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Resumo

“UTILIZACAO DE OSTEOPONTINA EM FORMULAGOES DENTAIS”

Utilizacdoc. de osteopontina para. reduzir o crescimento
bacteriano na placa, scbre o esmalte dos dentes, e formulacdes

~deritais, contendo osteopontina.



Descricgio

“UTILIZAGAO DE OSTEOPONTINA EM FORMULACOES DENTATIS”

Area técnica da invencgido

L presente invencdo é relativa a Iformulagdes dentais. Em
particular a invengdc é relativa a utilizac8oc de ostecpentina
(OPN) para reduzir significetivamente o© crescimento bacteriano

na placa, sobre o esmalte dos dentes.

Antecedentes da invengao

'Ocorrem muitos problemas relacionados com os cuidados a ter
com os dentes, quer cosméticos quer terapéuticos, tais como
formagdo de placa dental, crescimento bacteriano na placa
dental, carie dentél, . calculus dental (tédrtaro), dcenca

periddontal e desmineralizacido dos dentes.

A placa dental é um biofilme complexo gue se acumula nes
tecidos duros (dentes) na cavidade -oral. Embora a placa
compreenda mais de 500 espécies bacterianas, a colonizagdo segue
um padrdo bem controlade com aderéncia dos colonizadores
iniciais ac filme de saliva do esmalte dos dentes seguida de
colonizacgdo secunddria através de aderédncia bacteriana. E bem
conhecido que um leque de espécies de estreptococos pertence aos
colonizadores iniciais. Assim, é importante controlar a adesdc
destas bactérias. Uma variedade de adesinas e de interaccdes
moleculares estdc subjacentes as interacgdes adesivas e
contribuem para o desenvolvimento da placa e em ultima andlise

para doencas tais como a carie e a doen¢a periodontal.
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O esmalte dos dentes é constituido por hidroxiapatite. Na
boca existe um equilibrio natural entre, por um lado, a
hidroxiapatite do esmalte dos dentes que se dissolve e, por
outro lado, a hidroxiapatite gue se forma a superficie ou no
interior dos dentes a partir de substéncias gque ocorrem
naturalmente na saliva. Quandoc o equilibrio é tal que a
hidroxiapatite se dissolve, ocorre uma situagdc cariogénica gue

é referida como desmineralizacgdo.

E sabido desde h& muito que a incorporacio de ides fluoreto
no esmalte dos dentes os protege da desmineralizagio. Assim, ©
fluocreto é frequentemente incorporado na pasta de dentes. No
entanto o fluoreto pode dar origem a fluorose, especialmente se
o doente engolir a pasta de dentes ou outro dentifrico ou
produto de higiene oral, o gue & frequentemente o- caso, por
exemplo nas criangas pequenas. Pode também ser um problema em.
dreas em gque a Aagua para beber contenha gquantidades bastante

elevadas de fluoreto.

C objectivo deste pedido de patente é o de propor a
utilizacdc de uma proteina origindria do leite, a osteopontina,
adicionada a uma formulacdo dental para controlar cu inibir o
‘crescimento de bactérias na superficie dos dentes & assim

prevenir ou reduzir a formacdo de placa e as céries.

HA um par de patentes gue descrevem a utilizacdo de fracgéés
de proteinas do leite, isto ¢é Hhidrclisades de caseina,
fosfopéptidos de Ca /CPP e glucomacro-péptido / GMP do primeiro
coalho do leite, para reparar os danos no esmalte dos dentes com
base na hipdtese de que servem como fonte de fosfato de célcio

amorfo para o esmalte dos dentes.



WO 03/059304 propde uma composi¢do para a higiene oral
contendo uma fonte de ido fluoreto e fraccido de CPP.
Esta formulagdo estabkiliza o fosfatb de calcio
adicionadeo & formulacédoc. oral numa forma amorfa e ao
mesmo tempo estabiliza o nivel de flucreto na

formulacdo.

WO 00/07454 descreve o GMP que, adicionado a uma
formulagdo alimentar especial & base de leite, tem um

efeitc anticariogénico em ratos.

Em contraste com os péptidos CPP e GMP, a OPN. introduz uma
nova dimensio na cavidade oral, através do seu potencial para
influenciar a ligagdc de organismos orais a0 esmalte dos dentes
e assim afectar ¢ desenvolvimento de céries. Como o CPP e o GMP,
a OPN apresenta também um efeito sobre os niveis de fosfato de

calcio amorfo, na saliva, disponivel para reparacdo dos dentes.
A OPN tem diversas func¢des no contexto da higiene dentaria.

A grande vantagem da utilizacdo da OPN em, por exemplo,
pasta de dentes e scolugdo para lavagem da boca é a de ser um
componente de uma proteina natural do leite bovino e, assim,

haver uma necessidade limitada de realizar ensaios clinicos.



Sumdrio da invengao

Surpreendentemente, foi agora mostrado que a osteopontina
utilizada em formulagdes orais reduz a aderéncia e o crescimento

bacterianc nas superficies de esmalte dos dentes.

A invencado & relativa a composicgdes orais, contendo osteopontina
incluindo pasta de dentes, solugdo para lavagem da boca e goma

para mascar bem como composigdes semelhantes.
Descrigdo detalhada da invengédo

Um estudo in vitro,.utilizando,lum andalogc de um dente, um
disce de hidroxiapatite (HA) <finamente poclido mergulhado numa
solucdo diluida de OPN'produz um filme de OPN na superficie da
HA, que ndo pode ser removida com &gua. Quando tais discos
tratados foram colocados em contacto com saliva humana,
verificou-se, surpreendentemente, que o filme de OPN reduzia
significativamente a -adeféncia e o crescimento bacteriano nas
superficies do andlogc de dente, ‘resultando ﬁumé formacgdo de
placa significativamente menor. Os ensaios foram realizados
utilizandce amostras de saliva de um grupo de doentes com
diferentes  idades e flora oral. Estes resultados implicam a
utilizac3oc potencial da OPN em formulagbes orais, tais como
pasta de dentes e solugdo para Jlavagem da boca, mas também como

um ingrediente numa goma para mascar.

Assim, a invencioc €& relativa a utilizacdc de osteopontina
para a redugdo do crescimento bacteriano na placa sobre o
esmalte dos dentes e a formulacgdes para uso dental contendo

osteopontina.



O termo “osteopontina” ou “OPN”, tal como & agui utilizado,
significa osteopontina obtida a partir de leite, incluindo
péptidoes ou. fragmentos de ocorréncia natural derivados da OCPN
por clivagem proteolitica no leite ou pelas variantes de
glicosilagdo, de fosforilac&o ou de “splicing” dos genes como se
pode obter pelo método proposto na WO (1/49741. O leite pode ser
leite de quaisguer animais produtores de leite, tais como vacas,
camelos, cabras, ovelhas, dromedérics e lamas. No entanto, a CPN
do leite bovino é preferida devido élsua dispénibilidade. Todas
as quantidades séo baseadas em OPN de leite bovino natural, mas
podem facilmente ser corrigidas 'paia . as guantidades
correspondentes de uma sua fracgdo activa ou para OPN de outra
origem. A OPN ou os seus derivados podem também ser preparados

por engenharia genética.

As formulagdes para usc dental podem ser qualquer dentifrico
ou produto relacionado relevante para a higiene oral, tél como
por'exemplo p6 dental, gel dental, scolucdoc para lavagem da boca,
solucdo para  pulverizagdac bucal ou goma para mascar. A‘
osteopontina (OPN) é uma proteina acidica, altamente
fosforilada, rica em &cido sidlico e ligante de célcio. A OPN
liga 28 mole de fosfato e cerca de 50 mole de célcio por mole. O
ponto - isoeléctrico & de ceica de 3,0. A proteina existe emnm
muitos tecidos noc corpo . e tem um papel come proteina de
regulacdo e de sinalizacido. E uma proteina activa em processcs
de biomineralizacdc. A OPN é expressada por determinados tipos
de células incluindo células &6sseas, células de musculo lisoc e

células epiteliais.

A OPN encontra-se presente no leite bovino. Uma concentracdo

tipica é de 20 mg por litro.



A  OPN pode ser isolada «com relativa simplicidade por
cromatografia anidnica, por exemplo, a partir de soro de leite
dcido a pH 4,5, tal como descrito pela patente WO 01/497741 ou
WO 02/28413. Pode facilmente ser obtida uma pureza até 90-95%.

A qguantidade de osteopontina situa-se normalmente entre 5C
mg de OPN e 1500 mg de osteopontina por kg de formulagdo dental.
No entanto, uma quantidade menor também terd um efeito. Podem
utilizar-se quantidades superiores, mas o efeito ndoc sera
sighificativamente aumentado. Uma guantidade util & 100 - 1000
mg de OPN por kg, de preferéncia 200 - 500 mg e a mals preferida
de cerca de 350 mg. As guantidades superiores presumivelmente
ndo proporcionardc melhores resultades e ndo sd3o por 1isso

recomendadas, dado que a OPN é um ingrediente bastante caro.

Composicgdes preferidas da invencdo em aprego encentram-se,
como Ja ieferido, sob a fo:ma de pastas dentifricas, geles
dentais e pés dentais. Os componentes de tais pastas dentifricas
e geles dentais inclﬁem ﬁm ou mais dos seguintes: um abrasivo
dental (de 10% a 50%), um surfactante (de 0,5% a 10%), um agente
espessante (de 0,04% a 0,5%), um humectante (de 0,01% a 3%), um
agente aromatizante. (de 0,04% a 2%}, um agente edulcorante (de
C,1% a 3%), um corante (de 0,01% a 0,5%) e agua (de 2% a 45%).
'Agentes anticarie contém de 0,001% a 1% de OPN.aAgentes anti-

calculus contém de cerca de 0,1% a 13% de OPN.

E claro, que os pds dentais estdo substancialmente livres de

guaisquer componentes liquidos.

Outras composicdes preferidas da dinvencdc em apreco sdo

solugdes dentais para lavagem da boca, incluindo solugdes para



pulverizacdo bucal. Os componentes de tais sclugdes para lavagem
da boca e solugdes para pulverizacdo bucal incluem tipicamente
um ou malis dos seguintes: égua (de 45% a 95%), etancl (de 0% a
25%), um humectante (de 0% a 50%), um surfactante (de C,01% a
7%), um agente aromatizante (de 0,04% a 2%), um agente
edulcorante (de 0,1% a 2%) e um corante {(de 0,001% a 0,5%), um .
agente anticédrie incluindo OPN, de 0,001% a 1% e um agente anti-

calculus (de 0,1% a 13%).

Uma terceira area de aplicagdo &, em téermos gerais, em

formulacdes de goma de mascar com diversas composicdes.

A invencgdo é ainda . ilustrada pelocs exemplos e ensaios

seguintes.

EXEMPLOS

Antecedentes

Era cobjectivo deste estudo provai duas ccisas:

A OPN liga-se a superficies de hidroxiapatite de uma forma
estdavel. O filme ndo pode ser removida enxaguando com agua

ou com um tampdo.

A OPN influencia a aderéncia de bactérias & superficie de

analogo de dente.



A capacidade da OPN de prevenir a formacdo de placa in vitro
foi investigada neste estudo em discos de Hidroxiapatite {HA)
servinde comc modelo do esmalte dos dentes. Os discos foram
mergulhados em sclugdo de OPN e subseqﬁeﬁtemente incubados com
saliva. O creséimento nos substratos foi estudado com contagem
de bactérias de diferentes estirpes bacterianas formadcras de
placa na Faculdade de Odontologia da TUniversidade de Malmo,

Suécia.

Como referéncia para as superficies de HA revestidas com OPN,
utilizaram-se discos de HA ndo revestidos e tratados com BSA

(albumina de soro bovino).

- 0 estudo fol conduzido em amostras de saliva bem caracterizadas

de & dadores como descrito abailxo.

Materiais e Métodos
Produtos quimicos

A osteopontina fol preparada pela Arié Foods amba com uma
pureza cromatogréfica de 95%. A albumina de soro bovino (BSA)
foi adquirida a Sigma-Aldrich. O dodecilsulfato de sédio (SDS)
foi obtide da Sigma (St. Louis, MO, EUA, L-6026). Todos os
outros produtos guimicos eram de graﬁ analitico‘ e a Aagua
utilizada era de qualidade Milli-Q. ©Os pré-tratamentos de
substratos e os ensaios de adscrgido foram realizados em tampdo
de fosfato contendo 0,01 M fosfatc e 0,05 M cloretc de sédio a

pH 7. Todo o material de vidro e pontas de pipeta, etc., bem

como 0s tampdes foram esterilizados em autoclave. As solugdes de



proteina utilizadas nos ensaios  foram esterilizadas por

filtracdo (ponto de corte 0,22 um).
Amostras de saliva

A saliva estimulada para os ensaics fol recolhida apds

mascar uma peg¢a de parafina. Um sumdrio dos dadores das amostras

de salive estimulada é apresentado no Apéndice 1.

Nido foil admitida alimentagdo sélida ou'liquida nas duas horas

‘anteriores a colheilta.

Substratos

- Os discos de'hidroxiapatite (HA), 10 mm de diémetro, foram
_édquiridos ao Institutc Sueco de Cerdmica, Gotemburgo. Cs discos
nos estudos SEM foram polidos em ambas as faces de modo a gque
.pudeSSEHl ser Llimpos por ultra-sons. Antes de se iniciarem os .
:ensaios; 08 substratos (discos) foram tratadds com uma solugdoc .
de detergente suave e cuildadosamente enxaguados com agua.
Finaimente rforam.'enxaguados com etanol e égua. Os substratos
' foram armazenados em etanol a 70% até a utilizacldo altura em gue
foram enxaguados com Agua e secos em caudal de azoto. Depois da
secagem, o©0s substratos utilizades em medig¢des de elipsometrié
foram ‘limpos a plasma com ar residual de baixa pressdo (10-30
Pa) utilizando uma unidade de descarga incandescente em
radiofrequéncia  {Harrick PDC 3XG, Harrick Scientific Corp.;

Ossining, Nova Iorgue).
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Formagéo de filme bacteriano

As superficies de substrato foram pré-incubadas durante 1 h
em solugdo de proteina a 37°C. 0s substratos féram entio
enxaguadcos com tampdo e incubados a 37°C durante 40 h. Nos
ensaios foi aplicada agitacidc durante o pré-tratamento e a
incubacdo. Apds a incubagdo os discos de HA foram enxaguados com

tampdo.
Elipsometria

A interaccdo da OPN com as proteinas da saliva em substratos .

."_HA_""f"é':'L” CBeguida poer elipsonietria, gue g ummetodo “optico Tpara T T T

medir as mudancas na polarizacdo da luz apés reflexdo numa
superficié (3). O instrumento utilizade foli um elipsémetro de
filmé fingc de'Rudolph, tipo 436 (Rudolph Reséarch, Fairfield, N.
J.), equipado com uma lampada de xénon filtrada para 4015'i, e
operada numa montagem como descrito por Landgren e Joénsscn

(1993). Para determinar os &ngulos elipsométricos A e ¥, para o

substrato isolado foi determinada a posigdo de intensidade

minima. A partir das mudangas em A e ¥ apds a adsorgdo foram
calculados a espessura e»olindice de refracgédo para o filme de
proteina adsorvida, de acorde com Mc-Crackin et al. (4)
assumindo um filme homogéneo_na superficie. A massa adscorvida, T
(mg/m?), foi calculada de acordo com Cuypers et al. (5). Tal como
mostrado por estes autbres, a massa adsorvida pode, para uma
cobertura "da superficie reduzida, ser determinada mais
precisamente do qﬁe a espessura do filme e o indice de
refracgidc, e fcoil por essa‘iazéo apresentada aqui. Os valores da
razdo entre o peso molecﬁlar e a refractividade mclar e do

volume especifico parcial utilizade foram respectivamente de 4,1



...—se_uma medida das propriedades
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g/ml e 0,75 ml/g. Estes valores s&c habitualmente utilizados
para proteinas e foram anteriormente aplicados em diversos
ensalos relativos a adsorgdo de componentes da saliva (ct.

(6,7)).

As superficies preparadas, come descrito na secgdo do substrato
acima, foram colocadas na cuvete do elipsémetro contendo tampio.
Excepto quando.indicadc o contrario, a cuvete foi termostatada a
37°C e a solugdo foi agitada com um agitador magnético. Quando
o0s angulos elipsométricos se encontravam estaveis adiciohou~se
salivd para uma concentracgdo final de 10% (v/v). A adsorcgidc foi
medida durante 1 h seguida de enxaguamentc da cuvete com um

caudal-.continuo fde tampé&o de 12 ml/min durante 5 min. A

. dessorgdo foi entdo seguida durante .outros 25 min. Este foi o

ptoceéso standard para a formagdo de pelicula. De modo a obter-

-

Ja_das propriedades_de coesdo da. pelicula os. ens
inclui:am’uma adicgdc final de 8DS. No ensaio standard adicionou-
se . uma cohéentragéo 17 mM (duas vezes a cﬁc em‘_égua e
éproximadamente nove vezes a ‘Cmc no tampido) e depois disso
efectuou-se um enxaguamento final  com tampdo, 5 min apéé a

adi¢do de SDS.
Métodos para.anéliSes microbioldgicas
Meio de cultura

Os meios de agar bésices utilizados para iéolamento de
midrorganismos foram agar sangué (8), agar  Mitis Salivarius
(MSA, Difco Lab.}, agar Mitis Salivarius-bacitracina (MSB) (9},
agar Selectivo para Candida de acordo com Nickerson (Merck),
agar Mac Conkey (Difco Lab) e meio 110 de Staphylococcus (Difco
Lab) .

pelicula os. ensaios:
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Processos de Cultura para Amostras de Saliva

.'As amostras de saliva foram transpOﬁtadas em meio
convencional VMG II (preservagdo da viabilidade), misturadas nd
vortex nas 24 h apbds a recolha, diluidas e inoculadas em agares
de sangue, de MSA e de MSB. O agar de sangue fol incubado numa
cémara anaerdbica (10% de hidrogénio, 10% de didéxido de .carbono
em azoto) duiante 4 dias, o agar de MSA numa atmosfera de 5% de
didéxide de carkono durante 2 dias. O numerc total de unidades
fbrmadoras de coldénia {CFU) nas placas de agar foi contado com o

auxilio de um estereomicroscopio.
Remogdo de microrganismos dos discos

Os microrganismos fixados aos discos foram remcvidos por
sonicagdo num Vibracell Sonics com uma micropdnta utilizando 10
impulscs de 1 s. A remogdo das células por sonicégéo confirmou=
‘se ser eficiente pela auééncia de crescimento Dbacteriano

observado.
Processos de cultura para amostras de dessorbato

As amcstras de dessorbato foram misturadas no vortex,
diluidas e inoculadas nos meios sequintes: agar de sangue, MSA,
agar Selectivo para Candida, agar Macv Conkey e meio 110 de
Estafilococos. O agar de sangue foi incubado numa camara
anaerdbica (10% de hidrogénio, 10% de didéxido de carbono em

azoto) durante 5 dias,Ao MSA numa atmosfera de 5% de diéxide de
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carbonc durante 2 dias e o agar Selectivo para Candida, o agar
Mac Conkey e o meio 110 de Staphylococcus aerobicamente durante
2 dias. C numero total de CFU nos agares foi contade com a ajuda
de umn estereomicroscépio. O CFU no MSA foi analisado dando uma
atengéo especial a morfologia, tamanho e numero de tipos de
colénia diferentes. RAs células de cdlénias representati&as de
cada tipo morfoldgice foram coradas com Gram e inoculadas em

agar de -~ sangue ©para identificacdo posterior. Para . futura

‘caracterizacdo, os isolados que cresciam em MSA foram mantidos a

~79°C em leite desnatado (10% de leite desnatado em pd em &gua

destilada, p/v, Oxoid Lab. L31, Hampshire, Reino Unido).

identificagéo de isolados de Estreptococos

Os cocos Gram-positivos, c¢atalase negativos, em cadeias
foram considerados ser estreptococos e estes isolados serédo
identificados relativamente aos niveils de espécie e subespécie

com base em caracteristicas previamente descritas (10).

Resultados e discusséo

De modo a investigar a intérac@éo entre a OPN e:a HA e a OPN
e a-,saliva foi conduzido um ensaio de elipsometria. Na Fig.l
épresenta—se o efeito da temperatura de adsorgdo. A partir desta
figura pode observar-se que a adsorcdo da OPN nas sﬁperficies de

HA ocorre quase instantaneamente. Uma quantidade mais elevada de

OPN foi adsorvida a uma temperatura mais elevada (37°C), embora

do enxaguamento resultasse alguma dessorgdo a 37°C até uma carga

superficial estavel de 1 mg por m?. Para simular o efeito quimico
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da lavagem com escova de dentes, adicionou-se SDS a cuvete
durante 5 minutos, seguido de enxaguamento com tampdo. Apds este
passo de limpeza ndo se verificou diferenga significativa na

gquantidade adsorvida as duas temperaturas.

Os resultados obtides indicam que a OPN da uma cobertura da
superficie dos discos de HA que é estivel, embora se verifigue
uma redugdc da espessura do filme apds enxaguamento com agua e

tratamento com SDS.

Formacdo de filme bacteriano

As'cpnﬁagens de bactérias'apresentadas,nas tabelas 1 e 2,
'sujeitas a desscrgdo por sonificagdc suave apresentam, para.
discos de HA tratados com soluces de OPN cdm'concentragées de
0,1 mg/ml e lmg/ml, respecti&amente, um efeito éignificativo na
aderéncia das bactérias em contagens totais em placas de agar de
sangue e de .agar' de MSA para todos os dadores de saliva. -Os
discos de HA tratados com BSA ou saliva.exibiam‘mais bactérias
'nas_superficies. As contagens totais de microrganismos foram 10
a 1000 vezes mals baixas em discos revestidos com OPN do que nés
'discos de controlo {saliva ou revestidos com BSA). As amostras
de salivae estimulada apresentaram uma cémposigéo microbiana
muito:diversificada 0 gue & considerado ser uma caracteristica
comum da miCrolera da saliva. De interesse foi a descoberta de
que os discos revestidos com OPN apresentavam significativamente
menos colonizacgdes pdr estreptocecos do qué' os discos de

controelo.



Tabela 1.
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Anélise bacteriana de discos completos, polidos em ambas faces

incubados em saliva estimulada apdés diferentes pré-tratamentos.

Contagem tétal (CFU} em placas de agar de sangue incubadas

anaerobicamente.

Dador | Pré-tratamento BSA Saliva OPN 0,1 |OPN 1
ME 33000 6800 102 0

K 12600 5200 ] 280 48

Br '45.200 71400 8800 4800
ML 19900 41000 7100 13800
Be 6700 1280 .3400

.‘Tabéla 2.

Andlise bacteriana de discos completos, polidecs em ambas faces

| incubados em saliva estimulada apds diferentes pré-tratamentos.

Contagem total em Agar Mitis Salivarious incubado,

facultativamente, anaerobicamente.

BSA

Dador Préftratamento | Saliva' OPN 0;1 OPN 1
ME 19 50 15 0

K 5400 | 44 11 T

Br 1220 2140 480 960
ML 2150 | 360 30 90

Be 120 120 30 70
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Sumario

Os resultados mostram um efeito claro do pré-tratamento com
OPN de discos de HA sobre a quahtidade de bactérias apés-
incubacdc em saliva estimulada. O efeito anti-adesivo parece ser
quase independente da concentrag¢do no intervald.investigadb 0,1

- 1 mg/ml de solugdo de OPN para imerséq dos anélogbs de dentes,

" Para uma cobertura em mono-camada apenas €& necessiria uma

pequena gquantidade de OFN.

L interessante notar que ha uma aderéncia de estreptococos
significativamente menor  nos discos revestidos com  OPN

comparativamente com os discos de. controlo.
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Reivindicacées

1. A utilizacdo da osteopontina do leite para reduzir ou evitar

o crescimento bacteriano na placa, sobre o esmalte dos dentes.

2.  Uma féfmulégéé dental contendo 5 mg de osteopontina do leite

a 1500 mg de'osteopontina por kg.dé.formulagéo,

3. Uma formulagéo dental,:de.acprdo'com a'reiVindicagéQ 2, scb
z forma de pasta de dentes, pé dental, gel dental, solugdo para
“lavagém Ekiibbcak sélugéo para pmlﬁeriéagéo bucal ou goma para

mascar. ,

4. Uma fbrmulagéo dental, de_.édofdo com a reivindicagdo 3,
compreendendo 100 mg de osteopontina do-*leite a2 1000 mg de

osteopontina do leite por kg de formulagio.

5. Uma formulacdo dental, de acordo com a reivindicacdo 4,
cOmpreendendo: 200 mg de osteopontina do- leite ‘a 500 mg de

ostebpdntina do leite.pOIqu de formulacdo.

6. . Uma formﬁlagéo dentai, de acordo com a  reivindicagéo 5,
compreendendo*_350 mg de _osteopﬁntina do leite por kg de

formulacdo.

Lisbhoa,. 11 de Margc de 2008
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Figura 1.

Adsorcdc de OPN  em disco de hidroxiapatite medida por
elipsometria a diferentes temperaturas.. R simboliza enxaguamento
da supérficie com tampdo e SDS simboliza o enxaguamento com

.'dodecilsulfato de sédio.
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