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RESUMO

Os receptores nucleares (RN) fazem parte de uma superfamilia de fatores de transcri¢éo
que sdo ativos mediante interacdo com ligantes e controlam amplamente a fisiologia
humana através do controle da expressao génica. Diversas moléculas podem se ligar e
alterar a atividade destes receptores, desde cofatores até hormdnios, tais como o estrogeno
e 0 horménio tireoidiano. Devido a essas caracteristicas, 0s RN sdo alvos de pesquisa,
principalmente no campo de drug design onde moléculas sintéticas sdo produzidas para
causar uma resposta em genes alvo. Além dos horménios enddégenos e das drogas
sintéticas, moléculas encontradas em plantas também podem modular estes receptores. O
Brasil possui grande biodiversidade e, associado a isto, amplo conhecimento sobre 0 uso
de plantas medicinais. Neste trabalho foram testadas plantas indicadas previamente por
levantamento etnobotanico como possiveis ligantes vegetais moduladores do receptor de
hormonio tireoidiano. Para tal foram feitos ensaios in vitro com o receptor full length
clonado em E. coli e usado em ensaios de gene-reporter para medir possivel ativacéo
génica sobre os genes controlados pelo TRp. Quatro plantas demonstraram capacidade
moduladora sobre este receptor: o Cajanus cajan, a Abarema cochliocorpos e a Borreria
verticillata e Stillingia saxatilis. A descoberta de compostos naturais com capacidade de
ativar e inibir genes abre um campo novo na farmacologia e biotecnologia de importancia
imensuravel devido ao grande nimero de receptores nucleares existentes (mais de 100),

que controlam a fisiologia humana, e por isso estdo envolvidos com inimeras patologias.

Palavras chave: receptor nuclear; receptor do hormonio tireoidiano; plantas medicinais;

fitoligantes; ensaio do gene repdrter



ABSTRACT

Nuclear receptors (NR) are part of a superfamily of transcription factors that are active
through interaction with ligands and widely control human physiology through gene
expression. Many molecules can bind and change the activity of these receptors, from
cofactors to hormones, such as estrogen and triiodothyronine. According to that, NR are
targets of research, mainly in the field of drug design, where synthetic molecules are
produced to cause a response in target genes. In addition to the endogenous hormones and
synthetic drugs, molecules found in plants can also modulate these receptors. Brazil has a
great biodiversity and, in addition to that, extensive knowledge about the use of medicinal
plants. In this work plants indicated beforehand by ethnobotanical survey as possible plant
ligands of thyroid hormone receptor were tested as modulators. With this purpose, in vitro
assays were done with full length receptor cloned in E. coli and used in gene-reporter
assays to measure possible activation of genes controlled by TRp. Three plants
demonstrated capacity on modulating this receptor: Cajanus cajan, Abarema cochliocorpos
and Borreria verticillata. The discovery of natural compounds with ability to activate and
inhibit genes opens a new field in pharmacology and biotechnology of immeasurable
importance due to the large number of existing nuclear receptors (more than 100), which

control human physiology, and are involved in numerous pathologies.

Key words: nuclear receptor; thyroid hormone receptor; plant ligand; medicinal plant;

luciferase reporter assay
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1-INTRODUCAO

As plantas vem sendo utilizadas desde os principios da civilizacdo para diversos fins, que
variam do tratamento de doencas passando por rituais religiosos e até em marcos historicos
da politica (Schmidt et al., 2008). A pesquisa de quimicos vegetais com propriedades
bioldgicas é bastante frutifera e isso pode ser observado em paises industrializados onde
cerca de 50% das drogas prescritas sdo derivadas ou sintetizadas a partir de produtos
naturais (Lahlou 2013).

Os receptores nucleares (NR) sdo proteinas que formam uma superfamilia de fatores de
transcricdo eucarioticos; tem sua funcdo dependente de ligantes e sdo evolutivamente
correlacionados. Estes ativadores transcricionais desempenham um importante papel na
sinalizacdo celular através da transducdo de sinais nas respostas bioldgicas e na atividade
regulatéria da expressdo de genes alvos especificos. Esta funcdo é realizada através do
recrutamento de complexos co-regultorios em sitios especificos do genoma em resposta a
ligacdo de pequenas moléculas tais como hormonios esteroides e tireoidianos, acido
retindico, vitamina D, acidos graxos e eicosanoides (HELSEN, et al 2012; EDWARDS
2000). Os receptores nucleares exibem uma estrutura molecular comum, que é composta
por uma regidao amino terminal NTD (do inglés amino-terminal domain) com comprimento
e sequéncia de aminoacidos variaveis de receptor para receptor, um dominio de ligacdo ao
DNA o DBD (do inglés DNA-binding domain) que é a regido Signature destes fatores
transcricionais, sendo bastante conservada entre os diferentes tipos de receptores,
evidenciando desta forma seu importante papel biolégico. Apresentam também um
dominio de ligacdo ao ligante LBD (do inglés ligand-binding domain) que se liga as
moléculas sinalizadoras especificas de cada receptor e uma regido de dobradica que liga o
dominio DBD ao LBD, chamado de dobradica H (do inglés hinge) (CLINCKEMALIE et
al, 2012; HELSEN et al, 2012).

Mutac6es no DNA desses receptores ou 0 mau funcionamento causado por outros fatores
que regulam este receptor fazem com que o controle genético de genes associados fique
desregulado. Desta forma os NR sdo alvos terapéuticos por serem regulados por ligantes
que podem ser substituidos por farmacos agonistas e antagonistas similares as moléculas

enddgenas.

A descoberta de ligantes vegetais que controlem a atividade de fator transcricional destes

receptores nucleares, tanto de forma positiva (aumento da expressao de genes controlados
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pelo RN) quanto de forma negativa (diminuicdo da expressdo de genes controlados pelo
RN), associado ao fato dos RN regularem a fisiologia humana e estarem relacionados com
uma série de patologias em caso de mal funcionamento, dota essa linha de pesquisa com
perspectivas extremamente frutiferas e promissoras no Brasil devido a grande diversidade
da flora e conhecimento no uso de plantas medicinais pela populacéo, a qual é constituida
de individuos, em sua grande maioria, de baixo poder aquisitivo. Isso torna o uso de
terapias alternativas para tratamento de doengas, como diferentes tipos de cancer e outras

patologias associadas a RN, um ramo de extrema importancia, tanto cientifica como social.

2 - REVISAO DA LITERATURA

2.1 CARACTERIZACAO DO RECEPTOR

Os receptores nucleares (NR) sdo proteinas que desenvolvem um papel fundamental na
expressao génica atuando como fatores de transcricdo mediante sinalizacdo de moléculas
ligantes, estando envolvidos com diversos aspectos da sinalizagcdo celular e fisiologia
humana. Essas proteinas compartilham dominios estruturais que sdo funcionalmente

relacionados.

O primeiro e menos relacionado dominio entre os receptores nucleares é o N terminal ou
NTD (A/B). Este dominio é flexivel e com pouca correlacdo entre os receptores nucleares,
variando amplamente na sequéncia de aminoacidos. Essa regido apresenta um dominio de
ativacdo ligante independente (AF1) que fornece uma superficie de contato para ligacdo de
proteinas reguladoras. No receptor de andrdgeno desempenha papel importante na
regulacédo da ativacdo (GARZA et al 2011; LAVERY & MCEWAN, 2005) génica.

A capacidade de reconhecimento de sequéncias de DNA especificas denominadas
elementos de resposta ao horménio, ou simplesmente elemento responsivo (ER), &
atribuida ao dominio de ligacdo ao DNA (DBD) (E domain). Esse dominio, entre as
diferentes proteinas que fazem parte da familia dos receptores nucleares, € o mais

conservado.

A estrutura dos NRs proeminente € composta por um cerne de aproximadamente 66

aminoacidos e duas o hélices que interagem diretamente com o DNA no ER, e séo
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estabilizadas por estruturas denominadas dedos de zinco, onde um atomo de zinco é
rodeado por quatro residuos de cisteina (WEATHERMAN et al 1999). O sulco maior do
DNA ¢ reconhecido diretamente pela hélice N-terminal (Hélice 1), que contém uma
pequena sequéncia de aminoacidos chamada P-box para o qual se atribui a especificidade
de reconhecimento do ER e da hélice C-terminal (Hélice 2), e sobrepdem-se
perpendicularmente a hélice 1 contribuindo na estabilizacdo geral da estrutura proteica e
dimerizagdo do receptor (BAIN et al 2007; PAWLAK et al 2012).

A ligagdo de moléculas aos receptores nucleares classicamente é feita em um regido
chamada dominio de ligacéo ao ligante (LBD) ou dominio E. Esse dominio é uma unidade
multifuncional atuando em diversos eventos da sinalizacdo pelos receptores, sendo a
principal funcéo a ligacdo do hormdnio ou ligante, mas atuando também nas funcdes de
homo e heterodimerizacéo, e fornecendo superficie de contato para 0os co-reguladores
(PAWLAK et al 2012). Apresentam uma relativa conservacao de sequéncia de
nucleotideos, porém ndo tdo marcante quanto o DBD. O LBD é formado por 12 o hélices
que fornecem a estrutura tridimensional para o qual o ligante ird se associar, 0 chamado
bolso de ligacéo ao ligante (LBP). Quando em contato com um ligante agonista, 0 receptor
sofre uma série de mudangas tridimensionais nas quais as hélices H3, H4 e H12 se
reorientam posicionando a H12 contra o cerne do LBD, gerando sulcos hidrofébicos na
estrutura proteica, que servirdo como superficie de contato para ligacdo dos co-ativadores
no entdo formado dominio de ativacdo ligante dependente (AF2) (PAWLAK et al 2012).
Essa caracteristica de ativacdo dos receptores nucleares permite o desenho de drogas
antagonistas que bloqueiam estericamente o posicionamento da H12, evitando assim a
formacgdo da estrutura Holo e dos sulcos hidrofobicos, o que impede a ligacdo de co-
ativadores e a ativacdo transcricional (BOURGUET et al 2000). O DBD e LBD estéo
ligados através de um dominio pouco conservado entre os receptores e que fornece
flexibilidade entre esses dominios que é chamada regido da dobradi¢a (Hinge) (KUMAR &
MCEWAN, 2012).

Os NRs podem atuar como homodimeros ou heterodimeros ligando-se a sequéncias
especificas em genes alvos como as regides acentuadoras e promotoras e, deste modo,
recrutar gradualmente co-reguladores transcricionais como 0s co-ativadores, que incluem
modificadores de cromatina: remodeladores de cromatina ATP-dependente, acetilases de

histonas e metil-transferases, e 0s co-repressores que se associam com os NRsem um
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estado néo ligado e recrutam complexos desatilases de histonas para regides promotoras de

genes alvos, reprimindo assim a expressdo génica (CHEN & ROEDER, 2011).

O modo como os receptores nucleares exercem sua funcdo de fator de transcricdo é
dependente do contexto celular e fisiologico, assim também como o tipo de ligante que se
acopla ao LBD. Como descrito por Kumar & McEwan, (2012) em receptores de
horménios esteroidais (ER) a ligacdo com ligantes agonistas ou antagonistas ao LBD
conduz a diferentes mudancas morfolGgicas no receptor o que o torna capaz de exercer
uma funcdo de regulacéo positiva ou negativa sobre um determinado grupo de genes alvos.
Sendo assim sua resposta modulatéria especifica nos diferentes tecidos é também

dependente do contexto genético e fisioldgico no qual se encontra.

Os receptores nucleares estdo envolvidos em diversos processos fisioldgicos e
enfermidades, estando relacionamos, por exemplo, a cardiopatias e problemas de
hipertensdo, visto que os receptores dos proliferadores peroxissomais (PPAR) acoplados ao
seu ligante agem como antagonista da angiotensina Il, desempenhando também uma
funcdo antioxidante por evitar a formacdo de espécies reativas de oxigénio e atuando na
supressdo de genes pro-inflamatérios, o que de modo geral evita lesGes na parede vascular
(SANDOVAL et al, 2009)

Diversas funcdes da fisiologia humana estdo associadas aos NRs, como 0s receptores de
androgénio (AR). O AR atua no controle do ciclo celular, diferenciacdo sexual e mudancas
na puberdade. Porém, mutacGes nestas proteinas podem desencadear malformacoes
sexuais, 0 cancer de prdstata e até o cancer de mama (LILIE et al, 2003).

2.2 CLASSIFICACAO SISTEMATICA DOS RECEPTORES NUCLEARES

Com base na analise filogenética das sequéncias génicas, alinhamento de sequéncia e
construcdo de arvore filogenética, baseada principalmente na conservacdo dos dominios
DBD e LBD a Unido Internacional de Farmacologia Bésica e Clinica propés um sistema de
nomemclatura que subdividiu a superfamilia dos receptores nucleares em seis subfamilias
e 26 grupos, em que 0 nome do gene é dado por um prefixo “NR” seguido de um nimero
que indica a subfamilia, uma letra que indica o grupo e outro nimero que indica 0 gene
especifico (GERMAIN et al 2006; SANDOVAL et al, 2009).
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Além disto os NRs também podem ser agrupados de acordo com suas caracteristicas de
ligacdo ao DNA, e sédo deste modo classificados em trés grupos de acordo com Helsen et
al, (2012). O primeiro grupo é formado por receptores que se ligam ao elemento
responsivo como homodimeros, e neste estdo inclusos os receptores de esterdides tais
como o receptor de estrogeno (ERa & ERP), glicocorticoides (GR), progesterona (PR),
mineralocorticoide (MR) e andrégeno (AR). O segundo é composto por receptores que se
ligam ao elemento de resposta como heterodimeros e que dimerizam com receptores X
retinoides (RXRa, RXRB & RXRy) tais como receptor para vitamina D (VDR) e o0s
receptores dos proliferadores peroxissomais (PPAR). O ultimo grupo € composto por NRs
que se ligam como mondmeros, como o receptor relacionado ao estrogénio (ERR) e o fator
esteroidogénico (SF-1).

2.3 RECEPTORES DO HORMONIO TIREOIDIANO (TR)

Os receptores do horménio tireoidiano estdo disseminados por diversos 6rgdos no corpo
humano e desenvolvem uma vasta gama de funcOes celulares que incluem desde a
diferenciacéo até a proliferacdo celular. O modo como 0s receptores nucleares exercem sua
funcdo de fator de transcricdo é dependente do contexto celular no qual se encontram
(PASCUAL & ARANDA 2013).

Os principais horménios produzidos pela glandula tireoide sdo a L-tiroxina (T4) e L-
triiodotironina (T3), esses por sua vez exercem funcdes fundamentais para homeostase do
organismo participando ativamente da regulacdo de processos metabdlicos. Quando
ligados aos receptores do horménio tireoidiano (TRs), estimulam a expressdo de genes
especificos, ou reprimem a expressdo desses genes pela dissociacdo hormonal do receptor
(GOGLIA et al 1999; SARKAR et al 2013). O mecanismo classico de acdo dos horménios
tireoidianos, ao qual se atribui seus efeitos no desenvolvimento, crescimento e
metabolismo, é dado por meio da ligacdo dos hormdnios tireoidianos aos receptores
nucleares e consequente regulacdo génica. O TR, quando ligado ao T3, muda de
conformacdo tornando-se ativo, reconhecendo e ligando-se como heterodimero com o
RXR (9-cis-retinoic acid receptor), ou até mesmo como homodimero, a sequéncias
especificas de seis nucleotideos chamada de elemento resposta, onde atua na regulacdo da
expressao desse gene (CHEN & YOUNG 2010).
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O hormdnio T3 se associa ao TR numa regido especifica dentro do dominio LBD que €
conhecida como LBC (Ligand Binding Cavity). O processo classico para associagao e
dissociacdo dos ligantes é atraves da alfa hélice 12 que forma uma espécie de “portao”
molecular na entrada do LBC. No entanto existem outras vias supostas para dissociagdo
dos ligantes mostrando que os ligantes podem se desassociar dos receptores de diferentes
maneiras (CUNHA LIMA et al 2009)

Os receptores do horménio tireoidiano (TR) atuam numa série de fungdes durante
desenvolvimento dos eucariontes e suas sequéncias de aminoacidos sdo bastante
conservadas em diferentes grupos de organismo tais como anfibios, mamiferos, peixes e
aves (GRIMALDI et al, 2012). Os receptores sao transcritos a partir dos genes THRA e
THRB em dois subtipos a e B respectivamente ¢ podem ser produzidas multiplas isoformas
proteicas, como as TRal, TRa2, TRB1 TRB2 que apresentam ampla distribuigdo pelos
tecidos ¢ o TRPB2 que ¢ predominantemente encontrado no eixo hipotalamo-pituitaria
regulando a transcricdo das subunidades do TSH (thyroid stimulating hormone) (BASSET
et al 2003). Eles atuam de forma bastante heterogénea, dependente do contexto celular no
qual sdo expressos, podendo ativar grupos génicos especificos através do recrutamento de
complexos co-regulatdrios, histonas acetilases e proteinas para interagdo com a RNApol 11,
ou de modo a reprimir a expressdo destes genes pela ligacdo com complexos co-
repressores como desacetilases de histonas (CHEN & ROEDER, 2011; PASCUAL &
ARANDA, 2013).

Apesar de seu modo de acdo classico, ligante-dependente ou “holo”, 0s quais ja sdo bem
descritos na literatura, existem evidéncias que mostram um papel desses receptores na sua
forma sem ligante, ou “apo”, no qual exercem um papel repressor da expressdo génica
através da ligacdo com co-repressores e possivelmente atuando no eixo tireoidiano (TR-
hipotalamo-hipdfise) e do desenvolvimento (BERNAL & MORTE 2013).

Além da cléssica acdo dos horménios através dos receptores nucelares, é sabido que estes
possuem uma segunda via para exercer seus efeitos, ao qual é denominada via ndo classica
ou ndo genbmica. Nessa via sdo observados efeitos sobre compartimentos celulares
especificos como as mitocéndrias, onde os horménios tireoidianos afetam a taxa de
transcricdo do mtDNA, aumentando a expressdo de proteinas que possuem fungdo no

metabolismo oxidativo e na regulacdo da temperatura corporal (BASSET et al 2003).
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O TR também esta associado a algumas doencas como a sindrome de resisténcia ao
hormonio tireoidiano causadas por mutagdes no gene do TRP. Todas as mutagdes descritas
no TRP causam diminui¢do da afinidade ou impedem a ligagdo do receptor ao ligante
(hormonio), sendo que 85% dos casos da sindrome estdo ligados a mutagdes no TR, (com
hotspots no dominio de ligagdo ao ligante LBD), e curiosamente apresentando uma ampla
gama de fenotipos tecido-especificos que acredita-se ser devido a heterogeneidade de
expressdo das isoformas do TR em cada tecido, bem como seus diferentes niveis de
expressdao, além de interacdo com outros fatores tais como co-reguladores (ISIK et al
2013). O padréo de heranca da sindrome € autossdbmico dominante, com o TR mutante
exercendo um efeito dominante negativo, no qual apresenta capacidade de homodimerizar
com o TRP ndo mutado gerando competi¢ao de ligacdo, ou heterodimerizar com o receptor

parceiro RXR causando bloqueio de ligacdo do TR ndo mutado ao elemento de resposta
(CARVALHO & RAMOS 2003).

2.4 PRODUTOS NATURAIS NA DESCOBERTA DE NOVOS FARMACOS EM
RECEPTORES NUCLEARES

Produtos naturais apresentam grande importancia na prevencdo e no tratamento de
doencas. Eles estdo associados com a humanidade desde os tempos mais primordios, sendo
0s extratos brutos e semipuros de plantas, animais e microrganismos as unicas alternativas
para o tratamento de doencas antes do seéculo 20 (LAHLOU 2013). Em 1897, Arthur
Eichengriin e Felix Hoffmann, criaram a primeira droga sintética, a aspirina. Esta droga é
derivada de um produto natural, o &cido salicilico, um ingrediente analgésico de ervas
medicinais. Pouco tempo depois, em 1928, seguiu-se a descoberta da penicilina por
Alexander Fleming (SCHMIDT et al 2008). Segundo Rates e colaboradores (2001), cerca
de 11% das drogas consideradas basicas e essenciais pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) sdo exclusivamente originadas de plantas, e uma parte significativa sdo drogas
sintéticas obtidas de precursores naturais. Aliado a isso, entre 50 % e 60% das novas
drogas na area do tratamento do cancer e 75% na area de doencas infecciosas sdo
originadas diretamente de produtos naturais ou derivados de tais produtos (GULLO et al
2006;SCHMIDT et al 2008). Mesmo com o grande potencial para producdo de novos
farmacos provenientes de origem natural, seja pela descoberta de estruturas quimicas ou

pela utilizacdo de estruturas j& conhecidas para modificacdo, 0 uso dessa rica informacao
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bioldgica ainda é negligenciada e pouco explorada. Das 250 a 500 mil espécies estimadas
de plantas, apenas uma pequena parcela desse grupo foi investigada farmacologicamente
(RATES 2001).

Estima-se que cerca de 10 mil plantas estdo registradas na literatura para usos medicinais,
representando uma pequena porcentagem do total sugerido de plantas no planeta, o que
evidencia a quantidade de informacdes bioldgicas negligenciadas (MCCHESNEY et al
2007). Somente no nordeste do Brasil sdo descritas 483 plantas com potencial para
descoberta de novas moléculas (AGRA et al 2007). Apesar disso 0 campo da pesquisa
sobre ligantes naturais para receptores nucleares esta apenas comecando a ganhar espago, e
algumas substancias extraidas de plantas tem sido descritas pela literatura, principalmente

para receptores dos horménios esteroidais.

A gulggulsterona, por exemplo, é uma substancia da planta Commiphora mukul Engl.,
usada para tratar uma variedade de doencas humanas associadas ao metabolismo de
lipideos, tais como obesidade e dislipidemia, sendo sua ac¢ao sugerida como moduladora da
atividade de receptores Farnesdides (FXR). Além disso, extratos desta planta tém
demonstrado grande afinidade de ligagdo a receptores de androgeno (BURRIS et al.,
2005).

Na area de fitoandrogenos, apesar do estudo ndo ser tdo amplo quanto o de fitoestrdgenos,
algumas espécies brasileiras ja demonstraram potencial androgénico em seus extratos,
como é o caso da aroeira (QUEIRES et al, 2006). Também a Cordia multispicata, planta
encontrada no Brasil teve a estrutura de seus triterpenos determinada por ressonancia
magnética nuclear, como parte do programa de estudos sobre plantas com potencial anti-
androgénico de um grupo de pesquisadores da Universidade Prefectural de Hiroshima
(KUROYANGI et al 2001).

Outras plantas vém sendo encontradas com propriedades moduladoras da atividade do AR.
E o caso do extrato etandlico de Eucommia ulmoides Oliv., uma planta presente na China
que possui compostos capazes de modular a expressdo génica do AR, assim também como
do ER. Este extrato possui ainda uma caracteristica incomum. Quando os receptores estao
em niveis de saturacdo pelo ligante enddgeno Diidrotestosterona (DHT), a associacdo deste
receptor saturado com extrato consegue aumentar ainda mais a atividade transcricional do
AR, para além dos niveis alcancados somente pelo receptor ligado a DHT (ONG e TAN,

2007). A Wedelia chinensis (Osbeck) Merr. uma planta comumente usada na Tailandia
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para fins anti-inflamatdrios, possui quatro fito-compostos (indole-3-carboxylaldehyde,
wedelolactona, luteolina e apigenin), que foram obtidos a partir de extrato vegetal. Estes
compostos mostraram capacidade de inibir o crescimento de células tumorais da proéstata,
suprimindo a resposta do AR de ativacdo do gene do PSA (Prostate-Specific Antigen).
Além disto, esta capacidade de inibicéo € intensificada quando os compostos sdo utilizados
de modo sinérgico, quando comparado a capacidade inibitéria dos compostos
individualmente. Este estudo mostra que 0s extratos vegetais, por possuem uma ampla
gama de fito-compostos, podem ser um grande aliado no tratamento de cancer (LIN et al.,
2007).

Em pesquisa etnobotanica sobre espécies de plantas tradicionalmente usadas pela
populacéo de Salvador (BA) para tratar doencas relacionadas a tireoide, foi observado que
dentre as 31 espécies de plantas citadas na investigacdo cerca de 50% possuem alguma
atividade terapéutica e principios ativos confirmados em literatura (CUNHA LIMA et al,
2008).

Os fitoterdpicos estdo em lugar de prestigio atualmente, especialmente em paises em
desenvolvimento onde o servico médico moderno é pouco acessivel e o conhecimento
tradicional, das populacdes indigenas, por exemplo, representa uma grande fonte de
conhecimento para descoberta de novos agentes terapéuticos (AGRA et al 2007). O Brasil
possui uma conhecida biodiversidade da flora e, associado a isso, um conhecimento
popular amplo na area de plantas medicinais devido ao intenso uso pela populagdo. Apesar
disso, 0 nosso pais corre o risco de tornar-se importador de matérias primas e reprodutor de
formulacdes fitoterdpicas devido a falta de conhecimento cientifico sobre as nossas
espécies (SIMOES e SCHENKEL, 2002). Assim sendo, 0 pais tem grande potencial para
descoberta de fitoligantes que poderdo atuar como agonistas ou antagonistas de receptores
nucleares, sendo importantes alvos farmacoldgicos. Além da falta de conhecimento, a
defasagem no mecanismo de patenteamento acarreta em perda da propriedade intelectual

sobre as espécies de uso medicinal e de importancia comercial no Brasil.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Avaliar atividade de extratos vegetais como moduladores do receptor de hormdnio

tireoidiano.

3.2 ESPECIFICOS

a) Obtencdo de extratos metandlicos e hexanicos de plantas indicadas em estudo

etnobotanico.

b) Avaliacdo da atividade moduladora de quatro extratos Abarema cochliocorpus (Gomes)
Barneby & J.W.Grimes; Cajanus cajan (L.) Nillsp; Borreria verticillata (L.) G. Mey e

Stillingia saxatilis Mull.Arg. sobre o receptor do horménio tireoidiano.

c) Otimizacdo da técnica de transfeccdo para identificacdo de fitoligantes
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1. Introducéo

Os receptores nucleares (NR) sdo proteinas que formam uma superfamilia de fatores de
transcricao eucaridticos que tem sua funcdo dependente de ligantes e sdo evolutivamente
correlacionados (Pawlak et al., 2012). Estes ativadores transcricionais desempenham um
importante papel na sinalizacdo celular através da transdugdo de sinais nas respostas
bioldgicas e na atividade regulatdria da expressao de genes alvos especificos. Esta funcédo é
realizada através do recrutamento de complexos co-regultérios em sitios especificos do
genoma em resposta a ligacdo de pequenas moléculas tais como horménios esteroides e
tireoidianos, &cido retindico, vitamina D, acidos graxos e eicosanoides (Edwards 2000;
Helsen, et al., 2012). Os receptores nucleares exibem estrutura molecular composta por
uma regido amino terminal NTD com comprimento e sequéncia de aminoacido variavel de
receptor para receptor; um dominio de ligagdo ao DNA (DBD) que é a regido Signature
destes fatores transcricionais, bastante conservada entre os diferentes tipos de receptores,
evidenciado o importante papel biolégico deste dominio; um dominio de ligacdo ao ligante
LBD (do inglés ligand-binding domain) que se liga as moléculas sinalizadoras especificas
de cada receptor e uma regido de dobradica que liga 0 DBD ao LBD, chamado de
dobradica ou dominio (H) hinge (Clinckemalie et al., 2012; Helsen et al., 2012). Os
principais ligantes para o receptor do hormonio tireoidiano (TR) sdo hormonios produzidos
pela glandula tireoide a L-tiroxina (T4) e L-triiodotironina (T3). Estes hormoénios exercem
funcBes fundamentais para homeostase do organismo, participando da regulacdo de
processos metabolicos através da ligacdo ao TR e do consequente controle da expressao de
genes especificos, ou repressao da expressao desses genes (Goglia et al., 1999; Sarkar et
al., 2013). Receptores do horménio tireoidiano estdo disseminados por diversos 6rgaos no
corpo humano e desenvolvem uma vasta gama de funcdes que, a nivel celular, vai desde
diferenciacéo até a proliferagdo. O modo como o0s receptores nucleares exercem sua funcao
de fator de transcricdo é dependente do contexto celular no qual se encontram (Pascual e
Aranda 2013). Mutacgdes no DNA desses receptores, ou 0 mal funcionamento causado por
outros fatores que o regulam, desestabilizam o controle dos genes alvo destes receptores, e
constituem a base para diversas patologias (Deroo e Korach 2006; Haider et al., 2000;
Semple et al., 2006). Desta forma os NR s&o alvos terapéuticos por serem regulados por
ligantes que podem ser substituidos por farmacos agonistas e antagonistas similares as
moléculas enddgenas (Sladek 2003). A descoberta de ligantes vegetais que controlem a

ativacdo génica de receptores nucleares positivamente e negativamente € promissora  no
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Brasil devido a diversidade da flora e do conhecimento popular no uso de plantas
medicinais. Neste estudo verificamos a capacidade de extratos vegetais provenientes de

plantas indicadas por estudos etnobotanicos em ativar o receptor do hormdnio tireoidiano.

2. Materias e métodos

2.1 Prospeccao de amostra

As plantas selecionadas para extracdo foram indicadas por estudo etnoboténico prévio
(Cunha Lima et al, 2008, 2012) na comunidade indigena Patax6 do Sul da Bahia (BA); por
comerciantes de plantas medicinais da cidade de Salvador - BA (Feira de S&o Joaquim e de
Sete Portas) e por pacientes dos Ambulatérios de Tireoide e de Diabetes, do Complexo
Hospitalar Professor Edgard Santos (HUPES), na Universidade Federal da Bahia. A partir
destes estudos, foram listadas 31 plantas tradicionalmente utilizadas no tratamento de
Diabetes mellitus tipo 2, doencas da tireoide, obesidade e cardiopatias, que sdo doencas
associadas as vias de regulacdo controladas pelo receptor do horménio tireoidiano (TR).
Destas 31, 22 foram coletadas e classificadas com dep6sito do numero de espécie
testemunha, ou vouch number. Outro extrato utilizado nesta analise foi a planta

~

vulgarmente conhecida como “incha culhdo” (Stillingia saxatilis Mull.Arg), cedida pelo
Laboratério de Pesquisa em Matéria Médica, do Departamento do Medicamento da Faculdade de
Farmacia (UFBA).

2.2 Extrato hexanico

As plantas foram desidratadas em estufa a 50°C, trituradas em moinho e entdo tratadas com
trés banhos de hexano, com duracdo de oito dias cada, para retirada de substancias apolares
do extrato. Esse solvente da extracdo foi entdo rotaevaporado para recuperar e concentrar
substancias apolares extraidas. Apos a rotaevaporacdo completa do solvente, gerou-se o
extrato hexanico, o qual foi armazenado a 4C°. Apds trés extracdes, o residuo do material

vegetal, denominado “torta”.
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2.2.1 Extrato Metanolico

Apos extracBes hexanicas, o residuo do material vegetal, denominado “torta”, seguiu para
extracdo da parte polar do material vegetal, utilizando o metanol como solvente de
extracdo. Foram realizados trés banhos de metanol, com duracdo de oito dias cada e ao
final de cada banho, o metanol foi rotaevaporado para concentracdo das substéncias
solubilizadas, e a “torta” metandlica obtida do extrato foi deixada em temperatura
ambiente para evaporacdo completa, seguindo armazenamento a 4°C. Ao final do
processamento foram feitas solu¢des “mae” de cada extragdo metandlica dos vegetais,
solubilizando em dimetil sulféxido (DMSO), o qual foi usado como veiculo, em

concentragdes finais de 40.000 ug/mL.

2.1.2 Transformacao e purificacdo

Bactérias DH5a foram transformadas separadamente com trés tipos de plasmideo CMV
(PGK1; TRP ERP) na concentragdo de Ing, e cada plasmideo contendo um gene
especifico. Um plasmideo PGK1 contendo o gene da luciferase, outro contendo a
sequéncia do TR, e um terceiro com a sequéncia do ER. Bactérias e plasmideos foram
incubados por trinta minutos no gelo, sujeitos a choque térmico por 1 minuto a 42° C,
seguido de 2 minutos no gelo. Posteriormente foram adicionadas a 250 ul de meio S.0.C
(Invitrogen), incubados por uma hora e meia, a 37° C e agitados a 180 RPMs. Seguido o
tempo de incubacédo o meio foi centrifugado, o pellet de bactérias ressuspenso em 50 ul de
S.0.C e plaqueado em placas de Petri com meio LB s6lido contendo ampicilina
(100ug/ml) por 12hs. Uma col6nia foi coletada e crescida em 500 ml de meio LB liquido,
contendo ampiciilina (100ug/ml) por 12 hs. Em seguida o meio foi centrifugado e o0s
plasmideos foram purificados conforme protocolo estabelecido por kit Qiagen plasmid
Maxi kit

AmpR AmpR

pCMV

N o™ Q™

Fig 1. Desenho esquematico dos plasmideos pCMV usados em experimento. Ambos os plasmideos, um
com o gene do TRP o outro contendo o gene para luciferase, continham também genes de resisténcia
para o antibidtico penicilina.
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2.3 Cultivo de células HEK e HelLa

Células renais embrionarias humanas HEK 292 e células de cancer cervical humano Hela
foram cultivadas em meio Dulbecco’'s Modified Eagle Medium (DMEM) (GIBCO) pH
7,2 suplementado com 1,7g de bicarbonato de sodio, 5 ml de penicilina/estreptomicina
5,000 U/ml (GIBCO),1 ml de fungizone (GIBCO), HEPES 10 mM contendo 10% de soro
fetal bovino (SFB), filtrado em millipore 0,2 uM.

2.4 Ensaio do gene reporter

Para avaliacdo da expressdo dos genes regulados pelos receptores mediante modulacéo
com extratos vegetais foi utilizado o ensaio do gene repdrter, que se baseia na emissdo de
luz pela atividade enzimatica da luciferase, cujo gene foi inserido na sequéncia do
elemento responsivo dos plasmideos citados abaixo, utilizando como controle positivo o
receptor TR na presenca de T3 sintético (Sigma-Aldrich) ou o ER na presencga de 17 f-
Estradiol (Sigma-Adrich).

2.5 Transfec¢do transiente
2.5.1 Transfeccdo célcio fosfato

Células HEK foram transfectadas usando o método transfeccao pelo calcio fosfato (Jordan
et al., 1996). Inicialmente foram cultivadas em placas de 10 mm até atingir uma
confluéncia de 60%. O meio foi aspirado e as células tripsinizadas com 1ml de tripsina por
3 minutos. O dobro do volume de meio DMEM foi adicionado, e entdo centrifugou-se por
5 minutos, a 1000 RPM. O pellet foi ressuspenso em 1 ml de meio e distribuido em placas
de doze pocos contendo 1 ml de meio em cada pogo, e as células deixadas para crescer
overnight 37°C. Uma hora antes da transfeccdo o meio de cultura foi trocado por meio
DMEM sem soro fetal bovino (SFB). 24 ug de DNA plasmidial total (12 ug de PGK1 e 12
ug de TRP 1ug de cada plasmideo por poco) foram adicionadas a 76,25 ul de solucdo de
CaCl2 [2M] e o volume final completado com &gua ultra pura para 625 ul. Essa solucéo foi
entdo adicionada a 625 ul de HEPES (1,6g NaCl, 0,021g de Na2HPO4 e 1,3g de HEPES
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em 100 ml em pH final de 7,0) com borbulhamento por pipetagem, e deixada por 15
minutos em temperatura ambiente. 100 ul da solucdo final foi ent&o adicionada a cada pogo
(da placa de doze) gotejando cuidadosamente a solugdo. As células foram entdo incubadas
em estufa a 37° C durante um periodo de duas horas. Apds o tempo decorrido, 0 meio de
transfeccdo foi retirado, as células lavadas 2x com PBS e meio DMEM com SFB foi entdo

reposto.
2.5.2 Transfeccao por eletroporacédo

As células HelLa foram transfectadas pelo método de eletroporacdo (Neumann et al., 1982).
Elas foram cultivadas em placas de 10 mm até confluéncia de 70%. O meio foi aspirado, as
células lavadas com tampéo fosfato salino (PBS) e tripsinazadas com 2 ml de tripsina, por
5 minutos. As células foram ressuspensas em 8 ml de meio DMEM e contadas em camara
de Neubauer e. Um volume contendo 5x 10° células foi centrifugado por 5 minutos a 1000
rpm e o pellet celular ressuspenso em 0,5 ml de tampéo de eletroporacdo (500 ml PBS
adicionado 0.1 g/L CaCl, 0.1 g/L MgCl2.6H20, 0.2 g/L KCI, 0.2 g/L KH2POg4, 8.0 g/L
NaCl, 2.16 g/L Na;HPO4.7H,0) 5 ml contendo 10% Glucose (50 ul) Transferiu-se as
células para uma cuveta e estas foram eletroporadas a 960 nFd (max voltage) e 0.25 kV. O

material eletroporado foi transferido para tubos Falcon contendo 11,5 ml de meio DMEM.

2.6 Andlise estatistica

Para avaliar diferencas estatisticas entre os dados obtidos foi realizado teste de Wilcoxon
com valores de significancia de p<0,05.

O numero amostral foi de trés, sendo entdo avaliacdes ndo paramétricas, como teste de
amostras pareadas. A expressdo grafica foi realizada com média, desvio padrdo e valores

dados como conversdo em percentual em relacdo ao controle positivo.
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2 Resultados

Das 31 plantas indicadas previamente em estudos etnobotanicos, foram depositadas no
Herbario Alexandre Leal Costa (ALCB) da Universidade Federal da Bahia (UFBA)
obtendo assim o numero de espécie testemunha, ou voucher number, de acordo com a
tabela 1.

Os ensaios de triagem (obtidos anteriormente) para testar a capacidade modulatéria dos
extratos sobre genes controlados pelo receptor do horménio de estrégeno foram feitos com
células da linhagem Hela, transfectadas por eletroporacdo com receptor do horménio de
estrogeno (ER). A triagem inicial mostrou que dos extratos etandlicos a 70% das 22
plantas testadas, trés (5, 19 e 21) apresentaram um indice de ativacdo na faixa dos 50%,
quando comparado ao controle positivo sintético, o 17 B-Estradiol. O extrato etandlico
(70%) de Cajanus cajan (L.) Millsp (5) mostrou ativacdo de 54,4% quando comparado ao
controle positivo. A Abarema cochliocorpos (19) mostrou ativacdo de 48,5% e Borreria
verticillata (L.) G. Mey (21) apresentou 59,5% de ativagédo comparada ao controle positivo
(Figura 1).

Nome vernacular Espécie Familia NUmero da espécie testemunha

1 Insulina N.C N.C N.C

2 Jameléo Eugeniatuniflora Myrtaceae 76156
3 Picédo com raiz N.C N.C N.C
4 Guine N.C N.C N.C

5 Feijdo-andu Cajanus cajan Fabaceae 76098

(L.) Mmill
6 Alecrim do Rosmarinus Lamiaceae 76128
reino officinalis L.

7 Cacutinga N.C N.C N.C

8 Sabugueiro Sambucus Caprifoliaceae 76145

australis Cham.

9 Seni N.C N.C N.C



10 Goiabeira
11 Folha-santa
12 Carqueija
13 Quina-quina
14 Folha de
canela

15 Carrapixo

16 Levante

17 Alfavaca

18 Trancagem

19 Barbatiméao

20 Murici

21 Tiririca de
babado

22 Canela

N.C

N.C

N.C

N.C

N.C

N.C

Alpinia nutans
Roscoe

Peperomia
pellucida (DC.)
H.B.K.

N.C

Abarema
cochliacarpos
(Gomes)
Barneby &
J.W.Grimes

Byrsonima
sericea DC.

Borreria
verticillata (L.)
G. Mey

Cinnamomum
zeylanicum
Blume

N.C
N.C
N.C
N.C
N.C
N.C

Zingiberaceae

Piperaceae

N.C

Fabaceae

Malpighiaceae

Rubiaceae

Lauraceae

N.C

N.C

N.C

N.C

N.C

N.C

76123

78145

N.C

76158

78150

76113

76099
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Tabl. Lista das 22 plantas indicadas por estudo etnobotanico, em questionarios preenchidos por
pacientes do ambulatério médico do hospital universitario da Universidade Federal da Bahia (HUPES-
UFBA) e com vendedores de plantas medicinais em Salvador-Bahia. Todas as plantas foram coletadas
com flores para serem classificadas e depositadas em herbéario para obtencdo do nimero da espécie

testemunha. N.C (Nao classificada)
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Triagem do extrato de plantas na ativagdo do ER
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Figl. Triagem da ativagdo do ER por 22 extratos etandlicos a 70%, proveniente de plantas indicadas por
estudo etnoboténico. Do total das 22 plantas, trés apresentaram ativagdo proxima a metade (50%) da ativacdo
maxima do ER quando modulado pelo ligante end6geno sintético (E2 17B-Estradiol). Dados séo exibidos em
porcentagem do controle positivo (17p-Estradiol) com mediana e desvio padrdo. n=3.

Para testes iniciais e padronizacdo da técnica de transfeccdo para o receptor do horménio
tireoidiano, foi realizada corrida eletroforética em gel de agarose 0.8% com 30 pg de DNA
plasmidial de cada gene (TR PGK1) que mostrou integridade fisica dos plasmideos, como
observado na figura 2, ndo havendo também contaminagfes por proteinas, constatado pela

razdo da absorcdo em 260/280 nm que resultou em 1.86 para ambos os plasmideos.
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Fig 2. Gel de agarose 0.8% mostrando bandas integras dos DNA’s plasmidiais com controle DNA plasmidial
ladder de 1 kb
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Fig 3. Ceélulas HeLa marcadas positivamente para GFP, indicando células transfectadas com sucesso e
expressando a proteina verde fluorescente.

As celulas apresentaram diferencas na eficiéncia de transfeccdo em relagdo a técnica
adotada. Inicialmente foram feitos testes de transfec¢do com plasmideos pEGFP contendo
0 gene para proteina verde fluorescente (GFP), no qual a transfeccdo foi avaliada
qualitativamente como positiva ou negativa de acordo com a visualizacdo de células
transfectadas (verde fluorescente) em microscopia de fluorescéncia. Na figura 3 € mostrada
apenas células Hela, as quais ap0s transfeccao pela técnica de eletroporagédo apresentaram
marcacdao positiva para a GFP, indicando transfeccdo eficiente. Células HEK foram
submetidas ao mesmo procedimento de transfec¢do adotado para células HelLa, porém néo

houveram transfec¢6es positivas eficientes, dentro dos parametros adotados.

Utilizando a técnica de transfec¢do pelo célcio fosfato, ambas as linhagens celulares
apresentaram transfeccdo positiva. Com cinco horas e meia de exposicdo ao tampao de
calcio fosfato as células da linhagem HEK apresentaram-se GFP positivas, com
fluorescéncia acentuada indicando que as células conseguiram incorporam os plasmideos e
expressaram a proteina, porém sob esse tempo de exposic¢do ao tampao de calcio fosfato as
células nao resistem e morrem, o que pode ser percebido pela morfologia arredondada das
células associado ao fato das células estarem soltas da placa, o que pode ser observado na
figura 4. A mesma técnica ndo conseguiu uma eficiéncia para células HelLa tdo boa quando

comparadas as células HEK, o que pode ser observado pela intensidade de luminescéncia.



Fig 4. A e B células HEK com cinco horas e meia de exposi¢do ao tampédo de calcio fosfato, mostrando
marcacdo positiva para GFP, indicando células transfectadas com sucesso e expressando a proteina verde
fluorescente, porém mortas. Fig 3, C e D células HeLa com cinco horas e meia de exposi¢do ao tampéo de
calcio fosfato, mostrando marcacao positiva para GFP, com células viaveis.

Espécie Extrato Extrato
Planta testemunha Parte usada  Massa inicial hexanico  metandlico
Cajanus cajan (L.)
Nillsp 0,187% 2,4%
76098 Folha 1,2 kg (2,2489) (28,7719g)
Borreria verticilata
(L.) G. Mey 1,2405% 3,3909%
76113 Folha 1 kg (12,408g)  (33,90999)
Abarema
cochilocarpos
(Gomes) Barneby & 0,2141% 4,19%
J.W. Grimes 76158 Casca 2 kg (4,282g)  (83,8537Q)

Tab 2. Rendimento dos extratos metandlicos e hexanico de plantas. As plantas e partes utilizadas foram
indicadas por estudo etnoboténico. Extratos metanélico a 70% dessas plantas apresentaram ativacdo proxima

aos 50% do controle positivo 100% (17-p Estradiol) em triagem para ativagdo do receptor do horménio de
estrogeno (ER).
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Para testarmos a ativacdo do TR, o extrato das trés plantas com resultado positivo proximo
aos 50% da ativagdo do 17B-Estradiol para ER foram utilizadas, além do extrato
metandlico ja pronto de Stillingia saxatilis Mull.Arg cedida pela faculdade de farméacia. As
plantas sujeitas a extracdo hexanica e metanolica foram a Abarema cochliocarpos (Gomes)
Barneby & J.W.Grimes; Borreria verticillata (L.) G. Mey. e Cajanus cajan (L.) Nillsp,
vulgarmente conhecidas como Barbatimdo, Tiririca de Babado e Feijdo Guandu,
respectivamente. O rendimento dos extratos vegetais foi diferente, conforme mostrado na
tabela 2.

A Abarema cochliocorpus (Gomes) Barneby & J.W.Grimes foi extraida a partir de uma
massa de 2 Kg, com rendimento da parte metandlica de 4,19% (83,85 g) e da parte
hexénica de 0,21% (4,2 g); Borreria verticillata (L.) G. Mey teve um rendimento total de
3,39 % (33,9g) para o0 extrato metandlico e de 1,24 % (12,4g) para o0 hexanico a partir de
uma massa total de 1 kg. Cajanus cajan (L.) Nillsp teve um rendimento total de 2,4 %
(28,79) para o extrato metanolico e de 0,187 % para o extrato hexanico (2,2g) a partir de

uma massa total de um quilo e duzentas gramas. 1.2Kg.

Triagem do extrato de plantas na ativagdo do TR3
150+

| T T
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Cajanus cagars (L.) Nillsp  Stillingic secatifis Naall Avg.  Abarerma cochliocorpus Borreria vervicillata (L)
{Gomes) Barneby & G . NMey
JW.Grimes

Fig 5. Ativacdo do TR por quatro extratos vegetais metandlicos. Plantas foram selecionadas a partir de dados
prévios dos extratos na ativagdo do receptor do horménio de estrégeno. Dados sdo exibidos em porcentagem
do controle positivo (100%) do T3 com mediana e desvio padrdo. n=3. ** valores significativos com p <
0,01 * valores significativos com p < 0,05.
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Os extratos apresentaram ampla variagdo de ativagdo do TRP mediante modulagdo. O
extrato metanolico de Cajanus cajan (L.) Millsp (feijdo-guandu) apresentou uma ativacao
de 59,9 % no tratamento com concentragdo de 50 ug/ml. O mesmo extrato em
concentracdo de 100 ug/ml apresentou média de 17,4 % de ativacao do receptor tireoidiano

quando comparado ao controle positivo de T3 sintético como mostrado na figura 5.

O extrato metanolico proveniente de Stillingia saxatilis Mill.Arg. apresentou ativacdo de
64,4 % em concentracdo de 50 ug/ml e 64% a 100 ug/ml quando em comparacdo ao
controle positivo como mostrado na figura 2B. O extrato metandlico de Borreria
verticillata (L.) G. Mey a 50 ug/ml apresentou atividade de 30, 8 % quando comparado
com o controle positivo e 14,9 % a 100 ug/ml como mostrado na figura 3A. O extrato
metandlico de Abarema cochliocorpus apresentou uma ativacdo média de 23, 3 % a 50
ug/ml e 7,1 % em tratamento com concentracdo de 100 ug/ml como observado na figura
3B.

4 Discussao

Todos os plasmideos utilizados para 0s ensaios de transfec¢do estavam dentro de limites de
qualidades estabelecidos como razéo da absor¢do em 280/260, em absorbéncia que indicou
auséncia de contaminacdo por proteinas. Isso foi confirmado pela, da integridade das
bandas no gel, o que mostra ndo ter ocorrido danos maiores estruturais no DNA (Akerman
& Cole 2002; Azqueta & Collins 2013).

As células Hela, através da técnica de eletroporacdo foram capazes de incorporar 0s
plasmideos GFP expressando a proteina verde fluorescente, que pode ser constatado por
imagens de microscopia de fluorescéncia. As células HEK, pelo contrario, n&o
conseguiram expressar GFP pela eletroporacéo, o que possivelmente pode ter ocorrido pela
mortalidade celular devido metodologia de transfeccdo pela eletroporacdo (Katryn et al,
1993; Zhao et al, 2006)

A transfeccdo pelo célcio fosfato foi bem sucedida, com as duas linhagens de células.
expressando a proteina GFP. Apesar disso, na exposi¢cdo de cinco horas e meia ao tampao
do célcio fosfato, testada inicialmente, as células HEK apresentaram expressao acentuada,
porém com morfologia arredondada e soltas do fundo da placa de cultura, indicando que

apesar da expressao, as células estavam mortas. Para contornar isso foram feitas alteracdes
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no tempo de exposicdo das células HEK ao tampao calcio fosfato, baseando em parametros
de concentracdo do calcio e do minimo tempo de exposicdo necessaria para se ter
transfeccdo com expressdo proteica, sem morte celular (Jordan et al., 1996). Essa
padronizacdo resultou em um tempo 6timo de duas horas de exposi¢cdo no tampéo célcio
fosfato para células HEK, onde foi alcancado parametros funcionais de transfeccéo,
expressdo de proteina e sobrevivéncia celular. Visto isso, todos os resultados e a
metodologia padronizada para testar moduladores vegetais de NR resultou no depoésito de
Patente de Invencdo “Analogos Vegetais de Hormodnios Tireoidianos” (BR 102014
018934-3) no Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI).

O estudo etnobotanico o qual forneceu a lista de plantas iniciais para este estudo foi
elaborado no intuito de encontrar analogos do hormdnio tireoidiano, ou de moléculas que
modulem o seu receptor. Embora essas plantas tenham sido relacionadas a doencas
tireoide, e possivelmente conter moléculas moduladoras do TR, algumas  delas
conseguiram ativacdes medianas do ER. Esse resultado corrobora com estudos que
demonstram a existéncia de um crosslink entre ligantes de diferentes receptores (Ong e
Tan, 2007; Fujimoto et al., 2004). O receptor do hormonio tireoidiano ja mostrou ser
ativado por ligantes do receptor de estrogeno, e vice-versa (Fujimoto et al., 2004). Isto
explica porque extratos que foram inicialmente indicados para doengas relacionadas a
regulacdo do TR conseguiram ativar os genes através do ER, e confirma a hipotese inicial
de que isso poderia acontecer, quando escolhemos os extratos com resultado positivo em
ER para serem testados com o TR. Isso mostra que o processo de crosslink na ativagdo dos
receptores é bastante possivel e que estudos etnobotanicos podem auxiliar indicando

plantas candidatas conter ligantes ou moléculas moduladoras de receptores nucleares.

Produtos de origem natural, sejam eles microbianos, animais ou vegetais representam uma
fonte quase inesgotavel de estruturas moleculares que podem ser Uteis para fins
terapéuticos, ou como modelo para desenho quimico de novas moléculas. No0ssos
resultados pretendem dar uma contribuicdo para o vasto conhecimento sobre o uso de
plantas no tratamento de doencas através da regulacdo dos receptores nucleares.
Ressaltamos também a importancia fundamental da conservacdo da biodiversidade para
manutencdo da vida através da descoberta de novos fitofA&rmacos e tratamentos para

doengas ainda sem cura.

A biodiversidade do Brasil, e 0 conhecimento tradicional do uso das plantas medicinais,
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aumentam a chance de encontrarmos tais ligantes, com base em levantamentos na
comunidade. Nesse sentindo ligantes vegetais de plantas indicadas em estudos
etnobotanicos apresentaram uma abordagem alternativa promissora para encontrarmos

moduladores genéticos de origem natural.

Os resultados gerados neste trabalho sdo de extrema importancia e relevancia dentro da
linha de pesquisa com produtos naturais e receptores nucleares, pois € a primeira vez na
literatura que se descreve um produto de origem natural modulador do receptor do

hormonio tireoidiano.
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ANALOGOS VEGETAIS DE HORMONIO TIREOIDIANO

CAMPO DA INVENCAO

A presente Patente de Invencdo (PI) é resultado do uso de ferramentas da
biologia molecular e da farmacogendmica para testar a atividade de extratos vegetais
como analogos agonistas do receptor do hormdnio tireoidiano. O receptor de
horménio tireoidiano (TR) faz parte de uma superfamilia de receptores intracelulares

e sdo fatores de transcri¢do estando associados ao controle da atividade de diferentes

10 genes e patologias, como a resisténcia hormonal, hipertireoidismo, hipotireoidismo,

diabetes e obesidade. A atividade transcricional do receptor do TR pode ser
modulada positivamente ou negativamente de acordo com seus ligantes. Ligantes
moduladores dos receptores, tanto sintéticos quanto naturais, tém sido estudados e

alguns deles foram elaborados a partir de plantas utilizadas como fitofarmacos ou

15 alimento humano e animal. Apdés testar o extrato de especies brasileiras, selecionadas

20

previamente a partir de levantamento etnobotanico com a populagédo de Salvador-BA
(CUNHA LIMA, 2008), foram descobertas, por transfecgéo transiente, duas plantas
com capacidade de modular positivamente a atividade do receptor do hormdnio
tireoidiano: Cajanus sp (feijdo-andu ou feijao-guandd); e Stillingia saxatilis

Mull.Arg em células humanas (HEK).

EUNDAMENTOS DA INVENCAQ

Os receptores nucleares (RN) séo proteinas que desenvolvem um papel

fundamental na expressdo génica atuando como fatores de transcricdo mediante

25 ligacdo com diversas moléculas ligantes, atuando em diversos aspectos da

sinalizacdo celular e fisiologia humana. Essas proteinas compartilham dominios
estruturais que sdo funcionalmente e estruturalmente relacionados, como os dominios
de ligacdo ao DNA (DBD) que sdo altamente conservados entre os diferentes

receptores, o dominio de ligagdo ao ligante (LBD), além de outras regifes de

30 sequéncias de aminoacidos com pouca correlacao entre 0s receptores como é a regido N-

terminal e regido da dobradica (H) (KUMAR & MCEWAN, 2012). Receptores

tiroidianos estdo disseminados por diversos 6rgaos no corpo humano e desenvolvem
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uma vasta gama de funcGes através da regulacdo génica, as quais em nivel celular
passam desde diferenciacdo a proliferagdo. O modo como 0s receptores nucleares
exercem sua funcdo € dependente do contexto celular no qual se encontram
(PASCUAL & ARANDA 2013). O mecanismo classico de acdo dos hormonios
5 tireoidianos, ao qual se atribui seus efeitos no desenvolvimento, crescimento e
metabolismo, é dado por meio da ligagdo dos hormdnios tireoidianos aos receptores
nucleares e consequente regulacdo génica. Os principais hormoénios produzidos pela
glandula tireoide sdo a L-tiroxina (T4) e L-triiodotironina (T3), esses por sua vez
exercem funcbes fundamentais para homeostase do organismo participando
10 ativamente da regulacdo de processos metabdlicos, no momento em que ligados aos
receptores do horménio tireoidiano (TR) estimulam a expressdo de genes especificos,
ou reprimem a expressdo desses genes pela dissociacdo hormonal do receptor
(GOGLIA et al 1999; SARKAR et al 2013).
Os RN podem atuar como homodimeros, heterodimeros ou monémeros
15 ligando-se a sequéncias especificas em genes alvos conhecidas como elementos de
resposta ao hormoénio (HRE), que estdo presentes em regides acentuadoras e
auxiliam o recrutamento gradual de co-reguladores transcricionais como 0S co-
ativadores, que incluem modificadores de cromatina tais como remodeladores de
cromatina ATP-dependente, acetilases de histonas e metil-transferases, e os co-
20 repressores que se associam com 0s NR quando estes ndo estdo associados com o0 Sseu
ligante e recrutam complexos desatilases de histonas para regides promotoras de
genes alvos reprimindo assim a expressdo génica (CHEN & ROEDER, 2011).
Os receptores do horménio tireoidiano (TR) atuam numa serie de funcdes
durante desenvolvimento dos eucariontes e estdo presentes em duas isoformas: o
25 TRa e o TRP, sendo as suas sequéncias de aminoacidos bastante conservadas em
diferentes grupos de organismo tais como anfibios, mamiferos, peixes e aves
(GRIMALDI et al, 2012).
Além da classica acdo dos hormonios através dos receptores nucelares, é
sabido que estes possuem uma segunda via para exercer seus efeitos, ao qual é
30 denominada via ndo cléssica ou ndo gendmica, na qual os receptores em sua forma
sem ligante, ou “apo” exercem um papel repressor da expressao génica através da

ligacdo com co-repressores e possivelmente atuando no eixo tireoidiano  (TR-
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hipotalamo-hipofise) e do desenvolvimento (BASSET et al 2003;BERNAL &
MORTE 2013).
O hormdnio T3 se associa a0 TR numa regido especifica dentro do dominio

LBD que é conhecida como LBC (Ligand Binding Cavity), ou “’bolso do receptor”.

5 O processo classico para associagdo e dissociacdo dos ligantes é através da alfa

~

hélice 12 que forma uma espécie de “portao” molecular na entrada do LBC. No
entanto existem outras vias supostas para dissociacao dos ligantes (CUNHA LIMA et
al 2009).

Visto que ativacdo desses receptores € dependente de ligante, a industria

10 farmacéutica vem trabalhando sobre as propriedades dos receptores no intuito de

modular caracteristicas fisiologicas por eles controladas, pelo uso de moléculas que
ativam ou desativam os receptores. Apesar da eficiente producdo de moléculas
sintéticas (agonistas ou antagonistas), outras derivadas de produtos naturais (plantas

e animais) também apresentam atividade moduladora, o que pode ser uma vantagem

15 para o Brasil, devido a sua ampla biodiversidade. Deve-se ressaltar que ndo apenas as

plantas terrestres tém componentes com capacidade modulatéria dos RN, mas
também aquelas do ambiente marinho. Uma revisao recente (YANG, C. et al. 2014)
mostra a importancia dos ligantes vegetais a nivel farmacolégico, dando uma énfase

em compostos extraidos de produtos marinhos. O campo para bioprospecgéo de

20 ligantes de origem natural € amplo e extremamente promissor para a industria

25

farmacoldgica.

TECNICA RELACIONADA

A literatura técnica especializada revela acima de 1000 documentos que
utilizam produtos relacionados a invencéo, como por exemplo, visto nos documentos
US2013251631 (Al), JP2012144544 (A), MX2011011028 (A) e MX2011004347.
Todos os produtos sdo analogos sintéticos do horménio tireoidiano. Nenhum deles é

extraido de planta e nem de nenhum outro produto natural. Outros trés documentos

30 encontrados sdo de analogos de hormonio tireoidiano produzidos por modificacéo

genética de plantas, como visto em US2006059588 (Al) e US2006059588 (Al) ou

um suplemento alimentar para deficiéncia em iodo RU2271726 (C1). Os ligantes
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vegetais de RT ainda ndo foram patenteados e possuem grande importancia
farmacoldgica. A busca foi realizada para trés outros receptores nucleares alvos de
doengas importantes (de glicocorticoide, mineralocorticoide e &cido retindico) e

nenhum ligante vegetal destes RN foi encontrado, demonstrando o potencial

5 farmacologico e de bioprospecgdo destas moléculas. Em 2011 depositamos um

10

pedido de patente no INPI (0221106730326), referente a andlogos do estrogeno
(horménio feminino) em plantas. O campo de descobertas de novos fitofarmacos
moduladores ainda é bem grande, ja que estes fatores somam aproximadamente 100

proteinas, alvo de inimeras doencas na espécie humana.

SUMARIO DA INVENCAQ

O levantamento etnoboténico prévio de plantas usadas pela populagdo em
patologias associadas ao horménio tireoidiano serviu como base para a escolha de

15 candidatos a farmacos. As plantas citadas nas entrevistas foram coletadas,

20

classificadas e espécies testemunhas (voucher species) depositadas no ALCB-IBIO-
UFBA (CUNHA LIMA et al, 2008). Extratos etandlicos das plantas citadas foram
preparados na concentracdo de 1g/ml usando etanol, metanol ou DMSO a 80% como
veiculo.

Plasmideos CMV contendo a sequéncia full lenght do receptor de horménio
tireoidiano e genes da luciferase foram inseridos em bactérias e amplificados por
cultivo, a 37° C, em meio LB liquido. Apds purificagdo, o DNA plasmidial foi
inserido em células humanas através de ensaios de transfeccdo transiente, também

conhecido como ensaio gene-reporter. Foram usados plasmideos pCMV contendo o

25 DNA do receptor de hormonio tireoidiano e o DNA do promotor associado ao gene

30

reporter, o qual emitiu fluorescéncia em caso de ativacdo. O plasmideo pRL-TK
contendo o gene renila também foi usado como controle da reacdo. A leitura de
absorbancia foi feita em luminémetro. Os dados obtidos foram plotados no programa
GraphPad Prism para determinagdo da curva dose-resposta e dos melhores extratos
com indicagéo fitotireoidogénica.

ApOs testar o extrato de espécies selecionadas a partir de levantamento

etnoboténico com a populacdo de Salvador-BA, foram descobertas duas plantas com
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capacidade de modular positivamente a atividade do receptor de hormonio
tireoidiano: Cajanus sp (feijdo-andu ou feijdo-guandu) e Stillingia saxatilis Mull.Arg
que se tornam desta forma, promissores candidatos a analogos vegetais do hormonio
tireoidiano humano, com grande importancia farmacologica ja que este receptor esta

5 associado ao controle do metabolismo e do desenvolvimento. A primeira, em
dosagens e com respostas diferentes também foi capaz de modular o receptor de
estrégeno (RE), conforme demonstrado em nossa patente anterior, citada acima. O
motivo deste fato é que alguns receptores nucleares, como € o caso do RE e do RT, e
também do RA, respondem a alguns ligantes em comum.

10

~

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

Os dois graficos sdo referentes a analise da resposta dos extratos metanélicos

das plantas Cajanus cajan (L.) Nillsp e Stillingia saxatilis Mull.Arg obtidas por

15 secagem e rotaevaporacdo. Os respectivos extratos foram usados em ensaios de

transfeccdo transiente pela técnica do céalcio fosfato em células humanas HEK,

porém deve ser entendido que o processo ndo é exclusivo nem limitado a estes
extratos, podendo ser estendido a outros géneros e espécies de plantas.

No grafico 1 o eixo Y mostra a porcentagem de ativacdo, sendo o hormonio

20 tireoidiano sintético T3 o controle positivo (100%). O eixo X mostra as

concentragcOes dos extratos utilizadas nos testes. A eficiéncia de ativagéo do receptor

tireoidiano pelas respectivas concentragdes dos extratos usadas nos testes sé&o

medidas indiretas da ativacdo do receptor através da atividade da enzima luciferase.

A planta Cajanus cajan (L.), obteve uma ativacdo de luciferase de 63% quando

25 comparado ao controle positivo. O grafico 2 mostra a ativacdo da planta Stillingia

saxatilis Mull.Arg, a qual obteve uma ativacdo maxima de 53% quando comparada

com o controle positivo.

DESCRICAQ DETALHADA DA INVENCAQ
30

Para que o processo da invengédo possa ser mais bem compreendido e

avaliado, sua descricao detalhada sera feita a seguir.
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A invencdo consiste na obtencdo de extratos metanolicos preparados com as
folhas do C. Cajan, e as partes aéreas da S. saxatilis através de rotaevaporagdo. O
material vegetal deve ser secado em estufa a 50° C, moido em moinho de faca, e
deixado em solugdo com hexano por uma semana. Ao final de cada semana, este
5 material deve ser rotaevaporado e as substancias retiradas pelo hexano (extrato
hexanico) armazenadas a 4°C. Esse procedimento deve ser repetido trés vezes, com a
retirada em seguida de todo hexano contido no material e entdo o material vegetal deve

ser embebido em metanol e repetido a operacao de rotaevaporacgéo a cada semana.
Os plasmideos e receptores necessarios devem ser inseridos em bactérias
10 DH50 e amplificados por cultivo bacteriano em meio LB liquido, a 37 °C, seguindo
protocolo padréo de transformacdo e crescimento bacteriano. A purificacdo do DNA
plasmidial deve ser feita com o uso de kits de extracdo de DNA, seguindo o0

protocolo indicado pelo fabricante.

Por fim devem ser realizados ensaios de transfeccdo transiente usando células
15 humanas HEK. Estas células devem ser transfectadas com a utilizacdo da técnica de
calcio fosfato, usando plasmideos CMV contendo o DNA do receptor do horménio
tireoidiano, plasmideos CMV contendo o elemento responsivo ao TR, associado a
sequéncia de DNA do gene reporter, o qual emite fluorescéncia em caso de ativacao.
O plasmideos pRL-TK contendo o gene renila também devem ser transfectados para
20 atuar como controle da reacdo. A leitura de absorbancia deve ser feita em
lumindmetro. Os dados obtidos devem ser plotados no programa GraphPad Prism
para determinacdo da curva-dose resposta e dos melhores extratos com indicacdo

fitotireogénica.
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REIVINDICACOES

1. ANALOGOS VEGETAIS DE HORMONIO TIREOIDIANO caracterizado por
utilizar ensaios de gene-reporter para testar in vitro a capacidade moduladora de extratos
vegetais de plantas indicadas como analogas de horménio tireoidiano por levantamento
etnobotanico.

2. ANALOGOS VEGETAIS DE HORMONIO TIREOIDIANO de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizado pela producédo de extratos vegetais de duas espécies da

flora brasileira indicadas como portadoras de compostos tireodoigénicos: Cajanus cajan
(L.) Nillsp. (feijao-guandu) e Stillingia saxatilis Mull.Arg preparados com a parte vegetal
indicada em levantamento e através de rotaevaporagéo.

3. ANALOGOS VEGETAIS DE HORMONIO TIREOIDIANO de acordo com a
reivindicacdo 2, caracterizado pelo material vegetal ser seco em estufa a 50° C em
variacdo de 30° C para mais ou para menos, moido em moinho de faca, e deixado em
solugdo com hexano por uma semana, rotaevaporado e as substancias de interesse
retiradas pelo hexano (extrato hexanico).

4. ANALOGOS VEGETAIS DE HORMONIO TIREOIDIANO de acordo com as
reivindicacbes 1, 2 e 3, caracterizado pela producdo de extratos vegetais sujeitos a

ensaios de transfeccdo transiente em células humanas HEK utilizando a técnica de célcio fosfato
usando plasmideos do tipo CMV e pRL-TK , construidos com os insertos de TRbeta e Renila,
inseridos em bactérias E. coli e amplificados por cultivo bacteriano em meio LB liquido apds
purificacdo do DNA plasmidial.

5. ANALOGOS VEGETAIS DE HORMONIO TIREOIDIANO de acordo com as

reivindicacOes 1, 2 e 3, caracterizado pela producdo de extratos vegetais que possam
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causar resposta positiva de modulacao dos genes ligados ao receptor de hormonio
tireoidiano.

6. ANALOGOS VEGETAIS DE HORMONIO TIREOIDIANO de acordo com as
reivindicacbes 1, 2 e 3, caracterizado pela producdo de extratos vegetais  com
caracteristica de fitofarmacos no tratamento de doencas associadas a deficiéncia na
sintese de hormonio tireoidiano ou baixa afinidade do horménio pelo receptor, como o
hipotireoidismo, ou ainda no caso de remocéo parcial ou total da glandula tireoide, com

consequente necessidade de reposi¢cdo hormonal.



DESENHOS
Gréficos dos extratos vegetais
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RESUMO

ANALOGOS VEGETAIS DE HORMONIO TIREOIDIANO

A presente invencdo trata da indicacédo de extratos vegetais capazes de induzir a
atividade de genes controlados pelo receptor de hormonio tireoidiano (RT), funcionando
como um analogo do T3. As duas espécies portadoras de compostos tireoidogénicos
sdo: Cajanus cajan (L.) Nillsp. (feijdo-guandi) e Stillingia saxatilis Mull.Arg. O

analogo sintético de hormdnio tireoidiano usado no tratamento da deficiéncia hormonal

10 e no hipotireoidismo causa taquicardia e possiveis cardiopatias como efeitos colaterais

(ZUO, et al. 2009; TUCKER, R.G., 1962). Ensaios de transfeccdo transiente foram
utilizados para testar analogos sintéticos de horménios tireoidianos em cultura de
células humanas (HEK), como forma de selecionar extratos vegetais com capacidade
controlar o RT. O DNA do receptor e do gene repdrter sdo clonados em plasmideos e

15 incorporados a célula humana HEK, e de forma transiente suas proteinas passam a ser

20

expressas. Os resultados sdo avaliados por luminescéncia e comparados com o
controle (T3 sintético). O TR é apenas um, dentre mais de 100 RNs, assim sendo, o
potencial farmacoldgico destes ligantes € significativo, e pode ser avaliado pelo nimero
de industrias de biotecnologia existentes nos paises de primeiro mundo que visam o

estudo exclusivo de receptores nucleares e moduladores.



31/07/2014 011140000198

IR

00.000.2.2.14.0522742.1

INSTITUTO
v NACIONAL
‘ DA PROPRIEDADE
INDUSTRIAL

200 - Pedido nacional de Invencao, Modelo de Utilidade,
Certificado de Adicao de Invencao e entrada na fase nacional do

Numero do Processo:

Dados do Requerente

PCT

BR 10 2014 018934 3

Nome:
CPF/CNPJ/Numero INPI:
Enderego:

Cidade:

Estado:

CEP:

Pais:

Natureza Juridica:

e-mail:

Universidade Federal da Bahia
15180714000104

Rua Augusto Viana s/n,
Salvador

BA

40-110060

BR

Instituicdo de Ensino e Pesquisa
npi@ufba.br

Dados do Procurador/Escritdrio

Procurador:

Nome:
CPF:
e-mail:
N2 API:
N2 OAB:
UF:

Escritorio:

Nome:

CNPJ:



< Uso exclusivo do INPI >

Espago reservado para o protocolo Espago reservado para a etiqueta Espago reservado para o codigo QR

INSTITUTO NACIONAL DA PROPRIEDADE INDUSTRIAL
1. P .. Sistema de Gestéo da Qualidade
Diretoria de Patentes

Tipo de Documento: Péagina:
o~ DIRPA
Formulario 1/3
Titulo do Documento: Cédigo: Verséo:
FQO001 2
Depésito de Pedido de Patente i S
DIRPA-PQ006

Ao Instituto Nacional da Propriedade Industrial:
O requerente solicita a concesséo de um privilégio na natureza e nas condigées abaixo indicadas:

1. Depositante (71):

14q Nome: UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA

1.2 Qualificagdo: TES

1.3 CNPJ/CPF: 15180714/0001-04

1.4 Endereco Completo: RUA BASILIO DA GAMA, 06/08, CANELA, SALVADOR, BAHIA

1:5 CEP: 40110-040

1.6 Telefone: 71 3283-9095 1.7 Fax:
1.8 E-mail: nit-pie@ufba.br
[] continua em folha anexa
2, Natureza: Invengéo ] Modelo de Utilidade [ Certificado de Adigao
< Titulo da Invengéo ou Modelo de Utilidade (54):

ANALOGOS VEGETAIS DE HORMONIOS TIREOIDIANO.

[J continua em folha anexa

4, Pedido de Divisdo: do pedido N° Data de Depdsito:

5 Prioridade: [ Interna (66) [ Unionista (30)

O depositante reivindica a(s) seguinte(s):

Nimero do depdsito (se disponivel) ‘ Data de depdsito

Pais ou Organizagao do depésito

‘ = =1




nsTITUTO INSTITUTO NACIONAL DA PROPRIEDADE INDUSTRIAL
l A'H,S‘,:E";‘:,’E‘,’ff“‘" Sistema de Gestdo da Qualidade
Diretoria de Patentes

Tipo de Documento: Pégina:

um Formulario DIRPA 213

Titulo do Documento: Cédigo: Versao:
FQ001 2
Aci i e Patente Procedimento:
Depésito de Pedido d O honias
6. Inventor (72):
[] Assinale aqui se o(s) mesmo(s) requer(em) a néo divulgagéo de seus nome(s), neste caso n&o preencher os
campos abaixo.

6.1 Nome: Lud Taind Costa Reis

6.2 Qualificagdo: Mestre

6.3 CPF: 043.078.255-19

6.4 Enderego Completo: R Bardo de Geremoabo, 147, Inst Bio, UFBA, Ondina, SSA-BA

6.5 CEP: 40170-290

6.6 Telefone: 71 9312-7657 6.7 FAX:

6.8 E-mail. 1ua.taina@hotmail.com
continua em folha anexa

7. Declaragéo de divulgagéo anterior nao prejudicial. ]

Artigo 12 da LPI - periodo de graga.
Informe no item 11.13 os documentos anexados, se houver.
8. Declaragao na forma do item 3.2 da Instrugdo Normativa PR n° 17/2013:
[] Declaro que os dados fornecidos no presente formulario s&o idénticos ao da certiddo de depésito ou documento
equivalente do pedido cuja prioridade esta sendo reivindicada.

9. Procurador (74):

9.1 Nome:

9.2 CNPJI/CPF: 9.3 API/OAB:

9.4 Enderego Completo:

9.5 CEP:

9.6 Telefone: 9.7 FAX:

9.8 E-mail:
[ continua em folha anexa

10. Listagem de sequéncias biolégicas.

Informe nos itens 11.9 ao 11.12 os documentos anexados, se houver. [




INSTITUTO NACIONAL DA PROPRIEDADE INDUSTRIAL
IN H”? Sistema de Gestio da Qualidade
Diretoria de Patentes

Tipo de Documento: Péagina:
Formulario DIRPA 313
Titulo do Documento: Cédigo: Versao:
. \ FQO01 2
Depdsito de Pedido de Patente Procedimento:
DIRPA-PQ006
1. Documentos Anexados:

(Assinale e indique também o numero de folhas):
(Devera ser indicado o niimero total de somente uma das vias de cada documento).

Documentos Anexados folhas

[J [11.1 | Guia de Recolhimento da Unido (GRU). 01
(O [11.2 | Procuragéo.
[ [11.3 | Documentos de Prioridade.
[0 [11.4 | Documento de contrato de trabalho.
O [11.5 |Relatério descritivo. 06
[0 [116 |Reivindicagdes. 02
[0 [ 11.7 | Desenho(s) (se houver). Sugestao de figura a ser publicada com o resumo: n°, por 01

melhor representar a invengéo (sujeito & avaliagéo do INPI).
[J [11.8 |Resumo. 01
O [11.9 | Listagem de sequéncias em arquivo eletrénico: n°® de CDs ou DVDs (original e copia).
[ [11.10 Cédigo qe controle alfanumerico no formato de codigo de barras referente as listagem de

sequéncias.
O [11.11 | Listagem de sequéncias em formato impresso.
[J [11.12 | Declaragéo relativa a Listagem de sequéncias.
] | 11.13 | Outros (especificar)

12. Total de folhas anexadas: 1, fls.
13. Declaro, sob as penas da Lei que todas as informagdes acima prestadas sao completas e verdadeiras.
SALVADOR, 30 DE JULHO DE 2014 \\\;)\
i
Local e Data Assinatura e Carimbo

+~celo Embirucu de Souza
_-Reilor de Pesquisa, Crragao & IRovag.0
daUrba
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6. Inventor (72):
6.1 Nome: Suzana Telles de Cunha Lima
6.2 Qualificacao: Doutor 6.3 CPF: 132.055.688-42

6.4 Endereco Completo: Rua Barao de Geremoabo, 147, Instituto de Biologia, Laboratério de
Biologia Molecular Carmen Lemos, Universidade Federal de Bahia - Campus de Ondina,
Salvador-BA.

6.5 CEP: 40170-290 6.6 Telefone: 71 8793-8847 6.7 Fax:
6.8 E-Mail: stcuhalima(@ufba.br

6. Inventor (72):

6.1 Nome: Magnus Regios Dias da Silva

6.2 Qualificacao: Doutor 6.3 CPF: 634.998.784-53

6.4 Endereco Completo: Rua Professor Murtinho, 45. Vila Mariana, Sao Paulo-SP.

6.5 CEP: 04019-080 6.6 Telefone: 11 99325-5161 6.7 Fax: 11 5084-5231
6.8 E-Mail: mrdsilva@unifesp.br

6. Inventor (72):
6.1 Nome: Eudes da Silva Velozo
6.2 Qualificacao: Doutor 6.3 CPF: 516.869.707-06

6.4 Endereco Completo: Rua Barao de Geremoabo, 147, Instituto de Biologia, Laboratério de
Biologia Molecular Carmen Lemos, Universidade Federal de Bahia - Campus de Ondina,
Salvador-BA.

6.5 CEP: 40170-290 6.6 Telefone: 71 3283-6930 6.7 Fax:
6.8 E-Mail: euvelozo@ufba.br

6. Inventor (72):

6.1 Nome: Edson Delgado Rodrigues

6.2 Qualificacao: Doutor 6.3 CPF: 066.506.638-40
6.4 Endereco Completo: Rua Silveira Martins, 255, Cabula, Salvador-BA.
6.5 CEP: 41150-000 6.6 Telefone: 71 8793-8848 6.7 Fax:;
6.8 E-Mail: edr1965@hotmail.com
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6. Inventor (72):
6.1 Nome: Silvia Lima Costa
6.2 Qualificacao: Doutor 6.3 CPF: 405.898.115-68

6.4 Endereco Completo: Av. Oceédnica 3375 Condominio Vila do mar Ed. Escuna ap. 103,
Ondina, Salvador-BA.

6.5 CEP: 40170-010 6.6 Telefone: 71 6.7 Fax:

6.8 E-Mail: costasil@gmail.com / costasl@ufba.br



