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Relatério Descritivo da Patente de Invencdo para “RESINA DENTARIA
COMPOSTA FOTOPOLIMERIZAVEL ENRIQUECIDA COM EXTRATO DE
PROPOLIS E USOS DA MESMA”

[1] A presente invengao esta inserida no campo do desenvolvimento de
preparagdes médicas, odontolégicas e/ou higiénicas; se tratando do
desenvolvimento de resina dentaria composta fotopolimerizavel enriquecida
com propolis. Adicionalmente, sdo apresentados o0s processos de
caracterizagao fisico-quimica, mecanica e biolégica da resina dentaria
composta fotopolimerizavel enriquecida com prépolis através de diferentes
métodos de analise. Por fim, sdo propostos os usos da resina dentaria
composta enriquecida com propolis com atividade antibacteriana frente a
espécie Streptococcus mutans e com atividade cicatrizante.

ESTADO DA TECNICA

[2] As resinas dentarias compostas fotopolimerizaveis sdo compdsitos
formados por: uma matriz organica polimérica a base de mondmeros de
dimetacrilatos, particulas inorgénicas chamadas de carga e agentes de unido
silanicos. Essas referidas resinas sao materiais restauradores diretos utilizados
na restauragcao ou reposicao de tecidos dentais danificados por fendbmenos
fisicos, quimicos ou microbiolégicos (FERRACANE, J.K. Resin composite —
State of the art. Dental Materials. v.27, p.29-38, 2011).

[3] As primeiras resinas dentarias compostas foram desenvolvidas na
década de 1950 e possuiam a caracteristica de serem autopolimerizaveis
(polimerizacao ativada quimicamente). Devido as propriedades mecéanicas e de
manipulagdo das resinas autopolimerizaveis nédo se mostrarem satisfatorias,
houve o desenvolvimento de resinas dentarias compostas fotopolimerizaveis
(Lutz, F.; Phillips, R.W. A classification and evaluation of composite resin
systems. The Journal of Prosthetic Dentistry. v.50, n.4, p.480-488, 1883).

[4] Além de apresentarem propriedades mecanicas mais adequadas em

relacdo as resinas autopolimerizaveis, as resinas dentarias compostas
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fotopolimerizaveis possuem melhor aparéncia estética em relagdo a outros
materiais restauradores diretos como o amalgama, prata e o ouro. As resinas
dentarias compostas fotopolimerizaveis também tém a vantagem de diversas
apresentagdes quanto a sua viscosidade. Sua viscosidade pode variar desde
altamente viscosa como adesivos e resinas do tipo flow até altamente rigidas e,
desse modo, podem ser utilizadas desde base de forramentos até reconstrucio
de coroas (Wang, J.; Dong, X.; Yu, Q.; Baker, S.N.; Li, H.; Larm, N.E.; Baker,
G.A.; Chen, L.; Tan, J.; Chen, M. Incorporation of antibacterial agent derived
deepeutectic solvent into an active dental composite. DENTAL MATERIALS.
v.33, p.1445-1455, 2017).

[5] A matriz organica das resinas dentarias compostas fotopolimerizaveis é
formada por uma mistura de mondmeros dimetacrilatos aromaticos e/ou
alifaticos, a depender da aplicacdo da resina. Os principais monémeros
utilizados nas formulagbes sao: dimetacrilato de glicidila bisfenol A (bis-GMA),
diuretano dimetacrilato (UDMA), dimetacrilato de trietilenoglicol (TEGDMA) e
dimetacrilato de bisfenol A etoxilado (bis-EMA) (Peutzfeldt, A. Resin
composites in dentistry: the monomer systems. EUROPEAN JOURNAL OF
ORAL SCIENCES. v.105, p.97-116, 1997).

[6] O bis-GMA é um dos principais € mais antigos mondmeros utilizados
nesse tipo de resina. Esse mondmero possui dois anéis aromaticos no centro
de sua estrutura, o que impede a rotagdo molecular e confere rigidez a resina
composita. As duas hidroxilas presentes na sua estrutura permitem a ligagcao
de hidrogénio entre as moléculas, conferindo alta viscosidade. A alta massa
molecular, em relagdo aos outros monémeros mais utilizados, e a rigidez do
bis-GMA reduzem a mobilidade deste mondmero durante a polimerizacao, o
que pode ocasionar em um baixo grau de conversdo. Outro problema
encontrado em resinas exclusivamente a base de bis-GMA ¢é a dificuldade da
incorporagao das particulas de carga, responsaveis por conferir resisténcia

mecanica ao composito final (Peutzfeldt, A. Resin composites in dentistry: the
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monomer systems. EUROPEAN JOURNAL OF ORAL SCIENCES. v.105,
p.97-116, 1997).

[7] Um modo de minimizar os problemas supracitados relacionados as
formulagbes de resinas dentarias compodsitas  fotopolimerizaveis
exclusivamente a base de bis-GMA é a adicdo de um monémero diluente de
baixa massa molecular a matriz organica. Esse mondmero geralmente é o
TEGDMA (Anusavice, K.J.; Shen, C.; Rawls, H.R. Phillips Materiais Dentarios.
Elsevier. 122 ed., 2013).

[8] O TEGDMA também é um mondmero alifatico com massa molecular
menor que o do Bis-GMA (286,32 g/mol). Sua utilizagdo na matriz organica das
resinas € para diminuir a viscosidade do Bis-GMA, sendo assim um mondmero
diluente. Ao promover a diminuicdo da viscosidade, obtém-se também o
aumento do grau de conversdo dos mondmeros. A referida diminuicdo de
viscosidade também proporciona maior capacidade de inser¢ao de carga ao
composito, o que lhe confere melhores propriedades mecéanicas. Apesar
dessas vantagens, a adicdo de mondmeros de menor peso molecular deve ser
feita com cautela, visto que o grande percentual desses monémeros no
composito final pode levar a observagao de contracdo de polimerizacdo, com
consequente aparecimento de carie secundaria (Anusavice, K.J.; Shen, C,;
Rawls, H.R. Phillips Materiais Dentarios. Elsevier. 122 ed., 2013).

[9] Outros mondbmeros de alta massa molecular como o UDMA foram
sintetizados para suprir as dificuldades da alta viscosidade do Bis-GMA e da
contragao de polimerizagdao do TEGDMA. O UDMA possui massa molecular de
aproximadamente 470 g/mol e apresenta dois grupamentos uretano (-NH-CO-
O-) que Ihe conferem menor viscosidade em relagdo ao Bis-GMA. Essa
caracteristica permite um maior grau de conversdo do compdsito e maior
capacidade de receber carga (Peutzfeldt, A. Resin composites in dentistry: the
monomer systems. European Journal of Oral Sciences. v. 105, p. 97-116,
1997).
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[10] O grupamento uretano também possibilita a formagédo de ligagdes de
hidrogénio entre os monémeros, porém de menor intensidade em comparagao
ao bis-GMA e o UDMA possui maior flexibilidade em fungao da auséncia de
anéis aromaticos. Essas caracteristicas contribuem para o aumento do grau de
polimerizacao, diminuicdo da contracdo de polimerizacido e maior capacidade
de incorporagdo de carga o que aumenta suas propriedades mecanicas
(Peutzfeldt, A. Resin composites in dentistry: the monomer systems. European
Journal of Oral Sciences. v. 105, p. 97-116, 1997; Anusavice, K.J.; Shen, C;
Rawls, H.R. Phillips Materiais Dentarios. Elsevier. 122 ed., 2013).

[11] Outro mondébmero de alta massa molecular € o bis-EMA. Este possui
massa molecular de 540 g/mol, mantendo a baixa capacidade de apresentar
contragao de polimerizacdo. Esse mondémero € uma modificacdo do bis-GMA,
diferindo simplesmente na substituicdo da hidroxila por um grupamento etoxi,
gerando um mondmero analogo nao hidroxilado. Essas caracteristicas sao
fundamentais para que o mondémero tenha menor viscosidade e menor
hidrofilicidade, em relagédo ao bis-GMA. Além disso, a rigidez do monémero é
mantida devido a presenca dos anéis aromaticos (Peutzfeldt, A. Resin
composites in dentistry: the monomer systems. European Journal of Oral
Sciences. v. 105, p. 97-116, 1997; Gongalves, F.; Kawano, Y.; Pfeifer, C.;
Stansbury, J.W.; Braga, R.R. Influence of BisGMA, TEGDMA, and BisEMA
contents on viscosity,conversion, and flexural strength of experimental resins
and composites. European Journal of Oral Sciences. v. 117, p. 442-446,
2009).

[12] Os carregamentos das resinas compostas dentarias sdo minerais
adicionados a matriz orgénica para conferir propriedades fisico-quimicas e
mecanicas adequadas as resinas. Entre os beneficios dessa adicdo estdo:
diminuigdo da contragado de polimerizagéo e da expansao térmica, aumento da
resisténcia a compressao e a tracao, aumento da rigidez e da tenacidade e a
diminuicdo da sorg¢do de agua. Tanto o conteudo de carga, quanto o tamanho

das suas particulas e a distribuicdo dos tamanhos de particula influenciam
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diretamente na consisténcia do compodsito e, respectivamente, nas suas
finalidades e manuseio (Anusavice, K.J.; Shen, C.; Rawls, H.R. Phillips
Materiais Dentarios. Elsevier. 122 ed., 2013).

[13] Os principais carregamentos utilizados em resinas dentarias compostas
sdo: borosilicato, quartzo, silicato de aluminio, silicato de litio-aluminio, fluoreto
de itérbio e vidros de bario, estroncio, zirconio e zinco. Os carregamentos a
base de vidro contendo metais sdo mais susceptiveis as variagées de pH (seja
alto ou baixo) e a lixiviagao pela saliva ao longo do tempo, em relagao aos
carregamentos a base de silica que sdo mais resistentes (Anusavice, K.J.;
Shen, C.; Rawls, H.R. Phillips Materiais Dentarios. Elsevier. 122 ed., 2013).
Além desses carregamentos classicamente utilizados, tém-se desenvolvidos
carregamentos de hidroxiapatita, uma vez que sdo biocompativeis com as
estruturas a serem restauradas e podem promovem a remineralizagdo das
mesmas (Forte, L.; Torricelli, P.; Boanini, E.; Gazzano, M.; Rubini, K.; Fini, M.;
Bigi, A. Antioxidant and bone repair properties of quercetin-functionalized
hydroxyapatite: An in vitro osteoblast-osteoclast-endothelial cell co-culture
study. Acta Biomaterialia. v.32, p.298-308, 2016).

[14] Quanto a classificacdo, as resinas dentarias compostas podem se
classificar em funcdo do tamanho das particulas de carga e em fungao das
caracteristicas de manipulagdo do compadsito.

[15] Em relagdo ao tamanho das particulas de carga, as resinas dentarias
compostas podem ser classificadas como: Macrofill (se possuem particulas de
carga com tamanho entre 10 — 50 um), Microfill (se possuem particulas com
tamanho entre 40 — 50 um), hibrida (se possuem as duas faixas de particulas
anteriormente citadas), midfill (se possuem particulas com tamanho de 1 — 10
pgm), minifill (se o tamanho de particula for de 0,1 — 1 ym) e nandfill (se o
tamanho de particula for de 5 — 100 nm) (Ferracane, J.L. Resin composite—
State of the art. Dental Materials. v. 27, p.29-38, 2011).

[16] Em relacdo a manipulacdo, as resinas dentarias compostas podem ser

classificadas como resinas fluidas, flowable ou flow e como resinas
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condensaveis. As resinas do tipo flow apresentam menor quantidade de
particulas de carga e, dessa forma, apresentam menor viscosidade e maior
capacidade de espalhamento nas superficies e cavidades. As resinas do tipo
flow também sdao chamadas de “rejuntes odontoldgicos” porque sao utilizadas
internamente como forramento da restauracdo. As resinas condensaveis
apresentam maior densidade e menor viscosidade, permitindo o esculpimento
de formas anatdmicas durante a restauragao (Anusavice, K.J.; Shen, C.; Rawls,
H.R. Phillips Materiais Dentarios. Elsevier. 122 ed., 2013; Ferracane, J.L. Resin
composite—State of the art. Dental Materials. v. 27, p.29-38, 2011).

[17] Um dos principais problemas das resinas compostas dentarias é sua
colonizacao por Streptococcus mutans, o principal agente etiolégico das caries.
Essa espécie de bactéria é capaz de formar biofilme sobre as superficies
dentarias e sobre as superficies das restauracées dentarias. A fermentacao
realizada por essas bactérias leva a produgcdo de acido Ilactico e,
consequentemente, a diminuigdo do pH nas superficies em questdo. Quando
na superficie dos dentes, a diminuigdo do pH, ocasionada pelo metabolismo do
Streptococcus mutans, leva a desmineralizacdo das estruturas dentarias, uma
vez que a hidroxiapatita se dissolve em meio acido (Cury, J.A.; Tenuta, L.M.A.
Enamel remineralization: controlling the caries disease or treating early caries
lesions? Braz. Oral. Res. v. 23, n.1, p. 23-30, 2009).

[18] Quando na superficie de resinas dentarias compostas, o S. mutans tem
capacidade de degradar essas resinas através de enzimas do tipo esterases.
Essas enzimas hidrolisam as ligacbes ésteres desprotegidas da rede
polimérica das resinas. Esse mecanismo de degradacido de resinas dentarias
por S. mutans é clinicamente relevante no processo de falha desse tipo de
restauracéo (Huang, B.; Siqueira, W.L.; Cvitkovitch, D.G.; Finer, Y. Esterase
from a cariogenic bacterium hydrolyzes dental resins. Acta Biomaterialia. v.71,
p.330-338, 2018).

[19] As resinas compostas dentarias devem ser produzidas de modo a

minimizar a contracdo de polimerizacdo e, consequentemente, a minimizar o
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aparecimento de caries secundarias. Quando ha a contracédo de polimerizacéo
em niveis inadequados, ha o aparecimento de fendas, espacos vazios entre a
restauracao e as estruturas dentarias e gengivais adjacentes. O principal modo
de prevencdo € o desenvolvimento de uma formulacdo adequada do
composito, com baixa contracdo de polimerizagdo. Outra forma de prevencgao
que vem sendo desenvolvida é o enriquecimento do compdsito com agentes
antimicrobianos, tais como nanoparticulas de prata, de Oxido de zinco e
mondmeros funcionais com atividade antibacteriana.

[20] Alguns grupos de pesquisa tém desenvolvido diversas formulagbes de
resinas dentarias compostas e de adesivos dentarios fotopolimerizaveis
enriquecidos com agentes antimicrobianos. A literatura ja descreve o
desenvolvimento de resina flow enriquecidas com nanoparticulas de 6xido de
zinco, apresentando resisténcia a colonizagao por Streptococcus mutans,
porém com propriedades mecéanicas diminuidas em relacdo a resina padrao
(Hotaji, S.T.; Alaghemand, H.; Hamze, F.; Babaki, F.A.; Rajab-Nia, R.; Rezvani,
M. B.; Kaviani, M.; Atai, M. Antibacterial, physical and mechanical properties of
flowable resin composites containing zinc oxide nanoparticles. Dental
Materials. v.29, p.495-505, 2013).

[21] O uso de propolis em resinas dentarias nao € descrito na literatura
cientifica. O uso de propolis no desenvolvimento de resinas dentarias
fotopolimerizaveis também n&o ¢é descrito quando feita a pesquisa de
anterioridades nas bases de patentes oficiais nem bases privadas.

[22] Quando utilizado o termo “propolis" e 0 mesmo termo combinado com os
termos “methacrylat*”, “dent*”’, “composit*”, “bis-gma”, “dental”’, “composite”,
‘methacrylate”, “resin” e “glass-ionomer” n&o houve recuperagdo de carta
patente sobre o tema proposto de uso de prépolis no desenvolvimento de
resinas dentarias.

PROBLEMA A SER RESOLVIDO

[23] O uso de derivados de prépolis como aditivos de resinas dentarias

descrito neste documento de patente gera a solugdo do problema tecnoldgico
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existente na area que é o desenvolvimento de uma resina dentaria resistente a
colonizagédo por Streptococcus mutans, que agrega ainda a propriedade de
cicatrizante.

SOBRE PROPOLIS

[24] Varios tipos de propolis ao redor do mundo tém sido exaustivamente
analisados quanto a sua composicado quimica, quanto as suas possiveis
atividades bioldgicas e, por esse motivo, utilizados no desenvolvimento de
produtos farmacéuticos, alimenticios, cosméticos, odontolégicos, dentre outros
(FREIRES, I.A.; ALENCAR, S.M.; ROSALEN, P.L. A pharmacological
perspective on the use of Brazilian Red Propolis and its isolated compounds
against human diseases. European Journal of Medicinal Chemistry. v.110,
p.267-279, 2016; OLIVEIRA, J.M.S.; CAVALCANTI, T.F.S.; SOUZA, L.C;
PORTO, I.C.C.M.; NASCIMENTO, T.G.; ZANTA, C.L.P.S.; UCHOA, SB,;
TONHOLO, J. Uso de propolis no desenvolvimento de resinas dentarias: um
estudo prospectivo. Cadernos de Prospecgao. v.10, n.2, p.285-299, 2017).
[25] Propolis € uma resina elaborada por abelhas, particularmente da espécie
Apis melifera, a partir da coleta e processamento de materiais de origem
vegetal, tais como: exsudatos, pdlen, néctar, flores e folhas. As abelhas
processam esse material coletado com a insercdo de sua saliva a mistura
(BANKOVA, V.S.; POPQV, S.S.; MAREKOQOV, N.L. A STUDY ON FLAVONOIDS
OF PROPOLIS. Journal of Natural Products. v.46, n.4, p.471-474, 1983;
BANKOVA, V.S.; CASTRO, S.L.; MARCUCCI, M.C. Propolis: recent advances
in chemistry and plant origin. Apidologie. v.31, n.1, p.3-15, 2000).

[26] Cada tipo de prépolis possui uma origem botanica majoritaria, ou seja,
uma espécie vegetal onde, majoritariamente, as abelhas coletam exsudatos e
outros materiais para a elaboracéo da propolis. Por esse motivo, a composicao
quimica de cada tipo de propolis € dependente da composicao fitoquimica de
sua origem botanica. No Brasil existem 13 tipos distintos de propolis
catalogados que sado classificados segundo suas caracteristicas fisico-

quimicas. Dentre esses tipos, cinco sao provenientes da regiao sul (grupo 3),
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um da regido sudeste (grupo 12) e sete da regido nordeste (grupos 6 e 13)
(Park, Y.K.; Alencar; S.M.; Aguiar, C.L. Botanical origin and chemical
composition of Brazilian propolis. Journal of Agricultural and Food
Chemistry. v. 50, p. 2502-2506, 2002; Daugsch, A.; Moraes, C.S.; Fort, P;
Park, Y.K. Botanical Origin and Brazilian Red Propolis—Chemical Composition
and Botanical Origin. eCAM. v.5, n.4, p.435-441, 2008).

[27] A Propolis Vermelha proveniente do Estado de Alagoas (Brazilian Red
Propolis) recebeu a certificagdo de Indicagdo Geografica (IG) do Instituto
Nacional de Propriedade Industrial (INPl) na modalidade Denominagdo de
Origem sob o numero IG 201101 — INPI e com a denominacgéo “Manguezais de
Alagoas”, sendo o primeiro tipo de prépolis brasileira a receber tal registro de
IG (OLIVEIRA, J.M.S.; Cavalcanti, T.F.S.; Souza, L.C.; Porto, [.C.C.M,;
Nascimento, T.G.; Zanta, C.L.P.S.; Uchoa, S.B.B.; Tonholo, J. Uso de prépolis
no desenvolvimento de resinas dentarias: um estudo prospectivo. Cadernos de
Prospecgao. v.10, n.2, p.285-299, abr./jun. 2017).

[28] A composicdo quimica de qualquer tipo de propolis esta diretamente
relacionada a regido onde a colmeia esta inserida, visto que as abelhas
coletam os “insumos” para a elaboragao da prépolis a partir de uma origem
botanica principal, bem como a partir de outras espécies vegetais nativas. O
perfil quimico de cada tipo de prépolis, invariavelmente, € semelhante ao perfil
quimico de metabdlitos secundarios de sua origem botanica (Park, Y.K;
Alencar; S.M.; Aguiar, C.L. Botanical origin and chemical composition of
Brazilian propolis. Journal of Agricultural and Food Chemistry. v. 50, p.
2502-2506, 2002).

[29] Os principais constituintes quimicos da Prépolis Vermelha de Alagoas
(grupo 13) sao os isoflavonoides formononetina, isoformononetina, vestitol,
neovestitol, biochanina A e daidzeina, além da chalcona isoliquiritigenina, do
pterocarpano medicarpina e da flavanona liquiritigenina. Todos esses também
sdo os principais constituintes sua origem botanica, a Dalbergia ecastophillum
(Alencar, S.M.; Oldoni, T.L.; Castro, M.L.; Cabral, |.S.; Costa-Neto, C.M.; Cury,
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J.A.; Rosalen, P.L.; Ikegaki, M. Chemical composition and biological activity of a
new type of Brazilian propolis: Red propolis. Journal of Ethnopharmacology.
Piracicaba, v.113, p.278-283, 2007).

[30] Além desses marcadores quimicos, as propolis do tipo vermelha de
Alagoas possuem também acidos fendlicos, monoterpenos (6leos essenciais),
sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos e benzofenonas em sua composi¢ao
quimica. A propolis vermelha brasileira e a vermelha cubana séo quimicamente
semelhantes do ponto de vista de composigao, esse fato é explicado porque as
duas possuem a mesma origem boténica (PICCINELLI A.L.; Lotti, C,;
Campone, L.; Cuesta-Rubio, O.; Campo Fernandez, M. Rastelli, L. Cuban and
Brazilian Red Propolis: Botanical Origin and Comparative Analysis by High-
Performance Liquid Chromatography Photodiode Array Detection/Electrospray
lonization Tandem Mass Spectrometry. Journal of Agricultural and Food
Chemistry. v.59, p.6484-6491, 2011). Diferentemente dos outros tipos de
prépolis brasileira, a Propolis Vermelha de Alagoas é rica em isoflavonoides,
caracteristica que é justificada por sua origem botanica pertencer a familia
Fabaceae (Veitch, N.C. Isoflavonoids of the Leguminosae. Natural Products
Reports. v.24, p.417-464, 2007).

[31] Determinadas Atividades biologicas sdo naturalmente atribuidas aos
diversos tipos de propolis, uma vez que os referidos tipos possuem a fungao de
ser agente antimicrobiano para uso das abelhas na colmeia. Dessa forma, € de
se esperar a observagao da atividade contra cepas de bactérias e fungos de
referéncia biolégica e até mesmo certa atividade frente as cepas mais
resistentes (BANKOVA, V.; Christov, R.; Kujumgiev, A.; Marcucci, M.C.; Popov,
S. Chemical Composition and Antibacterial Activity of Brazilian Propolis. Verlag
der Zeitschrift flir Naturforschung C. v.50, p.167-172, 1995).

[32] Da mesma forma, € de se esperar a atividade antioxidante para os
diversos tipos de propolis, uma vez que seus constituintes quimicos sao
majoritariamente caracterizados como compostos fendlicos, antioxidantes

naturais. Contudo, diferentes tipos de prépolis apresentam diferentes potenciais
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para essas atividades biologicas, a depender de cada composigdo quimica
(TRUSHEVA, B.; Popova, M.; Bankova, V.; Simova, S.; MArcucci, M.C.; Miorin,
P.L.; Pasin, F.R.; Tsvetkova, |. Bioactive Constituents of Brazilian Red Propolis.
eCAM. v.3, n.2, p.249-254, 2006).

[33] Dentre as atividades atribuidas a Propolis Vermelha de Alagoas estao:
antibacteriana (frente a cepas de Streptococcus mutans, Lactobacillus
acidophilus, Staphylococcus aureus, dentre outros); antifungica (frente a cepas
de Candida albicans, Candida tropicalis, Candida glabrata); cicatrizante,
antioxidante, dentre outras ja conhecidamente referenciadas (Almeida, E.T.C,;
Silva, M.C.D.; Oliveira, J.M.S.; Kamiya, R.U.; Arruda, R.E.S.; Vieira, D.A.; Silva,
V.C.; Escodro, P.B.; Basilio-Junior, I.D.; Nascimento, T.G. Chemical and
microbiological characterization of tinctures and microcapsules loaded with
Brazilian red propolis extract. Journal of Pharmaceutical Analysis. v.7, p.280-
287, 2017; Alencar, S.M.; Oldoni, T.L.; Castro, M.L.; Cabral, |.S.; Costa-Neto,
C.M.; Cury, J.A.; Rosalen, P.L.; lkegaki, M. Chemical composition and
biological activity of a new type of Brazilian propolis: Red propolis. Journal of
Ethnopharmacology. Piracicaba, v.113, p.278-283, 2007; Freires, LA,
Alencar, S.M.; Rosalen, P.L. A pharmacological perspective on the use of
Brazilian Red Propolis and its isolated compounds against human diseases.
European Journal of Medicinal Chemistry. v.110, p.267-279, 2016; Andrade,
J.K.S.; Denadai, M.; de Oliveira, C.S.; Nunes, M.L.; Narain, N. Evaluation of
bioactive compounds potential and antioxidant activity of brown, green and red
propolis from Brazilian northeast region. Food Research International. v. 101,
p. 129-138, 2017; Jacob, A.; Parolia, A.; Pau, A.; Amalraj, F.D. The effects of
Malaysian propolis and Brazilian red propolis on connective tissue fibroblasts in
the wound healing process. BMC Complementary and Alternative Medicine.
v.15:294, 2015).

[34] O uso da Prépolis Vermelha de Alagoas tem sido fonte de estudos de
desenvolvimento de novos produtos farmacéuticos, alimenticios, cosméticos e

odontoldgicos devido as atividades bioldgicas ja descritas. Dentre os produtos
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tecnolégicos desenvolvidos a base de propolis estdo: microencapsulados
farmacéuticos, iogurtes, enxaguatorios bucais e cremes dentais. Um estudo
recente de prospecgao tecnoldégica demonstra que ndao ha documento de
patente referente ao desenvolvimento de resina dentaria composta
fotopolimerizavel contendo prépolis (OLIVEIRA, J.M.S.; Cavalcanti, T.F.S;
Souza, L.C.; Porto, I.C.C.M.; Nascimento, T.G.; Zanta, C.L.P.S.; Uchoa, S.B.B,;
Tonholo, J. Uso de propolis no desenvolvimento de resinas dentarias: um
estudo prospectivo. Cadernos de Prospecc¢ao. v.10, n.2, p.285-299, abr./jun.
2017).

[35] A prépolis vermelha tem sido amplamente estudada pelos grupos de
pesquisa da Universidade Federal de Alagoas como matéria prima no
desenvolvimento de produtos tecnoldgicos, tais como: microencapsulados
farmacéuticos, nanoesferas, microencapsulados de liberacdo modificada,
nanoparticulas poliméricas, compdsito microparticulado contendo quitosana —
propolis, composicdo farmacéutica semissodlida para tratamento da
leishmaniose tegumentar e caseinatos, além de formulagdes para p6 fixador de
préteses dentarias enriquecido com propolis.

[36] Os produtos tecnoldgicos a base de Propolis Vermelha de Alagoas
listados acima possuem os respetivos numeros de registro: BR1020120135906
e WO02014186851A1, PCTBR2017050088, BR1020140073191,
BR1020150164050, BR10201502418, BR102015031753,
BR1020170000880035 e BR1020180771000.

[37] A invencdo proposta neste documento de patente busca o
preenchimento da lacuna tecnoldgica existente no que se refere ao
desenvolvimento de resinas dentarias compostas fotopolimerizaveis que
apresentem atividades antibacteriana e cicatrizante, propondo a aplicacao de
prépolis no desenvolvimento de resina dentaria composta fotopolimerizavel e
seu uso como material restaurador com acéo antibacteriana e cicatrizante.

[38] As resinas dentarias compostas fotopolimerizaveis disponiveis no

mercado n&o apresentam atividades biolégicas como antibacteriana e
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cicatrizante, logo, as atividades atribuidas a presente invencédo e suas
respectivas  aplicagdes clinicas propostas demonstram  vantagens
consideraveis frente ao estado da técnica.

SUMARIO DA INVENGAO

[39] As resinas dentarias compostas fotopolimerizaveis sdo restauracdes
dentarias diretas utilizadas na recuperagao das estruturas dentarias lesionadas
devido a presenga do quadro patologico de carie. Tais resinas sao
desenvolvidas para que apresentem propriedades mecanicas satisfatorias,
porém nao ha no mercado resinas que apresentem funcdo antibacteriana nem
funcdo cicatrizante. Esse fato justifica o desenvolvimento de tecnologias de
combate as bactérias que colonizam resinas dentarias compostas
fotopolimerizaveis e que causam caries secundarias e, melhor ainda, se
agregarem propriedades cicatrizantes. Enquadram-se nesta categoria
particularmente os microorganismos da espécie Streptococcus mutans.

[40] Na presente invencdo a resina dentaria composta fotopolimerizavel do
tipo flow foi modificada com derivados de propolis, particularmente o tipo
Vermelha de Alagoas. Foram analisadas a compatibilidade quimica, as
propriedades mecanicas e fisico-quimicas da resina modificada, bem como o
efeito bacteriostatico do compdsito desenvolvido.

[41] A Propolis Vermelha de Alagoas foi utilizada na forma de extrato
liofiizado, a partir do extrato acetato de etila. O extrato acetato de etila
liofilizado foi solubilizado em 2-hidroxietil metacrilato (HEMA) e essa solugao foi
incorporada a resina bulk do tipo flow. Realizou-se os ensaios de grau de
conversao de mondémero em polimero, resisténcia flexural, microdureza, sorgao
e solubilidade, rugosidade, atividade antibacteriana e citotoxicidade.

[42] A presente invengdao apresenta composicoes de resina dentaria
composta fotopolimerizavel enriquecidas com extrato de prépolis (FRFP),
compostas por extrato de prépolis padronizado e liofilizado, solvente derivado
de metacrilato e resina dentaria composta fotopolimerizavel do tipo flow. Por

fim, sdo apresentados os usos das composi¢des de resina dentaria enriquecida
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com derivados de propolis em funcdo de suas propriedades de atuar como: (a)
antibacteriana; (b) cicatrizante; (c) catalisadora de conversdao dos monémeros
em polimeros.

DESCRIGAO DAS FIGURAS

[43] A figura 1 apresenta o grau de conversdo das formulagdes de resina
enriquecidas com prépolis (FRFP A, FRFP B e FRFP C), além do grupo
controle resina comercial (R). Observa-se que as formulagdes enriquecidas
com prépolis apresentaram maior grau de conversao que a resina comercial,
tanto imediatamente apds o procedimento quanto 24 horas apds a
fotopolimerizacao. Diante do exposto, observa-se que a adigao de propolis foi
determinante para o aumento do grau de conversao da resina, diminuindo,
assim, a quantidade de monémeros livres apds processo do fotopolimerizagao.
N&o houve diferenca estatistica significativa (p > 0,05) entre os grupos FRFP A,
FRFP B e FRFP C. Houve diferenga significativa (p < 0,05) entre cada um dos
grupos supracitados com o grupo R.

[44] A Figura 2 apresenta a resisténcia flexural dos grupos de analise.
Observa-se que os grupos aditivados com propolis (FRFP A, FRFP B e FRFP
C) apresentaram resisténcia flexural acima de 100 MPa, satisfazendo o valor
minimo preconizado pela ISO 4049 que é de 50 MPa para esse tipo de
material. Nao houve diferenga significativa (p > 0,05) entre os grupos
supracitados.

[45] A Figura 3 apresenta a microdureza dos grupos testados pelo método de
Knoop. As FRFP A, FRFP B e FRFP C apresentaram os seguintes valores de
namero de microdureza Knoop (NMK): 19,7; 18,4 e 20,13; respectivamente,
sendo estatisticamente semelhantes (p > 0,05).

[46] A Figura 4 apresenta a capacidade de sor¢do em agua dos grupos
testados. Os grupos FRFP A, FRFP B e FRFP C apresentaram os seguintes
resultados: 21,67 pg/mm?, 22,24 ug/mm?® e 17,15 pg/mm?3, respectivamente.

Diante do exposto, foi constatado que todos os grupos enriquecidos com
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prépolis satisfazem a ISO 4049 que estabelece o maximo de 40 ug/mm?®. Nao
houve diferencga significativa (p > 0,05) entre os grupos supracitados.

[47] A Figura 5 apresenta a capacidade de solubilidade em agua dos grupos
testados. Os grupos FRFP A, FRFP B e FRFP C apresentaram os seguintes
resultados: 4,2 yg/mm?, 3,6 ug/mm? e 4,05 yg/mm?, respectivamente. Diante do
exposto, foi constatado que todos os grupos enriquecidos com prépolis
satisfazem a 1SO 4049 que estabelece o maximo de 7,5 yg/mm?3. Nao houve
diferencga significativa (p > 0,05) entre os grupos supracitados.

[48] A Figura 6 apresenta o resultado de atividade antimicrobiana dos grupos
testados frente a cepa de Streptococcus mutans CCT 3440. Os grupos FRFP
A, FRFP B e FRFP C apresentaram atividade bacteriostatica, uma vez que
promoveram a inibicado do crescimento bacteriano. Os grupos controle resina
comercial (R) e resina comercial + solvente (RS) ndo apresentaram atividade
antimicrobiana frente a referida cepa. Esse resultado demonstra a vantagem
tecnolégica das formulagcbes de resina dentarias fotopolimerizaveis
enriquecidas com prépolis em comparacdo com a resina comercial, além de
comprovar que a referida atividade antibacteriana esta relacionada com a
propolis contida nas formulacoes.

[49] A Figura 7 apresenta a citotoxicidade dos grupos experimentais frente a
fibroblastos murinos da linhagem 3T3. Nenhum dos grupos analisados se
apresentou citotoxico uma vez que mais de 80% das células expostas a cada
um deles se mantiveram viaveis e sem alteragbes morfologicas. As células
expostas ao grupo FRFP C foi as que se mantiveram mais viaveis (91% de
viabilidade celular), porém, nao houve diferenga significativa (p > 0,05) entre os
grupos analisados.

[50] A Figura 8 apresenta a citotoxicidade dos grupos experimentais FRFP C,
R e RS em fungdo da dose-resposta. Nenhum dos grupos se apresentou
citotoxico, visto que mais de 80% das células expostas a cada grupo se
mantiveram viaveis e sem alteragcbes morfologicas. As células expostas ao

grupo FRFP C apresentaram indicios de proliferagcéo celular visto que estavam
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em maior quantidade que o grupo controle (tracejado em 100%), indicando
possivel atividade cicatrizante. Nao houve diferenca significativa (p > 0,05)
dentro de cada grupo em funcdo da variacdo das doses. Houve diferencga
significativa (p< 0,05) do grupo FRFP C quando comparado aos grupos R e
RS.

DESCRIGAO DETALHADA DA INVENCAO

[51] Os produtos, processos e usos descritos na presente invengao podem
ser detalhados e entendidos através das referéncias as figuras presentes neste
documento e a seguinte descri¢ao:

Composicoes de resina dentaria composta fotopolimerizavel enriquecida
com proépolis

[52] As formulagdes de resinas enriquecidas com propolis (FRFP)
apresentam concentragdes definidas de extrato padronizado de propolis, cujas
composi¢des variam de acordo com a origem botéanica de cada tipo de prépolis.
Adicionalmente, as composi¢cdes de resinas dentarias em questiao apresentam
importantes atividades, em especial a antibacteriana e cicatrizante. Ademais,
apresentam ainda maior grau de conversao dos monémeros em polimero.

[53] Quando utilizada a Proépolis Vermelha de Alagoas, devidamente
caracterizada no ambito da Indicacdo Geografica 201101-INPI, as resinas
apresentam concentracdes definidas de isoflavondides, flavondides, chalconas
e acidos fendlicos devido a especificidade da propolis dos manguezais de
Alagoas, o que ressalta ainda mais as propriedades antibacteriana e
cicatrizante.

[54] As FRFP, além do extrato com os principios ativos obtidos do extrato
padronizado de propolis apresentam em sua formulagdo os seguintes
excipientes com diferentes funcionalidades farmacéuticas: composto ativo (de
acordo com o extrato de prépolis utilizado), matriz organica polimérica a base
de derivados de metacrilatos, quais sejam: 2-hidroxietilmetacrilato (0,01%),
dimetacrilatos de uretano (10 a 20%), dimetacrilato de bisfenol A etoxilado (1 a

10%), dimetacrilato de glicidila bisfenol A (1 a 10%), dimetacrilatos de
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trietilenoglicol (<1%); carregamento inorganico: ceramica silanizada tratada (50
a 60%); fotoiniciadores: canforoquinona (<1%) e etil-4-dimetilaminobenzoato
(<1%); agente de radiopacidade: fluoreto de itérbio (1 a 10%) e diluente: 2-
hidroxietilmetacrilato (0,01%).

[55] Como exemplo, a Propolis Vermelha de Alagoas foi coletada (200 g) e
extraida com 500 mL de solugdo etanol-agua (4:1) por dois periodos de 48
horas, a temperatura ambiente e protegida da luz. Apds cada um dos periodos
o sobrenadante (macerado) foi retirado e acondicionado em recipiente ambar
previamente limpo. O macerado total foi concentrado em evaporador rotatorio,
a 45 °C, dando origem ao extrato hidroalcodlico de propolis.

[56] Pesou-se 20 g do extrato hidroalcodlico e o solubilizou em 60 mL de
solugdo etanol-agua (7:3) para realizagdo do particionamento do mesmo
extrato em funil de separacdo. O particionamento foi realizado primeiramente
com dois volumes de hexano (100 mL). A porgao hexanica foi retirada do funil
de separagao e concentrada em evaporador rotatorio, dando origem ao extrato
hexanico de prépolis. Posteriormente, o particionamento foi continuado com
dois volumes de acetato de etila (100 mL). A porgéo acetato de etila foi retirada
do funil de separagao e concentrada em evaporador rotatério, dando origem ao
extrato acetato de etila de prépolis.

[57] Pesou-se 100 mg do extrato acetato de etila de prépolis e acondicionou-
se em frasco ampola previamente limpo para realizacdo da liofilizacdo. O
extrato acetato de etila foi congelado por 4 dias a -18°C e levado a liofilizagao,
dando origem ao extrato acetato de etila liofilizado de prépolis.

[58] A preparacao das formulagcdes de resina flow enriquecidas com propolis
(FRFP) seguiu-se do seguinte modo: Primeiramente, foram preparadas trés
solugbes de extrato acetato de etila liofilizado de prépolis em 2-hidroxietil
metacrilato (HEMA) nas concentragdes de 10,0 mg/mL, 15,0 mg/mL e 25,0 mg/
mL. Posteriormente, tomou-se 10 pyL de cada solugdo, individualmente, e
acrescentou-se a 100 mg de resina flow. Realizou-se a espatulagdo da mistura

até obtencdo da homogeneidade. Dessa forma, obteve-se as FRFP contendo
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as proporgdes de 0,10% 0,15% e 0,25% (p/p) de extrato acetato de etila
liofilizado de propolis.

[59] A resina comercial Filtek™ Bulk Fill Flow (3M ESPE) foi utilizada como
referéncia, enquanto que 100 mg da resina referéncia com 10 yL de HEMA foi
utilizada como grupo controle do solvente.

[60] Para todas as analises, as FRFP 0,10%, 0,15% e 0,25% (p/p), bem
como a resina comercial e comercial aditivada com solvente foram
polimerizadas com uso de um fotopolimerizador com luz led de 1200 mW/cm?
de poténcia por 20 segundos. Os corpos de prova foram confeccionados com o
auxilio de uma matriz circular com diametro de 5,0 mm e espessura de 1,0 mm
que foi acomodada entre duas laminas de vidro. Foram utilizadas fitas de
poliéster abaixo e a cima das matrizes em todas as resinas fotopolimerizadas.
[61] Foram utilizados cinco grupos experimentais para os ensaios de
caracterizagao fisico-quimica, mecanica, microbiolégica e de citotoxicidade. Os
grupos foram: resina comercial de referéncia (R), resina comercial de
referéncia contendo o solvente HEMA (RS), FRFP 0,10% (FRFP A), FRFP
0,15% (FRFP B) e FRFP 0,25% (FRFP C).

Caracterizagao fisico-quimica, mecanica e biolégica das composi¢coes de
resina dentaria composta fotopolimerizavel enriquecida com prépolis

[62] O grau de conversao de mondmero em polimero (%GC) dos grupos (n =
3) foi determinado por FTIR (Fourier-Transform Infrared spectroscopy) no modo
ATR (Attenuated Total Reflectance). As amostras foram analisadas em trés
momentos distintos: antes da polimerizagéo, logo apds a polimerizagao e 24
horas apds a polimerizacdo. As amostras a serem polimerizadas foram
dispostas entre duas tiras de poliéster e fotopolimerizadas por 20 segundos. Os
espectros foram obtidos em valores de absorbancia, com resolucéo de 4,0 cm-
', acumulados em 64 scans na faixa de 4000 a 600 cm™. O software utilizado

para o tratamento dos dados foi o IRSolution®. O %GC foi caracterizado como:
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(%GC)=

1 _( dreadabandaem 1638cm—1

éreadabandaem1608cm—1)]X100' A analise estatistica foi

realizada por one-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey’s (p < 0,05).

[63] A resisténcia flexual dos grupos de analise (n = 10) foi determinada
conforme preconizado pela I1SO 4049. Os corpos de prova foram
confeccionados em matriz retangular com 2,0 mm x 2,0 mm x 25,0 mm
(espessura x altura x comprimento). A fotopolimerizagdo dos mesmos foi
realizada em 6 pontos diferentes: trés na face superior e trés na face inferior,
conforme ISO 4049. Os corpos de prova, referentes a cada grupo
separadamente, foram acondicionados em meio aquoso € em frasco escuro
por 24 horas a 37°C antes de serem submetidos ao teste. A maquina de testes
foi calibrada para atuar com velocidade de 0,75 mm/mim ou razdo de
carregamento de 50 N/mim. A resisténcia a flexdo (o) foi definida como:

o= 3FL
2bhh

; onde F é a carga maxima em Newton, L é a distdncia entre os apoios
externos (20,0 mm), b é a espessura do corpo de prova (2,0 mm) e h € a altura
do corpo de prova (2,0 mm). Os resultados de resisténcia a flexao foram
expressos em MPa. A analise estatistica foi realizada por one-way ANOVA
seguido pelo teste de Tukey’s (p < 0,05).

[64] A microdureza dos grupos de teste foi determinada segundo o método
Knoop. Para cada um dos grupos foram confeccionados quatro corpos de
prova circulares com 5,0 mm de diametro e 1,0 mm de espessura. Foram
realizadas 4 endentagbes por corpo de prova, com carga de 0,49 N por 15
segundos. O Numero de microdureza Knoop (NMK) foi calculado do seguinte

F . i

modo: NMK:E; onde: F é a carga aplicada em Newton, C é a constante do
endentador (0,07028) e L € o comprimento medido da diagonal maior da
endentagcdo em mm. A analise estatistica foi realizada por one-way ANOVA

seguido pelo teste de Tukey’s (p < 0,05).
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[65] A sorcdo e solubilidade dos grupos de prova foram determinados
segundo os procedimentos preconizados pela 1ISO 4049. Foram preparados
cinco corpos de prova (n = 5) circulares de 15,0 mm de diametro e 1,0 mm de
espessura para cada grupo, em uma matriz metalica posicionada entre duas
tiras de poliéster. A fotopolimerizacdo dos corpos de prova foi realizada em 9
pontos diferentes dos mesmos, na superficie superior, conforme ISO 4049.
Inicialmente, os corpos de prova polimerizados foram pesados e mantidos em
dessecador protegido da luz e a temperatura ambiente por 22 horas. Apds esse
periodo, os corpos de prova foram transferidos para um segundo dessecador
por mais 2 horas, sob as mesmas condicoes. Os corpos de prova foram
pesados a cada ciclo de 24 horas até que a variabilidade de massa de cada um
ndo ultrapassasse 0,1 mg. Essa massa foi caracterizada como (M).

[66] ApOs caracterizagdo de My os corpos de prova foram medidos com
micrémetro digital para calcular a area (mm?) e o volume (mm?). Apds esse
procedimento os corpos de prova foram submergidos em agua (10,0 mL por
corpo de prova) a 37°C, por 7 dias na posigao vertical com auxilio de uma
armacao, com 3,0 mm de espagamento entre eles.

[67] Apbs esse periodo, os corpos de prova foram removidos da agua,
lavados com agua corrente e secos com papel absorvente. Apds um minuto, os
mesmos foram pesados e as respectivas massas foram registradas como M..
Em seguida, foram realizados ciclos de dessecamento, como descrito
anteriormente, até que as massas ficassem estaveis, com variagdo menor que
0,1 mg, esse ultimo valor sera caracterizado como Ms.

M2-M3

[68] A sorgdo de agua (As) foi determinada como: Aso= A

. . . . M1-M3 -
solubilidade em agua (Aq) foi determinada como: Asl:T. A analise

estatistica foi realizada por one-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey’s (p <
0,05).
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[69] A atividade antimicrobiana das Composicbes de resina dentaria
composta fotopolimerizavel enriquecida com proépolis foi determinada pelo
método de contato direto, conforme Hotaji et al., 2013 (Hotaji, S.T;
Alaghemand, H.; Hamze, F.; Babaki, F.A.; Rajab-Nia, R.; Rezvani, M.B;
Kaviani, M.; Atai, M. Antibacterial, physical and mechanical properties of
flowable resin composites containing zinc oxide nanoparticles. Dental
Materials. n.29, p.495-505, 2013). Para tal, foram-se preparados trés corpos
de prova (5,0 mm didmetro x 1,0 mm espessura) para cada um dos cinco
grupos experimentais. Os mesmos foram acondicionados em microtubos
previamente esterilizados.

[70] Preparou-se uma solugdao padronizada do inéculo de Streptococcus
mutans CCT 3440 a concentracédo de 1 x 10° UFC/mL. Exatamente 10,0 pL do
in6culo foram gotejados na superficie superior de cada corpo de prova de
deixados em contato por uma hora em capela de fluxo laminar. Apds esse
periodo, foram adicionados 200,0 mL de meio BHI previamente esterilizado a
cada um dos microtubos contendo um corpo de prova e a gota de indculo
padronizado. Os microtubos foram mantidos em estufa a 37°C por 24 horas.
[71] Apdbs incubagdo, exatamente 100,0 pL de cada microtubo foram
transferidos para microplaca de 96 pocos e, logo apds, foram adicionados 20,0
uL de resazurina (150 pg/mL em PBS 50 mM e pH 7,4) em todos os pogos
para realizar a revelacdo apds novo periodo de incubagdo. Apds a adigao de
resazurina, a microplaca foi novamente incubada a 37°C por 2 horas. Cada um
dos grupos experimentais foi testado em triplicata (n = 3).

[72] A citotoxicidade dos grupos de testes foi determinada pela avaliacdo da
viabilidade celular de fibroblastos embrionarios murinos da linhagem 3T3 pelo
método do MTT ([brometo de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazdlio]). O
preparo das amostras e a avaliagado da viabilidade celular através do método
MTT foram realizadas conforme preconizado na ISO 10993.5 e ISO 10993.12.
[73] As células foram utilizadas na 13° passagem e quando atingiram entre

80 - 90% de confluéncia. Os fibroblastos (7 x 10° células) foram cultivados em
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placas de 96 pogos contendo 200 uL de meio DMEM suplementado com 5% de
soro bovino fetal (SBF), por 24 horas em estufa a 37 °C e em atmosfera
controlada com 5% de CO,. Apds esse periodo, as células foram expostas a 20
ML do meio condicionado pela liberagdo prévia das resinas, conforme os
grupos de observagao: resina comercial, FRFP A, FRFP B, FRFP C, resina
comercial + solvente e controle meio de cultura, por 24h em estufa a 37°C e 5%
de CO..

[74] Posteriormente, foi adicionado 23 uL/poco de uma solugdo de MTT a
5mg/mL em PBS. Apds o periodo de incubagéo de 4 horas a 37°C e em 5% de
CO., o sobrenadante foi desprezado e, sobre as células foram adicionados 150
WL de dimetilsuféxido (DMSO). Apds 10 minutos a densidade 6ptica da solugao
em cada pogo foi mensurada em espectrofotbmetro no comprimento de onda
de 540 nm. O percentual de viabilidade celular foi obtido em relacdo a amostra

controle e calculado conforme a equacao:

Viabilidade celular (%) =2Ds0rbanciaamostra____
absorbancia controle células

[75] O preparo prévio dos grupos observados se deu conforme ISO 10993.5
e ISO 10993.12 que padronizam os testes de citotoxicidade in vitro e o preparo
de amostras em ensaios de citotoxicidade, respectivamente. Conforme a
padronizagao preconizada, utilizou-se o equivalente a um corpo de prova (5,0
mm de didmetro x 1,0 mm de espessura) para cada 183,16 uL de meio de
cultura nas mesmas condigdes do cultivo das células por 24 horas a 37 °C e
5% de CO,, obtendo-se concentragdo de 3,0 cm?® de resina / mL de meio). O
ensaio de citotoxicidade foi realizado em A analise estatistica foi realizada por
one-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey’s (p < 0,05).

[76] A citotoxicidade dos grupos experimentais também foi determinada em
funcdo da relacdo dose-resposta. Para tal, realizou-se determinacdo da
citotoxicidade do mesmo modo como descrito acima, porém, utilizou-se

somente os grupos resina comercial (R), resina comercial solvente (RS) e
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FRFP C. As diferentes doses de tratamento, ou seja, as diferentes
concentracbes de resina em contato com os fibroblastos 3T3 foram
determinadas em funcédo da dose especificada na ISO 10993.12 que é de 3
cm®mL para corpos de prova de até 1,0 mm de espessura. A dose
especificada pela ISO em questdo foi considerada como 1 e o0 experimento
ocorreu com uso das doses: 0,3; 0,6; 1,0; 1,6 e 2,0. A analise estatistica foi
realizada por two-way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni posttests (p <
0,05).

EXEMPLOS

[77] EXEMPLO 1 — Grau de converséao (%GC):

[78] Os grupos de FRFP A, FRFP B e FRFP C referentes as composigcdes de
resina flow enriquecidas com prépolis apresentaram maior grau de conversao
que os grupos resina comercial (R) e resina comercial solvente (RS), tanto
imediatamente apds a fotopolimerizagdo (zero hora) quanto 24 horas apés a
polimerizagao. O %GC médio do grupo R foi de 54,34 % e 56,85 % nos tempos
de zero e 24 horas, respectivamente. O grupo que apresentou maior %GC foi 0
FRFP C com 73,03 % 24 horas apds a fotopolimerizagcdo. Houve diferenca
significativa (p < 0,05) entre os trés grupos de FRFP quando comparados
separadamente com o grupo R. Nao houve diferenga significativa (p > 0,05)
entre os grupos FRFP A, FRFP B e FRFP C. A Figura 1 representa o Grau de
conversao dos grupos analisados imediatamente apds a fotopolimerizagéo e 24
horas apds a fotopolimerizagao.

[79] EXEMPLO 2 — Resisténcia flexural:

[80] Os grupos FRFP A, FRFP B e FRFP C apresentaram resisténcia flexural
de 103,24 MPa, 103,96 MPa e 106,76 MPa, respectivamente. Diante desses
dados, todos os grupos enriquecidos com propolis se apresentaram em
conformidade com a exigéncia da ISO 4049 para esse tipo de material que é
uma resisténcia flexural de 50 MPa. Nao houve diferenga significativa (p >
0,05) entre os grupos FRFP A, FRFP B, FRFP C e RS. Houve diferenca
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significativa entre cada um dos quatro grupos supracitados com o grupo R (p <
0,05). A Figura 2 apresenta a determinagao da Resisténcia Flexural.

[81] EXEMPLO 3 — Microdureza Knoop:

[82] Os grupos FRFP A, FRFP B e FRFP C apresentaram numero de
microdureza Knoop (NMK) de 19,7; 18,46 e 20,13; respectivamente. Nao houve
diferenga significativa (p > 0,05) entre os grupos FRFP A, FRFP B, FRFP C e
RS. O NMK do grupo R foi de 25,4. Houve diferenca significativa (p < 0,05)
entre os grupos FRFP A, FRFP B, FRFP C e RS quando comparados
separadamente com o grupo R. A Figura 3 representa a caracterizagdo da
microdureza Knoop.

[83] EXEMPLO 4 — Sorcéo e solubilidade:

[84] As formulagbes FRFP A, FRFP B e FRFP C se mostraram dentro dos
parametros preconizados pela 1ISO 4049 em relacdo a sor¢ao e solubilidade.
Os valores obtidos de sor¢gdo em agua foram de 21,6 uyg/mm?, 22,4 yg/mm?e
17,15 yg/mm?, respectivamente, para FRFP A, FRFP B e FRFP C, abaixo do
limite maximo de 40 pg/mm? preconizado. N&o houve diferencga significativa (p
> 0,05) entre os grupos supracitados, conforme representado pela figura 4. Os
valores de solubilidade em agua foram de 4,2 ug/mm? 3,6 yg/mm?® e 4,0
ug/mm?* respectivamente para FRFP A, FRFP B e FRFP C, abaixo do limite
maximo de 7,5 ug/mm?. Ndo houve diferencga significativa (p > 0,05) entre os
grupos supracitados, conforme representado pela figura 5.

[85] EXEMPLO 5 — Atividade antimicrobiana:

[86] Os grupos FRFP A, FRFP B e FRFP C apresentaram atividade
antimicrobiana frente a cepa de Streptococcus mutans, uma vez que foi
observada a inibicdo do crescimento bacteriano apds contato superficial desses
grupos com o inoculo padronizado. OS grupos R e RS n&o apresentaram
atividade antimicrobiana frente a mesma cepa supracitada, uma vez que nao
foi observado inibicdo do crescimento bacteriano apds o contato superficial
desses grupos com o inoculo padronizado. A Figura 6 representa o resultado

do teste de atividade antimicrobiana.
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[87] EXEMPLO 6 — Citotoxicidade:

[88] Nenhum dos grupos se apresentou citotoxico aos fibroblastos, conforme
ISO 10993.5, visto que nenhum deles apresentou percentual de morte celular =
20%. As células tratadas com o grupo FRFP C apresentaram viabilidade celular
de 91,06%, enquanto que as células tratadas com os grupos R, FRFP A, FRFP
B e RS apresentaram viabilidade celular de 81,20%; 82,05%; 82,13% e
88,36%, respectivamente. As células n&o apresentaram alteracdes
morfolégicas ou presenga de granulos citoplasmaticos. Nao houve diferenca
significativa (p > 0,05) entre os grupos. A Figura 7 representa o resultado de
citotoxicidade para os grupos experimentais.

[89] Em relagdo ao ensaio de citotoxicidade dose-resposta, nenhum dos
grupos analisados (R, RS e FRFP C) apresentou citotoxicidade em fibroblastos,
conforme 1ISO 10993.5. A exposigao das células ao grupo FRFP C sugeriu um
aumento da proliferagcado celular, quando se compara os grupos de células
tratadas com as amostras R e RS e o grupo de células controle (expostas
apenas ao meio, linha tracejada), indicando possivel atividade cicatrizante. Nao
houve diferenga significativa (p > 0,05) entre as cinco doses usadas dentro de
cada grupo. Houve diferenga significativa (p < 0,05) entre o grupo FRFP C e os
grupos R e RS. Nao houve diferenga significativa (p > 0,05) entre os grupos R
e RS. A Figura 8 representa o resultado do ensaio de citotoxicidade dose-

resposta para os grupos analisados.
VANTAGENS DA PATENTE

[90] A incorporagdo de derivados de propolis a resina dentaria composta
fotopolimerizavel levou a produgcdo de um material odontoldgico restaurador
com as seguintes vantagens:

[91] Superior grau de conversao de monémeros em polimero, se comparado
ao produto comercial.

[92] Presenga de caracteristicas mecéanicas que satisfazem a ISO 4049 e

que sao semelhantes as caracteristicas do produto comercial.
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[93] Presenca de atividade antibacteriana frente a Streptococcus mutans.
[94] Proporciona proliferagcao de fibroblastos murinhos 3T3.

[95] As resinas aditivadas com prépolis podem ser utilizadas como material
restaurador em capeamento pulpar indireto, capeamento pulpar direto em
preparos cavitarios, cavidades profundas e restauragdes provisorias, como

base e/ou liner sob restauragcdes de resina composta.
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REIVINDICAGOES

1- Composicao de resina dentaria composta fotopolimerizavel enriquecida
com extrato de propolis vermelha caracterizada por compreender monémeros
derivados de metacrilatos, ceramica silanizada tratada (50 a 60%), fluoreto de
itérbio (1 a 10%), canforoquinona (<1%), etil-4-dimetilaminobenzoato (<1%) e
extrato fracionado acetato de etila proveniente do extrato de prépolis vermelha.
2- Composicao de resina dentaria composta fotopolimerizavel enriquecida
com extrato de prépolis vermelha, de acordo com reivindicagdo 1,
caracterizada pelos derivados de metacrilatos consistirem em 2-
hidroxietilmetacrilato (0,01%), dimetacrilatos de uretano (10 a 20%),
dimetacrilato de bisfenol A etoxilado (1 a 10%), dimetacrilato de glicidila
bisfenol A (1 a 10%), dimetacrilatos de trietilenoglicol (<1%).

3- Composicao de resina dentaria composta fotopolimerizavel enriquecida
com extrato de propolis vermelha, de acordo com as reivindicagdes 1 e 2,
caracterizada por compreender faixa de concentracao entre de 0,001 a 3%, e
preferencialmente entre 0,10% e 0,25% de extrato fracionado acetato de etila
liofilizado a partir do extrato de propolis vermelha.

4- Composicao de resina dentaria composta fotopolimerizavel enriquecida
com extrato de propolis vermelha, de acordo com as reivindicagcbes 1, 2 e 3
caracterizada por apresentar grau de conversdo de monémeros em polimeros
de 73% apos 24h, superior a resina controle.

5- Composicao de resina dentaria composta fotopolimerizavel enriquecida
com extrato de prépolis vermelha, de acordo com as reivindicagbes 1, 2 e 3
caracterizada por apresentar resisténcia flexural superior a 100 MPa .

6- Composicao de resina dentaria composta fotopolimerizavel enriquecida
com extrato de propolis vermelha, de acordo com as reivindicagbes 1, 2 e 3
caracterizada por apresentar sor¢gdo de agua inferior a 40 pg/mm?® e

solubilidade abaixo do limite maximo de 7,5 pg/mm?.
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7- Composicao de resina dentaria composta fotopolimerizavel enriquecida
com extrato de préopolis vermelha, de acordo com as reivindicagbes 1, 2 e 3,
caracterizada por apresentar propriedade cicatrizante e auséncia de
citotoxicidade.

8- Composicao de resina dentaria composta fotopolimerizavel enriquecida
com extrato de propolis vermelha, de acordo com as reivindicagdes 1, 2 e 3,
caracterizada por apresentar propriedades antibacterianas contra
Streptococcus mutans CCT 3440.

9- Uso de composi¢cao de resina dentaria composta fotopolimerizavel
enriquecida com extrato de prépolis vermelha, definida conforme as
reivindicagbes 1, 2 e 3, caracterizado por ser nas preparagdes de resinas

polimerizaveis para tratamento odontologico de restauracédo dentaria resinosa.
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DESENHOS
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Figura 02

Figura 03

Vi
%
- Hl.".."ll-l-l""""lulﬂﬁl"ﬂ n n ﬂ """"l
o] e e -"-l-""m m- ---- fﬁJ e
e S |
R G &
........................ e |
..... —
o o o o
™ N -



3/5
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Figura 08
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