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METODOS DE USO DE HORMONIO PARATIROIDE DE URSO
PRETO. O horménio paratirélde de urso preto (PTH) e fragmentos
funcionais sao fornecidos aqui. Também fornecidos sédo métodos de
usar PTH de urso preto e fragmentos funcionais para aumentar cAMP
em uma célula de formacgao de osso; reduzir apoptose em uma célula
de formagao de osso; diminuir a relagdo de niveis de expressdo de
proteina Bax para proteina Bc1-2 em uma célula de formagéo de osso;
aumentar o nivel de expressdo de uma ou mais de uma proteina de
matriz de osso, um ativador transcricional, ou um regulador
transcricional em uma célula de formagéao de osso; real¢ar a densidade
mineral do osso, aumentar a massa 6ssea, diminuir a perda éssea, ou
reduzir a incidéncia de fraturas de osso, ou qualquer combinagéo
destes, em um individuo; também fornecidos sé@o anticorpos voltados
contra horménio de paratirdide (PTH) preto urso e fragmentos
funcionais destes.
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“HORMONIO PARATIREOIDE DE URSO PRETO E METODOS DE
USO DE HORMONIO PARATIREOIDE DE URSO PRETO”

REFERENCIA CRUZADA A0S PEDIDOS RELACIONADOS

Este pedido reivindica o beneficio do Pedido Pro-
visério U.S. No. 60/736.145, depositado em 10 de novembro de
2005, o qual estd aqui incorporado por referéncia em sua to-
talidade.

DECLARACAO COM RESPEITO A PESQUISA FEDERALMENTE
PATROCINADA

Esta invencdo foi feita com apoio do governo dos
Estados Unidos concedido pelos Institutos Nacionais de Saude
(NIAMS AR050420 e NIA R21 AA 14399-01 A2) e pela Fundacgdo de
Ciéncia Nacional (IBN-0343515). O governo dos Estados Uni-
dos tem certos direitos nesta invencéo.

ANTECEDENTES

As doencas de perda éssea atualmente sdao uma amea-
¢ca a salde para aproximadamente 44 milhdes de americanos,
incluindo 10 milhdes com osteoporose e 34 milhdes com baixa
massa Ossea e em risco para desenvolver osteoporose. O nu-
mero de americanos com osteoporose €& esperado éubir em 2020.
Por conseguinte, um numero maior de individuos estd a risco
para fratura de osso devido a baixa massa Ossea. Aproxima-
damente 40% de mulheres brancas e 13% de homens brancos aci-
ma de 50 anos estdo em risco para fratura do quadril, espi-
nha, ou antebraco em toda sua vida. Os custos associados
com as fraturas relacionadas com osteoporose foram aproxima-
damente $18 bilhdes de dbélares em 2002, e é esperado que

continue subindo. Além de osteoporose primaria (relacionada
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com a idade), a osteoporose de desuso € um problema clinico
importante( especialmente para pacientes cronicamente imobi-
lizados devido a acidente vascular cerebral ou dano da espi-
nha dorsal. As taxas de fratura dobram comparadas aos con-
troles saudaveis no primeiro ano seguinte a lesdo da espinha
dorsal e também sdo elevadas comparadas aos controles sauda-
veis apds o inicio de acidente vascular cerebral. O desuso
aumenta as taxas de fratura principalmente porgue o carrega-
mento do esqueleto reduzido causas remodelagem &ssea dese-
quilibrada que leva a perda Ossea.

SUMARIO

Em uma modalidade, a invenc¢do fornece um polipep-
tideo isolado que compreende pelo menos 10 residuos de ami-
nodcido consecutivos da SEQ ID NO: 2 em gue o polipeptideo
compreende pelo menos um dos residuos de aminoacido 41 e 52
da SEQ ID NO: 2. A presente invengdo também fornece um po-
linucleotideo isolado que compreenda SEQ ID NO: 1.

Em outra modalidade, a invencdo fornece um método
de nivelis de cAMP crescentes em uma célula de formagdo &Ossea
compreendendo contatar a célula de formacdo &éssea com uma
quantidade efetiva de um polipeptideo que compreende resi-
duos de aminocdcido 1-34 da SEQ ID NO: 2, em que contatando a
célula de formacdo déssea com o polipeptideo aumenta os ni-
vels de cAMP»na célula de formacdo &ssea.

Em ainda outra modalidade, a invencdo fornece um
método para reduzir apoptose em uma célula de formagdo Ossea
compreendendo contatar a célula de formagcdo o6ssea com uma

quantidade efetiva de um polipeptideo que compreende resi-
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duos de aminoacido 1-34 da SEQ ID NO: 2, em gue contatando a
célula de formagdo Ossea com o polipeptideo reduz apoptose
na célula de formacao éssea.

Em ainda outra modalidade, a invencdo fornece um
método para diminuir a relagcdo de niveis de expressao de
proteina Bax a proteina Bcl-2 em uma célula de formacgdo 6s-
sea compreendendo contatar a célula de.formagéo 6ssea com
uma quantidade efetiva de um polipeptideo que compreende re-
siduos de aminodcido 1-34 da SEQ ID NO: 2, em que contatando
a célula de formacdo éssea com o polipeptideo diminui a re-
lacdo de niveis de expressdo de proteina Bax para proteina
Bcl-2 na célula de formacdo &6ssea.

Em ainda outra modalidade, a invencdo fornece um
método para aumentar o nivel de expressdo de uma proteina de
matriz ésseé, um ativador transcricional, ou um regulador
trénscricional em uma célula de formacdo 6ssea compreendendo
contatar a célula de formacdo éssea com uma gquantidade efe-
tiva de um polipeptideo que compreende residuos de aminoaci-
dos 1-34 da SEQ ID NO: 2, em que contatando a célula de for-
magdo éssea com o polipeptideo aumenta o nivel de expresséo
da proteina de matriz éssea, do ativador transcricional, ou
do regulador transcricional na célula de formacido O6ssea.

Em ainda outra modalidade, a invencdo fornece um
método para realcar a densidade de mineral de osso, aumentar
a massa Ossea, diminuir a perda éssea, ou reduzir a incidén-
cia de fraturas de osso em um individuo, compreendendo con-
tatar uma célula de formacdo éssea no individuo com uma

quantidade efetiva de um polipeptideo que compreende resi-
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duos de aminoacidos 1-34 da SEQ ID NO: 2, em que contatando
a célula de formacdo 6ssea com o polipeptideo realga a den-
sidade de mineral do osso, aumentar a massa 6ssea, diminuir
a perda d6ssea, ou reduz a incidéncia de fraturas de osso no
individuo.

Em ainda outfa modalidade, a invencdo fornece um
método para realcar a densidade de mineral do osso, aumentar
a massa Ossea do osso, diminuir a perda o6ssea, ou reduzir a
incidéncia de fraturas de osso, ou qualquer combinacdo des-
tes, em um individuo, compreendendo contatar uma célula de
formacdo é6ssea no individuo com uma quantidade efetiva de um
polipeptideo que compreende horménio paratiredide de urso ou
um fragmento funcional deste, em que contatando a célula de
formacdo 6ssea com o polipeptideo realgca a densidade de mi-

neral do osso, aumenta a massa O6ssea, diminui a perda &éssea,

ou reduz a incidéncia de fraturas de osso no individuo.

Em ainda outra modalidade, a invencdo fornece um
polipeptideo isolado consistindo essencialmente em residuos
de amino&cidos 1-34 da SEQ ID NO: 2.

Em ainda outra modalidade, a invencdo fornece um
polipeptideo isolado que consiste essencialmente em residuos
de aminoi&cidos 1-36 da SEQ ID NO: 2.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

Figura 1 mostra a ultima tensdo, uma medigdo da
forca o6ssea, e fracdo de cinzas,-uma medicdo do teor de mi-
neral do osso, os quals igualmente aumentam com idade em ur-
SOsS pretos.

Figura 2 mostra que os niveis de osteocalcina de



10

15

20

25

soro sdo positivamente correlacionados com o0s niveis de hor-
ménio paratiredideo de soro (PTH) (p=0,0007, n = 27) em ur-
sos pretos para amostras pré-hibernag¢do, hibernacdo, e pds-
hibernacdo agrupadas.

Figura 3 mostra a reabsorc¢cdo normalizada do soro
(ICTP) e formagao (PICP e osteocalcina) de concentracdes de
marcador durante 6 periodo de desuso de 3 meses.

Figura 4 mostra que a quantidade de PGE; liberada
por células osteoblédsticas foi maior quando as células foram
tratadas com soro coletado no periodo de pds-hibernacéo.

Figura 5 mostra a seqgiliéncia da proteina de PTH de
urso preto maduro comparada a outras sequénciaé de PTH co-
nhecidas.

Figura 6 mostra que PTH 1-34 tanto de urso preto
quanto de humano super-regula a osteocalcina (n=2).

Figura 7 mostra os efeitos de PTH 1-34 de humano e
de urso preto em expressao de gene relacionada com apoptose
(n=4) .

DESCRICAO DETALHADA

Em humanos e na maioria dos outros mamiferos, fa-
tores tal como envelhecimento e periodos prolongados de de-
suso podem levar a osteoporose e um risco aumentado de fra-
tura. O desuso devido a lesdao da espinha dorsal significan-
temente diminui a densidade de mineral do osso, particular-
mente na tibia e fémur, e significantemente reduz o moménto
transversal de inércia da diadfise femoral. Deste modo, for-
¢ca a dobra do osso é reduzida por lesdo da espinha dorsal e

o risco de fratura é aumentado. O desuso devido ao acidente
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vascular cerebral também aumenta o risco de fratura. Além
disso, a descarga mecdnica do osso pode causar. perda O&ssea
ridpida devido aos aumentos.imediatos na reabsorcdo 6ssea a-
1ém de diminuig¢des continuas na formagdo éssea. As mudancgas
induzidas pelo desuso na remodelagem do osso aumentam a po-
rosidade intracortical, e reduzem as propriedades transver-
sals e mecdnicas de diafise de osso longa. O descarregamen-
to também consideravelmente reduz a massa 6ssea trabecular e
microarquitetura.

Os efeitos danosos de desuso no osso podem conti-
nuar no periodo de remobilizagcd&o. Algum osso pode ser recu-
perado durante a remobilizacdo, porém a recuperacao & lenta
e freqglientemente incompleta. Por exemplo, a taxa de perda
6ssea durante repouso na cama mais do gue trés vezes maior
do que a taxa de ganho Osseo durante a remobilizacgdo, e a
recuperacdo de osso perdida em exploragdo espacial pode ser
incompleta mesmo apdés 5 anos. Quando as mudancas induzidas
por desuso no o0sso podem ser completamente revertidas por
atividade retomada, o periodo de remobilizacd&o é freqiente-
mente 2 a 3 vezes mais longo do que o periodo de imobiliza-
cdo. A formacdo o6ssea diminui g/ou a reabsorgdo Ossea au-
menta em muitas situacdes que reduzem as cargas mecdnicas no
0Sso. Porém, tanto a reabsorgdo quanto a formacdo aumentam
durante a imobilizacdoc do membro dianteiro canino, contudo
h4 perda éssea significante neste caso. Igualmente, a reno-
vacdo Ossea da coxa ocorre em pacientes com lesdo de espinha
dorsal, que leva a perda Ossea e incidéncia de fratura au-

mentada.
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Em contraste com isto, os ursos pretos ndo sofrem
perda éssea significante devido ao envelhecimento (Figura 1)
ou, mais importantemente, aos periodos prolongados de desuso
durante que ocorrem durante a hibernacao. Os ursos pretés
em hibernacdo tém periodos de imobilizacdo e ativos que po-
dem ser aproximadamente iguais em durag¢do em regides do nor-
te. Os dados em marcadores de soro de metabolismo &sseo
(veja abaixo) sugerem que a reabsorcdo e aumento de formacgédo
6ssea durante desuso em ursos, com um tempo de atraso normal
(isto é, periodo reverso) entre a reabsorcdao e formacdo, e
que o aumento na formagdo permanecam Jjuntos e equilibrados
com o aumento na reabsorgao. Os dados histoldgicos da bidp-
sia da crista iliaca do urso preto também mostram reabsorcido
e formacdo aumentadas durante a inatividade. Porém, os ursos
sdo Unicos pelo fato de que o volume &sseo trabecular, den-
sidade de mineral do osso, e teor de mineral do osso ndo di-
minuem durante a hibernac&o. Além disso, a forca éssea cor-
tical e fracdo de cinza aumentam com a idade, e a porosidade
ndo muda com a idade em ursos pretos, apesar de periodos a-
nuais de desuso. A porosidade do osso cortical é signifi-
cantemente mais baixa em ursos pardos em hibernacdo do gque
em ursos pardos ativos, e a forgca e geometria cruz-secional
femoral ndo sdo afetadas pela hibernacdo.

Os ursos evoluiram muitos mecanismos bioldgicos
unicos para sobreviver periodos longos de imobilizagdo sem
comida. Estes mecanismos parecem incluir a reciclagem de
cdlcio e outros produtos de catabolismo de 0SSO, uma vez que

0s ursos aumentam a renovacdo 6ssea, porém ndo excretam des-
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perdicio durante hibernacdo. Em humanos, a osteoporose de
desuso induzida por repouso na cama é causada principalmente
através de reabsorgdo aumentada sem um aumento corresponden-
te na formacdo. Isto resulta em hipercalcemia e um equili-
brio de calcio negativo provocado por calcio urindrio e fe-
cal aumentado. Uma vez que o0s ursos ndo urinam ou defecam
durante a hibernacdo, é provavel que a maioria do célcio 1li-
berado do osso por reabsorgao seja reciclado de volta para o
0osso através da formacdo Ossea osteobléastica. O célcio io-
nizado é considerado aumentar em cerca de 23% durante hiber-
nacdo, possivelmente por causa do tempo de atraso entre re-
absorcdo e formacéo. Paradoxalmente, os niveis de PTH de
urso preto sdo mais -elevados quando os niveis de calcio io-
nizado sao mais elevados (Tabela 1). Consideradas juntamen-
te, estas descobertas sugerem que o0s ursos tém mecanismos
biolégicos evoluidos para evitar osteoporose.

Os mecanismos que desacoplam a formacdo &ssea de
reabsor¢cdo durante desuso na maioria dos animais sdo desco-
nhecidos, porém provavelmente envolve tanto fatores mecani-
cos quanto bioquimicos. A falta de esforgo mecdnico pode
levar a reabsorgdo aumentada iniciando-se apoptose de osted-
cito e concomitantemente reduzindo a atividade osteobléasti-
ca. Os hormbnios tal como PTH humano podem sensibilizar as
células o6sseas a excitagdo mecédnica e sinergicamente, com
carregamento mecanico, aumentar a formacdo 6éssea. PTH huma-
no dado uma vez diariamente a humanos aumenta a massa Ossea
e diminui a incidéncia de fraturas. Deste modo, em ursos

pretos, PTH circulante pode sensibilizar as células Osseas a
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niveis baixos de excitag¢do mecénica (possivelmente devido ao
tremor ou reposicionamento no hiberndculo) para ajudar a
manter a formacdo 6ssea durante desuso. PTH também pode a-
judar a manter a formacdo 6ssea em ursos pretos estimulando-
se diferenciagdo de osteoblasto e inibindo-se a apoptose de
osteoblasto.

O PTH é o regulador primario de niveis de céalcio
do sangue, e deste modo desempenha um papel mantendo os ni-
veis de cdlcio do soro homeostdtico em ursos pretos durante
desuso. Os niveis de PTH do soro estdo correlacionados po-
sitivamente com a osteocalcina do marcador de formacdo déssea
ursos pretos ativos e em hibernacdo (Figura 2), e tanto os-
teocalcina quanto PTH aumentam durante hibernacéao. Além
disso, a concentracdo de PTH de urso preto é mais alta quan;
do a concentracdo de calcio ionizado é mais alta. Uma vez
que a reabsorgdo 6ssea aumenta durante a hibernacdo, porém o
cdlcio do soro total (tCa) permanece inalterado, os niveis
aumentados de PTH provavelmente causam reabsorcdo renal au-
mentada de céalcio, facilitando a reciclagem do mineral de
volta para o osso com um aumento equilibrado na formacdo és-
sea. Isto leva a preservagéo observada de propriedades 6s-
seas trabeculares e corticais como densidade de mineral do
osso ("BMD") e porosidade éortical. A reabsorgéo 6ssea au-
menta durante a hibernacdo, porém a concentracdo de calcio
no sangue permanece constante apesar do fato dos ursos nao
excretarem reéiduos durante hibernacéao. O cédlcio liberado
por reabsorg¢do 6ssea durante hibernagdo pode ser reciclédo e

pode ser reposto no osso mantendo-se o acoplamento equili-
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brado da formagdo Ossea com reabsorcdo 6ssea. Isto apdia a
idéia que PTH tem efeitos anabdlicos em ursos pretos em hi-
bernacdo e fornece uma explicagdo para a capacidade distin-
tiva dos ursos de manter a remodelagem do osso equilibrada
durante a hibernagdo. O efeito anabdélico de PTH também pode
ser realcado em ursos pretos quando atividade fisica é reto-
mada seguinte o despertar da hibernagdo. O carregando meca-
nico e PTH humano foram mostrados previamente agir sinergi-
camente para aumentar a formacdo o6ssea 1in vivo em ratos e
sinalizacdo bioquimica in vitro. Durante a remobilizacdo na
primavera, a formagdo déssea no urso preto, como indicado por
osteocalcina do soro, permanece mais alta do que em niveis
de pré-hibernacéo.

A seqiéncia para o polinucleotideo gque codifica
horménio paratiredide de urso preto (Ursus americanus) (PTH)
(SEQ ID NO: 1) foi descoberto como também a seqiéncia de po-
lipeptideo para a proteina de PTH de aminodcido 84 maduro
(SEQ ID NO: 2). Além disso, o cDNA (SEQ ID NO: 3) gque codi-
fica a proteina de PTH de tamanho natural (SEQ ID NO: 4),
incluindo um peptideo sinal de aminoacido 25 (residuos de
aminoacidos 1-25 da SEQ ID NO: 4) e um 6 propeptideo de ami-
noédcido (residuos de aminoacidos 26-31 da SEQ ID NO: 4), foi
sequenciada. A proteina de PTH de urso preto madura difere
de outras proteinas de PTH conhecidas (Figura 5). Comparada
com PTH de humano, PTH de urso preto tem 11 residuos de ami-
noacido diferentes fora um total dos 84 residuos de aminoa-
cido do polipeptideo de PTH de tamanho natural, madurd.

Também descritos aqui sdo vadrios métodos de uso para PTH de
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urso preto e fragmentos funcionais deste. E especificamente
previsto que os sub-fragmentos de polipeptideo que compreen-
dem pelo menos 10 residuos de aminodcido consecutivos da SEQ
ID NO: 2 e incluindo pelo menos um dos residuos de aminoaci-
do 41 ou 52, podem ser usados para desenvolver anticorpos
especificos para PTH de urso preto. Estes anticorpos podem
ser usados para quantificar PTH de urso preto, por exemplo,
em um ensaio de ELISA.

Os receptores de PTH na superficie de células de
formacdo o6ssea sdo acoplados as vias de sinalizacdo de se-
gundo mensageiro dependente de (cAMP) de monofosfato de ade-
nosina dentro das células. Estas vias de sinalizacdo, su-
cessivamente, levam a expressdo aumentada de genes envolvi-
dos na formacdo déssea tal como aqueles_que codificam colage-
no tipo 1, osteonectina, e osteopontina. Uma vez que a via
de cinase A de cAMP/proteina é responsdvel pela maioria dos
aumentos induzidos por PTH em indices de soro e histoldgicos
de formagdo Ossea, segue que uma resposta de cAMP aumentada
pode levar a maior formagdo déssea. Um numero relativamente
pequeno de substituic¢des de aminodcido na seqiéncia de uma
determinada proteina de PTH pode estimular maior producdo de
monofosfato de adenosina ciclico (cAMP) comparado & forma
nativa. Por exemplo, ratos ovariectomizados demonstraram
uma resposta de formagdo dssea maior do que 25% as injecdes
de 25 ug didrias de PTH bovino 1-34 do que para PTH de rato
1-34, onde PTH de rato 1-34 tem 5 diferencas de seqgiiéncia de
aminodcido comparado a PTH bovino 1-34. A injecdo de PTH

bovino 1-34 resulta em um aumento 37% maior em fracdo de vo-
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lume de osso durante o tratamento.

Deste modo, é provavel que as substituicbdes de a-
minodcido em PTH de urso preto causem a indugdo de maior
producdo de cAMP em células de formacdo é6ssea do que PTH hu-
mano. PTH, em geral, extrai uma maior resposta de formacdo
bssea através de mecanismos tal como apoptose de osfeoblasto
decrescente, diferenciacdo de osteoblasto crescente por
Runx?2, sub-regulag¢do de regeneragdo negativa com base em
SOST em ostedcitos, e produgdo aumentada de mRNA para prote-
inas de matriz oéssea, tudo através de vias mediadas por
cAMP. Embora ndo seja necessario entender o mecanismo de
uma invengdo, acredita-se que PTH de urso preto seja prova-
velmente mais osteogénico do que outras formas de PTH, o que
explica por que ursos pretos sdo unicamente capazes de man-
ter a remodelagem do osso equilibrada durante desuso. Em
outra modalidade da presente invencdo, ao contatar uma célu-
la de formacdo déssea com PTH de urso preto ou um fragmento
funcional deste aumenta os niveis de cAMP na célula de for-
macdo Ossea. Em outra modalidade da presente invencgdo, a
célula de formacgdo Ossea é contatada com um polipeptideo que
compreende residuos de aminocacido 1-34 ou 1-36 da SEQ ID NO:
2. Em outra modalidade da presente invencdo, a célula de
formacdo 6ssea é contatada com um polipeptideo que compreen-
da SEQ ID NO: 2. Em outra modalidade, a célula de formagdo
bssea ¢é contafada com um polipeptideo que compreende resi-
duos de aminoacidos 11 -84 ou 7-84 da SEQ ID NO: 2.

Como usado aqui, "contatar uma célula”" com um po-

lipeptideo de PTH inclui adicionar o polipeptideo a solucgdo
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de cultura, no caso de experiéncias in vitro, ou adminis-
trando o polipeptideo a um individuo usando procedimentos de
administracgao aprbpriados para agentes terapéuticos de poli-
peptideo. "Contatar uma célula" também inclui introduzir em
um individuo um polinucleotideo exdgeno que codifica o poli-
peptideo desejado em um sistema de expressdo para sintetizar

e liberar o polipeptideo no individuo. Como usado aqui,

"células de formacdo 6ssea” inclui, porém ndo estd limitado

a, osteoblastos, ostedcitos, células de revestimento do os-
so, condroblastos, e condrécitos. Adequadamente, a célula
de formacéo éssea pode estar em um individuo.

As células de formagdo éssea regularmente de reno-
vam, com a maioria da morte das células sendo devido a morte
de célula programada, ou apoptose. Determinada esta taxa
regular de renovacg¢do, qualquer mecanismo que diminua apopto-
se de células de formar de osso levara a um numero aumentado
de células de formagao b6ssea que presumivelmente promoverd o
crescimento de osso. Deste modo, em outra modalidade da
presente invencdo, o contato de uma célula de formac&o &éssea
com PTH de urso preto ou um fragmento funcional deste, reduz
apoptose na célula de formacgdo Ossea. Em outra modalidade
da presente invenc¢do, a célula de formagdo éssea é contatada
com um polipeptideo que compreende residuos de aminoé&cido 1-
34 ou 1-36 da SEQ ID NO: 2. Em outra modalidade da presente
invencdo, a célula de formagdo déssea é contatada com um po-
lipeptideo que compreenda SEQ ID NO: 2.

Além disso, é possivel que varios dos fragmentos

de terminal C maiores de PTH de urso preto enddégeno desempe-
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nhem um papel nos processos de remodelagem de osso sazonais
através da ligacd&o aos CPTHRs (receptores de PTH de terminal
C). Especificamente, os fragmentos de terminal C de PTH de
urso podem antagonizar os efeitos calcémicos de PTH 1-84 e
1-34 prevenindo osteoclastogénese e possivelmente afetando
atividade de osteoclasto maduro que normalmente ocorreria em
resposta aos estimulos de reabsorcdo tal como desuso (Divie-
ti, P., e outros, 2002, Endocrinology 143 (1l): 171-6). Isto
pode ajudar os ursos a manter os niveis de célcio homeosta-
tico durante toda a hibernacdo. Deste modo, em outra moda-
lidade da presente invengdo, os ostebdcitos e osteoblastos
podem ser contatados com um polipeptideo que compreende re-
siduos de aminoédcido 11-84 ou 7-84 da SEQ ID NO: 2.

A proteina Bax promove apoptose enquanto a protei-
na Bcl-2 protege as células de apoptose, e uma diminuicdo na
relacdo de expressdao de Bax para Bcl-2 é indicativa de uma
diminuicdo em apoptose na populacdo de célula particular.
Deste modo, em outra modalidade da presente invencdo, conta-
tar uma célula de formacdo éssea com PTH de urso preto ou um
fragmento funcional deste diminui a relacgdo de niveis de ex-
pressdo de proteina Bax relativo aos niveis de expressdo de
proteina Bcl-2 na célula de formagdo déssea. Em outra moda-
lidade da presente invengao, a célula de formagao oéssea é
contatada com um polipeptideo que compreende residuos de a-
minodcido 1-34 ou 1-36 da SEQ ID NO: 2. Em outra modalidade
da presente invencdo, a célula de formagdo Ossea é contatada
com um polipeptideo que compreenda SEQ ID NO: 2. Em outra\

modalidade da presente invengdo, a célula de formagdo oOssea
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¢ contatada com um polipeptideo que compreende residuos de
aminodcido 11-84 ou 7-84 da SEQ ID NO: 2.

O Exemplo 11 mostra que PTH de urso preto 1-34 di-
minui a relacdo de expressdo de Bax/Bcl-2 em células culti-
vadas considerando que o PTH humano 1-34 aumenta a relacgdao
de expressdo de Bax/Bcl-2 (Figura 7). Deste modo, PTH de
urso preto 1-34 parece ser mais efetivo para prevenir apop-

tose do que PTH humano 1-34. Sem ficar preso a teoria, esta

- diferenca pode ser o resultado das duas diferencas de amino-

acido entre o PTH humano e de urso preto 1-34. Estes dados
sugerem que PTH de urso é mais anabdlico do que PTH humano,
uma vez que a apoptose de osteoblasto diminuido pode contri-
buir com a resposta de formacdo Ossea induzida por tratamen-
to de PTH.

O contato de uma célula de formacido 6ssea com PTH
de urso preto ou um fragmento funcional deste, aumenta o ni-
vel de expressdo da proteina de matriz Ossea, um ativador
transcricional, ou um regulador transcricional na célula de
formagéo 6ssea. Em outra modalidade da presente invencao, o
ativador transcricional ¢é Runx2. Em outra modalidade da
presente invencdo, o regulador transcricional é c-fos. As
proteinas de matriz éssea podem adequadamente incluir osteo-
calcina, osteopontina, e coldgeno tipo I. Em outra modali-
dade da presente invencdo, a célula de formagdo éssea & con-
tatada com um polipeptideo que compreende residuos de amino-
dcido 1-34 ou 1-36 da SEQ ID NO: 2. Em outra modalidade da
presente invencdo, a célula de formagdo o6ssea é contatada

com um polipeptideo que compreenda SEQ ID NO: 2. Em outra
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modalidade da presente invencdo, a célula de formacdo &éssea
é contatada com um polipeptideo que compreende residuos de
aminoacido 11-84 ou 7-84 da SEQ ID NO: 2.

O PTH humano exdgeno é usado para tratar osteopo-
rose pds-menopausa e relacionado com a idade em humanos, po-
rém ndo é um terapéutico ideal. O PTH humano 1-34 recombi-
nante somente (LY333334, EIi Lilly, Indianapolis EM) é atu-
almente aprovado para uso clinico, e somente uma forma de
PTH humano 1-84 recombinante estd em exame para aprovacao
pela Administracdo de Comida e Droga -dos Estados Unidos
(ALX1-11, NPS Pharmaceuticals, Parsippany, o NJ). Embora
LY333334 e ALX1-11] possam estimular aproximadamente a mesma
magnitude de formacdo éssea in vivo, suas agdes bioldgicas
ndo sdo idénticas. Por exemplo, PTH 1-34 sub-regula a‘produ—
cdo de mRNA de procoldgeno-1, considerando que PTH 1-84 né&o
faz (Nasu e outros, 1998, Endocr J, 45, 229-34). Além dis-
so, também foi determinado que a porcdo de terminal C de PTH
humano, quando clivada do horménio maduro, tem func¢des bio-
légicas importéntes tal como a inibigdo de reabsorcédo dssea.

O uso a longo prazo de LY333334 ou ALX1-11 gera
osteossarcoma em ratos, porém resultados preliminares indi-
cam que PTH humano 1-84 tem uma taxa mais baixa de carcino-
genicidade do que PTH humano 1-34, possivelmente porque os
fragmentos de terminal C de PTH humano 1-84 exdégeno (surgin-
do de processamento proteolitico periférico) podem se ligar
aos receptores de PTH de terminal C (CPTHRs) e aumentam a
apoptose de ostedcito. Deste modo, embora igualmente anabd-

lico, o PTH humano 1-84 pode ser uma terapia de osteoporose
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superior comparada a PTH humano 1-34. Porém, PTH 1-84 huma-
no ndo pode completamente restaurar o osso perdido; foi su-
gerido que homens e mulheres possam perder entre 20-30% de
osso cortical e esponjoso devido a osteoporose relacionada
com a idade, porém somente 8% é recuperado usando ALX1-1 1
durante seu regime de tratamento sugerido. Entdo, existe
uma necessidade clinica para tratamentos de osteoporose com
maiores capacidades osteogénicas.

Em uma modalidade adicional da presente invencéo,
o contato de uma célula de formacdo odssea em um individuo
com PTH de urso preto ou um fragmento funcional deste aumen-
ta a densidade de mineral do osso, aumenta a massa &ssea,
diminui a perda oéssea ou reduz a incidéncia de fratura de
0sso no individuo. Em outra modalidade da presente inven-
¢do, a célula de formagéo‘éssea € contatada com um polipep-
tideo que compreende residuos de aminodcido 1-34 ou 1-36 da
SEQ ID NO: 2. Em outra modalidade da presente invencao, a
célula de formagdo Ossea é contatada com um polipeptideo que
compreenda SEQ ID NO: 2. Em outra modalidade da presente
inveng¢do, a célula de formagdo 6ssea é contatada com um po-
lipeptideo que compreende residuos de aminoacido 11-84 ou 7-
84 da SEQ ID NO: 2.

Adequadamente, o contato de uma célula de formacgéo
6ssea em um individuo com PTH de urso preto ou um fragmento
funcional deste, aumenta a densidade de mineral do osso, au-
menta a massa 6ssea, diminui a perda déssea ou reduz a inci-
déncia de fratura de osso em pelo menos cerca de 5% ou pelo

menos cerca de 10%. O aumento na densidade de mineral do
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0sso, aumento na massa Ossea, diminui¢do na perda &éssea ou
reducdo na incidéncia de fratura de osso pode ser pelo menos
cerca de 15%, pelo menos cerca de 30%, pelo menos cerca de
50%, pelo menos cerca de 75% ou pelo menos cerca de 90%. O
aumento na densidade de mineral do osso, aumente na massa
Ossea, diminuigdo na perda oéssea ou redug¢do na incidéncia de
fratura de osso, é determinado medindo-se a caracteristica
desejada no mesmo paciente antes e apds o tratamento por uma
técnica conhecida por alguém de expefiéncia ordinaria na
técnica. Por exemplo, densidade de mineral do osso pode ser
determinada por métodos que envolvem tomar raios X de ener-
gia dual (DEXA) ou varredura CT de 0ss0os na coluna verte-
bral, pulso, bragco ou perna.

O individuo pode adequadamente ser um mamifero,
enquanto incluindo sem limitacdo, humano, cavalo, cachdrro,
gato, rato, urso, bovino, porco, ou cervo. O individuo pode
ter osteoporose, ou pode estar a risco desenvolver osteopo-
rose. Os fatores de risco para desenvolver osteoporose in-
cluem: histéria pessoal de fratura depois de.SO anos de ida-
de; baixa massa &éssea atual; histdéria de fratura em um pri-
meiro grau relativo; ser feminino; ser magro e/ou ter uma
estrutura pequena; idade avancada; uma histdéria familiar de
osteoporose; deficiéncia de estrogénio como resultado de me-
nopausa, especialmente precocemente ou cirurgicamente indu-
zido; auséncia anormal de periodos menstruais (amenorréia);
anorexia nervosa; baixo influxo de céalcio durante a vida;
deficiéncia de vitamina D; uso de certos medicamentos (cor-

ticosterdides, quimioterapia, anticonvulsantes e outros);
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presenca de certas condicdes médicas crénicas, tal como a-
quelas que diminuem a absorgao de calcio no intestino tal
como a doenca de Crohn; baixos niveis de testosterona em ho-
mens; um estilo de vida inativo; atuais fumantes de cigarro;
uso excessivo de alcool; e ser Caucasiano ou asiatico; embo-
ra os americanos africanos e os americanos hispdnicos este-
jam'também em risco significante. Além disso, mulheres po-
dem perder até 20 por cento da sua massa 6éssea nos cinco a
sete anoé, seguintes a menopausa, a tornando mais suscetivel
a osteoporose.

O PTH de urso preto ou fragmentos funcionais deste
sdo também Uteis como uma medida preventiva (no lugar de um
reconstituinte), ou profilatica para combater osteoporose de
desuso ou prevenir osteoporose em um individuo em risco de
desenvolver osteoporose. Uma vez que OS Ursos parecem Ser
0s uUnicos animais que mantém a remodelagem de osso equili-
brada durante o desuso, o PTH de urso preto ou fragmentos
funcionais deste, sdo também uteis para prevenir perda obssea
durante descarga de esqueleto reduzida que ocorre, por exem-
plo, em astronautas durante exploracdo espacial e em pacien-
tes de lesdao da espinha dorsal apds a lesédo.

O PTH de urso preto ou fragmentos funcionais deste
que pode ser administrado em combinacdo com vitamina calcio
e/ou D. O calcio e/ou vitamina D podem ser administrados
simultaneamente com PTH de urso preto ou fragmenté funcional
deste, ou podem ser administrados antes ou apdés o PTH de ur-
so preto ou fragmentos funcionais deste. Adequadamente,

"Vitamina D" se refere a classe de vitamina D inteira de
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compostos.

A administragdo de PTH de urso preto ou fragmentos
funcionais deste ou composig¢des de urso preto compreendendo
PTH ou fragmentos funcionais deste, pode ser realizada por
qualquer técnica adequada. O PTH de urso preto ou fragmento
funcional deste pode ser administrado por qualquer rotina
adéquada incluindo, por exemplo, rotina oral, nasal, retal,
e parenteral de administracdo. Como usado aqui, o termo pa-
renteral inclui, porém ndo esta limitado a administracgdo
subcutédnea, intradérmica, intravenosa, intramuscular, intra-
peritoneal, e intratecal, tal como através de injecdo. Como
é descrito acima, a administragdao de um polipeptideo inclui
administracdo de um polinucleotideo exdgeno operavelmente
conectado a um promotor tal gque o polinucleotideo expresse o
polipeptideo no individuo._ A administrag¢do do polipeptideo
também inclui administragdo de um vetor virdtico que compre-
ende um polinucleotideo que codifica o polipeptideo. Ade-
quadamente, o vetor virdético é um vetor adenoviral.

O PTH de urso preto ou fragmentos funcionais des-
te, ou composigdes que compreendem PTH de urso preto ou
fragmentos funcionais deste, pode ser administrado continua-
mente ou em intervalos de tempo discretos uma vez que pode
ser facilmente determinado por uma pessoa versada na técni-
ca. Umn clinico normalmente versado pode determinar uma
quantidade adequada de PTH de urso preto ou um fragmento
funcional deste, para ser administrado a um individuo.

A dose efetiva especifica para qualgquer individuo

particular dependerd de uma variedade de fatores, incluindo
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o disturbio sendo tratado e a severidade do disturbio; ati-
vidade do composto especifico empregado; a composicdo espe-
cifica empregada; a idade, peso corporal, saude geral, sexo
e dieta do individuo; rotina de administracdo; a taxa de ex-
crecdo ou inativacdo de PTH de urso preto ou fragmentos fun-
cionais deste empregada; a duragdo do tratamento; outros
farmacéuticos usados em combinacdo ou coincidentes com PTH
de urso preto ou fragmentos funcionais deste e outros fato-
res bem conhecidos nas técnicas médicas. Por exemplo, esta
bem dentro do nivel de capacidade ordinaria na técnica come-
car as doses em niveis mais baixos do que aqueles exigidos
para alcancar o efeito desejado e aumentar a dosagem gradu-
almente até que o efeito desejado seja alcangado.
Adequadamente, a dosagem de PTH de urso preto ou
fragmentos funcionais deste em uma modalidade esta em uma
faixa de 0,10 pg/kg por dia a 40ug/kg por dia. Em outra mo-
dalidade, a dosagem estd em uma faixa de 5upg/kg por dia a
20ug/kg por dia. Em ainda outra modalidade, a dosagem é 10
ug/kg por dia. Em outra modalidade, a dosagem esta em: uma
faixa de 10ug/dia a 400ug/dia por individuo. Em ainda outra
modalidade, a dosagem estd em uma faixa de 20ug/dia a
40pg/dia por individuo. Em ainda  outra modalidade, a dosa-
gem é 30 pg/dia por individuo. Em uma modalidade o indivi-
duo é um humano. Adequadamente, as dosagens didrias em uma
modalidade sdo determinadas durante uma semana, em outra mo-

dalidade durante um més, em ainda outra modalidade durante

trés meses, em ainda outra modalidade durante seis meses, em

ainda outra modalidade durante um ano, em ainda outra moda-
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lidade durante um ano e meio, em ainda outra modalidade du-
rante dois anos, e em ainda outra modalidade durante trés
anos.

Se desejado, a dose diaria efetiva pode ser divi-
dida em doses multiplas para propdsitos de administracgdo.
Por conseguinte, as composigdes de dose unica podem conter
tais quantidades ou submultiplos destas para compor a dose
didria. Se desejado, um dispositivo de liberagdo adequado é
carregado com a dose didria efetiva para mais de um dia, por
exemplo, para sete dias, quatorze dias, vinte e um dias,
vinte e oito dias ou outros, e o dispositivo de liberagdo é
usado para repetidamente administrar a dose uUnica diaria ou
dose multipla didria para desejada para o numero total dese-
jado de dias. Como notado, aqueles de experiéncia ordindria
na técnica facilmente aperfeicoardo as doses efetivas e re-
gimes de co-administracdo como determinado por pratica médi-
ca boa e pela condigdo clinica do individuo individual.

As composig¢des que contém PTH de urso preto ou
fragmentos funcionais deste, uUteis nos métodos da presente
invencgdo, podem ser formuladas de acordo com métodos conhe-
cidos para preparar composig¢des farmaceuticamente uteis. As
formulacgdes sdo descritas em detalhes em varias fontes sendo
bem conhecidas e facilmente disponiveis para aqueles versa-
dos na técnica. Por exemplo, Remington’s Pharmaceutical
Science, de E., W. Martin, descreve formulacdes que podem
ser usadas nos métodos descritos. Em geral, as composigdes
serdo formuladas tal que uma quantidade efetiva do polipep-

tideo seja combinada com um portador adequado para facilitar
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administracdo efetiva da composicédo.

As composicdes usadas nos presentes métodos também
podem estar em uma variedade de formas. Estes incluem, por
exemplo, formas de dosagem sélida, semi-sdélida, e liquida,
tal como comprimidos, pilulas, pbds, solugdes liquidas ou
suspensdo, supositérios, injetdveis e solugdes infusiveis, e
pulverizantes. A forma dependerd do modo planejado de admi-
nistracdo e aplicacdo terapéutica. As composig¢des também
adequadamente incluem excipientes farmaceuticamente aceita-
velis convencionais sendo conhecidos por aqueles versados na
técnica. Os exemplos de excipientes incluem &gua para inje-
¢do, etanol, sulfdéxido de dimetila, glicerol, aluminio, ami-
do, é&cido acético glacial, acetato de sdébdio, manitol, meta-
cresol, &cido cloridrico e/ou hidréxido de sdbébdio para ajus-
tar o pH de uma composig¢do para um valor adequado, e equiva-
lente ou caso de outro.modo veiculos e diluentes adequados.
Para fornecer a administracdo de tais dosagens para a apli-
cacdo desejada, as composigdes farmacéuticas compreenderdo
entre cerca de 0,1% e 99%, e adequadamente entre cerca de 1
e 15%'em peso do total de um ou mais dos polipeptideos da
presente invencdo com base no peso da composicdo total in-
cluindo o veiculo ou diluente.

Como usado aqui, uma molécula de acido nucléico,
polinucleotideo, polipeptideo “isolado”, ou outros, como po-
de ser o caso, se refere a um componente sendo pelo menos
purificado parcialmente de contaminantes (por exemplo, ou-
tras espécies de polinucleotideos, polipéptideos, ou outros)

isso seja encontrado de preferéncia em seu estado natural.
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Um A&cido nucléico, polinucleotideo, ou polipeptideo isolado
podem conter menos do que cerca de 50%, adequadamente menos
do que cerca de 75%, e adequadamente menos do gue cerca de
90%, dos componentes celulares com 0s quais ele fol origi-
nalmente associado. Um polinucleotideo ampliado usando PCR
de forma que seja suficientemente e facilmente distinguivel
(em um gel, por exemplo) do resto dos componentes celulares
é considerado "isolado". As moléculas de &cido nucléico,
polinucleotideos, e polipeptideos da invencdo podem ser
"substancialmente puras", isto é, tendo o grau mais elevado
de pureza que pode ser alcancada usando técnicas de purifi-
cacdo conhecidas na técnica.

Como usado aqui, um "fragmento,funcional“ se refe-
re a qualquer regido ou porg¢do de um polipeptideo ou polinu-
cleotideo que seja uma regido ou porcao de um polipeptideo
ou polinucleotideo maior, a regido ou porgdo tendo uma ati-
vidade ou funcdo atribuivel ao polipeptideo ou polinucleoti-
deo maior. Por exemplo, um fragmento funcional de PTH huma-
no é a régiéo 1-34 de PTH humano.

Como usado nesta especificagdo e nas reivindica-
¢bdes anexas, as formas singulares "um, "uma", “a” e "o" in-
cluem referentes plurais a menos que o teor dite claramente
o contrario. Também deveria ser notado que o termo "ou" ge-
ralmente é empregado em seu sentido incluindo "e/ou" a menos
gue o teor dite claramente o contréario. Todas as publica-
¢des, patentes e pedidos de patentes estdo aqui expressamen-
te incorporados por referéncia em sua totalidade para todos

os propdsitos na mesma extensdo como se cada publicagdo ou
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pedido de patente individual especificamente e individual-
mente fossem incorporados por referéncia. No caso de con-
flito entre a presente descricdo e as patentes incorporadas,
as publicag¢des e referéncias, deveriam controlar a presente
descricao.

Também & especificamente compreendido que qualquer
faixa numérica recitada aqui inclua todos os valores do va-
lor mais baixo ao valor superior, isto é, todas as possiveis
combinacdes de valores numéricos entre o valor mais baixo e
o valor mais alto enumerado devem ser consideradas serem ex-
pressamente declaradas neste pedido. Por exemplo, se uma
faixa de concentracdo é declarada como 1% a 50%, é pretendi-
do que os valores tal como 2% a 40%, 10% a 30%, ou 1% a 3%,
etc., sejam enumerados expressamente nesta especificacéo.
Se uma faixa de concentragdo é "pelo menos 5%", é pretendido
que todos os valores percentuais até e incluindo 100% também
sejam expressamente enumerados. Estes sdo somente exemplos
do sendo especificamente pretendido.

Os seguintes exemplos sdo fornecidos para ajudar
em um entendendo adicional da invenqéo. Os materiais, méto-
dos e condigdes particulares empregados sdo pretendidos se-
rem ilustrativos da invencdo e ndo sdo limitantes no escopo
da invencé&o.

Exemplo 1 - Sequenciamento de PTH de urso preto 1-
84

Extracdo de DNA Gendmico

O sangue foi coletado de um urso preto feminino em

cativeiro e armazenado a 4°C. O DNA gendmico foi extraido
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das amostras de sangue total em 2 semanas, usando o Kit de
Isolamento de DNA de Sangue GenomicPrep (Amersham Bioscien-
ces, Piscataway, NJ) de acordo com as instrugdes do fabri-
cante.

Clonagem de PCR e Sequenciamento

O DNA gendémico de urso preto foi usado para ampli-
ficacdo de PCR de PTH, usando iniciadores de consensos de-
signados com base em um alinhamento de oito seqgiéncias de
PTH de mamifero de tamanho natural disponibilizadas por
GenBank incluindo bovino (Bos taurus, AAA30749), gato (Felis
catus, Q9GL67), cachorro (Canis familiaris, P52212), humano
(Homo sapiens, NP _000306), macaco (Macaca fascicularis,
Q9XT35), camundongo (Mué musculus, NP 065648), porco (Sus
scrofa, NP 999566), e rato (Rattus norvegicus, NP_058740).
A amplificagao de PCR foi realizada usando 10-15 ng de DNA
gendmico, 100 uM de dNTPs, 0,2 puM de cada iniciador, e 1 u-
nidade de REDTaq.(Sigma, St., Louis, MO) em 20uL de volume
de reacdo. Os produtos PCR foram purificados por gel usando
0 Kit UltraClean GelSpin (MoBio Carlsbad, CA) e clonados no
vetor de pCRII usando kit de clonagem TA (Invitrogen, Carls-
bad, CA). O sequenciamento de DNA foi realizado usando kit
DTCS Quick Start e o Sistema de Andlise Genética CEQ8000
(Beckman Coulter, Fullerton, CA), seguindo as instrug¢des do
fabricante.

Anadlise da Segiiéncia

As seqiéncias de nucleotideo foram pesquisadas
contra o banco de dados de proteina GenBank usando BlastX

(Altschul e outros, 1997; Nucleic Acids Res., 25, 3389-402)
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para confirmar sua identidade putativa como PTH. O alinha-
mento de seqiiéncia multiplo foi realizado por ClustalW ver-
sdo 1.82 {(Chenna e outros, 2003; Nucleic Acids Res., 31,
3497-500). A andlise filogenética foi realizada usando o
método de unido de vizinho (NJ) implementado no pacote de
Andlise de Genéticas Evolutivas Moleculares (MEGA) versao
3.0 (Kumar e outros, 2004; Brief Bioinform., 5, 150 - 63),
com a opgdo de delecdo em par para manipular os espagos de
alinhamento, e com o modelo de correcdo Poisson para compu-
tacdo de disténcia.

Clonagem de PTH e Andlise da Seqiiéncia

Varias combina¢des de iniciadores foram usadas pa-
ra clonagem com base em PCR de PTH de DNA gendmico de urso
preto. Com base nos resultados do sequenciamento de clones
preliminares, um iniciador de sentido especifico de gene que
corresponde ao cédon de partida foil designado e usado junto
com um iniciador de anti-sentido degenerado contendo o cddon
de interrupcdo para ampliar a regido de codificacdo inteira
de PTH. Um segundo iniciador de anti-sentido cobrindo o cé-
don de interrupcdo foi designado para gerar um clone para
confirmacdo da seqiiéncia. |

As montagens de seqiéncia revelaram uma proteina
de PTH precursora de 115 aminodacidos, incluindo um peptideo
sinal de aminodcido 25 e um propeptideo de aminoadcido 6. A
proteina madura deduzida é 84 aminodcidos, com um peso mole-
cular calculado de 9,471 Daltons e um pi de 8,1. PTH de ur-
so preto compartilha 84-95% de similaridade de seqliéncia com

outros PTHs de mamifero, e é& muito semelhante ao PTH de ca-
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chorro (91% de identidéde, 95% de similaridade) (Figura 5).
De forma interessante, dois residuos de aminoacido, 41 e 52
do horménio maduro, sdo exclusivos para PTH de urso preto.

Exemplo 2 - Niveis de Reabsorcgdo éssea e Marcado-
res de Formacdo durante Hibernacdo

Amostras de soro

As amostras de sangue foram coletadas de cinco ur-
sos pretos (Ursus americanus) mantidos em uma instalacdo de
pesquisa de urso de cativeiro. O Instituto Politécnico de
Virginia e Comité de Cuidado com Animal de Universidade do
Estado aprovaram todos os protocolos de manipulagdo do urso
(No.98-069-F&WS) . Os ursos foram anestesiados com uma mis-
tura 2:1 de cetamina (100 mg/ml): xilazina (100 mg/ml); a
dosagem foi 1 cc da mistura por 45,5 kg de peso corporal.
As temperaturas do corpo foram 4° a 6°C mais fria durante a
coleta de inverno, confirmando que os ursos estavam em um
estado de hibernagdo. Nénhuma urina ou fezes esteve presen-
te nas tocas de hibernacdo. N&o foi observado comportamento
estressante durante quaisquer dos procedimentos de manipula-
gao. As amostras de sangue foram tiradas da veia femoral
enquanto os ursos estavam anestesiados, e as amostras foram
transportadas para o laboratério em um refrigerador entulha-
do de gelo. 1Imediatamente em retorno ao laboratério, o san-
gue foi centrifugado para isolar o soro, que estava congela-
do a -29°C (-20°F). As amostras de sangue foram coletadas
de cada urso a cada 10 dias a partir do primeiro de outubro
até o fim de maio. A hibernacdo comecou no come¢o de janei-

ro e terminou no comeco de abril. Deste modo, as datas de
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coleta abrangeram um periodo de pré-hibernacgdo ativo, um pe-
riodo de hiberna¢do de desuso, e um periodo de remobilizacédo
de pdés-hibernacdo ativo.

Purificacdo de osteocalcina de urso preto e proce-

dimentos de RIA

O osso cortical do urso preto foi quebrado em
fragmentos pequenos, desengordurado com uma mistura de 3
partes de hexano e 2 partes de isopropanol, e liofilizados.
O osso secado foi moido a um pd fino sob nitrogénio liquido,
e a osteocalcina foi solubilizada como descrito por Hauschka
e outros (1989, Physiol. Rev., 69, 990-1047). A osteocalci-
na foi purificada do extrato de EDTA resultante por uma mo-
dificacdo do método de Colombo e outros (1993, J., Bone Mi-
ner. Res., 8, 733-43). Brevemente, a solucdo de EDTA bruta
foi diluida 2 vezes e passada sobre uma coluna de volume que
contém 10 g de particulas Sepralyte C1l8 (Analytichem Inter-
national, Cidade de Porto, CA) previamente ativada com meta-
nol e equilibrada com 0,1% de &cido trifluorocacético em Aagua
(0,1% de TFA). Uma lavagem extensa com 0,1% de TFA foi se-
guida por 30% de metanol/0,1% de TFA até que absorbadncia UV
reduzisse para o valor de referéncia. Osteocalcina foi eiu—
ida com 80% de metanol/0,1% de TFA. O metanol foi evaporado
sob uma corrente de ar e a solucdo restante foi liofilizada.
A proteina seca resultante foi suspensa em 0,05 M de tampéo
Tris, pH 8,0 e aplicada a uma coluna Biorad Econo-Q de 5 ml
previamente equilibrada com © mesmo tampé&o. A coluna foi
desenvolvida com um gradiente de 0,1 a 0,6 M de NaCl em 0,5

M de Tris, pH 8,0. A osteocalcina eluiu em um pico simétri-
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co, o ultimo para eluir da coluna. A identidade deste pico
como osteocalcina foi qualitativamente verificada reagindo-
se as aliquotas de fracdo com A&cido sulfdnico de diazobense-
no produzindo uma cor rosa nestas fragdes que contém osteo-
calcina, com intensidade que corresponde a altura do pico.
Tanto a coluna C1l8 quanto Econo-Q foram eram novas e nunca
expostas a proteina de outras espécies. Experiéncias ante-
riores com outras espécies sugerem que o pico de osteocalci-
na final seja mais do que 99% puro. A concentracdo de oste-
ocalcina de urso preto no eluido final foi determinada com
reagentes BCA de Pierce Chemical (Rockford, IL).

Ensaios Bioquimicos

O soro foi analisado quanto a PTH, 25-OH D, lepti-
na, IGF-I, e osteocalcina (um marcador de formacdo Ossea)
usando RIA e ELISA.

O soro de urso preto e osteocalcina de urso preto
altamente purificado foram analisados através de radioimuno-
ensaio. O anticorpo foi osteccalcina anti-rato de porco da
india e o investigador foi osteocalcina de rato rotuladé por
1251, As diluicdes de dose tanto do padrdo de osteocalcina
de réto (Biomedical Technologies, Inc, Stoughton, MA) quanto
da osteocalcina de urso preto purificada foram incluidas no
ensaio. As aliquotas de 10ul de soro de urso preto pbr tubo
de ensaio foram analisadas em duplicata, e todas as amostras
foram analisadas ao mesmo tempo. As duplicatas variaram em
menos do que 5%.

Para observar as mudanc¢as na formacdo éssea e mar-

cadores de reabsorcdo durante desuso, os valores médios de
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osteocalcina para os 5 ursos pretos foram calculados para
cada ponto de tempo durante o periodo de hibernagdo. Estes
valores foram normalizados pelo valor de osteocalcina maximo
durante o periodo de hibernagdo. Calculos semelhantes foram
feitos para medicdes de PICP (marcador de formacdo éssea) e
ICTP (marcador de reabsorcdo déssea). Os valores normaliza-
dos dos marcadores de reabsorcdo e formacdo foram plotados
no mesmo grafico para avaliar a mudancas de magnitude tempo-
ral e relativa em formacdo e reabsorcdo déssea durante desu-
SO.

Usando as amostras de soro de ursos em hibernacéo
obtidos como descrito acima, a concentracdo de cédlcio ioni-
zado foi medida com um eletrodo seletivo de ion (Bayer Raéi—
dlab 865, Leverkusen, Alemanha).

Usando as amostras de soro obtidas como descrito
acima, PTH foi analisado com um kit ELISA de lmmutopics In-
ternacional (San Clemente, CA); o coeficiente de intra-
ensaio de variacdo foi 4,7%. 25-0OH D foi analisado com um
kit ELISA de ALPCO Diagnostics (Windham, NH); o coeficiente
de intra-ensaio de variacgdo foi 5%. A leptina foi medida
por RIA (Linco, St., Charles, MO); o coeficiente de intra-
ensaio de variacdo foi 3,4%. IGF-I foi medido através de
RIA de. extracdo de etanol &cido (Nichols Institute Diagnos-
tics, San Juan Capistrano, CA); o coeficiente de intra-
ensaio de variacdo foi 4,3%. A osteocalcina de soro foi me-
dida por RIA como descrito acima. Para todos os metabdlitos
de soro, os valores médios (para todos os ursos e todos os

pontos de tempo dentro de uma determinada estag¢do) foram
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calculados para cada estacdo (pré-hibernacdo, hibernacao, e
pbés-hibernacdo) e comparados com ANOVA. ANOVAs foram segui-
dos com testes de PLSD de Fisher para comparacdes de médias
maltiplas. As transformag¢des de log natural foram usadas
para corrigir a ndo constancia de variancia para osteocalci-
na, PTH, 25-OH Dl e IGF-I para validar ANOVAs. As regres-
sdes lineares foram usadas para avaliar as correlagdes entre
osteocalcina e os hormdénios. O volume de algumas amostras
de soro foram insuficientes para realizar todos os ensaios;
os tamanhos de amostra para cada ensaio sdo indicados com os
resultados.

Resultados

O marcador de reabsorcdo Ossea (ICTP) comecou a
aumentar imediatamente apdés o comec¢o da hibernacdo (Figura
3). Cada ponto de dados é o valor médio de 5 ursos. Apbds
10-20 dias, os marcadores de formacdo &éssea (osteocalcina e
PICP) também aumentaram e pareceram permanecer acoplados a
reabsorcdo aumentada durante a duracdo da hibernacéo. Isto
é de acordo com o periodo de "reversdo” histoldégico de 1-2
semanas entre reabsorcdo e formacao. Estés marcadores de
remodelagem mostraram tendéncias de reabsorcdo e formacdo
aumentadas em todo o periodo de hibernacdo, e a formacdo pa-
receu permanecer acoplada e equilibrada com a reabsorgédo.
Os niveis de osteocalcina médios fora mais altos (p <
0,0001) durante e apds a hibernagdo, comparados com a pré-
hibernacdao (Tabela 1).

Os niveis de cé&lcio iQnizados da hibernacdo foram

significantemente (p=0,0062) mais altos do que os niveis de
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pré-hibernacdo (Tabela 1). Durante a remobilizacdo seguinte
o despertar da hibernacdo, os niveis de calcio ionizado néo
aumentaram significantemente (p=0,37) relativos aos niveis
de hibernacdo, porém eles permaneceram mais altos (p=0,015)
do que os niveis de pré-hibernacgdo.

A osteocalcina positivamente foi correlacionada
com PTH (Figura 2), porém ndo com 25-OH D, leptina, ou IGF-
I. PTH foi significantemente mais alto na estagdo de pds-
hibernacdo do que nas estacgdes de pré-hibernacdo (p=0,006) e
hibernacdo (p=0,014). O aumento em PTH durante a hibernacéao
relativa a pré-hibernag¢do ndo foi significante (p=0,35). A
vitamina D 25-0OH n&o mostrou variacdes sazonais (p=0,64).

A leptina de soro ndo mudou durante a hiberhagéo
relativa a pré-hibernacdo, porém foi significantemente (p <
0,004) mais baixa durante a remobilizacdo de pds-hibernacao
(Tabela 1). IGF-1 significantemente (p < 0,0001) diminuiu
durante a hibernacdo relativa a pré-hibernagdo e alcangou
seu valor mais alto durante a remobilizacdo (Tabela 1).

Tabela 1 - Concentracdes de Metabdlito de Soré Mé-

dias
Pré-hibernagéo Hibernacéo Pé&s-hibernagéo
Osteocalcina 10,9%(7,4)  [15] 70,4 (43,1) 49,3° (26,8)
(ng/ml) [22] (19]
Calcio Ionizado 0,709%(0,150) [12] 0,871° 0,960° (0,014)
(mmol /L) (0,093) [10] (2]
PTH (pg/ml) 14,6%(4,5)  [6] 25,3 (27,3) 41,4° (20,2) [9]
. [14]
255-CH D (nmol/ml) 16,6(16,3) [9] 11,2 (é;z) [9] | 16,0 (13,4) [9]
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Leptina (ng/ml) 4,0°(0,7) [15] 3,8 (0,7) [22] 3,1° (0,7) [19]

IGF-I (ng/ml) © 387°(88) [15] 209° (52) [22] 594° (207) [19]

Os valores médios sdo determinados em negrito,
desvios padrdes parénteses; e tamanhos de amostra em colche-
tes. Para um determinado metabdlito, os valores com O mesmo
sobrescrito ndo sdo significantemente (p < 0,05) diferentes.
25-0OH D ndo mostrou diferencas sazonais significantes.

Exemplo 3 - Liberacao PGE; por Osteoblastos de MC-
3T3 é afetado por Variacgdes Sazonais em Soro de Urso

Para avaliar os efeitos das variacgdes sazonais em
soro de urso em-metabolismé de osteoblasto, as células MC-
3T3 foram tratadas com soro de urso e a liberacdo de prosta-
glandina E2 (PGE2) foi quantificada. As células MC-3T3 fo-
ram crescidas em meios eésenciais alfa-minimos (Invitrogen,
Carlsbad; CA) suplementados com 10% de soro bovino fetal
(Hyclone, Logan, UT) e 1% de solucdo de pénicilina—
estreptomicina a 37°C entre 5% de CO, durante 24 horas. Os
meios foram aspirados e substituidos com 10 ml de meios
frescos contendo 10% de soro de urso coletado antes da hi-
bernagdo, durante hibernagdo, ou apdés a hibernacdo. As cé-
lulas foram permitidas crescer durante um adicional de 24
horas, e entdo os meios foram coletados e congelados a -20°C
para analise de PGE;. As células foram removidas dos pratos
de cultura usando 0,25% de tripsina em EDTA, pelotizadas a-
través de centrifugagdo, e quantificadas com um azul tripta-
no e hemocitdémetro. |

Os niveis de PGE,; foram determinados usando o imu-

noensaio de enzima competitivo PGE; Biotrak™ (Amersham Bios-
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ciences, Piscataway, NJ). O ensaio foi realizado em dupli-
cata usando 50ul de amostras de todas as amostras de meios
experimentais. A reacdo foi parada antes da determinacdo do
ponto final usando 1M de acido sulfurico e lida a 450nm u-
sando um leitor de microplaca (VERSAmax, Moleculaf Devices
Corporation, Sunnyvale, CA). Os valores de densidade oéptica
duplicados foram corrigidos para ligagdo ndo especifica e
foram calculados a média, e comparados com uma curva padrdo
para determinar a quantidade de PGE, em cada cavidade. Es-
tes valores foram corrigidos para volume médio total e nor-
malizados pelo numero de células na amostraf ANOVA .foi usa-
do para comparar o PGE,; normalizado entre os trés grupos de
soro.

A quantidade de PGE,;, liberada por células osteo-
blasticas tratadas com soro de urso in vitro, foi mais alta
para tratamento com soro de pds-hibernacdo comparado ao soro
de pré-hibernagdo (p=0,058) e soro de hibernacao (p=0,014)
(Figura 4). A liberagdo de PGE; pelas células tratadas com
o soro de hibernacdo ndo foi significantemente diferente
(p=0,48) comparado com o soro de pré-hibernacdo. As mudan-
cas sazonais em liberacdo de PGE; mostraram tendéncias seme-
lhantes as mudancas sazonais em sbro IGF-1I. Os P-valores
sdo para comparacgdes com 6 valor de pdés-hibernacdo. Os va-
lores de pré—hibernagéo e hibernacdo ndo foram diferentes um
do outro (p=0,48).

Exemplo 4 - Cultura em soro de urso diminui a re-
lacdo de expressdo de gene de Bax para Bcl-2 durante a hi-

bernacgao
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As amostras de soro de sangue foram removidas de 4
ursos pretos fémeas entre 2004-2005 como descrito acima. As
datas de amostra abrangeram um periodo de pré-hibernacdo a-
tivo, um periodo de desdso de hibernacdo, e um periodo de
remobilizacdo pds-hibernacdo. As células osteoblédsticas MC-
3T3 foram cultivada durante 24 horas em meios contendo 10%
de soro-de urso, apds o qhe o RNA total foi isolado usando
um Kit de isolamento de RNA BioRad AgquaPure (No.732-6370,
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). Para gerar cDNA, a
transcrigdo reversa foi realizada usando transcriptase re-
versa de Sobrescrito II (Invitrogen, Carlsbad, CA), e 0,5 ng
de iniciador 0ligo(dT)12-18 a 42°C durante 20 minutos, 50°C
durante 10 minutos e 42°C durante 1 hora em um termociclador
gradiente (gradiente Mastercycler, Eppendorf, Westbury,‘NY).
Os iniciadores para a proteina Bax pré-apoptdtica e prdteina
Bcl-2 anti-apoptética foram designados usando software Pri-
merQuest (Integrated DNA Technologies, Coralville, IA) e as
seqliéncias do banco de gene NCBI. PCR semi-quantitativo foi
realizado usando RedTag e um protocolo consistindo em 94°C
durante 2 minutos, ciclos de 94°C durante 30 segundos,
69,5°C durante 30 segundos e 72°C durante 1 minuto, e uma
extensdo final a 72?C durante 5 minutos. A intensidade da
faixa foi quantificada usando o pacote de software Imaged
(National Institutes of Health, Bethesda, MD) e normalizou
para a expressdo de trés genes de manutencdo (Gapdh, p-
actina, ciclofilina).

ANOVA com teste pdbs-hoc de Diferenca Significante

Minima Protegida (PLSD) foi usado para comparar a relagdo de
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Bax para Bcl-2 durante as trés estagdes (pré-hibernac&o, hi-
bernacdo, pds-hibernag¢ao). Embora ndo alcancada a signifi-
cdncia estatistica (p=0,300), a relacdo de Bax/Bcl-2 diminu-
iu em aproximadamente 42% durante a hibernacdo relativa a
pré-hibernacgdo. A falta de significéncia estatistica foi
provavelmente relacionada ao tamanho de amostra pequeno (n=2
para cada estacgdo). Estes dados sugerem que o soro de ursos
em hibernacdo contém uma molécula bioldgica que diminui a-
poptose de osteoblasto. Uma vez que a osteocina de marcador
de formacdo 6ssea e o PTH endégeno ambos aumentam durante a
hibernacdo (Donahue e outros, 2006; J. Exp. Biol., 209,
1630-8), é possivel que PTH de urso enddégeno cause uma dimi-
nuicdo em apoptose de osteoblasto durante a hibernagdo que
sucessivamente aumenta a formacdo 6ssea.

Exemplo 5 - Comparacdo de Efeitos de PTH de Urso
Preto vs. humano 1-84 ou Subfragmentos destes em cAMP em Li-
nhagens de Célula Ossea

O PTH de urso preto recombinante de tamanho natu-
ral (residuos 1-84) é produzido e seus efeitos em niveis de
concentracdo de monofosfato de adenosina ciclico (cAMP) em
linhagens de célula Ossea (células osteoblasticas MC-3T3 e
células osteociticas MLO-Y4) s&o investigados e comparados
com resultados obtidos usando PTH humano 1-84 recombinante.
As experiéncias equivalentes sdo administradas usando sub-
fragmentos de PTH de urso preto e humano, o subfragmentos
incluindo residuos de aminoacidos 1-34, 1-36, 7-84, 11-84, e
41-52 da proteina madura (1-84) de tamanho natural. Para

algumas experiéncias, os polipeptideos de PTH de urso preto
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e humano sdo sintetizados com métodos de fase sdélida.

Para determinar o efeito de varias formas de poli-
peptideos de PTH de urso preto e humano recombinantes em ni-
veis de cAMP em células de formacéo éssea, as células Osseas
cultivadas (MC-3T3 e MLO-Y4) s&o contatadas durénte 10 ou 30
minutos com polipeptideo de tamanho natural de PTH de urso
preto ou humano (isto é residuos de aminodcidos 1-84) ou um
dos subfragmentos listados acima. Apds a célula ser conta-
tada com o polipeptideo de PTH, a concentracdo de cAMP na
célula é medida usando um ensaio de ligagdo competitivo como
descrito também abaixo.

Para todas as experiéncias usando polipeptideos
recombinantes, os peptideos liofilizados sdo reconstituidos
a 100 uM de concentrag¢des de matéria-prima em 1 mM de &cido
acético, e diluidos para 10 uM de concentracdes de matéria-
prima de trabalho antes de uso.

Cultura de Célula

As células de subclone 14 MC-3T3 (ATCC, CRL-2594)
e células MLO-Y4 (obtidas de L.F. Bonewald, University de
Missouri, Cidade de Kansas, MO) sd@o mantidas em meios essen-
ciais alfa-minimos, 1% de penicilina/estreptomicina, e 10%
de soro (MC-3T3: 10% de soro bovino fetal (FBS), MLO-Y4: 5%
de FBS e 5% de soro de bezerro bovino), a 37°C entre 5% de
CO,. Todos os procedimentos deécritos aqui s&do repetidos
com culturas de célula independentes tal que n= 6 para todas
as combinacdes de tratamento em cada ensaio.

Efeitos de tratamento de PTH em atividade de cAMP

intracelular.
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As células de MC-3T3 e MLO-Y4 sdo semeadas a den-
sidades apropriadas (MC-3T3: 50.000 células/cm?, MLO-Y4
15.000 células/cm®) em placas de 6 cavidades. As células
sdo cultivadas durante a noite para alcancar 6tima confluén-
cia. O meio de cultura é entdo aspirado e substituido com
meio que contém ou 10% de soro + veiculo (1 mM de &cido acé-
tico) ou 10% de soro + 100NM de PTH (humano ou urso 1-84, ou
um subfragmento deste). As células sdo cultivadas sob estas
condi¢des durante 10 ou 30 minutos (Carter, P., H. e outros,
1999, J Biol. Chem. 274(45), 31955-60; Chen, X., e outros,
2002, Am. J. Physiol. Cell Physiol. 283(5), C1432-40; Schil-
ler, P., C. e outros, 1999, J., Bone Miner. Res. 14(9),
1504-12). Seguinte a cultura, as células sdo tripsinadas,
centrifugadas, e resuspensas em tampdo de lise. A suspenséo
€ incubada durante 10 minutos e centrifugada para separar os
residuos celulares. O sobrenadante do lisado de célula (se-
guinte uma diluigdo de 2 vezes) é analisado quanto a concen-
tracdo de cAMP usando um ensaio de ligacdo competitivo (En-
saio AMP Ciclico No.KGE002, R&D Systems, Minedpolis, MN).

Com cada um dos polipeptideos testados, ha um au-
mento nos niveis de cAMP celulares em resposta ao polipepti-
deo com base em PTH de urso preto.

Exemplo 6 — Comparacdo de Efeitos de PTH de Urso
Preto vs. humano 1-84 ou Subfragmentos destes em Apoptose em
Linhagens de Célula Ossea.

O PTH de urso preto recombinante de tamanho natu-
ral (residuos 1-84) é produzido e seus efeitos em apoptose

em linhagem de célula éssea (células osteoblasticas MC-3T3 e
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células osteociticas MLO-Y4) sao investigados e sdo compara-
dos aos resultados obtidos usando PTH humano recombinante 1-
84. ~ Experiéncias equivalentes sdo conduzidas usando sub-
fragmentos de PTH de urso preto e humano, os subfragmentos
incluindo os residuos de aminocacidos 1-34, 1-36, 7-84, 11-
84, e 41-52 da proteina madura de tamanho natural (1-84).
Para algumas experiéncias, os polipeptideos de PTH de urso
preto e humano séo sintetizados com métodos de fase sdélida.

Para determinar a capacidade relativa de PTH de
urso preto e humano prevenir apoptose de osteoblasto e oste-
6cito (sob condigdes prod-apoptdticas), as células sdo incu-
badas com PTH de humano ou de urso preto 1-84, ou um do sub-
fragmentos listados acima, durante uma hora. Posteriormen-
te, as células sdo tratadas dqrante ) horés com dexametasona
para induzir apoptose. Apoptose é quantificado com uma
ELISA, como descrito também abaixo.

Para todas as experiéncias usando polipeptideos
recombinantes, os peptideos liofilizados s&o reconstituidos
para 100uM de concentrag¢des de matéria-prima em 1mM de Acido
acético e diluidos para 10uM de concentrag¢des de matéria-
prima de trabalho antes de uso.

Experiéncias adicionais sdo realizadas com células
MC-3T3 wusando ou'O,l% ou 10% de FBS. As experiénciés adi-
cionais com menos (0,1%) do que a quantidade normal (10%) de
FBS sdo realizadas e o0s resultados sdo analisados para de-
terminar se h& uma resposta significantemente diferente en-
tre as experiéncias sendo feitas com niveis normais ou mais

baixos de soro. Nas experiéncias informadas neste Exemplo,
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os resultados ndo sdo afetados pela quantidade de FBS sendo
usada. Os estudos de protecdo de apoptose mostram que cada
um dos polipeptideos testados reduz ou previne apoptose em
células MC-3T3.

Cultura de Célula

O subclone de células MC-3T3 14 (ATCC1l CRL-2594) e
células MLO-Y4 (obtidas de LF. Bonewald, University of Mis-
souri,-Cidade de Kansas, MO) sao mantidoé em meios essenci-
ais alfa-minimos, 1% de penicilina/estreptomicina, e 10% de
soro (MC-3T3: 10% de soro bovino fetal (FBS), MLO-Y4: 5% de
FBS e 5% de soro de bezerro bovino), a 37°C entre 5% de CO,.
Todos os procedimentos descritos aqui sdo repetidos com cul-
turas de célula independentes tal que n = 6 para todas as

combinacdes de tratamento em cada ensaio.

‘Efeitos de tratamento de PTH em apoptose

As células MC-3T3 sdo semeadas a 50.000 célu-
las/cmz, e as células MLO-Y4 sdo semeadas a 15.000 célu-
las/cm? ém placas de 6 cavidades e cultivadas para alcangar
confluéncia ideal durante a noite. Os meios de cultura sao
aspirados e substituidos com meios contendo ou 10% de soro +
veiculo (1 mM de &cido acéfico) ou 10% de soro + 100NM de
PTH (humano ou urso 1-84, ou um subfragmento destes). Apds
uma incubacdo de uma hora (Jilka e outros, 1999; J. Clin.
Invista., 104, 439-46), 10 uM de dexametasona ou seu veiculo
(DMSO) s&o adicionados a cada cavidade e as células sdo in-
cubadas durante 6 horas (Bellido, T., e outros, 2003, J.,
Biol. Chem. 278(50), 50259-72.; Jilka e outros, 1999, J.,

Clin. Invista., 104, 439-46). O polipeptideo de PTH ou vei-
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culo é deixado in situ duraﬁte inducdo de apoptose porque a
supressdo de apoptose por PTH é auto-limitante (Bellido e
outros, 2003). Apbés 6 horas, as células sdo tripsinadas,
centrifugadas, re-suspensas, e contadas usando um hemocité-
metro. 50.000 Células sdo removidas da suspensao e coloca-
das no tampdo de lise. Os sobrenadante de lisado (seguinte
a centrifugagéo) sdo removidos para andlise e armazenados a
-20°C.

Apoptose é quantificado do sobrenadante lisado com
uma ELISA (Cell Death Detection ELISA, No.1544675, Roche Ap-
plied Science, Indianapolis, EM). Este ensaio detecta mono-
e oligonucleossomas de DNA celular fragmentado na fracdo ci-
toplasmica de lisados de célula, e entdo fornece uma boa me-
dida boa dos estidgios do comeco e do meio de apoptose. Re-
sumidamente, as amostras s&o diluidas em solucgdo de tampdo e
adicionadas as cavidades de microplaca cobertas com um anti-
corpo monoclonal de camundongo anti-histona (clone Hil“4).
O sobrenadante de lisado das células tratadas com veiculo
serve como um controle negativo. As densidades oépticas séao
medidas a 405nm seguinte a adicdo de um anticorpo monoclonal
de camundongo anti-DNA conjugado por peroxidase (clone MCA-
33), e a quantidade de apoptose em cada amostra é determina-
da relativo ao seu controle negativo correspondente. Todas
as amostras sdo analisadas em duplicata.

Cada um dos polipeptideos testados diminuiu apop-
tose das células (sob condicbdes pro-apoptédticas).

Exemplo 7 - Comparacdo de Efeitos de PTH de Urso

Preto vs. Humano 1-84 ou Subfragmentos destes em Expresséao
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de Gene em Linhagens de Célula de Osso.

PTH de urso preto recombinante de tamanho natural
(residuos 1-84) é produzido e seus efeitos em niveis de ex-
pressdo de gene em linhagens de célula éssea (células osteo-
blasticas MC-3T3 e células osteociticas MLO-Y4) sao investi-
gados e s&o comparados com resultados obtidos usando PTH hu-
mano recombinante 1-84. Experiéncias equivalentes sdo con-
duzidas usando subfragmentos de PTH de urso preto e humano,
os subfragmentos incluindo residuos de aminoacidos 1-34, 1-
36, 7-84, 11-84, e 41-52 da proteina madura de tamanho natu-
ral (1-84). Para algumas experiéncias, os polipeptideos de
PTH de urso preto e humano sdo sintetizados com métodos de
fase sdélida.

Para determinar o efeito de PTH de urso preto e
humano na regulacdo de matriz éssea, genes anti-apoptose (B-
cl-2) reguladores transcricionais, e as células Bax de gene
pré—-apoptose, sdo cultivadas durante 1 ou 3 horas com PTH de
urso ou humano 1-84 ou um subfragmento. A expressdo de gene
é quantificada com PCR em tempo real.

Para todas as experiéncias wusando polipeptideos
recombinantes, os peptideos liofilizados s&o reconstituidos
para 100uM de concentragdes de matéria-prima em 1 mM de aci-
do acético e diluidos para 10uM de concentrag¢des de matéria-
prima de trabalho antes do uso.

As experiéncias adicionails sdo realizadas com cé-
lulas MC-3T3 usando ou 0,1% ou 10% de FBS. As experiéncias
adicionais com menos (0,1%) do que a quantidade normal (10%)

de FBS sdo realizadas e os resultados sdo analisados para
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determinar se h& uma resposta significantemente diferente
entre as experiéncias sendo feitas com niveis normais ou
mais baixos de soro. Nas experiéncias informadas neste E-
xemplo, os resultados ndo sdo afetados pela gquantidade de
FBS sendo usada. PCR em tempo real é usado para avaliar os
niveis de expressdo de gene em pontos de tempo de 1- e 3-
horas seguinte a adicdo do polipeptideo, mostrando em parti-
cular gue PTH de urso preto 1-34 super-regula a expressdo de
gene em células MC-3T3.

Cultura de Célula

As células de subclone 14 MC-3T3 (ATCC, CRL-2594)
e células MLO-Y4 (obtidas de L. F. Bonewald, University of
Missouri, Cidade de Kansas, MO) sd&o mantidas nos meios es-
senciais alfa-minimos, 1% de penicilina/estrepfomicina, e
10% de soro (MC-3T3: 10% de soro bovino fetal (FBS)1 ML de
O-Y4: 5% de FBS e 5% de soro de bezerro bovino), a 37°C en-
tre 5% de CO;. Todos os procedimentos descritos aqui sdo
repetidos com culturas de célula independentes tal que n= 6
para todas as combinag¢des de tratamento em cada ensaio.

Efeitos de tratamento de PTH em expressdo de gene

As células MC-3T3 sédo semeadas a uma densidade de
50.000 células/cm?, e células MLO-Y4 sdo semeadas a uma den-
sidade de 15.000 células/cm®’ em placas de 6 cavidades e cul-
tivadas para alcangar confluéncia ideal durante a noite. Os
meios de cultura sdo aspirados e substituidos com meios que
contém ou um 10% de soro + veiculo (1 mM de acido acético)
ou 10% de soro + 100NM de PTH (humano ou urso 1-84, ou um

subfragmento como listado acima). As células sdo cultivadas
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sob estas condig¢des durante 1 ou 3 horas; estes pontos de
tempo correspondem com super-regulacdo induzida por PTH de
c~-fos e osteocalcina (Jiang e outros, 2004, J., Biol. Chem.,
279, 5329-37; Chen e outros, 2002). RNA total €& isolado u-
sando o Sistema de Isolamento de RNA Total SV (Promega, Ma-
dison, Wl).

A transcricdo reversa para gerar cDNA é realizada
usando transcriptase reversa de Sobrescrito II (Invitrogen,
Carlsbad, CA), e 0,5 upug de iniciador de 0ligo(dT)12-18 a
42°C durante 20 minutos, 50°C durante 10 minutos e 42°C du-
rante 1 hora em um termociclador gradiente (gradiente Mas-
tercycler, Eppendorf, Westbury, NY). Os 1iniciadores para
todos os genes de interesse (osteocalcina, osteopontina, co-
lageno tipo I, c¢-fos, Runx2, Bax, Bcl-2, SOST) -e genes de
manutencdo (Gapdh, p-actina, ciclofilina) sdo designados u-
sando software PrimerQuest (Integrated DNA Technologies, Co-
ralville, IA) e as seqiéncias do banco de gene NCBI, e as
condic¢des de PCR sdo otimizadas usando RNA dé células MC-3T3
e MLO-Y4. PCR em tempo real é realizado usando o sistema
PCR em tempo real Mx3000P (Stratagene, La JoIIa, CA). O
protocolo envolve um come¢co quente a 95°C durante 10 minu-
tos, seguido por 40 ciclos de 95°C durante 30 segundos (des-
naturacdo), 69°C durante 1 minuto (recozimento) e 72°C du-
rante 1 minuto (extensdo). A excecdo para este protocolo é
para c-fos, que tem uma temperatura recozimento de 66°C.
Cada 25pl de reacdo contém 1x de mistura verde Absolute™ gP-
CR SYBR® (ABgene, Rochester, NY), 0,1pM de iniciador dian-

teiro e reverso, e 2,5 ng de modelo de cDNA equivalente de
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RNA total. A expressdo de gene é determinada usando o méto-
do de curva padrdo relativo normalizado para a média geomé-
trica dos trés genes de manutencgao. Todas as amostras sao
medidas em duplicata, e gqualquer amostra com um coeficiente
de variacdo (CV) maior do que 10% é re-analisada.

Os polipeptideos causam uma super-regulacdo de ma-
triz oéssea, regulador transcricional, e genes ativadores
transcricionais, e uma diminuic¢do na relacgdo de expressdo de
Bax/Bcl-2.

Exemplo 8 - Comparacdo dos Efeitos de Soro de Urso
Preto de Estacdes Diferentes em Apoptose de Célula Ossea e
Expressdo de Gene, e Correlagdo com Niveis de Soro de PTH e
Osteocalcina

As amostras de sangue sdao coletadas de pelo menos
3 ursos pretos fémeas diferentes (Ursus americanus pallas)
mantidos no Virginia Tech Center para Pesquisa de Urso entre
2004 e 2005. O soro de ursos pretos adicionais é coletado
em anos subseqlientes. O Instituto Politécnico de Virginia e
Comité de Cuidado com Animal da Universidade do Estado apro-
varam todos os protocolos de manipulacdo de urso (No.98-069-
F&WS). Os ursos sdo anestesiados com uma 2:1 mistura de ce-
tamina (100-mg/ml):xilazina (100-mg/ml); a dosagem é 1 cc da
mistura por 45,5 kg de massa corpdrea. As amostras de san-
gue sdo tiradas da veia femoral enquanto os ursos estdao a-
nestesiados, e as amostras sdo transportadas para o labora-
tério em um refrigerador entulhado gelo. Imediatamente em
retorno para o laboratério, o sangue é centrifugado para i-

solar o soro que estd entdo congelado a -20°C. As amostras
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de sangue‘séo coletadas de cada urso a cada 10 dias desde o
principio de outubro até o final de maio. A hibernacgao
comeca mo inicio de janeiro e termina no comeco de abril.
Deste modo, as datas de coleta abrangem um periodo de pré-
hibernacdo ativo, um periodo de hibernacdo de desuso, e um
periodo de remobilizacdo pds-hibernacéo ativo.

As aliquotas de 10ul de soro de urso sao analisa-
das em duplicata para concentracdo de osteocalcina através
de radioimunoensaio (Patterson-Allen e outros, 1982; anal.
Biochem., 120, 1-7). Este ensaio foi previamente validado
para ursos (Donahue e outros, 2006; J. Exp. Biol., 209,
1630-8). O anticorpo é osteocalcina anti-rato de porco da
india e o investigador é osteocalcina de rato rotulada por
1257, As aliquotas de 100pl sdo analisadas do soro de urso
em duplicata para concentragdao de PTH (Donahue e outros,
2006; J. Exp. Biol., 209, 1630-8) com um ELISA (Kit ELISA de
PTH Intacto Porcina, No.60-3305, Immutopics, Inc., San Cle-
mente, CA). Este ensaio liga a regidoc de PTH 39-84, e re-
quer que a regido de PTH 13-34 colorimetricamente informe a
concentracdo de PTH. Deste modo, isto fornece uma boa medida
de concentracdo de PTH intacta (1-84) como também subfrag-
mentos de terminal C 7-84 e 11-84. Este ELISA foi mostrado
inter-reagir com PTH de urso (Donahue e outros, 2006; J.
Exp. Biol., 209, 1630-8), e tem 100% inter-reatividade com
PTH humano. Para validar este ensaio para ursos pretos, a-
mostras de meio de cultura que contém 10nM de-PTH de urso
preto ou humano 1-84 recombinante s&o analisadas em duplica-

ta. A concentracgdo conhecida das amostras de PTH é compara-
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da a concentracdo medida determinada da curva padrdo do en-
saio. Qualquer diferenca potencial em inter-reatividade de-
terminada destas amostras ¢é usada como uma vcorregéo para
concentragdao de PTH de urso preto enddébgeno nas amostras de
soro de urso preto.

Os procedimentos descritos acima para apoptose de
PTH de urso preto recombinante e experimentos de cultura de
célula de expressdo de gene com células tipo désseas cultiva-
das, sdo repetidos, substituindo os meios contendo 100nM de
PTH recombinante com meios de cultura que contém 10% de soro
de urso preto (de periodos de pré-hibernac&o, hibernacdo, ou
pés-hibernacgdo). Os volumes de soro sdo calculados seguindo
o ELISA de PTH descrito.

O soro das estacdes de hibernacdo e pdbs-hibernacédo
causa uma maior prevengdo de apoptose comparado ao soro de
pré-hibernagdo, porque PTH é mais alto durante a hibernacédo
e pbs-hibernacdo do que no soro de pré-hibernacdo. As con-
centragdes de PTH de soro enddgeno sdo inversamente relacio-
nadas com o0s niveis de apoptose, pelo fato de que os niveis
de PTH de soro mais elevados correspondem as taxas mais bai-
xas de apoptose, isto é, as concentracdes de PTH de soro es-
tdao correlacionadas negativamente com os niveis de apoptose.

Exemplo 9 - Teste In Vivo de PTH de Urso Preto

O PTH de urso preto, ou de tamanho natural (1-84)
ou um dos varios subfragmentos funcionais destes (1-34; 1-
36; 7-84; 11-84; 41-52), é testado in vivo quanto a estimu-
lagdo anabdélica de células dsseas comparadas a um PTH humano

equivalente ou subfragmento. Cada um dos polipeptideos de
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PTH é sintetizado e suspenso em um veiculo farmaceuticamen-
te apropriado para injecdo subcutdnea. O PTH de tamanho na-
tural ou um fragmento funcional deste, de urso preto ou hu-
mano, é administrado a camundongos a uma dose de 40 ug/kg de
peso corporal diariamente durante 7 semanas. O PTH de urso
preto ou fragmentos funcionais deste, causa maiores aumentos
na forca de osso, massa, e teor de mineral do que o polipep-
tideo de PTH humano equivalente.

Exemplo 10 - Uso de PTH de Urso como Agente Profi-

latico para Reduzir ou Prevenir Perda Ossea

Osteoporose €& induzida em camundongos através de
suspensdo da pata traseira (um modelo de desuso de osteopo-
rose) e através de ovariectomia (um modelo pds-mencpausal de
osteoporose) . Apbs comegar a suspensdo da pata traseira ou
o ovariectomia ser completada, ao camundongo sdo dadas doses
regulares de PTH de urso preto ou um fragmento funcional

deste. Os camundongos tratados com PTH de urso preto ou

fragmentos funcionais deste mostram menos perda dssea do que

0s ratos nao tratados.

Exemplo 11 - PTH de urso e humano 1-34 ambos su-

per-regulam a expressdao de gene de osteocalcina, porém so-
mente PTH de urso 1-34 diminui a relacdo de expressdo de
Bax/Bcl-2 |

As células MC-3T3 foram incubadas em veiculo ou
100nM de PTH de urso ou humano 1-34 sintético durante 3 ou 6
horas (n= 2 ou 4). RNA total foi isolado, e cDNA foi gerado
com transcrigao reversa. Os iniciadores para o colageno ti-

po I de proteinas de matriz éssea e osteocalcina, a proteina
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Bax pré-apoptdtica, a proteina Bcl-2 anti-apoptdtica, e os
genes de manutengao Gapdh, f-actina, e ciclofilina foram de-
signados usando software PrimerQuest (Integrated DNA Techno-
logies, Coralville, IA). PCR em tempo real foi realizado
usando sistema de PCR em tempo real Mx3000P (Stratagene, La-
JoIIa, CA). Todas as amostras foram medidas em duplicata.
A expressdo de gene foi determinada usar era o método de
curva padrdo relativo normalizado para a média geométrico
dos trés genes de manutencdo (Gapdh, pB-actina, e ciclofili-
na)j . Os genes relacionados com apoptose foram analisados
como a relagdo de expressdo de Bax/Bcl-2, uma vez gue uma
diminuigdo nesta relagdo estd associada com a apoptose dimi-
nuida in vitro.

A cultura em PTH de urso ou humano 1-34 durante 6
horas ndo afetou a expressdo de coldgeno tipo I, porém subs-
tancialmente super-regulou a expressdo de osteocalcina com-
parada ao controle de veiculo (Figura 6). N&o houve nenhuma
diferengca significante entre PTH de urso e humano (p >
0,09).

A'cultura em PTH de urso 1-34 durante 3 horas di-
minuiu a relacdo de expressdo de Bax/Bcl-2, éugerindo apop-
tose diminuida, porém a cultura em PTH humano 1-34 durante 3
horas aumentou a relagdo, sugerindo apoptose aumentada (Fi-
gura 7). A diferenca entre PTH de urso e humano foi esta-

tisticamente significante (p=0,047).
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REIVINDICACOES

1. Polipeptideo isolado, CARACTERIZADO pelo fato
de que compreénde pelo menos 10 residuos de aminoacido con-
secutivos da SEQ ID NO: 2 em que o polipeptideo compreende
pelo menos um dos residuos de aminoacido 41 e 52 da SEQ 1ID
NO: 2.

2. Polipeptideo, de acordo com a feivindicagéo 1,
CARACTEBIZADO pelo fato de que o polipeptideo compreende 11-
84 residuos de aminodcido da SEQ ID NO: 2.

3. Polipeptideo, de acordo cém a reivindicagdo 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que o polipeptideo compreende 7-
84 residuos de aminodcido da SEQ ID NO: 2.

4, Polipeptideo, de acordo com a reivindicagao 1,
CARACTERIEADO pelo fato de que o polipeptideo compreende SEQ
ID NO: 2.

5. Polinucleotideo isolado, CARACTERIZADO pelo fa-
to de que codifica o polipeptideo, de acordo com a reivindi-
cacao 1.

6. Polinucleotideo isolado, de acordo com a rei-
vindicacdo 5, CARACTERIZADO pelo fato de que o polipeptideo
compreende 11-84 residuos de aminoacido da SEQ ID NO: 2.

7. Polinucleotideo isolado, dé acordo com a rei-
vindicacdo 6, CARACTERIZADO pelo fato de que o polipeptideo
compreende 7-84 residuos de aminoécido de SEQ ID NO; 2.

8. Polinucleotideo isolado, de acordo com a rei-
vindicacdo 7, CARACTERIZADO pelo fato de.que o polipeptideo
compreende SEQ ID NO: 2.

9. Polinucleotideo isolado, de acordo com a rei-
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vindicacdo 8, CARACTERIZADO pelo fato de que o polinucleoti-
deo compreende SEQ ID NO: 1.

10. Método para aumentar os niveis de cAMP em uma
célula de formagdo de osso compreendendo contatar a célula
de formagdo de osso com uma quantidade efetiva de um poli-
peptideo compreende 1-34 residuos de aminodcido da SEQ 1ID
NO: 2, CARACTERIZADO pelo fato de que o contato da célula de
formacdo de osso com o polipeptideo aumenta os niveis de
cAMPina célula de formagao de osso.

11. Método, de acordo com a reivindicacdo 10,
CARACTERIZADO pelo fato de que o polipeptideo compreende 1-
36 residuos de éminoécido de SEQ ID NO: 2.

12. Método, de acordo com a reivindicacao 10,
CARACTERIZADO pelo fato de que o polipeptideo compreeﬁde SEQ
ID NO: 2.

13. Método, de acordo com a feivindicagéo 10,
CARACTERIZADO pelo fato de que a célula de formagdo de osso
estd em um individuo.

14. Método para reduzir apoptose em uma célula
compreendendo contatar a célula de formacdo de osso com uma
quantidade efetiva de um polipeptideo gque compreende 1-34
residuos de aminodcidos de SEQ ID NO: 2, CARACTERIZADO pelo
fato de que o contatato da célula de formagdo de osso com ©
polipeptideo reduz o apoptose na célula de formagcdo de osso.

15. Método, de acordo com a reivindicacao 14,
CARACTERIZADO pelo fato de que o polipeptideo compreende 1-
36 residuos de aminoicido de SEQ ID NO: 2.

16. Método, de acordo com a reivindicacgdo 14,
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CARACTERIZADO pelo fato de que o polipeptideo compreende SEQ
ID NO: 2.

17. Método, de acordo com a reivindicacdo 14,
CARACTERIZADO pelo fato de que a célula de formagdo de osso
estd em um individuo.

18. Método para diminuir a relagdo de niveis de
expressdo de proteina Bax para proteina Bcl-2 em uma célula
de formacdo de osso compreendendo contatar a célula de for-
magcdo de osso com uma quantidade efetiva de um polipeptideo
que compreende 1-34residuos de aminoacido de SEQ ID NO: 2,
CARACTERIZADO pelo fato de que o contato da célula de forma-

cdo de osso com o polipeptideo diminui a relacdo de niveis

-de expressdo de proteina Bax para protéina Bcl-2 na célula

de formacdo de osso.

19. Método, de ‘acordo com a reivindicacdo 18,
CARACTERIZADO pelo fato de que o polipeptideo compreende 1-
36 residuos de aminodcido de SEQ ID NO: 2.

20. Método, de acordo com a reivindicacdo 18,
CARACTERIZADO pelo fato de que o polipeptideo compreende SEQ
ID NO: 2.

21. Método, de acordo com a reivindicagcdo 18,
CARACTERIZADO pelo fato de que a célula de formacd&o de 0sso
estd em um individuo.

22. Método pafa aumentar o nivel de expressdo de
uma ou mais de uma proteina matriz éssea, um ativador trans-
cricional, ou um regulador. transcricional em uma célula de
formacdo de osso que compreende contatar a célula de forma-

¢do de osso com uma quantidade efetiva de um polipeptideo
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que compreende 1-34residuos de aminoacido de SEQ ID NO: 2,
CARACTERIZADO pelo fato de que o contatg da célula de forma-
cdo de osso com o polipeptideo aumenta o nivel de expressdao
da proteina matriz éssea, do ativador transcricional, ou do
regulador transcricional na célula de formagao de osso.

23. Método, de acordo com a reivindicacdo 22,
CARACTERIZADO pelo fato de que o polipeptideo compreende 1-
36residuos de aminoacido de SEQ ID NO: 2.

24. Método, de acordo com a reivindicacdo 22,

-CARACTERIZADO pelo fato de que o polipeptideo compreende SEQ

ID NO: 2.

25. Método, de acordo com a reivindicacdo 22,
CARACTERIZADO pelo fato de que a célula de formagdo de osso
estd em um individuo.

26. Método para realgar a densidade de mineral do
oséo, aumentar a massa 6ssea, diminuir a perda éssea, ou re-
duzir a incidéncia de fraturas do osso, ou qualquer combina-
cdo destes, em um individuo, compreendendo contatar uma cé-
lula de formagdo de o0sso no individuo_com uma quantidade e-
fetiva de um polipeptideo que compreende 1-34 residuos de
aminoacido de SEQ ID NO: 2, CARACTERIZADO pelo fato de que o
contato da célula de formagao de osso com o polipeptideo re-
alca a densidade de mineral do osso, aumenta a massa Ossea,
diminui a perda 6ssea, ou reduz a incidéncia de fraturas de
0ssO no individuo.

27. Método, de acordo com a reivindicacéo 26,
CARACTERIZADO pelo fato de que o individuo é um humano femi-

nino pds-menopausal afligido com osteoporose.
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28. Método, de acordo com a reivindicacédo 26,

CARACTERIZADO pelo fato de que, adicionalmente compreende

administrar vitamina D e cdlcio ao individuo.

29. Método, de acordo com a reivindicacdo 26,

.CARACTERIZADO pelo fato de que o polipeptideo compreende 1-

36 residuos de aminoacido de SEQ ID NO: 2.

30. Método, de acordo com a reivindicacao 26, c
CARACTERIZADO pelo fato de que o polipeptideo compreende SEQ
ID NO: 2.

31. Método para realcar a densidade de mineral do
0sso, aumentar a massa O6ssea, diminuir a perda 6ssea, ou re-
duzir a incidéncia de fraturas do osso, ou qualquer combina-
¢do destes, em um individuo, compreendendo contatar uma cé-
lula de formacdo de osso no individuo com uma quantidade e-
fetiva-de um polipeptideo que compreende hormdénio paratirdi-
de de urso ou um fragmento funcional deste, CARACTERIZADO
pelo fato de que o contato da célula de formacdo de osso éom
o polipeptideo realga a densidade de mineral do osso,

aumen-

ta a massa O6ssea, ou reduz a incidén-

diminui a perda o6ssea,
cia de fraturas de osso no individuo.

32. Anticorpo, CARACTERIZADO pelo fato de estar
voltado contra pdlipeptideo, de acordo com a reivindicagdo
L .

33. Polipeptideo isolado, CARACTERIZADO pelo fato
de que consiste essencialmente em 1-34residuos de aminoacido
de SEQ ID NO: 2.

34. Polipeptideo isolado, CARACTERIZADO pelo fato

de que consiste essencialmente em 1-36 residuos de aminodci-



do de SEQ ID NO: 2.
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RESUMO
“HORMONIO PARATIROIDE DE URSO PRETO E METODOS DE
USO DE HORMONIO PARATIROIDE DE URSO- PRETO”
O hormdénio paratirdéide de urso preto (PTH) e frag-
mentos funcionais sdo fornecidos aqui. Também fornecidos

sdo métodos de usar PTH de urso preto e fragmentos funcio-

‘nais para aumentar cAMP em uma célula de formagdo de 0sso;

reduzir apoptose em uma célula de formagdo de osso; diminuir
a relacdo de niveis de expressdo de proteina Bax para prote-
ina Bcl-2 em uma célula de formagdo de osso; aumentar o ni-
vel de expressdo de uma ou mais de uma proteina de matriz de
0sso, um ativador trénscricional, ou um regulador transcri-
cional em uma célula de formagdo de osso; realgar a densida-
de mineral do osso, aumentar a massa Ossea, diminuif a perda
béssea, ou reduzir a incidéncia de. fraturas de osso, ou qual-
quer combinagdo destes, em um individuo; também fornecidos
sdo anticorpos voltados contra hormdénio de paratirdide (PTH) -

preto urso e fragmentos funcionais destes.
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