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(57) Resumo: FITOTERAPICO A BASE DE PROTEASES CISTEINICAS OBTIDAS DO LATEX DE
Calotropis procera PARA TRATAMENTO DE DOENCA PERIODONTAL. A presente invengdo trata de
uma formulagéo fitoterapéutica denominada DP-LPp2, cujo setor técnico € a industria farmacéutica,
para tratamento de doenca periodontal infecciosa bacteriana que contém como principio ativo extratos
protéicos ricos em proteases cisteinicas obtidos do latex da planta Calotropis procera. DP-LPp2 contém
principios ativos biodegradaveis e, portanto nédo recalcitrantes na natureza; pode ser obtido de forma
mais rapida e mais barata que drogas alopaticas; ndo apresenta demonstra toxicidade em culturas de
células e/ou efeitos colaterais conhecidos em tratamentos endovenosos in vivo, em modelos animais,
como observado com outras drogas comerciais; é eficiente em diminuir a expressédo génica de uma
faixa ampla de mediadores inflamatérios associados a doenca periodontal; é eficiente em diminuir a
area e o numero de infiltrados inflamatérios, além de diminuir a reabsor¢cdo éssea em modelo animal de
doenca periodontal; proteinas bioativas presentes possuem o potencial de serem clonadas em sistemas
heterdlogos.
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FITOTERAPICO A BASE DE PROTEASES CISTEINICAS OBTIDAS DO LATEX DE Calotropis procera
PARA TRATAMENTO DE DOENCA PERIODONTAL

Campo da invengao

[001] A presente invencdo trata de uma formulacdo fitoterapéutica, cujo setor técnico é a
industria farmacéutica, para tratamento de doenca periodontal infecciosa bacteriana que
contém como principio ativo extratos protéicos ricos em proteases cisteinicas obtidos do latex

da planta Calotropis procera.
Fundamentos da invengao

[002] A doenca periodontal ocorre quando o ligamento periodontal, o cemento e o osso
alveolar sao destruidos pelo processo inflamatério desencadeado pelo acimulo de biofilme
bacteriano dental ou ainda por meio de uma variedade de aspectos clinicos, microbiolégicos,
patoldgicos, bioquimicos e imunoldgicos, sendo uma das principais ameacas a saude bucal

(Tonetti et al, 2018).

[003] As bactérias geralmente envolvidas no processo infeccioso incluem: Porphyromonas
gingivalis, Treponema denticola, Prevotella intermedia, Bacteroides forsythus, and
Fusobacterium nucleatum (Vieira et al.,, 2016). Se o infiltrado inflamatério derivado estiver
distante do osso, a osteoclastogénese nao é estimulada. No entanto, se o infiltrado é préximo
ao 0sso, os osteoclastos sdo induzidos e ocorre reabsorcdo Ossea. Dentre os principais
mediadores envolvidos no processo inflamatdrio e em especial na atividade 6steo-reabsortiva,
estdo as citocinas do tipo interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6), fator de necrose tumoral

(TNF-a) e a prostaglandina E2 (PGE2) (Lins, 2007).

[004] N3o existe tratamento padronizado com eficdcia comprovada para a doenca periodontal
(Camargo et al., 2016). Protocolos médicos experimentais podem incluir: a) administragao
prolongada de anti-inflamatdrios ndo esteroides - o quais sdo associados a desconforto
gastrointestinal, hemorragia, insuficiéncia renal e hepatica e disturbios do sistema nervoso
central, entre outros (Preshaw, 2018); b) irrigagcdao subgengival com antibidticos, por exemplo,
cloridrato de tetraciclina, utilizado como terapia adjuvante durante a raspagem e alisamento

radicular, que reduz a acdo inflamatdria da doenca no tecido periodontal (Perayil et al., 2016),
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mas podem produzir desequilibrio da microbiota enddgena e selecdo de cepas bacterianas
resistentes a antibidticos (Olsen, 2015); c) tratamentos experimentais com: fluoxetina, que
bloqueia a atividade de enzimas proteoliticas do hospedeiro, protegendo contra a reabsorcdo
O0ssea periodontal e destruicdo das fibras de coldgeno (Branco-de-Almeida et al., 2011);
meloxicam, que aparentemente reduz a perda dssea alveolar por acdo antiinflamatdria na fase
cronica da doenca (Nassar et al., 2005); captopril, que modifica a expressdo de mediadores
inflamatdrios no tecido periodontal, mas nao foi capaz de reduzir a perda dssea na doenga

periodontal (Santos et al., 2015).

[005] Calotropis procera é uma planta da familia Apocynacea, sendo originaria da Africa e Asia e
frequentemente encontrada em regides aridas e tropicais por todo o mundo, desde a américa
latina ao oriente médio (Mohamed et al., 2014; Parihar, 2016). No Brasil, é conhecida
popularmente por algoddo-de-seda, sendo espécie adaptada a regides semidridas e aridas,
particularmente no Nordeste do Brasil. Desenvolve-se em solos degradados e locais com baixo
indice pluviométrico, resistindo a seca, resistente ao estresse salino, permanecendo verde

durante todo o ano, independente das intempéries.

[006] O latex da C. procera contém uma quantidade apreciavel de proteinas com propriedades
farmacoldgicas (Alencar et al., 2006; Ramos et al., 2009; Ramos et al., 2012). Este fluido é
composto por uma parte de proteinas de alto peso molecular, que ndo sao sujeitas a dialise (LP)
e de uma fracdo de baixo peso molecular, rica em peptideos e dialisavel (DF) (Alencar et al.,
2006). A separacdo cromatografica e didlise da porcdo LP produz trés fracbes protéicas

distintas, denominadas de LPp1, LPp2 e LPp3 (Freitas et al., 2007).

[007] A fracdo protéica LPp2 é rica em proteases cisteinicas (Freitas et al., 2007). Estudos
anteriores mostraram que LPp2 foi capaz de reduzir a adesdo de leucécitos ao endotélio
vascular e o influxo de neutrdéfilos no modelo de peritonite em camundongo (Alencar et al.,
2006; Ramos et al., 2009). Essas enzimas também exibiram atividades semelhantes a trombina
e plasmina, mantendo a homeostase da coagulacdo em camundongos infectados com
Salmonella (Ramos et al., 2012). Um hidrogel contendo LPp2 mostrou propriedades

cicatrizantes (Vasconcelos et al., 2018).
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[008] A invencdo trata de uma formulagdo fitoterdpica contendo LPp2 como principio ativo
para tratamento de doenca periodontal. S3o vantagens da invencdo em relagdo ao estado da
técnica: a) LPp2 é um produto natural biodegradavel que pode ser obtido de forma mais rapida
e mais barata que os produtos comercializados atualmente, apds etapas simples de
cromatografia e didlise; b) LPp2 ndo demonstra toxicidade em culturas de células (CL50 > 250
ug/mL) e/ou efeitos colaterais conhecidos em tratamentos endovenosos in vivo, em modelos
animais, como observado com outras drogas comerciais, em dosagens didrias de 10 mg/Kg,
equivalente a 500 mg/dia/pessoa de 50 Kg; c) LPp2 é eficiente em diminuir a expressdo génica
de uma faixa ampla de mediadores inflamatdrios associados a doenca periodontal; d) LPp2 é
mais eficiente em diminuir a drea e o niumero de infiltrados inflamatérios, além de diminuir a
reabsorcdo dssea em modelo animal de doenca periodontal da ligadura, do que diferentes
drogas comerciais; e) proteinas bioativas presentes em LPp2 possuem o potencial de serem

clonadas em sistemas heterdlogos.

[009] O processo de obtencdo de suspensdo aquosa a partir do latex seco de C. procera para
aplicacdo na prevencdo/tratamento de cancer foi proposta (Pedido de Patente: Pl 0510036-4
A2; US20080280995A10), sem caracterizacdo de principios ativos, sendo os mesmos nao
associados a presenca de proteases cisteinicas ou com a proposta de utilizacdo fitoterapica do
presente pedido de patente. Fracdes proteoliticas do latex de C. procera possuem potencial de
aplicacdo na substituicdo de quimosina animal, utilizada na coagula¢ao do leite caprino e
bovino e producdo de leite (Pedido de Patente: BR 10 2015 012996 3 A2), ndo relacionada a
proposta de utilizacdo fitoterdpica do presente pedido de patente. Filamentos sedosos da
planta tem sido propostos para confeccdo de fibras para aplicagdo na industria téxtil (Pedido de
Patente: Pl 0504364-6 A2), ndo associada a proteases cisteinicas ou com a proposta de
utilizacdo fitoterdpica do presente pedido de patente. Uma formulacdo contendo o conjunto
soluvel de proteinas do latex de C. procera para tratamento de Ulceras de pacientes com
hanseniase foi proposta (Pedido de Patente: BR 102018013127-3 A2), ndo associada a
proteases cisteinicas ou com a proposta de utilizacdo fitoterapica do presente pedido de
patente. O processo de obtencdo de uma lectina isolada do latex de Synadenium carinatum
com acdo cicatrizante e anti-inflamatério foi proposto (Pedido de Patente: PI0800567-2), ndo

associado a mesma espécie de planta, ndo associado ao mesmo processo de obtencdo de
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proteases cisteinicas e ndo associado ao mesmo tipo de principio ativo do presente pedido de
patente. Uma biomembrana de latex natural incorporada com extrato de Stryphnodendron
barbatiman Mart. foi proposta (Pedido de patente: BR1020170217531), cujo o processo de
preparacdo e possiveis principios ativos ndo sdo associados a mesma espécie de planta, ou a
proteases cisteinicas ou com a proposta de utilizacdo fitoterdpica do presente pedido de
patente. Um extrato de latex de plantas da familia Euphorbiaceae produzido com um solvente
polar foi proposto (Pedido de patente arquivado: P10520394-5), cujo o processo de preparagao
e possiveis principios ativos ndo sdo associados a mesma espécie de planta, ou a proteases
cisteinicas ou com a proposta de utilizacdo fitoterapica do presente pedido de patente. Um de
sistema de liberagcdo de farmacos para tratamento de doenca periodontal foi proposto (Pedido
WO0/2000/069362), nado relacionado a utilizagdo de proteases cisteinicas em tratamentos

endovenosos ou com a proposta de utilizacao fitoterapica do presente pedido de patente.
Breve Descrigao das Figuras

[010] A figura 1 apresenta o resultado do teste de toxicidade uma formulagdo contendo LPp2

com culturas de macroéfagos de linhagem continua.

[011] A figura 2 apresenta cortes histolégicos do periodonto de ratos Wistar submetidos ao
modelo de ligadura e tratados com LPp2. Sete dias apds a periodontite induzida: grupo controle
recebeu salina fosfatada (PBS) (A) ou tratado com LPp2 (B); quatorze dias apds a periodontite
induzida: grupo PBS (C e D) ou tratado com LPp2 (E); vinte e um dias apds a periodontite
induzida: grupo PBS (F) ou tratado com LPp2 (G); Dente controle sem doencga periodontal (H).
Coloragao com hematoxilina-eosina. A, B, C, E, F e G - as setas mostram o dano tecidual na
gengiva, que foi mais intenso nos grupos de PBS; D - Lacunas de Howship indicando reabsor¢ao

ossea por osteoclastos no grupo PBS; H — Gengiva saudavel.

[012] A figura 3 apresenta a analise histomorfométrica de infiltrados inflamatdrios na porcao
vestibular do dente de ratos tratados com LPp2. Os animais foram submetidos a ligadura e
avaliados apds 7, 14 e 21 dias nos grupos controle (Per+ / PBS) e experimental (Per+ / LPp2).
Um dente do lado colateral (ndo submetido a ligadura) foi usado como controle por animal
(Per-). * apresentou diferenca significativa quando comparado ao grupo PBS (p <0,0001). # ndo

apresentou diferenca significativa em relacdo ao dente controle.
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Descrigao da invengao

[013] O processo de obtencdo das proteinas do latex de Calotropis procera estao descritos na
literatura (Alencar et al., 2004; Freitas et al., 2007). O latex é coletado das partes aéreas da
planta em tubos plasticos diretamente em agua destilada estéril para obtencdo de uma diluicdo
1:1 (v/v). Os tubos sdo centrifugados por 10 minutos a 10.000 x g a temperatura de 4°C. O
sobrenadante contendo as proteinas solluveis do latex (LP) retidas na membrana de dialise
(8000 D), realizada contra agua destilada (8 °C/ 60 h), é submetido a cromatografia de troca
ibnica em coluna de CM-Sephadex, previamente equilibrada com 50 mM de tampao acetato
(pH 5,0). A amostra é eluida sequencialmente com tampdo contendo 0,2 e 0,3 M de cloreto de
sodio (NaCl). Trés picos cromatograficos distintos sdo produzidos e correspondem a uma fragado
ndo retida, denominada LPpl e duas adicionais, dentro do gradiente crescente de NaCl, e
denominadas LPp2 e LPp3, respectivamente. As frac¢cdes sao obtidas em volumes de 4 ml e
recolhidas 1 ml/min. A absorvancia é lida a um comprimento de onda de 280 nm. Estas
cromatografias sdo realizadas continuamente com o objetivo de produzir quantidades
satisfatdrias de LPp2 que é congelada e posteriormente liofilizada. A atividade enzimatica de
LPp2 é confirmada in vitro com substrato especifico dessa enzima, o N-benzoil-arginina-
naftilamida (BANA). A amostra liofilizada constitui o “principio ativo” cuja atividade bioldgica

representa a reivindicacdo desta patente.

[014] A fracdo protéica LPp2, na concentracdo de 0,1-1% (p:v), preferencialmente 1%, foi
incorporada em uma solugdo aquosa estabilizante (g.s.p.), contendo: NaCl (10-100 mmol L?),
preferencialmente 100 mmol L?; Cloreto de potassio (0,019-0,19 mmol L), preferencialmente
0,19 mmol L7, Fosfato de sédio dibadsico dodecahidratado (0,027-0,27 mmol L7),
preferencialmente 0,27 mmol L, Fosfato de sddio monobasico (0,0125-0,125 mmol L1),

preferencialmente 0,125 mmol L'1. Esta formula¢do foi denominada DP-LPp2.

[015] A eficacia de um tratamento endovenoso experimental da doenca periodontal com DP-
LPp2 foi avaliada em ratos Wistar pesando 250-300g (Licenga CEUA/UFRPE: 24/2014). A doenga
periodontal foi induzida com a ligatura de um fio de seda na regido cervical esquerda do
primeiro dente molar de cada animal, de forma a produzir um biofilme bacteriano. O dente
molar colateral foi utilizado como controle adicional. Os animais foram divididos em grupos

(n=5): A) Animais sem doenga periodontal, sem tratamento, receberam apenas salina fosfatada
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via endovenosa (Per- / PBS); B) Animais com doenca periodontal, sem tratamento, receberam
apenas salina fosfatada via endovenosa (Per+ / PBS); C) animais com doenca periodontal,
tratados com DP-LPp2, via endovenosa (Per+ / LPp2). Tecidos periodontais foram coletados
apo6s 7 (n=5/grupo), 14 (n=5/grupo) e 21 (n=5/grupo) dias do inicio do tratamento e submetidos
a analise histoldgica e histomorfométrica. Ndo foram usados controles com drogas comerciais,
pois ndo ha tratamento padronizado para a doenca periodontal, existindo diferentes

mecanismos de acdo associados aos tratamentos alopaticos.

[016] Sete dias apds a indugdo da periodontite, o grupo PBS (Per+ / PBS) apresentou dano
tecidual no epitélio juncional e papila gengival. Nesse grupo, todas as laminas apresentavam
piécitos e lacunas sugestivas de bolsa periodontal. Por outro lado, os animais tratados com
LPp2 (Per+ / LPp2) apresentaram papila gengival e epitélio juncional preservados na maioria
das laminas. Nesse grupo, os pidcitos também eram evidentes, mas sem sinais de reabsorcdo
ossea. Apds 14 dias da doenga, 65% das laminas do grupo PBS apresentavam lesao tecidual em
papila gengival e epitélio juncional, enquanto 100% apresentavam pidcitos e grandes fraturas
teciduais, indicativas de bolsa periodontal. Além disso, lacunas de Howship foram observadas
no osso alveolar, indicando a¢do dos osteoclastos e inicio da reabsorcao dssea. Por outro lado,
no grupo tratado com LPp2, 100% das laminas apresentaram papila gengival preservada e 80%
revelaram epitélio juncional preservado e auséncia de pidcitos na regido periodontal. Vinte e
um dias apds a inducdo de doenca periodontal, o dano tecidual no grupo PBS foi generalizado
no epitélio juncional e na papila gengival, e todas as laminas apresentavam pidcitos e grandes
fendas teciduais, sugestivas de bolsa periodontal. Nessas amostras, a destruicdo do 0sso
alveolar ao redor do infiltrado inflamatério era evidente. No entanto, nenhum osteoclasto
estava presente neste estagio. No grupo LPp2, 50% das laminas mostraram papila gengival
preservada e 35% revelaram epitélio juncional preservado. Nenhuma das amostras apresentava
presenca de pidcitos na regido periodontal ou reabsor¢cdes Osseas. As analises
histomorfoldgicas dos dentes controle (sem doenca periodontal) mostraram papila gengival e
epitélio juncional normalmente preservados, e ndao havia sinais de células inflamatdrias ou

reabsorcao dssea durante todo o experimento.

[017] Medidas comparativas na porc¢ado vestibular do dente impactado mostraram que no grupo

tratado com LPp2, as dreas de infiltrado inflamatdrio foram aproximadamente 2,5; 6,0 e 5,0
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vezes menores apo6s 7, 14 e 21 dias, respectivamente, quando comparadas ao grupo controle
com PBS ( p <0,0001). Do ponto de vista morfométrico, os ratos tratados com LPp2 nao
apresentaram diferenca significativa entre o dente afetado (Per+ / LPp2) e o dente controle
(Per-), no mesmo animal, ndo apresentando infiltrado inflamatdrio. Os tratamentos com LPp2
reduziram significativamente o numero de células inflamatdrias no tecido periodontal em todos
0s momentos analisados em comparacdo com o grupo PBS (p <0,0001). No entanto, a
inflamacdo ndo foi totalmente anulada, uma vez que um grande numero de células
inflamatdrias ainda era evidente. Como esperado, nenhuma célula inflamatéria foi observada
no dente controle (Per-) em nenhum dos periodos analisados. Além disso, sete dias apds a
inducdo da doenca periodontal, ndo houve diferenca significativa na espessura do epitélio
gengival no local da inflamacdo entre os ratos controle e experimentais. Porém, apds 14 e 21
dias, o grupo tratado com LPp2 apresentou menor espessura do epitélio, que foi
significativamente diferente em relagdao ao grupo PBS e semelhante ao dente controle, ndo

sujeito a doenca periodontal (p <0,0001).
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REIVINDICACOES

1. FITOTERAPICO A BASE DE PROTEASES CISTEINICAS OBTIDAS DO LATEX DE Calotropis
procera PARA TRATAMENTO DE DOENCA PERIODONTAL, caracterizada por sua
incorporagdo (0,1-1%; p:v), conjunta e homogénea, com uma solu¢gdo aquosa
estabilizante contendo NaCl; Cloreto de potassio; Fosfato de sédio dibasico
dodecahidratado e Fosfato de s6dio monobasico.

2. FITOTERAPICO A BASE DE PROTEASES CISTEINICAS OBTIDAS DO LATEX DE Calotropis
procera PARA TRATAMENTO DE DOENCA PERIODONTAL, de acordo com a reivindicagao
1, caracterizada por solucdo aquosa estabilizante contendo NaCl (10-100 mmol L%),
preferencialmente 100 mmol L?; Cloreto de potdssio (0,019-0,19 mmol L%),
preferencialmente 0,19 mmol L}; Fosfato de sédio dibasico dodecahidratado (0,027-0,27
mmol L), preferencialmente 0,27 mmol L'; Fosfato de sédio monobasico (0,0125-0,125
mmol L), preferencialmente 0,125 mmol L.

3. FITOTERAPICO A BASE DE PROTEASES CISTEINICAS OBTIDAS DO LATEX DE Calotropis
procera PARA TRATAMENTO DE DOENCA PERIODONTAL no tratamento endovenoso,
preferencialmente, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada pela presenca de
atividade proteolitica, conforme determinado em ensaio in vitro com substrato especifico
N-benzoil-arginina-naftilamida (BANA).

4. FITOTERAPICO A BASE DE PROTEASES CISTEINICAS OBTIDAS DO LATEX DE Calotropis
procera PARA TRATAMENTO DE DOENGA PERIODONTAL, de acordo com a reivindicagao
1, caracterizada pela auséncia de contaminantes microbianos (bactérias e fungos),
conforme determinado por ensaio de cultivo microbioldgico em meios de cultura (agar
nutriente e aga Sabouraud).

5. FITOTERAPICO A BASE DE PROTEASES CISTEINICAS OBTIDAS DO LATEX DE Calotropis
procera PARA TRATAMENTO DE DOENCA PERIODONTAL, de acordo com a reivindicagao

1, caracterizada por auséncia de toxicidade em culturas de macréfagos (CL50 > 250

ug/mL).
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6. FITOTERAPICO A BASE DE PROTEASES CISTEINICAS OBTIDAS DO LATEX DE Calotropis
procera PARA TRATAMENTO DE DOENGA PERIODONTAL, de acordo com a reivindicagao
1, caracterizada pela auséncia de sintomas clinicos de toxicidade in vivo em ratos Wistar,
em dosagens de até 10mg/Kg.

7. FITOTERAPICO A BASE DE PROTEASES CISTEINICAS OBTIDAS DO LATEX DE Calotropis
procera PARA TRATAMENTO DE DOENGCA PERIODONTAL, de acordo com a reivindicagao
1, caracterizada pela inibicdo da expressao génica de citocinas inflamatdrias, tais como,
IL-1B, TNF-o e IL-6, como determinado em ensaio in vitro com culturas de macrofagos
estimuladas por lipopolissacarideo (LPS).

8. FITOTERAPICO A BASE DE PROTEASES CISTEINICAS OBTIDAS DO LATEX DE Calotropis
procera PARA TRATAMENTO DE DOENCA PERIODONTAL, de acordo com a reivindicagao
1, caracterizada pela capacidade de reducdo de células e infiltrados inflamatérios nos

tecidos afetados.

9. FITOTERAPICO A BASE DE PROTEASES CISTEINICAS OBTIDAS DO LATEX DE Calotropis
procera PARA TRATAMENTO DE DOENCA PERIODONTAL, de acordo com a reivindicagao

1, caracterizada pela capacidade de reduzir a reabsorcao dssea nos tecidos afetados
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RESUMO

FITOTERAPICO A BASE DE PROTEASES CISTEINICAS OBTIDAS DO LATEX DE Calotropis procera
PARA TRATAMENTO DE DOENCA PERIODONTAL

A presente invencdo trata de uma formulacdo fitoterapéutica denominada DP-LPp2, cujo setor
técnico é a industria farmacéutica, para tratamento de doenca periodontal infecciosa bacteriana
gue contém como principio ativo extratos protéicos ricos em proteases cisteinicas obtidos do
latex da planta Calotropis procera. DP-LPp2 contém principios ativos biodegradaveis e, portanto
ndo recalcitrantes na natureza; pode ser obtido de forma mais rapida e mais barata que drogas
alopaticas; ndo apresenta demonstra toxicidade em culturas de células e/ou efeitos colaterais
conhecidos em tratamentos endovenosos in vivo, em modelos animais, como observado com
outras drogas comerciais; é eficiente em diminuir a expressdo génica de uma faixa ampla de
mediadores inflamatdrios associados a doenca periodontal; é eficiente em diminuir a drea e o
nuimero de infiltrados inflamatdrios, além de diminuir a reabsor¢cao dssea em modelo animal de
doenca periodontal; proteinas bioativas presentes possuem o potencial de serem clonadas em

sistemas heterdlogos.
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