd aprovado para uso por
homens e mulheres para prevenir e/ou tratar osteoporose
induzida por glucocorticoides que resulta do uso prolongado
destes medicamentos (i.e., prednisona ou cortisona). A
calcitonina é uma hormona de ocorréncia natural envolvida
na regulacdo do cdlcio e metabolismo 6sseo. Em mulheres que
jd passaram a menopausa ha 5 anos, a calcitonina reduz a
perda o6ssea, aumenta a densidade &ssea da coluna, e pode
aliviar a dor associada a fraturas oésseas. A calcitonina
reduz o risco de fraturas da coluna. A calcitonina esta
disponivel como uma injecdo (50-100 UI diariamente) ou
spray nasal (200 UI diariamente). A terapia de estrogénios
(TE) /terapia hormonal (HT) estd aprovada para a prevencgao
da osteoporose. A TE demonstrou reduzir a perda de o0sso,
aumentar a densidade &ssea na regidao da coluna e da anca, e
reduzir o risco de fraturas da anca e da coluna em mulheres
pdés—-menopausa. A TE é administrada mais comumente na forma
de uma pilula ou adesivo cutédneo gque administra uma pequena
dose de aproximadamente 0,3 mg por dia ou uma dose padrao
de aproximadamente 0,625 mg por dia e é eficaz mesmo quando
iniciada apds os 70. Quando o estrogénio é tomado sozinho,
pode aumentar o risco da mulher desenvolver cancro do
revestimento do Utero (cancro do endométrio). Para eliminar
este risco, os prestadores de cuidados de saude prescrevem

a hormona progestina em combinacdo com estrogénio (terapia



69

de substituicdo hormonal ou HT) aquelas mulheres gque tém um
Utero intacto. AVET/HT alivia os sintomas da menopausa e
foli demonstrado ter um efeito benéfico na saude dOssea. Os
efeitos secunddrios podem incluir sangramento vaginal,
sensibilidade mamédria, perturbacdes do humor e doenca da
vesicula biliar. O Raloxifene, 60 mg por dia, esta aprovado
para a prevencao e tratamento da osteoporose pds-menopausa.
Pertence a uma classe de farmacos chamada de Moduladores
seletivos dos recetores de estrogénio (SERMs) que foram
desenvolvidos para fornecer os efeitos Dbenéficos do
estrogénio sem as suas desvantagens potenciais. 0
raloxifeno aumenta a massa &éssea e reduz o risco de
fraturas da coluna. Os dados nao estdo ainda disponiveis
para demonstrar que o raloxifeno pode reduzir o risco de
fratura da anca e de outras fraturas que nao da coluna, a
Teriparatida, wuma forma da hormona paratiroide, estéa
aprovada para o tratamento da osteoporose em mulheres em
pbés-menopausa e homens que estdo em alto risco de fratura.
Esta medicacdo estimula formagao de o0sso novo e aumenta
significativamente a densidade mineral &éssea. Nas mulheres
em pds-menopausa, a redugdo de fraturas foil observada na
coluna, anca, pé, costelas e pulso. Nos homens, a reducao
de fraturas foli observada na coluna, mas nao houve dados
suficientes para avaliar a redugdo de fraturas noutros
sitios. A Teriparatida € autoadministrada como uma injecéao

didria durante até 24 meses.

7. As Composigdes Farmacéuticas da invengdo sédo definidas

nas reivindicacgdes 1-11

Em certas formas de realizacéao, os antagonistas de
activina-ActRITIa (por exemplo, polipéptidos ActRIIa) da
presente 1invencado sao formulados com um transportador
farmaceuticamente aceitdvel. Por exemplo, um polipéptido

ActRITa pode ser administrado sozinho ou como um componente
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de uma formulacdo farmacéutica (composicdo farmacéutica).
Os compostos em qgquestao podem @ ser formulados para
administracdo de dqualquer modo conveniente para uso em

medicina humana ou veterindria.

As composicgdes podem ser administradas sistemicamente, ou
localmente como um dispositivo ou implante. Quando
administrada, a composicao farmacéutica para uso nesta
invencao é numa forma livre de pirogénios, fisiologicamente
aceitavel. Outros agentes terapeuticamente uteis, gque néo
0s antagonistas de ActRIIa que podem também ser
opcionalmente incluidos na comparacdo com o descrito acima,
podem ser administrados simultaneamente ou sequencialmente
com 08 compostos em questdao (por exemplo, polipéptidos

ActRIIa) nos métodos da invencao.

Tipicamente, 0s antagonistas de ActRIIa devem  ser
administrados por via parentérica, e particularmente por
via intravenosa ou subcutdnea. Composic¢des farmacéuticas
adequadas para administracdo parentérica podem compreender
um ou mais polipéptidos ActRIIa em combinagdao com uma ou
mais solucgdes, dispersdes, suspensdes ou emulsdes, aquosas
ou nao aquosas estéreis isotdénicas farmaceuticamente
aceitaveis, ou pds estéreis que podem ser reconstituidos
em solucgdes ou dispersdes injetdveis estéreis imediatamente
antes da utilizacdo, as quais podem conter antioxidantes,
tampdes, Dbacteriostaticos, solutos que podem tornar a
formulacdo isotdnica com o sangue do recipiente pretendido
ou agentes de suspensao ou de espessamento. Exemplos de
transportadores aquosos e nao aquosos dque podem @ ser
empregues nas composicdes farmacéuticas da invencdo incluem
dgua, etanol, poliois (tais como glicerol, ©propileno
glicol, polietileno glicol, e afins), e misturas adequadas
destes, 6leos vegetais, tals como azeite, e ésteres

orgadnicos injetdvels tails como oleato de etilo. A fluidez
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adequada pode ser mantida, por exemplo, pelo uso de
materiais de revestimento, tais como lecitina, pela
manutengdo do tamanho de particula necessdrio no caso de

dispersdes, e pelo uso de tensioativos.

Mais ainda, a composicdo pode ser encapsulada ou injetada
numa forma para aplicar num sitio de tecido alvo (por
exemplo, 0SSs0) . Em certas formas de realizacao, as
composicdes da presente invengdao podem incluir uma matriz
capaz de aplicar um ou mais compostos terapéuticos (por
exemplo, polipéptidos ActRIIa) a um sitio de tecido alvo
(por exemplo, 0s8s0), proporcionando uma estrutura para o
tecido em desenvolvimento e otimamente capaz de ser
reabsorvida pelo corpo. Por exemplo, a matriz pode
proporcionar uma libertacdao lenta dos polipéptidos ActRIIa.
Tais matrizes podem ser formadas de materiais presentemente

em utilizacgdao para outras aplicac¢des médicas implantadas.

A escolha do material de matriz é baseada na
biocompatibilidade, biodegradabilidade, propriedades
mecadnicas, aparéncia cosmética e propriedades da interface.
A aplicacdo especifica das composicgbes em questdo ira
definir a formulacao apropriada. Matrizes potenciais para
as composigbdes podem ser sulfato de <cdlcio definido
gquimicamente e biodegradavel, fosfato tricdlcico,
hidroxiapatite, 4&cido polildtico e polianidridos. Outros
materiais potenciais sdo biodegraddveis e biologicamente
bem definidos, tal como colagénio désseo ou dérmico. Outras
matrizes sao feitas de proteinas puras ou componentes da
matriz extracelular. Outras matrizes potenciais sao nao-
biodegradaveis e quimicamente definidas, tais como
hidroxiapatite sinterizada, biovidro, aluminatos, ou outras
cerdmicas. As matrizes podem ser feitas de combinacgbes de
qualquer dos tipos de materiais acima mencionados, tais

como Aacido poliladtico e hidroxiapatita ou colagénio e
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fosfato tricdlcico. As biocerdmicas podem ser alteradas na
composigao, tals como em aluminato-fosfato de cdlcio e
processamento para alterar o tamanho do poro, tamanho de

particula, formato da particula, e biodegradabilidade.

As composicdes da invencao podem ser administradas por via
oral, por exemplo, na forma de céapsulas, héstias, pilulas,
comprimidos, pastilhas (usando uma base aromatizada,
usualmente sacarose e acdcia ou tragacanto), pds, gréanulos,
ou como uma solucdo ou uma suspensdo num liquido aquoso ou
ndo aquoso, ou como uma emulsdo ligquida &leo-em-&gua ou
dgua-em-06leo, ou como um elixir ou xarope, ou Ccomo
pastilhas (usando uma base inerte, tal como gelatina e
glicerina, ou sacarose e acacia) e/ou como elixires e
afins, cada contendo uma guantidade predeterminada de um
agente como componente ativo. Um agente pode também ser

administrado como um bdlus, eletudrio ou pasta.

Em formas de dosagem sélidas para administracdo oral
(cdpsulas, comprimidos, pilulas, drageias, pds, gréanulos, e
afins), um ou mais compostos terapéuticos da presente
invencao podem ser misturados com um ou mais
transportadores farmaceuticamente aceitdveis, tais como
citrato de sdédio ou fosfato de dicdlcio, e/ou qualgquer dos
seguintes: (1) enchedores ou extensores, tais como amidos,
lactose, sacarose, glucose, manitol, e/ou &acido silicico;
(2) ligantes, tais como, por exemplo, carboximetilcelulose,
alginatos, gelatina, polivinil-pirrolidona, sacarose, e/ou
acadcia; (3) humectantes, tais como glicerol; (4) agentes de
desintegracédo, tais como agar-agar, carbonato de calcio,
amido de batata ou tapioca, dacido alginico, certos
silicatos, e carbonato de sédio; (5) agentes de
retardamento da solucao, tais como parafina; (6)
aceleradores de absorcdao, tais como compostos de amdnio

quaternario; (7) agentes molhantes, tais como, por exemplo,
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dlcool cetilico e monoestearato de glicerol; (8)
absorbentes, tais como argila de caulino e bentonite; (9)
lubrificantes, tais como talco, estearato de céalcio,
estearato de magnésio, polietileno glicdis sdlidos, lauril
sulfato de sdédio, e misturas destes, e (10) agentes de
coloracdo. No caso das cdapsulas, comprimidos e pilulas, as
composicdes farmacéuticas podem também compreender agentes
tamponantes. Composicdes sdélidas de um tipo semelhante
podem também ser empregues como enchedores em céapsulas de
gelatina mole e dura usando excipientes como lactose ou
acucares do leite, assim como polietileno glicdis de alto

peso molecular e afins.

Formas de dosagem liquidas para administracdo oral incluem
emulsdes, microemulsdes, solucgdes, suspensdes, =xaropes, e
elixires farmaceuticamente aceitaveis. Para além do
componente ativo, as formas de dosagem liquidas podem
conter diluentes inertes comummente usados na técnica, tais
como Agua ou outros solventes, agentes de solubilizacdo e
emulsionantes, tais como dlcool etilico, dlcool
isopropilico, carbonato de etilo, acetato de etilo, &alcool
benzilico, benzoato de benzilo, propileno glicol, 1,3-
butileno glicol, &éleos (em particular, o6leo de semente de
algodao, amendoim, milho, gérmen, azeitona, ricino, e
sésamo), glicerol, &lcool tetrahidrofurilico, polietileno
glicdéis e ésteres de acidos gordos de sorbitano, e misturas
destes. Para além dos diluentes inertes, as composicdes
orais podem também incluir adjuvantes tais como agentes
molhantes, agentes emulsionantes e de suspensao,
edulcorantes, aromatizantes, corantes, perfumantes, e

agentes conservantes.

As suspensdes, para além dos compostos ativos, podem conter
agentes de suspensdo tails como &lcooils isoestearilicos

etoxilados, polioxietileno de sorbitol, e ésteres de
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sorbitano, celulose microcristalina, metahidréxido de
aluminio, bentonite, agar—-agar e tragacanto, e misturas

destes.

As composicdes da invencao podem também conter adjuvantes,
tais como conservantes, agentes molhantes, agentes de
emulsdao e agentes de dispersao. A prevencdo da acao dos
microrganismos pode ser assegurada pela inclusdao de varios
agentes antibacterianos e antifungicos, por exemplo,
parabeno, clorobutanol, &acido fenolsdrbico, e afins. Pode
também ser desejavel incluir agentes isotdnicos, tais como
acucares, cloreto de sdédio, e afins nas composicdes.
Adicionalmente, a absorcdo prolongada da forma farmacéutica
injetdvel pode ser conseguida pela inclusdo de agentes dque
retardam a absorcdo, tais como monoestearato de aluminio e

gelatina.

E entendido que o regime de dosagem ¢é determinado pelo
médico assistente considerando varios fatores que modificam
a acao dos compostos em questdao da invencao (por exemplo,
polipéptidos ActRITa). Os varios fatores incluem, mas néo
sdo limitados a, quantidade de peso dsseo que se deseja que
seja formado, o grau de perda de densidade o6ssea, o sitio
do dano do osso, a condigcao do osso danificado, a idade,
sexo, e dieta do doente, a gravidade de qualquer doenca que
possa contribuir para a perda de o0sso, tempo da
administracgado, e outros fatores clinicos. Opcionalmente, a
dosagem pode variar com o tipo de matriz usada na
reconstituicdo e os tipos de compostos na composicao. A
adicdao de outros fatores de crescimento conhecidos a
composicado final pode também afetar a dosagem. O progresso
pode ser monitorizado por medicdao periddica do crescimento
6sseo e/ou reparacdo, por exemplo, raios X (incluindo
DEXA), determinac¢cdes histomorfométricas, e marcagao por

tetraciclina.
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Experiéncias com primatas e humanos demonstraram dJgue o0sS
efeitos da ActRIIa-Fc no osso sadao detetdveis gquando o
composto é doseado a intervalos e quantidades suficientes
para atingir concentracdes séricas de cerca de 200 ng/mL,
com efeitos semi-maximos nos biomarcadores 6sseos
anabolizantes ocorrendo a uma dosagem de 0,3 mg/kg ou o
equivalente em termos de &rea sob a curva. Em humanos,
niveis séricos de 200 ng/mL podem ser obtidos com uma dose
Unica de 0,1 mg/kg ou maior e niveis séricos de 1000 ng/mL
podem ser obtidos com uma dose unica de 0,3 mg/kg ou maior.
A semivida sérica da molécula observada é entre cerca de 25
e 35 dias, substancialmente mais longa que a maioria das
proteinas de fusao Fc, e assim um nivel sérico eficaz
constante pode ser obtido, por exemplo, com uma dose de
cerca de 0,05 até 0,5 mg/kg numa base semanal ou
bissemanal, ou doses mals altas podem ser usadas com
intervalos mais longos entre dosagens. Por exemplo, doses
de 0,1, 0,3, 0,5, 0,7, 1,2 ou 3 mg/kg, ou valores
intermédios, podem ser usados numa base mensal ou bimensal,
e o efeito no osso pode ser suficientemente duradouro para
que a dosagem seja necessaria apenas uma vez em cada 3, 4,
5, 6, 9, 12 ou mais meses. Intervalos mais longos entre
doses sao adicionalmente suportados pela duracado do efeito
farmacodindmico, que é mais longo que a duracdo do farmaco
no soro. Efeitos PD sao observados durante pelo menos 120

dias em doentes humanos.

A terapia genética pode ser usada para a producao in vivo
de polipéptidos ActRIIa. Tal terapia pode atingir o seu
efeito terapéutico através da introducdo das sequéncias de
polinucledtidos ActRIIa nas células ou tecidos com as
doencas como listado acima. A administracao das sequéncias
de polinucledtidos ActRIIa pode ser conseguida usando um
vetor de expressao recombinante tal como um virus quimérico

ou um sistema de dispersadao coloidal. Preferido para
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aplicacao terapéutica das sequéncias de polinucledtidos

ActRITa é o uso de lipossomas direcionados.

Varios vetores virais que podem ser utilizados para terapia
genética conforme aqui ensinado incluem adenovirus, virus
do herpes, vaccinia, ou, preferencialmente, um virus de ARN
tal como um retrovirus. Preferencialmente, 0 vetor
retroviral é um derivado de um retrovirus de murino ou ave.
Exemplos de vetores retrovirais nos quais um uUnico gene
exégeno pode ser inserido incluem mas nao sao limitados a:
Virus da leucemia murina de Moloney (MoMulLV), virus do
sarcoma murino de Harvey (HaMuSV), virus do tumor mamério
murino (MuMTV), e virus do Sarcoma de Rous (RSV). Alguns
vetores retrovirails adicionais podem incorporar genes
multiplos. Todos estes vetores podem transferir ou
incorporar um gene para um marcador seleciondvel de modo a
que as células transduzidas possam ser identificadas e
geradas. Vetores retrovirais podem ser tornados especificos
para alvo, anexando, por exemplo, um acucar, um
glicolipido, ou uma proteina. O direcionamento preferido é
realizado pelo uso de um anticorpo. 08 especialistas na
técnica reconhecerao que sequéncias especificas de
polinucledtidos podem ser inseridas no genoma retroviral ou
anexadas a um invdélucro viral para permitir o fornecimento
ao alvo especifico do vetor <retroviral <contendo o
polinucledétido ActRITIa. Numa forma de realizacao preferida,

o vetor é direcionado para o o0sso ou cartilagem.

Em alternativa, células de culturas de tecidos podem ser
diretamente transfectadas com plasmideos que codificam os
genes estruturais retrovirais gag, pol e env, por
transfecdo convencional de fosfato de cédlcio. Estas células
sdao entdo transfectadas com o plasmideo vetor contendo os
genes de interesse. As células resultantes libertam o vetor

retroviral no meio de cultura.
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Um outro sistema de administracado direcionada para
polinucledétidos ActRIIa é um sistema de dispersao coloidal.
Os sistemas de dispersao coloidal incluem macromoléculas
complexas, nanocdpsulas, microsferas, esferas e sistemas de
base 1lipidica incluindo emulsdes Oéleo-em-agua, micelas,
micelas mistas, e lipossomas. Um sistema coloidal preferido
¢ um lipossoma. Os lipossomas sao vesiculas de membrana
artificiais que sao uteis como veiculos de distribuicgdo in
vitro e in vivo. ARN, ADN e virides intactos podem ser
encapsulados dentro do interior agquoso e ser aplicados a
células numa forma biologicamente ativa (ver por exemplo,
Fraley, et al., Trends Biochem. Sci., 6:77, 1981). Os
métodos para a transferéncia de genes eficiente usando um
veiculo de lipossoma, sado conhecidos na técnica, ver por
exemplo, Mannino, et al., Biotechniques, 6:682, 1988. A
composicdo do lipossoma € normalmente uma combinacgdo de
fosfolipidos, normalmente em combinagdao com esteroides,
especialmente colesterol. Outros fosfolipidos ou outros
lipidos podem também ser usados. As caracteristicas fisicas
dos lipossomas dependem do pH, forca idnica, e da presenca

de catides divalentes.

Exemplos de lipidos uUteis na produgdo de lipossomas incluem
compostos fosfatidilo, tais como fosfatidilglicerol,
fosfatidilcolina, fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina,
esfingolipidos, cerebrdésidos, e ganglidésidos. Fosfolipidos
ilustrativos incluem fosfatidilcolina do ovo,
dipalmitoilfosfatidilcolina, e distearoilfosfatidilcolina.
O direcionamento dos lipossomas € também possivel com base
em, por exemplo, especificidade para o6rgaos, especificidade
para células, e especificidade para organelos e é conhecido

na técnica.
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EXEMPLIFICACAO

Exemplo 1: Proteinas de fusao ActRIIa-Fc

Os requerentes construiram uma proteina de fusdo ActRIIa
soltvel que tem o dominio extracelular da ActRIIa humana
fundido a um dominio Fc¢ humano de rato com um ligante
minimo entre eles. As construgdes sao referidas como

ActRITIa-hFc e ActRITa-mFc, respetivamente.

A ActRIIa-hFc é mostrada abaixo como purificada a partir de

linhas de células CHO (SEQ ID NO: 7):

ILGRSETQECLFFNANWEKDRTNQTGVEPCYGDKDKRRHCFATWKNISGSIEIVKQG
CWLDDINCYDRT'DCVEKKljSPEVYFCCCEGNMCNEKF SYFPEMEVTQPTSNPVTPK

PPTGGG C L D VRDVS PEVKF

8} RE VVSVL WLNGKEYKC
vp 1 G S C G D ES

As proteinas ActRIIa-hFc e ActRIIa-mFc foram expressas em

linhas de células CHO. Foram consideradas trés sequéncias

lider diferentes:

(i) melitina de abelha (HBML): MKFLVNVALVEMVVYISYIYA (SEQ

ID NO: 8)

(ii) Ativador de Plasminogénio Tecidular (TPA) :

MDAMKRGLCCVLLLCGAVEVSP (SEQ ID NO: 9)
(iii) Nativa: MGAAAKLAFAVFLISCSSGA (SEQ ID NO: 10).

A forma selecionada emprega a TPA lider e tem a seguinte

sequéncia de aminodcidos nao processada:
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MDAMKRGLCCVLLLCGAVFVSPGAAILGRSETQECLFFNANWEKDRTNQTGVEPCY
GDKDKRRHCFATWKNISGSIEIVKQGCWLDDINCYDRTDCVEKKDSPEVYFCCCEG
NMCNEKFSYFPEMEVTQPTSNPVTPKPPTGGGTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVS
VLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPVPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKN
QVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQ
QGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO:13)

Este polipéptido ¢é codificado pela seguinte sequéncia de

dcidos nucleicos:

ATGGATGCAATGAAGAGAGGGCTCTGCTGTGTGCTGCTGCTGTGTGGAGCAGTCT
TCGTTTCGCCCGGCGCCGCTATACTTGGTAGATCAGAAACTCAGGAGTGTCTTTT
TTTAATGCTAATTGGGAAAAAGACAGAACCAATCAAACTGGTGTTGAACCGTGTT
ATGGTGACAAAGATAAACGGCGGCATTGTTTTGCTACCTGGAAGAATATTTCTGG
TTCCATTGAATAGTGAAACAAGGTTGTTGGCTGGATGATATCAACTGCTATGACA
GGACTGATTGTGTAGAAAAAAAAGACAGCCCTGAAGTATATTTCTGTTGCTGTGA
GGGCAATATGTGTAATGAAAAGTTTTCTTATTTTCCGGAGATGGAAGTCACACAG
CCCACTTCAAATCCAGTTACACCTAAGCCACCCACCGGTGGTGGAACTCACACAT
GCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCC
CCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTG
GTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGAC
GGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAG
CACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGC
AAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGTCCCCATCGAGAAA
ACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCC
CCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAA
GGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAG
AACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCT
ATAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCAT
GCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCT

GTCTCCGGGTAAATGAGAATTC (SEQ ID NO:14)

Ambos ActRIIa-hFc e ActRIIa-mFc foram significativamente
recetivos a expressao recombinante. Como mostrado na Figura

1, a proteina foi purificada como um 4uUnico pico Dbem
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definido de proteina. A sequenciacao N-terminal revelou uma
Ginica sequéncia de-ILGRSTQE (SEQ ID NO: 11). A purificacéao
pode ser conseguida por uma série de passos de
cromatografia de coluna, incluindo, por exemplo, trés ou
mais dos seguintes, por qualquer ordem: cromatografia de
proteina A, cromatografia de Q sefarose, cromatografia de
fenilsefarose, cromatografia de exclusdo de tamanho, e
cromatografia de troca catidénica. A purificacdao pode ser
completada com filtragcdo viral e troca de tampao. A
proteina ActRIIa-hFc foi purificada até uma pureza de >98%
como determinado por cromatografia de exclusdao de tamanho e

>95% como determinado por SDS PAGE.

ActRITIa-hFc e ActRIIa-mFc mostraram uma alta afinidade por
ligandos, particularmente activina A. GDF-11 ou Activina A
("ActA") foram imobilizados num chip Biacore CM5 usando um
processo de acoplamento de amina padradao. As proteinas
ActRITIa-hFc e ActRITIamFc foram fornecidas ao sistema, e a
ligagao foi medida. ActRIIa-hFc ligada a activina com uma
constante de dissociacao (Kp) de 5x107u, e a proteina
ligada a GDFl11l com um K, de 9,96x 107°. Ver figura 2.

ActRITIa-mFc teve um comportamento semelhante.

Um Ensaio de Gene Reporter A-204 foi usado para avaliar os
efeitos das proteinas ActRIIa-hFc na sinalizagdo por GDF-
11 e Activina A. Linha de células: Rabdomiossarcoma Humano
(derivado de musculo). Vetor Reporter: pGL3(CAGA) 12
(Descrito em Dennler et al, 1998, EMBO 17: 3091-3100.) Ver
Figura 3. O motivo CAGAl2 estd presente em genes
responsivos a TGF-Beta (gene PAI-1), pelo gque este vetor é
de uso geral para fatores de sinalizacadao através de Smad2 e
3.

Dia 1: Dividir as células A-204 em placas de 48 pocgos.
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Dia 2 células A-204 transfectadas com 10 ng de
PGL3 (CAGA) 12 ou pGL3(CAGA)12 (10 ug)+ pRLCMV (1 ng) e

Fugene.

Dia 3: Adicionar fatores (diluidos em meio + 0,1 % de BSA).
Os inibidores precisam de ser pré-incubados com Fatores
durante 1 hora antes de adicionar as células. 6 horas
depois, as células sdo lavadas com PBS, e hé& 1lise das

células.

Isto é seguido por um ensaio de Luciferase. Tipicamente
neste ensaio, na auséncia de quaisquer inibidores, a
Activina A apresenta aproximadamente estimulacao da
expressao do gene reporter de 10 vezes e uma ED 50- 2
ng/mL. GDF-11: estimulacdo de 16 vezes, ED50: ~ 1,5 ng/mL.

GDF-8 apresenta um efeito semelhante ao de GDF-11.

Como mostrado na figura 4, ActRIIa-hFc e ActRIIa-mFc inibem
a sinalizacéao mediada por GDF-38 em concentracgdes
picomolares. Como mostrado na figura 5, trés diferentes
preparacgdes de ActRIIa-hFc inibiram a sinalizacao de GDF-II

com uma IC50 de aproximadamente 200 pM.

A ActRIIa-hFc foi muito estavel em estudos
farmacocinéticos. As ratazanas foram doseadas com 1 mg/kg,
3 mg/kg ou 10 mg/kg de proteina ActRIIa-hFc e o0s niveis
plasmdticos da proteina foram medidos as 24, 48, 72, 144 e
168 horas. Num estudo separado, as ratazanas foram doseadas
com 1 mg/kg, 10 mg/kg ou 30 mg/kg. Em ratazanas, a ActRIIa-
hFc teve uma semivida sérica de 11-14 dias e os niveis
circulantes do farmaco foram bastante elevados apds duas
semanas (11 ng/mL, 110 ng/mL ou 304 ng/mL para
administragdes iniciais de 1 mg/kg, 10 mg/kg ou 30 mg/kg,

respetivamente.) Em macacos cynomolgus, a semivida
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plasmatica foi substancialmente maior do que 14 dias e os
niveis circulantes do fdrmaco foram de 25 npg/mL, 304 pg/mL
ou 1440 ng/mL para administragdes iniciais de 1 mg/kg, 10
mg/kg ou 30 mg/kg, respetivamente. Resultados preliminares
em humanos sugerem que a semivida sérica estd entre cerca

de 20 e 30 dias.

Exemplo 2 : ActRIIa-mFc Promove o Crescimento Osseo In Vivo

(ndo faz parte da invencgéo)

Ratos fémeas normais (BALB/c) foram doseados com ActRIIa-
mFc a um nivel de 1 mg/kg/dose, 3 mg/kg/dose ou 10
mg/kg/dose, com as doses dadas duas vezes por semana. A
densidade mineral &ssea e o contetdo mineral &ésseo foram

determinados por DEXA, ver figura 6.

Em ratos fémeas BALB/c, exames DEXA mostraram um aumento
significativo (>20%) na densidade mineral &ssea e conteudo
como resultado do tratamento com ActRIIa-mFc. Ver figuras 7

e 8.

Portanto, o antagonismo da ActRIIa causou densidade e
conteudo 6sseos aumentados em ratos fémeas normais. Como
proximo passo, o efeito da ActRIIa-mFc no o0sso num modelo

de rato para osteoporose foi testado.

Andersson et al. (2001) estabeleceram que ratos
ovariectomizados sofriam de perda de osso substancial
(aproximadamente 50% de perda de osso trabecular seis
semanas apds a operagado), e essa perda de o0sso nestes ratos
poderia ser corrigida com agentes terapéuticos candidatos,

tais como hormona paratiroide.

Os requerentes usaram ratos fémeas C57BL6 que foram

ovariectomizados (OVX) ou com operacao simulada as 4-5
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semanadas de idade. Oito semanas apds cirurgia, o)
tratamento com ActRIIa-mFc (10 mg/kg, duas vezes por
semana) ou controlo (PBS) foi iniciado. A densidade &ssea

foi medida por tomografia computorizada.

Como mostrado na figura 9, ratos ovariectomizados néao
tratados mostraram perda substancial de densidade de osso
trabecular em relacdao aos controlos simulados apds seis
semanas. O tratamento com ActRIIa-mFc restaurou a densidade
6ssea até ao nivel dos ratos com operacdo simulada. As 6 e
12 semanas de tratamento, a ActRIIa-mFc causou aumento
substancial no o0sso trabecular dos ratos com OVX. Ver
figura 10. Apds 6 semanas de tratamento, a densidade 6ssea
aumentou 24% em relacdo aos controlos com PBS. Apds 12

semanas, o aumento fol de 27%.

Nos ratos com operacdao simulada, ActRIIa-mFc causou também
um aumento substancial no osso trabecular. Ver figura 11.
Apdés 6 e 12 semanas, o tratamento produziu um aumento de

35% em relacao aos controlos.

Num conjunto adicional de experiéncias, ratos
ovariectomizados (OVX) ou com operagcao simulada como
descrito acima foram tratados com ActRITIa-mFc (10 mg/kg,
duas vezes por semana) ou controlo (PBS) ao longo de doze
semanas. Em semelhanca aos resultados descritos acima para
ActRITa-mFc, ratos com QOVX que receberam ActRIIa-mFc
exibiram um aumento na densidade de osso trabecular de 15%
a partir das quatro semanas e 25% depois das 12 semanas de
tratamento (Figura 12). Ratos com operacdao simulada que
receberam ActRIIa-mFc mostraram, de modo semelhante, um
aumento na densidade de osso trabecular de 22% a partir das
gquatro semanas e de 32% apds 12 semanas de tratamento

(Figura 13).
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Apds doze semanas de tratamento com ActRIIa-mFc, a andlise
DEXA do corpo inteiro e de fémur ex vivo mostrou dque o
tratamento induz um aumento na densidade &éssea tanto em
ratos ovariectomizados como em ratos com operacgaoc simulada
(Figuras 14A and 14B, respetivamente). Estes resultados séo
também suportados por andlise pQCT ex vivo do eixo femoral
médio o que demonstrou um aumento significativo na
densidade déssea total e cortical apds tratamento de doze
semanas com ActRITa-mFc. Ratos ovariectomizados de controlo
tratados com veiculo exibiram densidades 6sseas comparaveis
com ratos de controlo tratados com veiculo com operacgao
simulada (Figura 15). Para além da densidade &ssea, o©
contetido de o0sso aumentou a seguir ao tratamento com
ActRITa-mFC. A andlise pQCT ex vivo do eixo femoral médio
demonstrou um aumento significativo no contetdo de osso
total e cortical apds tratamento de doze semanas com
ActRITIa-mFc enguanto gque ratos ovariectomizados e com
operacao simulada tratados com veiculo de controlo exibiram
conteldos de osso compardveis (Figura 16). Andlise pQCT ex
vivo do eixo femoral médio também mostrou que ratos
tratados com ActRIIa-mFc nao mostraram uma alteracao ma
circunferéncia periosteal; no entanto, o tratamento com
ActRITIa-mFc resultou numa diminuicdo na circunferéncia
endosteal indicando um aumento na espessura cortical devido

ao crescimento na superficie interna do fémur (Figura 17).

A testagem mecénica de fémures determinou que a ActRIIa-mFc
era capaz de aumentar as caracteristicas extrinsecas do
0sso (carga méaxima, rigidez e energia para quebrar) o que
contribuiu para um aumento significativo nas propriedades
intrinsecas (resisténcia final) dos 0SSs0Ss. Ratos
ovariectomizados tratados com ActRIIa-mFc exibiram
resisténcia 6ssea aumentada a niveis para além dos

controlos tratados com veiculo com operagao simulada,
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indicando uma inversdo completa do fendtipo osteopordtico

(Figura 18).

Estes dados demonstram gque um antagonista de activina-
ActRITIa pode aumentar a densidade o6ssea em ratos fémeas
normais e, além disso, corrigir defeitos na densidade
6ssea, conteudo 6sseo, e uUltima andlise resisténcia Ossea,

num modelo de rato de osteoporose.

Num conjunto adicional de experiéncias, os ratos foram
ovariectomizados ou com simulacdo de operacdo as 4 semanas,
e comegaram as 12 semanas a receber ou um placebo ou
ActRIIa-mFc (2 vezes/semana, 1 Omg/kg) (também referido
como RAP-11 nas Figuras 19-24), por um periodo adicional de
12 semanas. Uma diversidade de parametros Osseos foram
avaliados. Como mostrado na Figura 19, a ActRIIa-mFc
aumentou as proporgdes de volume de o0sso trabecular
vertebral para volume total (BV/VT) tanto em ratos OVX como
ratos com operagdo simulada. A ActRITIa-mFc também aumentou
a arquitetura trabecular (Figura 20), aumentou a espessura
cortical (Figura 21) e melhorou a resisténcia éssea (Figura
22). Como mostrado na Figura 23, a ActRIIa-mFc produziu
efeitos desejdveis numa gama de doses desde 1 mg/kg até 10

mg/kg.

Histomorfometria d&ssea foil conduzida as 2 semanas em ratos
com operacao simulada. Estes dados, apresentados na Figura
24, demonstraram que a ActRITIa-mFc tem um efeito duplo,
inibindo a reabsorcdo Oéssea e promovendo o crescimento
6sseo. Deste modo, a ActRITa-mFc estimula o crescimento
6sseo (efeito anabdélico) e inibe a reabsorcdo dssea (efeito
anti-catabdlico). BV = Volume &ésseo; TV = volume de tecido
total. BV/TV é uma medida da percentagem de volume &sseo
que ¢é mineralizado. ES = Superficie erodida; BS =

Superficie o6ssea. ES/BS é uma medida da erosdo Ossea, e a
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diminuicdo causada por RAP-011 demonstra um efeito anti-
reabsorcdo ou anti-catabdlico. Ms/Bs ¢é a proporcgdo de
superficie de mineralizacdo /superficie éssea, o gque € um
indicador de crescimento 6ésseo, ou efeito anabdlico. De
modo semelhante, a taxa de aposicdo mineral (MAR) e a taxa
de formacado oéssea por superficie odssea por dia (BFR/BSA)
indica crescimento ésseo. Medidas de osteoblastos (Nob/BPm)
e osteoclastos (Noc/BPm) sao feitas para investigar o

mecanismo de acao.

Uma segunda experiéncia de histomorfometria oéssea foi
conduzida em ratos fémeas C57BL/6, com inicio as doze
semanas de idade. Os ratos foram doseados por via
intraperitoneal duas vezes por semana com 10 mg/kg de
ActRIIa-mFc durante duas semanas, guatro semanas, oito
semanas ou doze semanas. Cada grupo foil sacrificado cinco
dias depois da ultima dose e os ossos foram levados para
andlise. Os ratos foram marcados com calceina nove dias e
dois dias antes da eutandsia. Como mostrado na Figura 25,
as métricas mostram que a ActRITIamFc promove O crescimento
6sseo e a mineralizacdo e tem efeitos tanto anabdélicos como
anti-catabdélicos. Ver por exemplo a proporgdo BV/TV, a
proporcao ES/BS e a proporgao MS/BS. Os efeitos anabdlicos
parecem persistir ao longo do regime de dosagem, enguanto
que os efeitos anti-reabsorcdo parecem ter uma vida mais

curta nos ratos.

Exemplo 3: A ActRITIa-mFc melhora ou previne as lesdes

6sseas num modelo murino de mieloma multiplo

Doentes de mieloma multiplo exibem um disturbio de perda
6ssea caracterizado pelo aumento da atividade dos
osteoclastos e diminuicao da formacgéo b6ssea pelos
osteoblastos. O modelo 5T2MM de mieloma em ratos €& baseado

no uso de células tumorais (células 5T2MM) de um tipo de
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tumor espontdneo que se desenvolve em ratos envelhecidos e
causa efeitos em ratos que sao semelhantes aos vistos em
doentes de mieloma multiplo humano. Ver, por exemplo,
Vanderkerken et al., Methods Mol Med. 2005; 113:191-205. A

ActRITa-mFc foil testada em relacdo a efeitos neste modelo.

Células 5T2MM injetadas em ratos C57BI/KaLwRij promoveram
um aumento na superficie dos osteoclastos, formacao de
lesdes osteoliticas e causaram uma diminuig¢do na A&rea
6ssea. A doenga Ossea fol associada a uma diminuigdo no
numero de osteoblastos, superficie dos osteoblastos e uma

reducao na mineralizacgéao.

Ratos com as células 5T2MM foram tratados com ActRIIa-mFc
(RAP-01 1) (10mg/kg, 1i.p. duas vezes por semana), oOu um
veiculo, desde o momento da injecdo de 5T2MM, num total de
12 semanas. Andlise microCT da tibia proximal e das
vertebras lombares demonstrou uma reducao de 39% e 21% em
volume de osso esponjoso (p<0,001 e p<0,01) e uma reducao
de 37% e 15% em numero trabecular (p<0,01 e p<0,05) em
ratos com 5T2MM comparado com ratos naives. RAP-011
preveniu completamente as reducgdes, induzidas por 5T2MMem,
de wvolume trabecular e numero tanto na tibia (p<0,001 e
pr<0,05) como nas vértebras (p<0,01 e p<0,05) gquando
comparado com ratos tratados com veiculos. O volume &sseo
foi 19% maior na tibia (p=168) e 12% maior nas vértebras
(p<0,05) de ratos tratados com RAP-01 1 guando comparado
com ratos naive. RAP-011 preveniu o desenvolvimento de
lesbes 6sseas osteoliticas (p<0,05). Este efeito ¢
ilustrado na Figura 26. Enquanto gque uma avaliacao
preliminar dos dados nao conseguiu identificar efeitos
significativos na paraproteina do soro (um biomarcador de
células tumorais de mieloma multiplo) ou a carga de mieloma
neste estudo, uma andlise adicional indicou que a

paraproteina sérica foi substancialmente reduzida em todos
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exceto um dos animais tratados, e ainda gque o volume de
medula o¢ssea sauddavel foi substancialmente aumentado,
indicando uma diminui¢do na carga de células tumorais de

mieloma.
Consequentemente, a ActRIIa-mFc pode ser usada para reduzir
os efeitos de doenca déssea resultantes de mieloma multiplo

e para tratar as préprias células tumorais.

Exemplo 4: Caracterizacgdo de uma Proteina ActRIIa-hFc

A proteina de fusdao ActRIIa-hFc foi expressa em células
CHO-DUKX Bll estavelmente transfectadas a partir de um
vetor pAID4 (SV40 ori/melhorador, promotor CMV), usando a
sequéncia lider de plasminogénio tecidular de SEQ ID NO:9.
A proteina, purificada como descrito acima no Exemplo 1,
tinha uma sequéncia da SEQ ID NO:7. A porcadao Fc €& uma
sequéncia Fc de IgGl humana, como mostrado na SEQ ID NO:7.
A andlise de &4cido sidlico mostrou que a proteina continha,
em média, entre cerca de 1,5 e 2,5 moles de acido sidlico

por molécula de proteina de fusdo ActRIIa-hFc.

Esta proteina purificada mostrou uma semivida no soro
extraordinariamente longa em todos os animais testados,
incluindo uma semivida de 25-32 dias em doentes humanos
(ver Exemplo 5, abaixo) . Adicionalmente, 0o material
expresso em células CHO tem uma maior afinidade para o
ligando activina B do que o registado para uma proteina de
fusdo ActRIIa-hFc expressa em células 293 humanas (del Re
et al., J Biol Chem. 2004 Dec 17;279(51):53126-35.)
Adicionalmente, o uso da sequéncia lider tPa proporcionou
maior producdao do que outras sequéncias lider e, ao
contrario da ActRIIa-Fc expressa com uma sequéncia lider
nativa, proporcionou uma sequéncia N-terminal altamente

pura. O uso da sequéncia lider nativa resultou em duas
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espécies principais de ActRIIa-Fc, cada uma com uma

sequéncia N-terminal diferente.

Exemplo 5: Ensaio Clinico Humano (nao faz parte da

invencao)

A proteina descrita no Exemplo 4 foi administrada a doentes
humanos num estudo aleatdrio, duplamente cego, controlado
por placebo que foil conduzido para avaliar, principalmente,
a seguranga da proteina em mulheres sauddaveis apds a
menopausa. Quarenta e oito individuos foram aleatoriamente
postos em grupos de 6 para receber ou uma dose uUnica de
ActRITIa-hFc ou de placebo (5 ativos:placebo). 0Os niveis de
dosagem variaram desde 0,01 até 3,0 mg/kg por via
intravenosa (IV) e 0,03 até 0,1 mg/kg por via subcuténea
(SC). Todos os individuos foram seguidos durante 120 dias.
Os individuos foram excluidos da participagdao no estudo se
tomassem medicacdao que afeta o metabolismo &sseo nos 6
meses antes da entrada no estudo. Avaliacgdes de seguranca
foram conduzidas seguindo cada grupo para determinar
aumento da dose. Para além de andlises farmacocinéticas
(PK), a atividade bioldgica da ActRIIa-hFc foi também
avaliada por medicao de marcadores bioguimicos de formacao

e reabsorcao 6ssea, e niveis de FSH.

Nao foram registados efeitos secunddrios graves neste
estudo. Efeitos adversos (AEs) foram geralmente ligeiros e
transitérios. A andlise preliminar dos AEs incluiu dor de
cabeca, valores laboratoriais elevados, sintomas de
constipacdo, emese ou voémitos, intravenosa infiltracao, e

hematoma no sitio da injecéo.

A andlise PK da ActRIIa-hFc exibiu um perfil linear com a
dose, e uma semivida média de aproximadamente 25-32 dias. A

drea sob a curva (AUC) para ActRIIa-hFc estava linearmente
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relacionada com a dose, e a absorcadao apds dosagem SC foi
essencialmente completa (ver Figuras 27 e 28). Estes dados
indicam que SC é uma abordagem desejavel para doseamento
porque proporciona biodisponibilidade equivalente e
semivida sérica do farmaco ao mesmo tempo que evita picos
nas concentracgdes séricas do farmaco associados @ aos
primeiros dias da dosagem IV (ver Figura 28). ActRIIc-hFc
causou um aumento rapido sustentado e dependente da dose
nos niveis séricos da fosfatase alcalina especifica do osso
(BAP), gque é um marcador para crescimento d&sseo anabdlico,
e uma reducao dependente da dose no telopéptido de
colagénio tipo 1 C-terminal e nos niveis de fosfatase acida
5b resistente a tartrato, gque sdao marcadores para a
reabsorcdo O&ssea. Outros marcadores, tais como PI1NP
mostraram resultados inconclusivos. Os niveis de BAP
mostraram efeitos quase saturantes na dosagem mais elevada
do farmaco, 1indicando que efeitos semi-madximos neste
biomarcador de osso anabdlico podem ser alcancados numa
dosagem de 0,3 mg/kg, com aumentos variando até 3 mg/kg.
Calculado como a relacdo entre o efeito farmacodinédmico e
AUC para o farmaco, a EC5H0 €& 51,465 (dia*ng/mL). Ver Figura
29. Estas alteracdes nos biomarcadores do osso foram
continuadas durante aproximadamente 120 dias nos niveis de
dosagem mais elevados testados. Houve também uma redugao
dependente da dose nos niveis séricos de FSH consistente

com a inibicdo da activina.

Uma dose uUnica de ActRIIa-hFc dada a mulheres saudaveis
apds a menopausa foi segura e bem tolerada para a gama de
niveis de dosagem testada. Os efeitos de PK e
farmacodindmica prolongados sugerem que a dosagem
intermitente seria apropriada para estudos futuros. Por
exemplo, dosagem com base na semivida sérica pode ser
realizada mensalmente, ou pela ordem de uma vez a cada

duas, trés, quatro, cinco ou seis semanas. Adicionalmente,
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e porque o efeito farmacodinédmico se estende para além da
permanéncia do farmaco no soro, a dosagem poderia ser
realizada com base no efeito farmacodindmico, o que
significa que a dosagem a cada trés meses ou a cada dois,
trés, dquatro, cinco, seis ou mesmo doze meses pode ser
eficaz para produzir o efeito desejado nos doentes. Este
ensaio clinico demonstra que, em humanos, a ActRIIa-hFc é
um agente osteocanabdlico com evidéncia bioldgica tanto de
aumento na formacdo de osso como diminuicdo na reabsorcgao

bssea.

Exemplo 6: Coadministrag¢ao de ActRIIa-mFc e um Bisfosfonato

Bisfosfonatos sdo uma classe de fadrmacos gque sao amplamente
usados para tratar disturbios associados a baixa densidade
mineral ¢ssea, i1incluindo osteoporose e perda de 0SSO
relacionada com cancro. Os bisfosfonatos tém uma atividade
de anti-reabsorcdo potente, inibindo o0os osteoclastos.
Talvez ©porgue os osteoclastos sdo necessdrios para a
degradacao o6ssea e crescimento &sseo, o0s bisfosfonatos
parecem diminuir os efeitos da hormona paratiroide (PTH),
um dos Unicos agentes de crescimento d6sseo anabdlico
conhecidos (Black et al., N Engl J Med. 2003 Sep
25;349(13):1207-15; Samadfam et al., Endocrinology. 2007
Jun;148(6): 2778-87.)

Para testar a utilidade do tratamento com ActRIIa-Fc em
doentes que receberam previamente ou concomitantemente
bisfosfonatos ou outras terapias anti-reabsorcao, ratos
foram testados com uma combinacao de ActRIIa-mFc e
zoledronato, um composto bisfosfonato. Ratos C57BL/6N de 12

semanas de idade foram tratados como se segue:

Grupo 1 PBS
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Grupo 2 ActRIIa-mFc (RAP-0 11) (10 mg/kg) duas vezes por
semana (com Grupo 3 e 4)

Grupo 3 Acido Zoledrénico (ZOL) dose unica (20 mg/kg)

Grupo 4 ZOL (1 dose), 3 dias depois ActRITIa-mFc (RAP-011 (1
mg/kg) duas vezes por semana

Grupo 5 ZOL (1 dose), 3 dias depois ActRIIa-mfc (RAP-011)
(10 mg/kg) duas vezes por semana

BMD Total foi determinado por andlise DEXA (P1XI) antes da

dosagem e as 3 e 8 semanas de tratamento.

Como mostrado na Figura 30, a BMD total aumentou
significativamente em todos os grupos de tratamento, com a
combinagcdo de ZOL e ActRIIa-mFc produzindo os maiores
efeitos. Estes resultados indicam que as proteinas ActRIIa-
Fc podem ser usadas para aumentar a densidade dssea, mesmo

em doentes que receberam terapia com bisfosfonato.

Exemplo 7: ActRIIa-Fc Melhora ou Previne a Perda de O0sso

Causada por Metdstases de Cancro da Mama (ndo faz parte da

invencgao)

Estima-se que 65 a 75 por cento dos cancros da mama
metastizem no 0SS0, causando danos substanciais na
estrutura Ossea, aumentando o risco de fratura e causando
dor e outros efeitos secundarios. Noés testamos os efeitos
da ActRIIa-Fc¢ num modelo de rato de cancro da mama dque

metastizou Nno 0sSsO.

Uma sublinha da linha celular MDA-MH-231 (clone 2287) do
cancro da mama humano foil cultivada in vitro e as células
foram recolhidas numa densidade de 5x10° células/mL. MDA-
MB-231 é uma linha celular que € altamente competente para
se plantar no o0sso e causar danos 6sseos semelhantes aos
causados por metdstases oOsseas. 10 mL de células foram

injetados na tibia de ratos nus atimicos fémeas com 6
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semanas de idade ao dia 0 do estudo. Ao dia 10 do estudo,
0s ratos receberam ActRIIa-mFc (10 mg/kg/duas vezes por
semana/ por via subcutdnea) (n=8) ou veiculo PBS (n=7). A
progressao da doenca foi avaliada por absorciometria com
raio-X de dupla energia (PIXIMus) semanalmente. Os ratos
foram tratados com ActRITIa-mFc durante 4 semanas e depois
sacrificados e as tibias (com tumor injetado e sem tumor)
foram recolhidas de cada animal. As tibias foram depois

processadas e preparadas para microCT andlise histoldgica.

A injecao intratibial de células MDA-MB-231 em ratos nus
atimicos promoveu o desenvolvimento de lesdes osteoliticas
e da tibia injetada comparada com a perna contralateral. A
andlise MicroCT da tibia proximal demonstrou uma reducgdo de
62% em volume de o0sso esponjoso nas tibias com MDA-MB-231
comparado com as tibias sem tumor em ratos tratados com
veiculo PBS. O tratamento com ActRIIa-mFc conduziu a um
aumento de 70% ou 147% nas tibias com tumor ou naives
respetivamente comparado com o veiculo (P<0,01 para ambos).
As tibias com tumor dos ratos tratados com ActRIIa-mFc
tiveram densidade de o0sso esponjoso semelhante as das

tibias naive dos ratos tratado com VEH (p=0,39).

Assim, a ActRIIa-mFc é capaz de eliminar os danos &sseos

associados a presenca de células de tumor mamdrio no 0sso.

Exemplo 8: Proteinas ActRIIa-Fc Alternativas

Uma construcdo alternativa pode ter uma delecdao na causa C-
terminal (os Ultimos 15 aminodcidos do dominio extracelular
da ActRIIa. A sequéncia para tal construcado € apresentada

abaixo (Porcgao Fc sublinhada) (SEQ ID NO: 12):
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ILGRSETQECLFFNANWEKDRTNQTGVEPCYGDKDKRRHCFATWKNISGSIEIVKQG
CWLDDINCYDRTDCVEKKDSPEVYFCCCEGNMCNEKFSYFPEMIGGQTHTCPPCPA
EL L IS CV. VSHEDPEV.




REIVINDICACOES

Composigdo farmacéutica compreendendo uma proteina de
fusdo ActRIIa-Fc expressa a partir de células CHO, em
que a proteina de fusdo ActRIIa-Fc é um dimero formado
por dois polipéptidos em que cada um tem uma sequéncia
de aminodcidos que é pelo menos 90% ou 95% idéntica a
sequéncia de aminodcidos da SEQ ID NO:7 unidos por uma
ligacado dissulfureto, e em gque o dimero tem entre 3 e

5 porcdes de acido sidlico.

A composicao farmacéutica da reivindicacao 1, em gque a
proteina de fusdo ActRIIa-Fc é um dimero formado por
dois polipéptidos da SEQ ID NO:7, e em que um ou ambos
0s polipéptidos tém opcionalmente um aminodcido a

menos nas terminacdes amina ou carboxi que séao

mostradas na SEQ ID NO:7.

A composicdao farmacéutica da reivindicacdo 1 ou
reivindicacao 2, em que a proteina de fusdo ActRIIa-Fc
é expressa de forma recombinante em células CHO usando

a sequéncia lider TPA da SEQ ID NO:9.

A composicéao farmacéutica de qualgquer uma das
reivindicag¢des anteriores, em que o dimero tem 4

porgdes de acido sidlico.

A composicao farmacéutica de qualquer uma das
reivindicagdes anteriores, em que a proteina de fuséao
ActRIIa-Fc tem uma semivida no soro de 25 até 32 dias
em média, em humanos saudaveis normais e
biodisponibilidade equivalente quando administrada por

via intravenosa ou subcuténea.



10.

11.

12.

A composicao farmacéutica de qualguer uma das
reivindicacgdes anteriores, em que a composicgao

farmacéutica ¢ adequada para administracdo subcuténea.

A composigcao farmacéutica de qualquer uma das
reivindicagdes anteriores, em que a proteina de fuséao
ActRITIa-Fc é pelo menos 90% pura no gue respeita a

outros componentes proteicos.

A composigado farmacéutica de qualquer uma das
reivindicacdes anteriores, em que a referida proteina
de fusdao ActRIIa-Fc inclui um ou mais residuos de
aminodcido modificados selecionados a partir de: um
aminodcido glicosilado, um aminodcido PEGilado, um
aminodcido farnesilado, um aminodcido acetilado, um
aminodcido biotinilado, um aminodcido conjugado a uma
porcao lipidica, and um aminodcido conjugado a um

agente organico derivatizante.

A composicao farmacéutica de qualquer uma das
reivindicacdes anteriores, compreendendo

adicionalmente um agente bisfosfonato.

A composigdo farmacéutica da reivindicagdo 9, em que o
agente bisfosfonato é selecionado a partir de

alendronato, ibandronato e risedronato.

Composicado farmacéutica compreendendo uma proteina de
fusao ActRIIa-Fc para uso no tratamento ou prevencao
de mieloma multiplo num doente humano, em gque a
composigao farmacéutica é como definido em qualquer

uma das reivindicacdes 1 até 10.

Uso de uma proteina de fusdao ActRIIa-Fc para o fabrico

de um medicamento para tratamento ou prevencao de



mieloma multiplo num doente humano, em que a proteina
de fusdo ActRIIa-Fc é como definido em gualquer uma

das reivindicagdes 1 até 10.
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