(19) OFICIUL DE STAT
PENTRU INVENTII $1 MARCI

ROMANIA

11y RO 137876 A2
51) Int.Cl.

Bucuresti A61K 6/15 (2020.01);
A61K 33/42 (200601
(12) CERERE DE BREVET DE INVENTIE

(21)  Nr.cerere: d 2022 00453
(22)  Data de depozit: 28/07/2022

(41) Data publicarii cererii:

30/01/2024 BOPI nr. 1/2024

(71) Solicitant:
+ UNIVERSITATEA "BABES BOLYAI" DIN
CLUJ-NAPOCA,
STR.MIHAIL KOGALNICEANU NR.1,
CLUJ-NAPOCA, CJ, RO;
+ UNIVERSITATEA DE MEDICINA §I
FARMACIE "IULIU HATIEGANU" DIN
CLUJ-NAPOCA, STR.EMIL ISAC NR.13,
CLUJ-NAPOCA, CJ, RO;
+ UNIVERSITATEA TEHNICA DIN
CLUJ-NAPOCA, STR. MEMORANDUMULUI
NR.28, CLUJ-NAPOCA, CJ, RO

(72) Inventatori:
» MOLDOVAN MARIOARA,
STR. VIILE NADASEL NR. 52,
CLUJ-NAPOCA, CJ, RO;

+ GASPARIK CRISTINA, STR. BUNA ZIUA
NR. 37D, BL.E5, SC.A1, AP.15,

CLUJ- NAPOCA, CJ, RO;

* POPESCU VIOLETA, STR.OASULUI
NR.340J, CLUJ-NAPOCA, CJ, RO;

* SAROSI LIANA CODRUTA, STR.
GURGHIU NR. 4, AP. 25, CLUJ- NAPOCA,
CJ, RO;

* PRODAN DOINA,

STR. PROFESOR CIORTEANR. 5, SC, 2,
AP, 44, CLUJ-NAPOCA, CJ, RO;

+ CUC STANCA, STR.URUSAGULUI NR.117
E, AP.2, FLORESTI, CJ, RO;

+ MOLDOVAN IONELA AMALIA,

ALEEA SCARISOARA NR.5, SC.1, AP.6,
CLUJ-NAPOCA, CJ, RO;

+ DUDEA DIANA, STR. LUNETEI NR. 23,
CLUJ- NAPOCA, CJ, RO;

+ AGAPESCU CAMELIA,

STR. ION AGARBICEANU NR. 15, PARTER,
SECTOR 3, BUCURESTI, B, RO

c4 GEL DESTINAT ALBIRII Sl REGENERARII SMALTULUI
DENTAR PE BAZA DE ENZIME

(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de obfinere a unei
compozitii de gel utilizata in stomatologie pentru trata-
mentul decolorarilor dentare localizate. Procedeul, con-
form inventiei, consta in etapele: preparare a unei faze
organice prin amestecarea sub agitare, la temperatura
de 50°C a 1,5% acetat de etil, extract de gutui, un
amestec format Tn prealabil din enzime de bromelina si
enzime de papaind, acid polilactic si hidroxiapatita, cu
mentinerea agitarii inca 30 min, prepararea unei faze
apoase sub agitare mecanica, prin adaugare a 1,5%
acetat de etil In amestec de extract de gutui si apa, timp
de 30 min, urmat de 5% surfactant, adaugarea fazei
organice sub agitare, la faza apoasa, rezultand o solutie

coloidald care se dilueaza cu un volum triplu de apa
distilata, se agité suspensia rezultatd, se indeparteaza
solventul, rezultdnd o solutie care se ingheata si dupa
eliminarea apei prin liofilizare rezulta un produs sub
forma de nanocapsule cu enzime, care se adauga in
procent de 6...8% intr-un amestec format din suc de
gutui, hidroxiapatitéa, pulbere de zer liofilizat, uleiuri
esentiale si polimeri biocompatibili pentru conditionare
sub forma de gel cu enzime inglobate Tn nanocapsule
care elibereaza controlat enzimele pe smaltul dentar de
tratat.
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Obiectivul actualului brevet il constituie elaborarea unei compozitii de gel cu
enzime, destinatd pentru tratamentul minim invaziv al decolordrilor dentare localizate, cu
proprietati corespunzitoare utilizarii lor In stomatologie.

In ultima vreme a avut loc o dezvoltare semnificativd a produselor de albire a
dintilor ,.fdrd prescriptie medicald” si fard implicarea profesionistilor. Colorarea dentara
poate rezulta prin acumularea de molecule cu grupari cromofore/cromogene (in general,
sisteme nesaturate conjugate sau chiar compusi aromatici) pe suprafata structurilor dentare.
Aderarea cromoforilor se face prin mai multe tipuri de forte, in general supramoleculare —
in special van der Waals. Factori legati de obiceiurile alimentare, cum ar fi consumul
excesiv de cafea sau ceai, fumat si expunerea la agenti chimici, sunt asociati cu colorarea
dentara. Produsele de albire dentard se bazeaza traditional pe apa oxigenata sau geluri de
peroxid de carbamida (peroxid de hidrogen si uree). Aceste produse pe baza de peroxid
elibereaza radicali liberi care atacd cromogenii, fiind capabili sa degradeze molecule mai
mari in molecule mai mici care pot fi usor eliminate din tesuturile dentare, promovand
astfel un anumit grad de albire a dintilor.

In ciuda eficacitatii lor, produsele pe baza de peroxid pot provoca abraziuni grave
la nivelul structurilor dentare — si sunt in general toxice/corozive pentru orice tesut. in acest
context se incearcd dezvoltarea de produse de albire cu actiune enzimatica, care, in unele
cazuri, par a fi la fel de eficiente si pentru indepéartarea unor pete extrinseci. Ingredientele
active derivate din produse naturale s-au dovedit a avea potentiale efecte antibacteriene
fara a provoca abraziuni, acestea putand fi o buna alternativa la cele bazate pe peroxizi. [1].

Miinchow si coautorii [2] prezintad primele date din literatura de specialitate legate
de obtinerea si testarea unor geluri de albire a dintilor pe bazd de enzime proteolitice, desi
paste de dinti cu enzime au fost studiate anterior.

Acestia au folosit ca agenti de ingrosare, guma xantan si polietilenglicol 400 alaturi
de bicarbonat de sodiu, xilitol, polivinil pirolidona, glicerind, fosfat de sodiu, in geluri pe
baza de bromelaina si papaina. Aspectul unic al acestui gel consta in mecanismul biochimic

care asigurd nu numai tratamentul eficient al leziunilor dentare discromice, ci si protectia
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totala a cavitatii bucale. Enzimele (papaina si bromelaina) care se urméresc a fi utilizate ca
ingrediente in aceste formuldri includ pe cele capabile sd descompuna proteinele, asigurand
astfel accesul eficient la colorantii depusi pe dinti. Folosite in preparatele noastre le va
cuprinde pe cele capabile si degradeze compusii organici aromatici responsabili de
colorarea dintilor fara a fi nevoie sé addugam peroxizi.

Enzimele proteolitice joacd un rol catalitic in hidroliza proteinelor care contin
legaturi amidice si uneori esterice. Exopeptidazele scindeazd legaturile peptidice in
vecindtatea gruparii amino primare -NH> sau a unei grupari carboxil terminale -COOH.
Aminopeptidazele actioneaza asupra grupdrilor terminale -NHz ale langului polipeptidic si
elibereaza un singur aminoacid, fie dipeptida, fie tripeptida. Carboxipeptidazele actioneaza
la grupul terminal -COOH al polipeptidei si elibereaza un singur aminoacid sau dipeptida.
Endopeptidazele scindeaza legaturile peptidice interne ale moleculei proteice din substrat.
Bromelaina este o cistein proteazi (EC 3.4.22.2) constind dintr-un amestec de enzime
proteolitice care este derivatd din tulpina plantei de ananas, Ananas comosus, in timp ce
papaina, cunoscutd si sub numele de papaya proteinaza I, este si o cistein proteaza (EC
3.4.22.2) enzima prezenta in papaya (Carica papaya) si papaya de munte (Vasconcellea
cundinamarcensis).

Bromelaina este un extract enzimatic cu activitate proteolitica, gasitd in principal
in planta de ananas (Ananas comosus) din genul Bromeliaceae [3]. Acest extract poate fi
obtinut atat din tulpind cat si din fructele plantei de ananas, si contine drept componenta
principald un amestec de enzime sulfidril proteolitice glicozilate [4-6]. Bromelaina din
tulpina poseda proprietéti si compozitie biochimica diferite in comparatie cu bromelaina
din fructe [7], aceasta din urma contindnd mai multe endopeptidaze tiolice si, de asemenea,
compusi precum peroxidaze, fosfatazi acidi, glicoproteine, glucide si Ca** complexat
organic [8, 3]. Pand in prezent, opt componente proteolitice active au fost izolate din
bromelaind [9, 10] Proteinazele sunt considerate a fi fracfia cea mai activa, care cuprind ~
2% din totalul proteinelor; ocazional, termenul de bromelaina este folosit si pentru a descrie
doar cele doud proteaze dominante din acest extract [11]. Bromelaina isi exercita activitatea
intr-un interval de pH de 1a 4,5 1a 9,5 [12].

In domeniul dentar, pastele de dinti pe baza de enzime proteolitice si-au dovedit

eficacitatea prin indepértarea petelor dentare, fata de un control, fira sa determine cresterea
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rugozitatii smaltului dentar (13, 1). De asemenea, avand in vedere efectele daunatoare pe
care le produc agentii de albire peroxidici asupra structurii dentare, s-au studiat si
alternative fara peroxizi. Dintre acestea, principalele candidate au fost enzimele de tip
cisteind-proteaza, cum ar fi papaina si bromelaina, descrise ca agenti activi cu potential de
albire [1-2,14-15]. Aspectul si culoarea dintilor sunt preocupari pentru un numér tot mai
mare de persoane care cautd tratament dentar alternativ celui chimic. In ultima vreme a
avut loc o crestere importantd a numarului de produse de albire a dintilor ,,fara prescriptie
medicald” si fard implicarea profesionistilor. S-a demonstrat ca pastele de dinti continand
extracte de papaind si bromelaind, perturba, sau elimina portiunea de proteine din stratul
de pelicula care se formeaza pe suprafata dintilor eliminénd astfel pigmentii care sunt legati
de aceste proteine. Aceste studii in vitro ajuta la evaluarea eficacitatii pastelor de dinti, la
indepartarea petelor inainte de a planifica sedinte clinice costisitoare si consumatoare de
timp.

Intr-un alt studiu s-au formulat geluri care contin enzime proteolitice care contin
(bromelina sau papaind) de origine vegetald si s-a investigat efectul lor de indepartare a
petelor atunci cind este aplicat pe smalt bovin, colorat in solutie de cafea timp de o
sdptamana si masuratd cu un spectrofotometru digital (Easyshade, Vita Zahnfabrik) pentru
evaluarea culorii. A fost masurata culoarea in comparatie cu efectul unui gel de albire cu
20% peroxid de carbamida. Materialele au fost aplicate o data la saptimana, de trei ori pe
zi, timp de 4 saptamani. Gelurile pe bazd de bromelaina si papaina au fost eficiente in
decolorarea smaltului dentar colorat, chiar dacd eficacitatea lor a fost mai mica decéit cea a
unui produs comercial pe baza de peroxid de carbamida [2].

Problema tematicd, pe care o rezolva inventia, se refera la obtinerea unor formule
de geluri de albire cu proprietéti superioare, pe de o parte prin folosirea unor geluri naturale
pe bazé de enzime, iar pe de altd parte prin elaborarea unei compozitii optime de geluri in
care enzimele sunt inglobate in nanocapsule pentru asigurarea eliberdrii controlate a
acestora. Cu toate acestea, gelurile propuse care contin enzime de origine vegetala pot
detine potential clinic semnificativ pentru prepararea de produse lipsite de peroxid de
hidrogen / carbamida.

Procedeut de obtinerea a nanocapsulelor consta in obtinerea a doud faze nemiscibile

(faza organica si faza apoasd), apoi acestea se amestecd obtinandu-se o suspensie coloidaia,
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iar in final dupd eliminarea solventuiui i a apei prin liofilizare. se obtine produsul final
sub forma nanocapsulelor cu enzime.

Faza organica s-a obtinut amestecand la temperatura de 50°C si 500-800 rpm. acetat de etil
1,5 % 1n apa si extract de gutui. Dupa 20 minute s-a adaugat in vasul de reactie, un amestec
format in prealabil, din enzime de bromelaindg si enzime din papaind. acid polilactic
(PLLA) si hidroxiapatitda (HA). S-a mentinut agitarea incd 30 minute.

Faza apoasa s-a obtinut prin agitarea mecanica la 800 rpm, addugand acetat de etil
1,5% in amestec de extract de gutui gi apa timp de 30 minute, dupé care s-a addugat solutie
de 5% Pluronic™ F-68 ca si surfactant. Etapa urmatoare este cea in care faza organica este
adaugatd foarte incet si sub agitare fazei apoase, obtindndu-se o suspensie coloidaia care
se difueazd cu un volum triplu de apa distiiatd. Suspensia obfinutd se agitd timp de 10
minute la 12000 rpm. dupi care se trece ia eliminarea solventului cu ajutoru! evaporatorului
rotativ (rotavaporului). Soluiia obtinutd se ingheatd. dupd care se elimind apa prin
liofilizare.

Pentru aroma si proprieta{i antibacteriene se vor utiliza uleiuri esentiale incluzand,
dar nu se limiteaza la: cimbru, geranium, oregano, lemongrass, eucalipt, menta,
scortisoara, lamaie, tdmaie, portocale, musetel, cuigoare si altele, singure sau in amestec de

2-5 uleiuri esentiale.

Se prezintd in continuare 6 exemple nelimitative de realizare a gelurilor de
albire.

Exemplul 1. Se realizeaza un gel de albire cu urmatoarea compozitie: 3 % lubrizol,
8 % PEG 400, 35 % suc de gutui; 2% hidroxiapatitd; 2 % pulbere de zer liofilizat, 6 %
nanocapsule cu bromelaina, 0,05 % uleiuri esentiale, 2 % 2-hidroxietil salicilat; restul pana
la 100 % apa distilatd. Pentru obtginerea gelului se cantireste intr-o capsula cantitatea de
lubrizol specificatd se adaugd sucul de gutui, se omogenizeaza se adaugd PEG 400, se
omogenizeaza la temperatura camerei, se adaugi pulberea de zer liofilizat, nanocapsulele
de bromelaind, 2-hidroxietil salicilatul, amestecul de uleiuri esentiale si se completeaza cu

apa.
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Exemplul 2. Se realizeaza un gel de albire cu urmatoarea compozitie: 6 % lubrizol,
17 % PEG 400, 57 % suc de gutui; 3 % hidroxiapatitd; 4 % pulbere de zer liofilizat, 8 %
nanocapsule cu papaina, 0,1 % uleiuri esentiale, 2 % 2-hidroxietil salicilat; restul pana la
100 % apa distilat. In continuare se procedeaza dupa modul de lucru descris in exemplul
1.

Exemplul 3. Se realizeaza un gel de albire cu urméitoarea compozitie: 5 % lubrizol,
15 % PEG 400, 50 % suc de gutui; 2,5 % hidroxiapatita; 3 % pulbere de zer liofilizat, 4
% nanocapsule cu bromelaina, 4 % nanocapsule de 0,1 % uleiuri esentiale, 2 % 2-
hidroxietil salicilat; restul pana la 100 % api distilata. in continuare se procedeaza dupa
modul de lucru descris in exemplul 1.

Exemplul 4. Se realizeazi un gel de albire cu urmatoarea compozitie: 5 % lubrizol,
15 % PEG 400, 50 % suc de gutui; 2,5 % hidroxiapatitd; 3 % pulbere de izolat proteic de
zer, 4 % nanocapsule cu papaina, 4 % nanocapsule de bromelaina, 0,1 % uleiuri esentiale,
2 % 2-hidroxietil salicilat; restul pana la 100 % apa distilata. In continuare se procedeaza
dupa modul de lucru descris in exemplul 1.

Exemplul 5. Se realizeaza un gel de albire cu urmatoarea compozitie: 5 % lubrizol,
15 % PEG 400, 50 % suc de gutui; 2,5 % hidroxiapatitd; 3 % pulbere de izolat proteic de
zer, 4 % nanocapsule cu bromelaina, 0,1 % uleiuri esentiale, 2 % 2-hidroxietil salicilat
restul pana la 100 % apa distilat3. In continuare se procedeaza dupa modul de lucru descris
in exemplul 1.

Exemplul 6. Se realizeaza un gel de albire cu urmatoarea compozitie: 5 % lubrizol,
10 % PEG 400, 50 % suc de gutui; 2 % hidroxiapatita; 3 % pulbere de izolat proteic de
zer, 4 % nanocapsule cu bromelaina, 4 % nanocapsule cu papaina, 0,1 % uleiuri esentiale,
2 % 2-hidroxietil salicilat restul pana la 100 % api distilati. in continuare se procedeazi

dupd modul de lucru descris in exemplul 1.
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REVENDICARI

1. Compozitie destinata albirii dintilor utilizatd in estetica dentard, sub forma de
gel, se aplica pe suprafata dintilor cu sau fara gutierd. Aceastd compozitie este pe bazi de
polimeri biocompatibili, sucuri §i nanocapsule cu enzime, pulberi de hidroxiapatitd HA, si
zer liofilizat/izolat proteic de zer, ce permite gelului s& indeparteze petele si culoarea
galbena dintilor.

2. Compozitia materialului de albire, conform actualului brevet, este formata din
amestec de suc de gutui, zer liofilizat/ izolat proteic de zer si nanoumpluturi. Polimeriul
biocompatibil este polietilen glicol — PEG 400 8-17 %, lubrizol 3-6 %, sucuri naturale de
gutui, 35-57 %, izolat proteic de zer 5-10 % pulberi de hidroxiapatitdi HA 5-15%

nanocapsule cu enzime (bromelaina, papaind) 6-8 % si apa.
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