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“COMPOSICAO COSMETICA COMPREENDENDO UMA FORMA
INATIVA DE LACTOBACILLUS ACIDOPHILUS, BEM COMO USO DA
REFERIDA COMPOSICAO”

A presente invengdo refere-se a um microorganismo, que
pertence ao grupo de bactérias do acido latico, que é capaz de reduzir, de um
modo drastico, a concentra¢ao de peptideos na saliva, deste modo diminuindo
o substrato usado por microorganismos anaerébicos da microflora oral, que
sdo o agente causador do mau odor oral. Além disso, a presente invencao
refere-se a um microorganismo, que pertence ao grupo de bactérias do acido
latico, que € capaz de estimular o crescimento de Streptococcus salivarius,
mas que ndo estimula o crescimento de Streptococcus mutans e/ ou de
Porphyromonas gingivalis.

A presente invencdo também refere-se a composicoes
contendo 0s microorganismos acima mencionados, a seu uso para prevenir e/
ou tratar o mau odor oral e/ou a halitose, € a métodos para a prevenc¢ao e/ ou o
tratamento do mau odor oral e/ ou a halitose.

Um problema comum na higiene oral € o mau hélito crénico
(halitose). O método prevalente para tratar a halitose é o de mascarar ou
neutralizar o odor ofensivo através do uso de solucdes para a colutério ou de
gomas de mascar, que contém, por exemplo, mentol. No entanto, estes
métodos apenas sdo eficazes a curto prazo, mas ndo a longo prazo. Portanto,
existe uma necessidade quanto a métodos de longo termo para prevenir ou
para tratar a halitose. Este problema tem sido tratado no estado da técnica
através de diferentes métodos, os quais objetivam todos, mais ou menos, a
reducdo do numero de bactérias anaerdbicas, que produzem “compostos de
enxofre volateis* (VSCs), tais que o sulfeto de hidrogénio e metil mercaptana,
por exemplo.

Um método descrito para a redugdo destas bactérias € o de
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remover o revestimento da lingua com um raspador de lingua, de um modo a
eliminar os substratos para a proliferagdo bacteriana a partir da lingua. Um
outro método consiste em tratar a lingua com um sal metélico, tal que o
cloreto de zinco, ou um desinfetante, tal que o 4lcool ou a clorexidina. No
entanto, a desvantagem destes métodos € a de que o sal metilico e o
desinfetante inibem o crescimento de outros microorganismos orais inécuos
ou benéficos.

Uma abordagem que foi descrita para tratar ou prevenir a
halitose € a de manter o pH da saliva em um nivel fisiologicamente normal. E
conhecido que espécies microbianas associadas com as céries e as infeccdes
da mucosa favorecem um pH acido; as espécies microbianas associadas com
o desenvolvimento da doencga periodontal favorecem um pH acima do normal,
enquanto que as espécies microbianas associadas com uma boa satde oral
favorecem um pH neutro. As composi¢des contendo bactérias probiéticas (por
exemplo, Lactobacillus e Streptococcus), que utilizam este mecanismo, sio
expostas na US 200707137 e na US 2006018843. A WO 2007/ 077210 expde
um método para o restabelecimento de uma microflora oral associada com
uma boa satde oral, que utiliza probidticos que ndo produzem 4cido ou
fracos, selecionados a partir de um grupo de bactérias orais de colonizagéo
precoce, que estdo normalmente presentes em uma microflora oral saudavel
(por exemplo, Streptococcus (oralis), Eubacterium, Neisseria, Veillonea) em
combina¢@o com substancias tendo substincias de tamponamento de pH ou de
elevagio de pH (por exemplo, bicarbonatos, carbamidas, fosfatos, proteinas e/
ou sais). A US 2006045870 expde bactérias de 4cido latico vivas, que
pertencem ao género Weisella, que inibem o crescimento de bactérias que
produzem VSC através da interagdo com as mesmas e gerando peréxido de
hidrogénio sob condigdes aerdbicas e anaerdbicas. A US 2006171901 expde
um outro método para inibir o crescimento de bactérias anaerdbicas, em

particular de bactérias que causam a halitose, que envolvem cepas de
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Streptococcus salivarius que produzem BLIS (substincias inibidoras tipo
bacteriocina) e extratos das mesmas.

Uma desvantagem dos métodos que estdo disponiveis para a
prevencdo e o tratamento de halitose é a de que a majoria destes métodos néo
apenas inibem o crescimento das bactérias que produzem VSC, que séo
conhecidas como a principal causa de mau odor oral, mas elas inibem
igualmente o crescimento de microorganismos orais in6cuos.

O objeto da presente inveng&o ¢, portanto, o de prover meios €
métodos alternativos para a prevengdo e/ ou o tratamento do mau odor e/ ou
da halitose.

Deste modo, em um primeiro aspecto, a presente invengdo
refere-se a um microorganismo, que pertence ao grupo das bactérias do acido
latico, caracterizado pelo fato de que ele apresenta a propriedade que se segue
(b) quando submetido ao seguinte ensaio (a):

(a) o microorganismo € cultivado durante 24 horas a 37 °C, sob
condi¢des anaerdbicas, em um meio sintético, contendo 15 g/l de peptideos,
com uma densidade celular inicial de 1 x 107 células/ ml;

(b) as células sdo removidas, através de centrifugagio, a 4000
x g durante 15 minutos; e

(c) a concentragdo de peptideo no sobrenadante resultante €
determinada,;

Propriedade (b):

O microorganismo conduz a uma redugéo da concentragdo de
peptideo no meio de cultura, de um modo tal que a concentragio de peptideo
no sobrenadante, apds a incubagfo durante 24 horas, seja reduzida em pelo
menos 20%, em comparagdo com a concentragdo inicial de 15 g/l, isto €, mo
microorganismo é capaz de reduzir a concentragdo de peptideo no meio no
ensaio (a) em pelo menos 20%.

Em uma modalidade preferida, o microorganismo de acordo



10

15

20

25

4

com a invengdo apresenta ainda a seguinte propriedade (B), quando
submetido ao ensaio que se segue (A):

(2) o microorganismo € cultivado em 100 ml de meio sintético
a 37°C durante 24 horas, sob condi¢Ges anaerdbicas, com uma densidade
celular inicial de 1 x 10 células /ml;

(b) subsequentemente, as células sdo centrifugadas a 4000 x g
durante 15 minutos e novamente suspensas em 20 ml de H,O;

(c) subsequentemente, as células sdo congeladas a -80°C e
liofilizadas sob vacuo durante 16 horas;

(d) 10mg das bactérias liofilizadas sdo novamente suspensas
em H,O e centrifugadas a 4000 x g durante 10 minutos;

(e) 1 ml de meio sintético contendo 7g/l de peptideos ¢é
adicionado ao granulo da célula, as células sio novamente suspensas no meio
e, apds 5 minutos de incubagdo aerdbica a 37 °C, as células sdo removidas
atraves de centrifugacdo a 4000 x g durante 15 minutos; e

(f) a concentragdo de peptideo no sobrenadante do meio
resultante € determinada;

Propriedade (B): a bactéria liofilizada conduz a uma redugéo
da concentragdo de peptideo no sobrenadante do meio resultante em pelo
menos 20%, em comparacdo com a concentracdo do meio no inicio do
periodo de incubagdo (7 g/l).

Em uma modalidade preferida, a concentracdo de peptideo no
ensaio (a) ou (A) ¢ reduzida pelo microorganismo de acordo com a invengdo
em pelo menos 30%, de um modo mais preferido em pelo menos 40%, e de
um modo ainda mais preferido em pelo menos 50%.

Em uma modalidade particularmente preferida, o
microorganismo de acordo com a invengdo é capaz de reduzir a concentragéo
de o peptideo no Ensaio (A) em pelo menos 60%, e de um modo ainda mais

preferido em pelo menos 70%.
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A presente invengfo prové, deste modo, um microorganismo,
que pode reduzir, de um modo efetivo, a concentragéo de peptideo em seu
ambiente, de um modo particular também na saliva, tal como ele ¢ descrito
nos Exemplos apensos. Como € conhecido, o mau odor oral € causado pelo
fato de que a razio entre a flora bucal oral saudavel (constituida
principalmente pelo Streptococcus salivarius) e a flora bucal oral patogénica
(constituida principalmente por bactérias gram-negativas anaerdbicas) ¢
alterada para bactérias gram-negativas anaerdbicas, que decompdem as
proteinas presentes na saliva em compostos volateis. Isto conduz a produg&o
de compostos de enxofre volateis, que causam o mau odor oral.

O microorganismo da presente invengdo é capaz de reduzir o
mau odor através da redugio da quantidade de peptideos e deste modo
diminuindo o substrato dos gram negativos anaerdbicos da flora oral.

O termo “meio sintético” refere-se a um meio definido
quimicamente, isto €, a um meio, no qual a composi¢do quimica é conhecida.
O meio sintético pode ser qualquer meio sintético adequado para o cultivo do
microorganismo em questdo. Em uma modalidade preferida, o meio sintético
¢ um meio sintético tal que exposto na US 6.340.585.

Em uma modalidade preferida, o meio sintético ¢ um meio

com a composi¢do que se segue:

Guanina: 0,1 g/l
Citosina: 0,1 g/
Timidina: 0,1 g/l
2'-Deoxidenosina: 0,1 g/l
2'-Deoxiuridina: 0,1 g/l
K,HPO,: 2 g/

Acetato de Sddio: 5¢g/l

Heptaidrato de MgSOy: 0,1 g/

Hidrogeno citrato de diamoénio: 2 g/l
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Diidrato de CaCl,: 0,5 g/l
Acido Oleico: 0,1 % (p/v)
Cianocobalamina: 0,02 mg/1
Riboflavina: 10 mg/1
Acido Foélico: 0,2 mg/l
Monoidrato de piridoxal-5-fosfato: 10 mg/1
Acido 4-aminobenzéico: 0,2 mg/l
D(+)-Biotina: 1 mg/1
Acido Ascérbico: 500 mg/1
Acido Nicotinico: 10 mg/1
Pantotenato de Célcio: 10 mg/l
Tiamina: 1 mg/1
Hexaidrato de Nitrato de Cobalto (II): 500 mg/1
Monoidrato de MnSOy: 20 mg/1
Heptaidrato de MgSO,: 500 mg/1
Na2MoO4: 0,04 mg/1

Extrato de PTU (Ohly, Deutsche Hefewerke Germany): 15 g/l
ou como acima mencionado
Monoidrato de D-Glicose: 10 g/1

O termo “ contendo 15 g/l de peptideos” (“ou contendo 7 g/l
de peptideos”) significa que o meio sintético no inicio do periodo de
incubagdo contém 15 g/l de peptideos (ou 7 g/l de peptideos,
respectivamente). Em principio, os peptideos podem ser qualquer tipo de
peptideos. Em uma modalidade preferida, os peptideos contidos no meio
sintético estdo sob a forma de um extrato de levedura, de um modo preferido,
extrato de PTU. O extrato de PTU pode ser adquirido a partir de Ohly,
Deutsche Hefewerke, Germany. Ele é um extrato de levedura de baixa
salinidade ultrafiltrado, com um alto conteiddo de peptideos facilmente

disponiveis e apresenta, de um modo preferido, as caracteristicas que se
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seguem:

Analise Média:
® Matéria seca : 96%
® Proteina (N x 6, 25)em d. m.: 72,9%
e Nitrogénio total em d.m.: 11,7%
e NaCl: <1,0%
® Cinzas: 10%
e pH (em solugdo a 2%): 5,7

Vitaminas (tipicas):
e Hidrocloreto de tiamina x HCI (B1): 1,2 mg/100 g
e Riboflavina (B2): 7,0 mg/100 g
e Piridoxina x HCI (B6): 5,9 mg/100 g
e Acido Nicotinico: 47,8 mg/100 g
e Biotina: 0,022 mg/100 g
e Pantotenato de Ca-D: 17,9 mg/100 g
e Acido Foélico: 3,7 mg/100 g

Perfil do Aminoécido (tipico): como mostrado na Figura 7:

O termo “uma densidade celular inicial de células/ ml”
significa que o meio sintético € inoculado no inicio do periodo de cultivo com
0 microorganismo, de um modo que 1 x 107 células/ ml estejam presentes no
meio.

A concentragdo de peptideo pode ser determinada através de
qualquer método conhecido por aqueles versados na técnica. Métodos bem
estabelecidos sdo, por exemplo, os métodos de acordo com Biuret, Lowry ou
Bradford. Além disso, qualquer kit comercialmente disponivel ou outra
ferramenta para a determinagdo da concentragdo de peptideo pode ser
empregado. Um exemplo preferido sdo as ferramentas ou kits baseados em
corante de fluorescéncia, tais que o kit Quant-it-Protein de Invitrogen. A

reducio na concentragdo de peptideo nos ensaios acima mencionados (a) e/ ou
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(A) € preferivelmente testada, tal como descrito nos Exemplos apensos.

Como mostrado nos Exemplos apensos, foi verificado, de um
modo surpreendente, que podem ser identificadas bactérias de acido latico,
que apresentam a capacidade para reduzir, de um modo drastico, em seu
ambiente, a concentracio de peptideos. Este efeito ndo € apenas observado no
caso de bactérias vivas, mas também com as formas liofilizadas. Além disso,
¢ conhecido nos Exemplos que os microorganismos de acordo com a
inven¢do apresentam o efeito acima mencionado n3o apenas nos ensaios
acima descritos, mas também na saliva, e que a presenc¢a do microorganismo
de acordo com a inven¢do conduz a uma redugéo notavel na produgio de H,S,
quando adicionado a saliva.

De um modo particular, em uma modalidade preferida, o
microorganismo de acordo com a invengdo também apresenta a propriedade
que se segue (d) quando submetido ao ensaio que se segue (c):

Ensaio (c):

(a) o microorganismo € cultivado em 100 ml de meio sintético
a 37 °C, durante 24 horas, sob condi¢des anaerdbicas, com uma densidade
celular inicial de 1 x 107 células/ml;

(b) subsequentemente, as células sdo centrifugadas a 4000 x g
durante 15 minutos e novamente suspensas em 20 ml de H,O;

(c) subsequentemente, as células sdo congeladas a -80 °C e
liofilizadas sob vacuo durante 16 horas;

(d) mg das bactérias liofilizadas sdo novamente suspensas em
H;O em uma placa de reservatério profundo e centrifugadas a 4000 x g
durante 10 minutos;

() 1 ml de meio sintético contendo 3 g/l de peptideos €
adicionado ao granulo e, apds 5 minutos de incubacdo a 37 °C, as células sio
removidas por meio de centrifugacdo a 4000 x g durante 15 minutos;

(f) o sobrenadante é entfo transferido a uma placa de
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reservatdrio profundo e subsequentemente inoculado com de 10 a 100 pl, de
um modo preferido com 50 pl de saliva humana ndo- estéril e
anaerobicamente incubado durante 6 horas a 37 °C, até que a placa de
reservatorio profundo seja coberta com um papel de filtro estéril e
impregnada com acetato de chumbo;

(g) a produgdio de sulfeto de hidrogénio pelos
microorganismos na reagio € monitorada pela determinac¢éo do escurecimento
do papel de filtro;

Propriedade (d): na presenga do microorganismo de acordo
com a invengdo, o escurecimento do papel de filtro impregnado com acetato
de chumbo é reduzido em comparagdo com um controle, no qual o meio nio
foi previamente incubado com o referido microorganismo. O escurecimento
reduzido do papel de filtro € indicativo de uma produg@o reduzida de H,S
pelas bactérias contidas na saliva humana nfo- estéril, usada para inocular o
meio. O termo “ uma produgdo reduzida de H,S” significa uma redu¢do na
produ¢do de H,S de pelo menos 10%, de um modo mais preferido de pelo
menos 20%, e de um modo ainda mais preferido de pelo menos 30%, e de um
modo particularmente preferido de pelo menos 40% ou até mesmo de pelo
menos 50%, em comparagdo com o controle. A redugdo pode ser medida, por
exemplo, através da andlise densiométrica do escurecimento do papel de
filtro. De um modo alternativo, a produ¢do de sulfeto de hidrogénio nos
estagios (f) e (g) ndo é medida através do uso de um papel de filtro, mas €
medida através da analise do espago de topo usando cromatografia gasosa.

A presente invengdo, em um segundo aspecto, refere-se
também a um microorganismo pertencente ao grupo de bactérias do acido
latico pelo fato de que ele é capaz de estimular o crescimento de
Streptococcus salivarius, mas sem estimular o crescimento de Streptococcus
mutans e/ ou Porphyromonas gingivalis.

O termo “estimula” em conexdo com o crescimento de
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microorganismos da espécie Streptococcus salivarius, significa que o
crescimento destes microorganismos ¢ aumentado quando contatado com um
microorganismo de acordo com a invengdo. Um crescimento aumentado
significa, de um modo preferido, um aumento na proliferagéo, isto € divisdes
de célula por unidade de tempo. De um modo alternativo, o termo “estimula”
também refere-se a um aumento no tamanho de células individuais. O
tamanho da célula bacteriana pode ser determinado através de citometria de
fluxo (por exemplo, citometro de fluxo Becton- Dickinson FACSort, San
Jose, CA), ap6s o manchamento com a mancha SYBR Green I (Molecular
Probes, USA). O Tamanho da célula da bactéria é determinado em um modo
Side-Angle Light Scatter (SSC). Um crescimento aumentado significa, deste
modo, um aumento na produgio de biomassa por unidade de tempo.

A estimulagio do crescimento do respectivo microorganismo
pode, de um modo preferido, ser observado in vitro, de um modo ainda mais
preferido, em um ensaio, no qual um microorganismo de acordo com a
invencdo é contatado com Streptococcus salivarius e o crescimento do
Streptococcus salivarius é determinado. O crescimento pode ser determinado
através da contagem dos nimeros de células/ coldnias apds diferentes
intervalos de tempo de incubag?o e pode ser comparado com um controle, que
ndo contém um microorganismo de acordo com a invengdo, deste modo
permitindo determinar se ocorre um aumento no crescimento.

Um ensaio in vitro para a determinagdo da estimulagéo do
crescimento é descrito nos Exemplos e compreende um assim denominado
Photometric co- incubation- assay”. Em resumo, um tal ensaio compreende os
estagios que se seguem:

(a) o microorganismo pertencente ao grupo de bactérias do
4cido latico a ser testado é misturado com Streptococcus salivarius em uma
razdo de contagem celular de 1:100 (bactéria do 4cido latico: Streptococcus

salivarius) em Y2 meio TSY;
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(b) a suspensfo da cultura € incubada aerobicamente durante
12 horas a 37°C;

(c) como um controle, é usado 2 meio TSY ndo consumido ou
meio MRS leve;

(d) a densidade 6ptica maxima (ODggo, max) € determinada e/ ou
a taxa de crescimento maxima (Vy.) € determinada durante o crescimento
exponencial; e

(e) o microorganismo € classificado como um microorganismo
capaz de estimular o crescimento de Streptococcus salivarium, se a densidade
6tica maxima (ODgo, max) €/ Ou a taxa de crescimento maxima (Vpax) for
aumentada em pelo menos 10%, em comparagdo com o controle.

O termo “1/2 meio TSY” refere-se ao meio TSY, que € diluido
em uma razao de 1:1 (vol: vol) com H,O.

Em uma modalidade preferida, a incubagdo é executada em
uma placa de 96 reservatorios. Em ainda uma outra modalidade, a incubagdo ¢é
executada em um espectdmetro de microplaca BioTek PowerWave (Biotek
Instruments, GmbH, Germany).

De um modo preferido, a ODggo, max € @ Vmax S80 determinadas
como se segue:

A densidade optica em uma OD de 600 ¢ medida durante um
periodo de tempo estendido, de um modo preferido de cerca de 8 a 12 horas,
apoés o inicio da incubagdo, em intervalos regulares, por exemplo, a cada 2, 5
minutos. Para a determinagdo da ODggy, max, @ determinacdo da ODggp €
executada, de um modo preferido, durante 10 horas apds a incubagéo.

Para a determinag¢&o da ODggp, max, © Valor médio € calculado a
partir dos trés valores mais altos medidos.

Vmax € determinado, de um modo preferido, através da selegdo
de 15 valores consecutivos, que mostram o gradiente mais agudo. A unidade

para indicar a V,,,x ¢ mOD/ minuto. A determinag@o da ODgg para o célculo



10

15

20

25

12

da V., é executada, de um modo preferido, durante um periodo de tempo,
que permita cobrir a fase de crescimento exponencial do microorganismo
cultivado.

De um modo preferido, o microorganismo de acordo com a
presente invengdo conduz a um aumento da densidade 6ptica maxima (ODsqo,
max) OU da taxa de crescimento maxima (Vma) do Streptococcus salivarius no
ensaio acima descrito de pelo menos 15%, de um modo mais preferido de
pelo menos 20%, e de um modo ainda mais preferido de pelo menos 30%, e
de um modo mais particularmente preferido de pelo menos 40%, 50%, 60%,
70% ou até de 80%, em comparagdo com o controle.

Em uma modalidade preferida, o microorganismo acima
descrito de acordo com a invencdo ndo estimula o crescimento do
Streptococcus salivaris, mas estimula o crescimento de pelo menos um
microorganismo adicional da microflora oral saudavel. Exemplos de tais
microorganismos s3o o Streptococcus oralis € 0 Streptococcus epidermidis. A
estimulacdo destas bactérias pode ser medida pelo ensaio como acima
descrito.

O microorganismo acima descrito de acordo com a inveng&o €
também caracterizado pelo fato de que ele ndo estimula o crescimento do
Streptococcus mutans e/ ou do Porphyromonas gingivalis. Um
microorganismo é considerado como néo estimulando o crescimento de um
microorganismo da microflora patogénica transitoria se ele ndo conduzir a um
crescimento aumentado do Streptococcus mutans e / ou do Porphyromonas
gingivalis, quando em contato com este. A estimulagdo do crescimento ou a
sua auséncia pode ser testada in vitro. Um ensaio in vitro para a determinago
da estimulacdo do crescimento, ou a sua auséncia, € descrita nos Exemplos e
compreende um assim denominado “ Photometric co-incubation- assay’. Em
resumo, um tal ensaio no caso do Strepfococcus mutans compreende os

estagios que se seguem:



10

15

20

25

13

(a) o microorganismo pertencente ao grupo de bactérias do
acido l4tico a ser testado ¢ cultivado sob condigdes anaerdbicas em placas de
96 reservatorios com 150 pl de meio sintético, durante 24 horas, a 37°C, as
células sendo transformadas em granulos através de centrifugacdo a 4000 x g,
durante 15 minutos, e o sobrenadante é recuperado;

(b) o Streptococcus mutans é cultivado anaerobicamente em 5
ml de meio TSY, em tubos Falcon de 15 ml fechados, durante a noite, a 37°C;

(c) a cultura celular de Streptococcus mutans é misturada, em
uma raz3o volumétrica de 2:1, com o sobrenadante do estagio (a);

(d) a suspensdo da cultura é incubada anaerobicamente,
durante 12 horas, a 37°C;

(e)como um controle, é usado % meio TSY ou meio MRS
leve;

(f) a densidade 6ptica méxima (ODgpg, max) € determinada e/ ou
a taxa de crescimento maxima (V) € determinada durante o crescimento
exponencial; e

(g8) o microorganismo € classificado como um
microorganismo, que ndo ¢ capaz de estimular o crescimento do
Streptococcus mutans se a densidade Optica maxima (ODggo max) €/ OU a taxa
de crescimento maxima (V) ndo for aumentada em comparagdo com o
controle. | |

De um modo alternativo, um tal ensaio pode compreender os
estdgios que se seguem:

(A) o microorganismo pertencente ao grupo de bactérias do
acido latico a ser testado é misturado com o Streptococcus salivaris em uma
razdo de contagem celular de 1:100 (lactobacilllus S. Mutans) em % meio
TSY);

(B) a suspensdo da cultura € incubada aerobicamente, durante

12 horas, a 37°C;
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(C) como um controle, € usado % meio TSY nfo consumido
ou meio MRS leve;

(D) a densidade o6ptica maxima (ODggg, max) € determinada e/
ou a taxa de crescimento méaxima (V) € determinada durante o crescimento
exponencial; e

(E) o microorganismo ¢é classificado como um
microorganismo, que ndo é capaz de estimular o crescimento do
Streptococcus mutans se a densidade Optica maxima (ODggo, max) €/ Ou a taxa
de crescimento maxima (V) ndo for aumentada em comparagdo com o
controle.

No caso de Porphyromonas gingivalis, o ensaio compreende
os estagios que se seguem:

(h) o microorganismo pertencente ao grupo de bactérias do
acido latico a ser testado é cultivado sob condi¢des anaerdbicas em placas de
96 reservatorios, com 150 pl de meio sintético, durante 24 horas a 37°C, as
células foram transformadas em grénulo s através de centrifugacio a 4000 x g
durante 15 minutos e o sobrenadante € recuperado;

(1) Porphyromonas gingivalis é cultivado anaerobicamente em
5 ml de meio FAB, em tubos Falcon de 15 ml fechados, durante a noite, a
37°C;

(j) a cultura celular de Porphyromonas ginigivalis é misturada,
em uma razdo volumétrica de 2:1, com o sobrenadante do estagio (h);

(k) a suspensfo da cultura € incubada anaerobicamente durante
45 horas, a 37°C;(l) como um controle, é usado um meio FAB néo-
consumido;

(m) a densidade optica (ODgqg) € determinada apoés 10, 15, 21,
39 e 45 horas de incubagdo (ODggy); €

(n) o microorganismo € classificado como um

microorganismo, que ndo ¢ capaz de estimular o crescimento de
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Porphyromonas gingivalis se a densidade Optica (ODggp) em cada momento
da medi¢édo ndo for aumentada em comparagdo com o controle.

De um modo alternativo, o ensaio compreende os estagios que
se seguem:

(H) o microorganismo pertencente ao grupo de bactérias do
acido latico a ser testado € misturado com Porphyromonas gingivalis em uma
razdo de contagem celular de 1:100 (lactobacillus P. gingivalis) em meio
FAB;

(I) a suspensdo da cultura é incubada aerobicamente durante
45 horas, a 37°C;

(J) como um controle, € usado meio FAB néo- consumido;

(K) a densidade 6ptica(ODggo, max) € determinada e/ ou a taxa
de crescimento maxima (V) € determinada durante o crescimento
exponencial; e

(L) o microorganismo ¢é classificado como um
microorganismo, que ndo € capaz de estimular o crescimento do
Porphyromonas gingivalis se a densidade 6ptica maxima (ODggo, max) €/ OU a
taxa de crescimento méxima (Vy,) ndo for aumentada em comparagdo com o
controle.

Em uma modalidade preferida, a incubacdo nos estagios (d) e
(B) é executada em uma placa de 96 reservatorios. Em ainda uma outra
modalidade preferida, a incubagfio é executada em um espectrofotdmetro de
microplaca Bio Tek PowerWave (Fabricante: Biotek Instruments GmbH,
Germany).

Em uma modalidade preferida, a incubagéo nos estagios (k) e
(I) [é executada em uma placa de 96 reservatérios. Em ainda uma outra
modalidade preferida, a incubagfo é executada em uma estagdo de trabalho
anaerobica Whitley DG250 (Meintrup- DWS, Germany).

Com relagéo as ODgg, max € Vmax, © mesmo aplica-se tal como
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aqui exposto precedentemente acima.

Um microorganismo € considerado como ndo estimulando o
crescimento de um microorganismo de Strepfococcus mutans ou de
Porphyromonas gingivalis, se o crescimento ndo for aumentado ou
ligeiramente aumentado quando em contato com o microorganismo
precedente. “Ligeiramente aumentado” significa que o crescimento ¢
aumentado em nfo mais do que 5%, quando comparado com o controle, de
um modo mais preferido em nfo mais do que 2 %, quando comparado ao
controle. O termo “nfo aumentado” significa que pode ser determinada uma
diferenca estatisticamente néo relevante entre o crescimento do Streptococcus
mutans ou Porphyromonas gingivalis quando contatado com um
microorganismo da invengdo, quando comparado ao controle, em que ndo
existem microorganismos da invengdo presentes. O termo “ ndo aumentado”,
em uma modalidade preferida, também inclui aqueles casos em que um
microorganismo conduz efetivamente a um decréscimo do Streptococcus
mutans ou do Porphyromonas gingivalis, isto é, quando ele reprime o
crescimento de um tal microorganismo.

Em ainda uma outra modalidade, o microorganismo da
presente invengdo ndo influencia, de um modo negativo, o crescimento do
Streptococcus mutans ou do Porphyromonas gengivalis. O termo “ndo
influencia negativamente “ significa que nfo foi verificada inibigdo do
crescimento do Streptococcus mutans ou do Porphyromonas gingivalis,
quando em contato com um microorganismo da invengdo, quando comparado
ao controle, em que ndo existe microorganismo da invengdo presente.

Em uma modalidade preferida, o microorganismo de acordo
com a invengdo n3o apenas nio estimula o crescimento de Streptococcus
mutans e/ ou de Porphyromonas gingivalis, mas também ndo estimula o
crescimento de pelo menos um outro microorganismo patogénico da

microflora oral. Representativos de bactérias orais patogénicas sdo as
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bactérias gram-negativas, anaerdbicas. Outros exemplos s@o Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Actinomyces naeslundii, Fusobacterium nucleatum,
Fusobacterium  nucleatum  polymorphum,  Prevotella  intermedia,
Solobacterium moorei, Streptococcus gordonii, Streptococcus mitis,
Streptococcus sanguinis, Tannerella forsynthensis e Trepinema denticola.

A estimulacdo ou a auséncia de estimulagdo do crescimento
destas bactérias pode ser medida pelos ensaios, como acima descrito para S.
Mutans e P. Gingivalis.

Em uma modalidade preferida, os microorganismos acima
descritos de acordo com a inveng#o sdo caracterizados pelo fato de que eles
ndo apenas mostram o efeito de estimulagdo do crescimento de Streptococcus
salivarius como células vivas, mas também como o sobrenadante da cultura.
Isto significa que também um sobrenadante da cultura obtida a partir de um
microorganismo de acordo com a inveng¢do apresenta o efeito de estimular o
crescimento de Streptococcus salivarius. De um modo preferido, este efeito
OCoOITe NO ensaio que se segue:

(a) o Streptococcus salivarius ¢ cultivado anaerobicamente em
placas de 6 reservatorios, com 8 ml de meio TSY durante a noite, a 37°C;

(b) o microorganismo pertencente ao grupo de bactérias do
acido latico a ser testado é cultivado sob condigdes anaerobicas em placas de
96 reservatérios, com 150 pl de meio sintético, durante 24 horas a 37°C, as
células sdo transformadas em granulos através de centrifugacdo a 4000 x g,
durante 15 minutos, e o sobrenadante € recuperado;

(c) a cultura celular de Streptococcus salivarius do estagio (a)
¢ misturada em uma razio volumétrica de 2: 1 a 4: 1 com o sobrenadante do
estagio (b) em %2 meio TSY;

(d) a suspensdo da cultura € incubada aerobicamente, durante
12 horas a 37°C;

(e) como um controle, € usado ¥ TSY n&o consumido ou meio
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MRS leve;

(f) a densidade 6ptica maxima (ODggo, max) € determinada e/ ou
a taxa de crescimento maxima (Vn.) € aumentada durante o crescimento
exponencial; e

(g) o microorganismo ¢ classificado como um microorganismo
capaz de estimular o crescimento de Streptococcus salivarius, se a densidade
6ptica maxima (ODgoo, max) €/ OU a taxa de crescimento maxima (V) néo for
aumentada em pelo menos 10% em comparag@o com o controle.

| Em uma modalidade preferida, a incubagéo ¢ executada em
uma placa de 96 reservatérios. Em ainda uma outra modalidade preferida, a
incubagdo ¢ executada em um espectrofotdmetro de microplaca Bio Tek
PowerWave (Biotek Instruments GmbH, Germany).

Com relagio a ODgpp € Vinax, aplica-se o mesmo que foi aqui
precedentemente descrito acima.

De um modo preferido, o microorganismo de acordo com a
presente inveng¢do conduz a um aumento da densidade optica maxima
(ODgoomax) Ou @ taxa de crescimento maxima (Vima) do Streptococcus
salivarius do ensaio acima descrito de pelo menos 15%, de um modo mais
preferido de pelo menos 20%, de um modo ainda mais preferido de pelo
menos 30%, e de um modo particularmente preferido de pelo menos 40%,
50%, 60%, 70%, ou até 80%, em comparagdo com o controle.

Em uma modalidade particularmente preferida, a estimulagéo
do crescimento de Streptococcus salivarius apresentada pelo microorganismo
de acordo com a invencdo, é resistente ao tratamento térmico, isto €, ocorre
também quando as células (ou extratos das mesmas) ou o sobrenadante da
cultura é submetido a um tratamento térmico. O tratamento térmico €, de um
modo preferido, um tratamento térmico em uma temperatura de entre 60°C e
100°C, de um modo mais preferido de entre 70°C e 90°C, e ainda mais

preferivelmente entre 75°C e 85°C e de um modo mais preferido em uma
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temperatura de cerca de 80°C ou exatamente de 30°C.

De um modo geral, o tratamento deve durar por um periodo de
tempo de pelo menos 1 minuto. Preferivelmente, o tratamento térmico dura
por um periodo de tempo de pelo menos n minutos, em que n € um inteiro na
faixa de 2 a 60, com n = 10 ou 15 ou 20 sendo em particular preferido. No
entanto, ndo existe, em principio, limite superior para o periodo de incubag@o.
No entanto, ele nfo &, de um modo preferido, mais longo do que 4, 3, 2 ou 1
hora(s). O tratamento térmico mais preferido é de cerca de 10 minutos, em
uma temperatura de 80 °C, em um incubador. O tratamento térmico mais
preferido é considerado como abolindo qualquer fungéio de uma proteina e
qualquer vitalidade das células, o que distingue, deste modo, o
microorganismo acima mencionado pertencente ao grupo de bactérias de

acido latico de um outro microorganismo, que seja ainda capaz de estimular o

crescimento de Streptococcus salivarius. Deste modo, ele ¢ muito util para o

uso em qualquer alimento, ragdo, bebida ou composi¢do no contexto da
presente invencio, se for desejado que o microorganismo néo deva estar vivo.

Apbs o resfriamento, a capacidade do microorganismo de
acordo com a invencdo (ou de extratos dos mesmos) ou da cultura de
sobrenadante dos mesmos para estimular o crescimento de Streptococcus
salivarius é determinado em um ensaio, tal como aqui acima descrito, ou
como descrito nos Exemplos apensos. No contexto com o sobrenadante da
cultura de um microorganismo de acordo com a invengdo, um ensaio
correspondente compreende, de um modo preferido, os estigios que se
seguem.

(h) o Streptococcus salivarius é cultivado anaerobicamente em
placas de 6 reservatérios, com 8 ml do meio TST, durante a noite, a 37°C.

(i) o microorganismo pertencente ao grupo de bactérias do
4cido latico a ser testado é cultivado sob condi¢Bes anaerdbicas em placas de

96 reservatérios, com 150 pl do meio sintético, durante 24 horas a 37°C, as
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células sdo transformadas em granulos através de centrifuga¢do a 4000 x g
durante 15 minutos e o sobrenadante € recuperado.

(j) o sobrenadante ¢ incubado a 80°C durante 10 minutos em
um incubador e subsequentemente resfriado a temperatura ambiente;

(k) a cultura celular de Streptococcus salivarius do estagio (a)
¢ misturada em uma razdo volumétrica de 2: 1 com o sobrenadante do estagio
(j) em % meio TSY;

(1) a suspensdo da cultura é incubada aerobicamente durante 12
horas a 37°C;

(m) como um controle, é usado %2 TSY ou meio MRS leve;

(n) a densidade optica maxima (ODggg, max) € determinada e/ ou
a taxa de crescimento méxima (V) € aumentada durante o crescimento
exponencial; e

(g) o microorganismo ¢ classificado como um microorganismo
capaz de estimular o crescimento de Streptococcus salivarius, se a densidade
optica maxima (ODggo, max) €/ OU a taxa de crescimento maxima (V) ndo for
aumentada em pelo menos 10% em comparagdo com o controle.

Além disso, também a propriedade de ndo- estimulagdo do
crescimento de Streptococcus mutans e/ou de Porphyromonas gingivalis do
microorganismo de acordo com a invengdo é resistente ao tratamento térmico.
Com respeito a defini¢do do termo tratamento térmico, aplica-se 0 mesmo que
foi aqui exposto acima.

Em ainda uma outra modalidade preferida, a estimula¢do do
crescimento de Streptococcus salivarius apresentada pelo microorganismo de
acordo com a invengdo, ¢ resistente a liofilizagdo, isto €, também ocorre
quando as células sdo submetidas a um tratamento de liofilizagdo. O
tratamento de liofilizacdo ¢, de um modo preferido, um tratamento de
liofilizag@o, no qual as células (ou extratos das mesmas) do sobrenadante

celular sdo primeiramente congeladas a - 80°C e sfo subsequentemente
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liofilizadas, sob véacuo, durante 16 horas. Apos o tratamento de liofilizagéo, a
capacidade do microorganismo de acordo com a invengdo para estimular o
crescimento de Streptococcus salivarius pode ser testada através dos ensaios
ja descritos acima ou como descrito nos Exemplos apensos. No contexto com
o sobrenadante da cultura de um microorganismo de acordo com a invengéo,
um ensaio correspondente compreende, de um modo preferido, os estagios
que se seguem:

(p) o Streptococcus salivarius é cultivado anaerobicamente em
placas de 6 reservatorios, com 8 ml de meio TST, durante a noite a 37°C;

(qQ) o microorganismo pertencente ao grupo de bactérias do
acido latico a ser testado € cultivado sob condigGes anaerdbicas em 50 ml de
meio sintético em garrafas de 100 ml fechadas, durante a noite, a 37°C, as
células sdo transformadas em grénulos através de centrifugagdo a 4000 x g,
durante 15 minutos, e o sobrenadante € recuperado;

(r) 20 ml do sobrenadante do estagio (q) sdo congelados a -
80°C e liofilizados, sob vacuo, durante 16 horas;

(s) o sobrenadante liofilizado é novamente suspenso em 20 ml
de Hzo;

(t) a cultura celular de Streptococcus salivarius do estagio (a) €
misturada em uma razdo volumétrica de 2:1, com o sobrenadante do estagio
(s) em %2 meio TSY em placas de 96 reservatorios;

(u) a suspensdo da cultura € incubada aerobicamente, durante
12 horas, a 37°C;

(v) como um controle, é usado 2 TSY ou meio MRS leve;

(w) a densidade optica maxima (ODggp, max) € determinada e/
ou a taxa de crescimento maxima (V) € aumentada durante o crescimento
exponencial; e

(x) o microorganismo € classificado como um microorganismo

capaz de estimular o crescimento de Streptococcus salivarius, se a densidade
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6ptica méxima (ODggo, max) €/ 0U a taxa de crescimento méxima (Vax) néo for
aumentada em pelo menos 10% em comparagéo com o controle.

De acordo com uma modalidade particularmente preferida, o
microorganismo de acordo com a invengdo apresenta ambas as propriedades
descritas no primeiro e no segundo aspecto da invengéo, respectivamente, isto
é, ele apresenta as propriedades (b) e/ ou (B), tal como descrito no primeiro
aspecto (redugdo drastica na concentragdo de peptideo) e mostra as
propriedades tal como descrito no segundo aspecto (estimulagdo do
crescimento de Streptococcus salivarius e ndo estimulagdo do crescimento de
Streptococcus mutans e/ ou de Porphyromonas gingivalis).

Os microorganismos de acordo com a inven¢do como aqui
descrita acima, devido a suas propriedades, permitem alterar o equilibrio da
microflora oral para Streptococcus salivarius, o que conduz a um
aperfeicoamento no que se refere ao desenvolvimento de menos mau odor.

Como ¢ evidente a partir do acima, todas as caracteristicas
acima mencionadas tornam o microorganismo acima mencionado, pertencente
ao grupo de bactérias do 4cido latico, um agente adequado para a redugé@o do
mau odor e/ ou halitose e para a prevengdo e/ ou o tratamento do mau odor
oral e/ ou da halitose, em particular do mau odor oral e/ ou halitose, que €
causado pelos microorganismos patogénicos da flora microbiana oral, em
particular de bactérias gram-negativas, anaerébicas. Deste modo, o
microorganismo de acordo com a invencdo apresenta um efeito sobre a
redugiio do mau odor e ¢ deste modo, um agente util para a prevengéo e/ ou
tratamento do mau odor oral e/ ou halitose.

O termo “preven¢do do mau odor oral” inclui a profilaxia do
mau odor oral. Deste modo, um paciente que nunca tenha contraido aqueles
microorganismos, que sdo responsaveis pelo desenvolvimento do mau odor
oral, mas que pode estar em risco de contrai-los, isto ¢, de ser infectado com

tais microorganismos, ou um paciente, que apresente ainda os beneficios de
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uma microflora oral bem balanceada, a partir dos microorganismos, por
exemplo, composi¢des, usos e métodos da presente invengdo, ndo devera
apresentar um mau odor oral. Portanto, os microorganismos, composigdes,
usos e métodos da presente invengdo podem, por exemplo, ser aplicados a
criancas pequenas, criangas ou a animais jovens, para a profilaxia do mau
odor oral, pois a cavidade da crianga ou do animal jovem estd normalmente
livre de microorganismos responsaveis pelo desenvolvimento do mau odor
oral. No entanto, os microorganismos e as composi¢des, como usados de
acordo com a presente invencdo, ndo estdo limitados & administracdo a
criangas pequenas, a criangas ou a animais jovens.

Os termos “tratar o mau odor oral” e “tratar a halitose”
incluem a administracdo dos microorganismos ou composi¢des, como aqui
descrito, a um paciente que sofra de mau odor oral e/ ou halitose, com o
proposito de diminuir a quantidade de mau odor produzida.

De um modo opcional, o microorganismo de acordo com a
presente invengdo € um microorganismo probidtico que possui, além de seu
efeito de redugdo do mau odor oral, efeitos benéficos para o organismo
hospedeiro, ao qual ele é administrado. Um “probiodtico”, pela defini¢do
geralmente aceita, ¢ um “ suplemento alimentar microbiano vivo, que afeta,
de um modo benéfico, o animal hospedeiro através da melhora de seu
equilibrio microbiano intestinal .

Deste modo, a presente invengdo prové o uso de bactérias
facilmente administraveis, que sfo organismos de grau alimentar, que podem,
em adigdo a seu efeito de redugdo do mau odor oral, ser uteis como
probidticos.

De um modo rigoroso, o efeito dos microorganismos de
acordo com a invengdo de remogdo de peptideos a partir de um meio €, deste
modo, também a partir da saliva, deste modo evitando outros

microorganismos presentes na microflora oral, que sdo responsaveis pela
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produgdo de substancias, que conduzem a geracdo do mau odor oral, de um
modo a produzir as substincias correspondentes, pode ser observado com
formas inativadas dos microorganismos, tais que as formas liofilizadas ou as
formas resultantes a partir de um tratamento com luz UV ou com radiagéo.

De forma ainda mais importante, o efeito também ocorre na
presenca de saliva, o que torna o microorganismo de acordo com a inveng¢do
particularmente adequado para o uso sob a forma de aplicagdes orais ou como
um aditivo para alimentos, ragdes ou bebidas. De um modo notavel, as formas
termicamente inativadas ou liofilizadas, em particular os analogos, derivados
ou (a) fragmento(s) dos referidos microorganismos aqui expostos sdo ainda
capazes de especificamente reduzir, de um modo eficiente, a concentragdo de
peptideo nos ensaios acima descritos.

De um modo similar, além disso, a propriedade do
microorganismo de acordo com a presente invenc¢do, tal como descrito no
segundo aspecto da presente invengdo, isto é, estimular o crescimento de
Streptococcus salivarius e n3o estimular o crescimento de Streptococcus
mutans e/ ou Porphyromonas gingivalis, ocorre n@o apenas com OS
microorganismos em si mesmos, mas também com o sobrenadante da cultura
do microorganismo e com as formas inativadas. De um modo particular, a
propriedade de estimular o crescimento de Streptococcus salivarius e de ndo
estimular o crescimento de Streptococcus mutans e/ ou Porphyromonas
gingivalis é resistente ao tratamento térmico e € resistente a um tratamento de
liofilizagdo.

Estes efeitos surpreendentes sdo vantajosos para o uso das
referidas formas inativadas, sobrenadantes de cultura (analogo)(s) ou
fragmento(s) dos referidos microorganismos, assim como mutantes ou
derivados dos mesmos, em composi¢gdes para o uso em animais, de um modo
preferido humanos ou mamiferos, de um modo a prevenir e/ ou tratar o mau

odor e/ ou a halitose. Em particular as referidas formas inativadas,
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sobrenadantes da cultura, analogos ou fragmentos podem ser facilmente
adicionados a qualquer composi¢8o, por exemplo composi¢do cosmética ou
farmacéutica, alimento ou corante alimentar para bebidas e os similares. De
um modo adicional, a produgdo de tais formas inativadas, sobrenadantes de
cultura, analogos ou fragmentos € facil e barata e eles podem ser armazenados
durante periodos de tempo prolongados, sem que percam a sua capacidade
para reduzir a concentragdo de peptideo e/ ou para estimular o crescimento de
Streptococcus salivarius e ndo estimular o crescimento de Streptococcus
mutans e/ ou Porphyromonas gingivalis. Uma vantagem particular do
microorganismo de acordo com a invengdo ¢ a de que ele retém a sua
capacidade para reduzir a concentragdo de peptideo e/ ou para estimular o
crescimento de Streptococcus salivarius e ndo estimular o crescimento de
Streptococcus mutans e/ ou Porphyromonas gingivalis, se ele for liofilizado
ou secado por pulverizagdo ou secado. Além disso, a propriedade de estimular
o crescimento de Streptococcus salivarius e de ndo estimular o crescimento
de Streptococcus mutans e/ ou Porphyromonas gingivalis ¢ ainda retida apds
um tratamento térmico. As propriedades acima mencionadas tornam o
microorganismo de acordo com a inveng¢do um ingrediente favoravel para o
uso nas composic¢des aqui descritas.

Em adi¢do, em uma modalidade preferida, o microorganismo
de acordo com a presente invenc¢do apresenta as propriedades acima descritas
(isto é, redugdo da concentragdo de peptideos e/ ou estimulagdo do
crescimento de Streptococcus salivarius e ndo- estimulacdo do crescimento de
Streptococcus mutans e/ ou de Porphyromonas gingivalis), também na
presenca de saliva. A saliva € uma secregdo exdgena, que ¢ sintetizada pelas
glandulas salivares. Ela ¢ um liquido complexo contendo, a parte de cerca de
99% de agua, uma multiplicidade de compostos orgénicos e inorgénicos. Os
ingredientes fisioldgicos da saliva sdo, entre outros, enzimas, por exemplo,

amilases, carboanidrases, lisozima, peroxidases ou proteinas, por exemplo,
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mucinas, lactoferrina, proteinas ricas em prolina, cistatinas, histatinas ou
estaterinas ou IgA solGvel. Deste modo, embora uma variedade de substancias
potencialmente interferentes estejam presentes na saliva, as propriedades
acima mencionadas do microorganismo de acordo com a invengdo ndo sio
impedidas pela presencga da saliva.

As caracteristicas acima mencionadas do microorganismo
acima mencionado, pertencente ao grupo de bactérias do éacido latico, o
tornam um agente robusto e eficaz para a prevengdo e/ ou o tratamento do
mau odor oral e /ou da halitose, pois ele é principalmente administrado em
varias formas a boca, incluindo a cavidade oral e os dentes onde, entre outros,
a saliva, incluindo certas proteases e baixos valores de pH apoés a ingestdo de
géneros alimenticios contendo carboidratos estdo presentes. Além disso, a
resisténcia ao calor e/ ou liofilizagdo possui efeitos benéficos na adigdo do
microorganismo acima mencionado, pertencente ao grupo de bactérias de
acido latico, como um aditivo, a géneros alimenticios durante a produgdo do
referido género alimenticio. Ou seja, o género alimenticio ¢ com frequéncia
esterilizado pelo calor, previamente cozido, pasteurizado e os similares, o que
é prejudicial quanto a viabilidade de microorganismos.

Outras modalidades e vantagens da inven¢do sdo expostas em
parte na descrigio nesta, e em parte, pode ser 6bvio a partir da descri¢do, ou
pode ser aprendido a partir da pratica da inveng¢ao.

Antes que a presente invengdo seja descrita em detalhes, deve
ser entendido que esta invengdo ndo esta limitada & metodologia, protocolos,
bactérias, vetores e reagentes particulares, etc., aqui descrito, pois estes
podem variar. Deve ser também entendido que a terminologia aqui usada
destina-se ao proposito de descrever apenas modalidades particulares, e que
ndo se destina a limitar o escopo da presente invengdo, que sera apenas
limitado pelas reivindicagdes apenas. A ndo ser que definido de um outro

modo, todos os termos técnicos e cientificos aqui usados possuem 0s mesmos
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significados que comumente entendidos por aquele de habilidade ordindria na
técnica.

De um modo preferido, os termos aqui suados s@o definidos
como descrito em “A multilingual glossary of biotechnological terms
(IUPAC Recomendations)”, Leuenberger, H. G. W., Nagel, B. And Kolbl, F.
Eds. (1995), Helvetica Chimica Acta, CH-4010, Basel, Switzerland). Em todo
este relatério e nas reivindicagdes que se seguem, a ndo ser que o contexto o
requeira de um outro modo, a palavra “ compreende “, e variagdes, tais que
“compreende” e “compreendendo” serdo entendidas como implicando na
inclusdo de um inteiro mencionado ou estidgio ou grupo de inteiros ou
estagios, mas ndo a exclusdo de qualquer outro inteiro ou estagio ou grupo de
inteiros ou estagio.

Varios documentos sdo citados em todo o texto deste relatdrio.
Cada um dos documentos aqui citado (incluindo todas as patentes, pedidos de
patente, publicages cientificas, relatérios de fabricantes, instrugdes, etc.),
seja supra ou infra, s@o aqui incorporados, a titulo referencial, em sua
totalidade. Nada neste deve ser construido como uma admissdo de que a
invencdo ndo estd intitulada a antedatar uma tal exposi¢do em virtude da
invencao anterior.

Deve ser notado, como aqui usado e nas reivindicagdes
apensas, que as formas singulares “um” e “0” incluem os referentes plurais, a
néo ser que o contexto o indique claramente de um outro modo. Deste modo,
por exemplo, a referéncia a um “reagente” inclui um ou mais de tais
diferentes reagentes, e a referéncia ao “método “ inclui a referéncia a estagios
equivalentes e a métodos conhecidos daqueles de habilidade ordinéria na
técnica, que poderiam ser modificados ou substituidos pelos métodos aqui
descritos.

Quando usado no contexto da presente invengdo, o termo

“microorganismo pertencente ao grupo de bactérias do acido latico” abrange
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(a) microorganismo(s) que pertence(m) a bactérias, em particular que
pertencem a eubactérias fermentativas gram- positivas, de um modo mais
particular que pertencem a familia de lactobacteriaceae, que incluem as
bactérias do acido latico. De um modo adicional, o referido termo também
abrange os derivados ou mutantes, ou analogos, ou fragmentos, tais que
extratos celulares ou as fracdes de membrana, tal como aqui descrito, do(s)
referido(s) microorganismo(s), que retém as propriedades acima descritas
(isto &, reduzindo a concentragdo de peptideos e/ou estimulando o
crescimento de Streptococcus salivarius e ndo estimulando o crescimento de
Streptococcus mutans €/ ou Porphyfomonas gingivalis). Os termos
derivado”, “mutantes”, “analogos” e “ fragmentos “ sdo descritos em outro
local neste. As bactérias de 4acido latico sfo, a partir de um ponto de vista
taxonomico, divididas em subdivisdes de Streptococcus, Enterococcus,
Leuconostocos e Lactobacillus. O microorganismo acima mencionado, que
pertence ao grupo de bactérias de acido latico, é, de um modo preferido, uma
espécie Lactobacillus. Membros do grupo de bactérias de 4cido latico
normalmente carecem de porfirinas e de citocromos, ndo efetuam fosforilago
de transporte de elétron e, portanto, obtém energia apenas através de
fosforilacdo do nivel de substrato. Isto é, em bactérias do acido latico, o ATP
¢ sintetizado através da fermentacio de carboidratos. Todas as bactérias de
acido latico crescem anaerobicamente, no entanto, de um modo diferente de
muitos anaerdbicos, a maior parte das bactérias de acido latico ndo séo
sensiveis ao oxigénio e podem, deste modo, crescer em sua presenga, assim
como em sua auséncia. Deste modo, os microorganismos acima mencionados,
que pertencem ao grupo de bactérias de acido latico, sdo, de um modo
preferido, bactérias do acido latico ‘anaerdbicas aerotolerantes, de um modo
preferido pertencendo ao género Lactobacillus.

As bactérias do 4acido latico acima mencionadas sdo

preferivelmente configuradas em haste ou esféricas, variando a partir de
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longas e finas a hastes curvas curtas, sendo, além disso, preferivelmente
iméveis e/ ou asporogéneas e produzem o 4cido latico como um produto
tinico e principal do metabolismo fermentativo. O género Lactobacillus, ao
qual o microorganismo acima mencionado pertence, ¢ dividido pelas
caracteristicas que se seguem em trés subgrupos principais, pelo que ¢
considerado que a espécie Lactobacillus acima mencionada pode pertencer a
cada um dos trés principais subgrupos:

(a) lactobacilos homofermentativos:

(i) produzem o 4cido latico, de um modo preferido ofs)
isémero(s) L, D ou DL do acido latico, erﬁ uma quantidade de pelo menos
85% a partir de glicose, através da via Embden-Meyerhof;

(ii) crescimento em uma temperatura de 45°C, mas ndo em
uma temperatura de 15°C;

(iii) configurados em hastes longas; €

(iv) tendo 4cido glicerol teicoico na parede celular;

(b) lactobacilos homofermentativos:

(i) produzem o 4cido latico, preferivelmente os isdmeros L ou
DL do 4cido latico através da via de Embden- Meyerhof;

(ii) crescimento em uma temperatura de 15°C, apresentando
um crescimento variavel em uma temperatura de 45°C;

(iii) configura¢do em hastes curtas ou corineforme ; e

(iv) tendo ribitol e/ou 4cido glicerol teicéico em sua parede
celular;

(c) lactobacilos heterofermentativos:

(i) produzem o 4cido latico, preferivelmente o isémero DL do
4cido latico em uma quantidade de pelo menos 50% a partir de glicose através
da via de pentose- fosfato;

(ii) produzem didxido de carbono e etanol;

(iii) apresentam um crescimento variavel em uma temperatura
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de 15°C ou 45°C;

(iv) sendo configurados em hastes longas ou curtas; e

(v) tendo 4cido glicerol teicoico em sua parede celular.

Com base nas caracteristicas acima mencionadas, os
microorganismos acima mencionados podem ser classificados como
pertencendo ao grupo de bactérias do 4cido latico, em particular do género de
Lactobacillus. Através do uso de uma sistematica classica, por exemplo,
através de referéncia as descrigbes pertinentes no “Bergey's Manual of
Systematic Bacteriology” (Williams & Wilkins Co., 1984), um
microorganismo pode ser determinado como pertencendo ao género de
Lactobacillus. De um modo alternativo, os microorganismos podem ser
classificados como pertencendo ao género de Lactobacillus através de
métodos conhecidos na técnica, por exemplo, através de sua impresséo digital
metabodlica, isto é, uma revisdo comparavel quanto a capacidade de tais (a)
microorganismo(s) para metabolizar aglicares ou através de outros métodos
descritos, por exemplo, em Schleifer et al., para metabolizar agucares ou
através de outros métodos descritos, por exemplo, em Schleifer et al., System
Appl. Microb., 18 (1995), 461- 467 ou Ludwig et al., System Appl. Microb.,
15 (1992), 487-501. Os microorganismos acima mencionados sdo capazes de
metabolizar fontes de agtcar, que sdo tipicas e conhecidas na técnica dos
microorganismos pertencentes ao género de Lactobacillus. De um modo
preferido, no entanto, o microorganismo acima mencionado possui uma
impressdo digital metabdlica selecionada a partir do grupo, que consiste de:

(1) ele metaboliza D-lactose, mas ndo L- sorbose e/ ou D-
sacarose e/ ou D- inulina,

(i1) ele metaboliza inulina,

(iii) ele metaboliza L-sorbose, mas ndo D-lactose e/ ou D-
sacarose e/ ou inulina, e

(iv) ele metaboliza L- sorbose, D- lactose e inulina.
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De um modo preferido, o microorganismo acima mencionado
possui uma impressdo digital metaboélica selecionada a partir do grupo, que
consiste de:

(1) ele metaboliza D-lactose, mas ndo L-sorbose, D- sacarose e

inulina,

(i1) ele metaboliza L-sorbose, D- lactose e inulina, mas ndo D-
sacarose,

(ii1) ele metaboliza L-sorbose, mas ndo D-lactose, D-sacarose
e inulina, e

(iv) ele metaboliza L-sorbose, D- lactose, D-sacarose, mas nio
inulina.

Naturalmente, o microorganismo acima mencionado nio esta
limitado a metaboliza¢8o dos agliicares mencionados no padrdo de impressdo
digital metabodlica antes mencionado, mas podem ser capazes de metabolizar
outros agucares, que s3o0 comumente metabolizados por espécies
Lactobacillus.

A afiliagdo dos microorganismos acima mencionados do
género de Lactobacillus pode ser também caracterizada pelo uso de outros
métodos conhecidos na técnica, por exemplo, usando eletroforese em gel
SDS-PAGE de proteina total da espécie a ser determinada e comparando-a a
cepas conhecidas e ja caracterizadas do género Lactobacillus. As técnicas
para a preparagdo de um perfil de proteina total como acima descrito, assim
como a analise numérica de tais perfis, sdo bem conhecidos daqueles versados
na técnica. No entanto, os resultados apenas sfo confiaveis, desde que cada
estagio do processo esteja suficientemente padronizado. Em face do
requerimento de acurdcia quando da determina¢do da ligagdo de um
microorganismo ao género de Lactobacillus, procedimentos padronizados sdo
regularmente tornados disponiveis ao publico por seus autores, tais que aquele

de Pot et al., como apresentados durante um “workshop” organizado pela
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Unido Européia, na Universidade de Ghent, na Bélgica, em de 12 a 16 de
setembro de 1994 (Fingerprinting techniques for classification and
identification of bacteria, SDS- PAGE da proteina celular total). O software
usado na técnica de analise do gel de eletroforese SDS- PAGE € de crucial
importincia, pois o grau de correlagdo entre as espécies depende dos
parAmetros e dos algoritmos usados por este software. Sem que sejamos
introduzidos em detalhes tedricos, a comparagdo quantitativa de faixas
medidas por um densitdmetro e normalizadas por um computador €
preferivelmente produzida com o coeficiente de correlagdo de Pearson. A
matriz de similaridade assim obtida pode ser organizada com o auxilio do
algoritmo UPGMA (método de grupo par ndo pesado usando ligagdo média),
que ndo apenas torna possivel agrupar os perfis mais similares, mas também
construir dendogramas (vide Kersters, Numerical methods in the
classification and identification of bacteria by eletrophoresis, in Computer-
assisted Bacterial Systematics, 337 — 368, M. Goodfellow, A. G. O' Donnell
Ed., John Wiley and Sons Ltd., 1985).

De um modo alternativo, a afiliagio dos referidos
microorganismos ao género de Lactobacillus pode ser caracterizada com
relacdo ao RNA ribossdmico em um assim denominado Riboprinter RTM. De
um modo mais preferido, a afiliagdo da espécie acima mencionada ao género
Lactobacillus € demonstrada pela comparagio da sequéncia de nucleotideo do
RNA ribossémico 16S da referida bactéria, ou de seu DNA gendmico, que
codifica o RNA ribossémico 16S, com aqueles de outros géneros e espécies
de bactérias do 4cido latico, conhecidas até o presente. Uma outra alternativa
preferida para a determinagfo da ligag8o da espécie ao género Lactobacillus €
o uso de iniciadores de PCR especificos para a espécie, que objetivam a
regido do espagador rRNA 16S-23S. Uma outra alternativa preferida € o
RAPD- PCR (Nigatu et al., em Antonie van Leenwenhoek (79), 1-6, 2001(em

virtude do que um padrdo de DNA especifico para a cepa ¢ gerado, o qual
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permite determinar a afiliagdo de um microorganismo identificado ao género
de Lactobacillus. Outras técnicas uteis para a determinacgao da afiliagdo de um
microorganismo ao género de Lactobacillus sdo o polimorfismo do
comprimento do fragmento de restrigdo (RFLP) (Giraffa et al., Int. J. Food
Microbiol. 82 (2003), 163- 172), impressdo digital dos elementos repetitivos
(Gevers et al., FEMS Microbiol. Lett. 205 (2001) 31-36) ou a analise do
padrdo do éster metilico do acido graxo (FAME) de células bacterianas
(Heyrman et al., FEMS Microbiol. Lett. 181 (1991), 55- 62). De um modo
alternativo, os lactobacilos podem ser determinados através de tipificagéo de
lectina (Annuk et al., J. Med. Microbiol. 50 (2001), 1069- 1074) ou través da
analise de suas proteinas da parede celular (Gatti et al., Lett. Appl. Microbiol.,
25 (1997), 345-348.

Os microorganismos acima mencionados sdo, de um modo
preferido, bactérias do 4&cido latico, que pertencem ao género de
Lactobacillus, de um modo mais preferido a espécie Lactobacillus como aqui
descrito, em particular a bactéria Lactobacillus pertencente a uma espécie
selecionada a partir do grupo que consiste de acidophilus, fermentum, lactis,
delbrueckii, algidus, brevis, buchneri, casei, camelliae, coleohominis,
crustorum, diolivorans, heterohiochii, hilgardii, kimchii, lindneri, oris,
pantheris, parabuchner e saerimeneri. De um modo ainda mais preferido, o
referido Lactobacillus é o Lactobacillus acidophilus. No entanto, a espécie
Lactobacillus ndo estd limitada a estes. Os microorganismos acima
mencionados podem, de um modo preferido, ser “isolados” ou “purificados”.
O termo “isolado” significa que o material é removido a partir de seu
ambiente original, por exemplo, o ambiente natural se ele for de ocorréncia
natural. Por exemplo, um microorganismo de ocorréncia natural, de um modo
preferido uma espécie Lactobacillus, separada a partir de alguns ou de todos
0S materials coexistentes no sistema natural, € isolada. Um tal

microorganismo poderia ser parte de uma composicéo, e deve ser considerado



10

15

20

25

34

como sendo ainda isolado pelo fato de que a composi¢do ndo constitul parte
de seu ambiente natural.

O termo “purificado” ndo requer pureza absoluta;
preferivelmente, ele € intencionado como uma defini¢do relativa. Os
microorganismos individuais, obtidos a partir de uma biblioteca, foram
convencionalmente purificados até a homogeneidade bioldgica, isto €, eles
crescem como coldnias Gnicas quando separados sobre placas de agar através
de métodos conhecidos na técnica. De um modo preferido, as placas de agar,
que sdo usadas para este propodsito, sdo seletivas para a espécie Lactobacillus.
Tais placas de agar seletivas sdo conhecidas na técnica.

De um modo mais preferido, o microorganismo acima
mencionado, pertencente ao grupo de bactérias de acido latico, € selecionado
a partir do grupo que consiste de Lactobacillus acidophilus tendo os nimeros
de acesso DSMZ, DSM 19825, DSM 19826, DSM 19827 ou um mutante ou
derivado dos mesmos, em que o referido mutante ou derivado retém a
capacidade para reduzir a concentragdo de peptideo no ensaio (a) e/ ou (a),
como acima descrito. O termo “ Lactobacillus acidophilus having DSMZ
acession number” refere-se a células de um microorganismo pertencente a
espécie Lactobacillus acidophilus depositada por BASF AG com a Deutsche
Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (“DSMZ”) em 1 de
novembro de 2007 e tendo os numeros de depdsito que se seguem DSM
19825, DSM 19826, DSM 19827. O DSMZ esta localizado em Inhoffenstr.
7B, 38124, Braunschweig, Germany.

Os depositos DSMZ antes mencionados foram efetuados de
acordo com os termos do Tratado de Budapeste no que se refere ao
reconhecimento internacional do depdsito de microorganismos para
propositos de procedimento de patente.

“Um mutante ou derivado” do microorganismo acima

mencionado, pertencente ao grupo de bactérias do acido latico,
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preferivelmente do Lactobacillus acidophilus depositado, possui, de um modo
preferido, as mesmas caracteristicas que as respectivas cepas depositadas, isto
é, ele retém a capacidade para reduzir a concentragdo de peptideo no ensaio
(a) e ou (A), como acima descrito e/ ou ele retém a capacidade para estimular
o crescimento de Streptococcus salivarius e ndo para estimular o crescimento
de Streptococcus mutans e/ ou Porphyromonas gingivalis. Por exemplo, o
referido derivado pode ser engenheirado geneticamente. No contexto da
presente inven¢do, o termo “ engenheirado geneticamente” € usado em seu
sentido mais amplo para métodos conhecidos daqueles versados na técnica
para modificar os acidos nucleicos desejados in vitro e in vivo, de um modo
tal que as modificagdes genéticas sejam afetadas e que os genes sejam
alterados através de tecnologia de DNA recombinante. Deste modo, €
preferido que os referidos métodos compreendam a clonagem, a sequenciag@o
e a transformagio dos 4cidos nucleicos recombinantes. Para este proposito, os
vetores apropriados incluem os vetores de expressdo para a espécie
Lactobacillus, tais que, por exemplo, descritos na EP- B1 506 789, EP- Bl
316 677, EP-B1 251 0 64, EP- B1 218 230, EP- B1 1 133 046 ou WO 89/
01970.

Iniciadores, enzimas, outras células hospedeiras para a
clonagem de construtos intermedidrios e os similares podem ser usados e séo
conhecidos por aquele versado na técnica. De um modo preferido, mutantes
geneticamente engenheirados compreendem células do microorganismo
acima mencionado, pertencente ao grupo de bactérias do 4cido latico, de um
modo preferido da espécie Lactobacillus depositada, abrigando &cidos
nucleicos recombinantes, ou compreendidos em seu cromossoma bacteriano
ou em (a) plasmideo(s). Os referidos acidos nucleicos recombinantes sdo, de
um modo preferido, estranhos ao microorganismo acima mencionado,

pertencente ao grupo de bactérias do acido latico. Por “estranho” ¢é

compreendido que a molécula de acido nucleico ou polinucleotideo ou €
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heter6loga com relagdio a célula hospedeira, isto significando derivada de uma
célula ou organismo com um fundamento gendmico diferente, ou € homologa
em relacio a célula hospedeira, mas estd localizada em um ambiente
gendmico diferente daquele que a contraparte de ocorréncia natural da
referida molécula de acido nucleico. Isto significa que, se a molécula de acido
nucleico for homéloga com relagio a célula hospedeira, ela ndo estard
localizada em sua localizagio natural no genoma da referida célula
hospedeira, em particular sendo circundada por genes diferentes. Neste caso,
o polinucleotideo pode ou estar sob o controle de seu préprio promotor ou sob
o controle de um promotor heterélogo. O vetor acima descrito ou a molécula
de acido nucleico, que estd presente na célula hospedeira, pode ou ser
integrado no genoma da célula hospedeira ou ele pode ser mantido em alguma
forma extracromossomialmente. A este respeito, é também entendido que a
molécula de acido nucleico acima descrita pode ser usada para restaurar ou
para criar um gene mutante através de recombinag¢do homologa.

Um mutante do microorganismo acima mencionado,
pertencente ao grupo de bactérias do &cido latico, de um modo preferido um
mutante das cepas Lactobacillus depositadas, é, de um modo preferido,
artificialmente mutado. De acordo com a presente invengdo, o termo
“mutado” significa (a)modificagio(des) permanente(s) do material genético,
isto é, 4cidos nucleicos, causada, por exemplo, naturalmente, ou através de
um meio fisico ou de compostos/ substincias/ agentes quimicos, tais que EMS
ou ENU. As referidas modifica¢des incluem modificagdes de ponto, tais que
transi¢des ou transversdes, delecdo/ insergdo/ adigdo de uma ou mais bases
dentro de um acido nucleico/ gene; cromossoma, deste modo modificando o
acido nucleico/ gene; cromossoma, o que pode causar, entre outros,
expressdo/ transcrigdo/ translagdo de gene aberrante ou produtos de gene
inativos, produtos de gene ativos/ inativos constitutivos, que conduzem, por

exemplo, a efeitos negativos dominantes. De um modo preferido, uma
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mutagio conduz a uma capacidade aumentada de redugio da concentragéo de
peptideo no ensaio (a) ¢/ ou no ensaio (A), como aqui acima descrito. Deste
modo, é também preferido que as células mutantes do microorganismo
depositado, que abrigam (a) mutagio(des) em (a) gene(s) desejado(s) ou nas
quais (a) mutagdo(des) em (s) gene(s) desejado(s) sejam introduzidas por
métodos conhecidos daqueles versados na técnica. E também conhecido na
técnica antecedente que as células bacterianas mutadas ou geneticamente
engenheiradas podem ser selecionadas através de qualquer método/ fendtipo
adequado. No contexto da presente invengdo, um mutante tendo uma
capacidade aumentada de redugfio da concentragdo de peptideo no ensaio (a)
e/ ou no ensaio (A), como aqui acima descrito, e/ ou tendo a capacidade de
estimular o crescimento de Streptococcus salivarius e de ndo estimular o
crescimento de Streptococcus mutans e/ ou Porphyromonas gingivalis pode
ser testado de acordo com os métodos aqui acima descritos ou nos Exemplos
apensos. O termo “mutante”, no entanto, também inclui células do
microorganismo acima mencionado, pertencente ao grupo de bactérias do
acido latico, de um modo preferido células dos microorganismos depositados,
que abrigam mutag8es espontineas, de ocorréncia natural, em seus genomas,
isto é, cromossoma bacteriano. “Muta¢es espontaneas” sdo mutagdes que
ocorrem naturalmente, isto é, sem a manipulagdo genética direta pelo homem,
ou através de exposi¢io a um mutdgeno. A sele¢do de mutantes esponténeos
podem ser efetuada através da cultura da cepa e selecdo das variantes
desejadas, através de, por exemplo, a capacidade da bactéria variante para
mostrar uma capacidade aumentada de redugdo da concentragdo de peptideo
no ensaio (a) e/ ou no ensaio (A), como aqui acima descrito e/ ou para
estimular o crescimento de Strepfococcus salivarius e para ndo estimular o
crescimento de Streptococcus mutans e/ ou Porphyromonas gingivalis (vide,
por exemplo, Sambrook, Russell “ Molecular Cloning. A laboratory Manual”,

Cold Spring Harbor Laboratory, N. Y. (2001); Ausubel, “Current Protocols in
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Molecular Biology”, Green Publishing Associates and Wiley Interscience, N.
Y. (1989)). Por exemplo, tais mutagdes podem ocorrer durante o cultivo, por
exemplo, durante o processo de divisdo de célula normal acoplado com a
replicagdo de DNA ou durante a passagem e/ ou a preservacdo do mutante do
microorganismo acima mencionado, pertencente ao grupo de bactérias de
acido latico.

A presente invengdo também refere-se a um derivado do
microorganismo acima mencionado, pertencente ao grupo de bactérias do
acido latico. O termo “ derivado do microorganismo acima mencionado,

(13

pertencente ao grupo de bactérias do acido latico “ inclui uma forma
inativada, um analogo ou fragmento do microorganismo acima mencionado
pertencente ao grupo de bactérias do acido latico, em que a referida forma
inativada, analogo ou fragmento retém a capacidade de reduzir a concentragdo
de peptideo no ensaio (a) e/ ou no ensaio (A), tal como aqui acima descrito e/
ou a capacidade de estimular o crescimento de Streptococcus salivarius e de
ndo estimular o crescimento de Streptococcus mutans e/ ou Porphyromonas
gingivalis.

De acordo com a presente invengéo, o termo “forma inativada”
inclui uma célula morta ou inativada de acordo com a inven¢do, que ndo €
mais capaz de formar uma coldnia Unica sobre uma placa especifica para
microorganismos que pertencem ao género de Lactobacillus. A referida célula
morta ou inativada pode possuir uma membrana celular intata ou rompida.
Meétodos para a exterminagdo ou a inativagdo de células do microorganismo
acima mencionado, pertencente ao grupo de bactérias do acido latico, s@o
conhecidos na técnica. El- Nezami et al., J. Food Prot. 61 (1998), 466- 468
descreve um método para a inativagdo da espécie Lactobacillus através de
irradiagdo UV. De um modo preferido, as células do microorganismo de
acordo com a inveng¢do sdo termicamente inativadas ou liofilizadas, tal como

descrito nos Exemplos apensos. A liofilizagdo das células, tal como descrito
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acima, apresenta a vantagem de que elas podem ser facilmente armazenadas e
manipuladas, a0 mesmo tempo em que retém a sua capacidade de reduzir a
concentragdo de peptideo no ensaio (a) e/ ou no ensaio (A), como aqui acima
descrito, e/ ou a capacidade para estimular o crescimento de Streptococcus
salivarius e para ndo estimular o crescimento de Strepfococcus mutans e/ ou
de Porphyromonas gingivalis. Além disso, as células liofilizadas podem ser
novamente desenvolvidas quando aplicadas sob condi¢des conhecidas na
técnica a um meio liquido ou so6lido apropriado. A liofilizagéo € executada
através de métodos conhecidos na técnica. De um modo preferido, ela ¢
executada durante, pelo menos, 2 horas, em temperatura ambiente, isto &,
qualquer temperatura entre 16°C e 25°C. De um modo particularmente
preferido, ela é executada durante 16 horas, sob vacuo. Além disso, as células
liofilizadas do microorganismo acima mencionado, pertencente ao grupo de
bactérias do acido latico, sdo estaveis durante pelo menos 4 semanas em uma
temperatura de 4°C, de um modo a que ainda sejam capazes de reduzir a
concentragdo de peptideo no ensaio (a) e/ ou no ensaio (A), tal como acima
descrito, e/ ou estimulando o crescimento de Strepfococcus salivarius € nao
estimulando o crescimento de Streptococcus mutans e/ ou Porphyromonas
gingivalis.

A inativagdo térmica pode ser alcangada através da incubacgéo
das células do microorganismo acima mencionado, pertencente ao grupo de
bactérias do éacido latico, durante pelo menos 10 minutos, em uma
temperatura de 80°C. A inativagdo térmica pode ser alcangada através de
autoclavagem das referidos células e / ou do sobrenadante em uma
temperatura de 121°C durante pelo menos 20 minutos, na presenga de vapor
saturado, em uma pressdo atmosférica de 2 bar. De um modo preferido, a
inativagdo térmica das células ou do sobrenadante da cultura ¢ alcangada,
como aqui acima descrito, em conexdo com o tratamento térmico.

Em uma alternativa, a inativagdo térmica das células do
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microorganismo acima mencionado, pertencente ao grupo de bactérias do
acido latico, € alcancada através do congelamento das referidas células
durante pelo menos 4 semanas, 3 semanas, 2 semanas, 1 semana, 12 horas, 6
horas, 2 horas ou 1 hora a - 20°C. E preferido que pelo menos 70%, 75% ou
80%, de um modo mais preferido 85%, 90% ou 95% e de um modo
particularmente preferido pelo menos 97%, 98%, 99% e de um modo
particularmente preferido, 99,1 %, 99,2 %, 99, 3%, 99, 4%, 99,5%, 99,6%,
99,7%, 99, 8% ou 99, 9% e de um modo ainda mais particularmente preferido
100% das células do andlogo. do microorganismo acima mencionado,
pertencente ao grupo de bactériés do 4cido l4tico sdo mortos ou inativados, no
entanto eles tendo ainda a capacidade de reduzir a concentracdo de peptideo
no ensaio (a) e/ ou no ensaio (A), como acima descrito e/ ou para estimular o
crescimento de Streptococcus salivarius e ndo estimular o crescimento de
Streptococcus mutans e/ ou de Porphyromonas gingivalis. Se a forma
inativada, analogo ou fragmento do microorganismo acima mencionado,
pertencente ao grupo de bactérias do acido latico esta de fato morto ou
inativado, pode ser testado através dos métodos conhecidos na técnica, por
exemplo, através de um teste quanto a viabilidade.

O termo “ forma inativada” ou “andlogo” também abrange
lisados, fragdes, tais que fracdes de membrana, ou extratos dos
microorganismos acima descritos, em que os referidos lisados, fragbes ou
extratos retém a capacidade para reduzir a concentrag@o de peptideo no ensaio
(a) e/ ou no ensaio (A), tal como aqui acima descrito e/ ou para estimular o
crescimento de Streptococcus salivarius e ndo estimular o crescimento de
Streptococcus mutans e/ ou Porphyromonas gingivalis. Estas capacidades
podem ser testadas como aqui descrito e de um modo particular como descrito
nos Exemplos apensos. No caso de um lisado, fragdo ou extrato do
microorganismo de acordo com a invengdo, como descrito aqui acima, ndo

apresentar a capacidade para reduzir a concentragdo de peptideo no ensaio
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M(a) e/ ou no ensaio (A) tal como aqui acima descrito e/ ou para estimular o
crescimento de Streptococcus salivarius e nfo estimular o crescimento de
Streptococcus mutans e/ ou Porphyromonas gingivalis, entdo a pessoa
versada na técnica pode, por exemplo, purificar adicionalmente o referido
lisado, fragdo ou extrato, através de métodos conhecidos na técnica, que s@o
exemplificados aqui abaixo, de um modo a remover as substancias que inibem
a reducdo. Depois disso, aquele versado na técnica pode novamente testar o
referido lisado, fragio ou extrato, quanto a se é capaz de reduzir a
concentracio de peptideo no ensaio (a) e/ ou noensaio (A), tal como aqui
acima descrito.

De acordo com a presente invengdo, o termo “lisado”
compreende uma solugdo ou suspensdo em, um mio de células aquoso do
microorganismo de acordo com a inveng¢#o. No entanto, o termo nio deve ser
construido, de modo algum, como limitativo. O lisado celular compreende,
por exemplo, macromoléculas, tais que DNA, RNA, proteinas, peptideos,
carboidratos, lipideos e os similares e/ ou micromoléculas, tais que
aminodacidos, agucares, 4cidos lipidicos, e os similares, ou fracdes do mesmo.
Em adicdo, o referido lisado compreende residuos celulares, que podem
apresentar uma estrutura lisa ou granular. De um modo preferido, o referido
lisado compreende a parede celular ou a membrana celular, ou ambas, ou
porgdes ou fragmentos da parede celular ou da membrana celular, ou ambos.
Métodos para a preparagdo de lisados celulares do microorganismo sdo
conhecidos na técnica, por exemplo, através do emprego de prensa Francesa,
moinho de células usando vidro ou contas de ferro ou lise celular enzimatica,
e os similares. Em adi¢fio, a lise de células refere-se a varios métodos
conhecidos na técnica para a abertura/ destruigdo de células. O método para a
lise de uma célula nfo é importante e qualquer método pode alcangar a lise
das células do microorganismo acima mencionado, pertencente ao grupo de

bactérias de 4cido latico, pode ser empregado. Um apropriado pode ser



10

15

20

25

42

selecionado pela pessoa versada na técnica, por exemplo, a abertura/
destruicdo de células pode ser efetuada enzimaticamente, quimicamente ou
fisicamente. Exemplos ndo limitativos quanto a enzimas e coquetéis de
enzimas sdo proteases, tais que a proteinase K, lipases ou glicosidases ;
exemplos ndo limitativos quanto a substdncias quimicas sdo iondforos,
detergentes, tais que dodecil sulfato de sodio, acidos ou bases; e exemplos ndo
limitativos de meios fisicos sdo alta pressdo, tais que a pressdo Francesa,
osmolaridade, temperatura, tal que o frio ou o calor. De um modo adicional,
um método que emprega uma combinagdo apropriada de uma enzima, outra
que a enzima proteolitica, um acido, uma base e os similares, pode ser
também utilizado. Por exemplo, as células do microorganismo acima
mencionado, pertencente ao grupo de bactérias de acido latico, sdo lisadas
através de congelamento e de descongelamento, de um modo mais preferido
congelamento em temperaturas abaixo de -70°C e descongelamento em
temperaturas de ndo mais do que 30°C, sendo particularmente preferido o
congelamento em temperaturas abaixo de -75°C e o descongelamento sendo
preferido em temperaturas de mais do que 35°C e sendo ainda mais preferidas
as temperaturas para o congelamento abaixo de -80°C e as temperaturas para
o descongelamento de mais do que 37°C. E também preferido que o referido
congelamento/ descongelamento seja repetido por pelo menos 1 vez, mais
preferivelmente por pelo menos 2 vezes, e de um modo ainda mais preferido
por pelo menos 3 vezes, sendo particularmente preferido por pelo menos 4
vezes e de um modo ainda mais preferido por pelo menos 5 vezes.

Deste modo, aqueles versados na técnica podem preparar os
lisados desejados por referéncia as explanagdes gerais acima, e modificagdo
ou alteragdo apropriada daqueles métodos, se necessario. De um modo
preferido, o meio aquoso usado para os lisados, tal como descrito, € a agua,
solugdo salina fisioldgica, ou uma solugdo de tamponamento. Uma vantagem

do lisado de célula bacteriana ¢ a de que ele pode ser facilmente produzido a
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armazenado a um custo eficientemente, pois menos instalagdes técnicas s@o
requeridas.

De um modo preferido, o termo “extrato” compreende um
componente subcelular do microorganismo acima mencionado, pertencente ao
grupo de bactérias do acido latico, por exemplo, uma macromolécula, tal que
uma proteina, DNA, RNA, um peptideo, um carboidrato, um lipideo e os
similares e/ ou uma micromolécula, tal que um aminoacido, um agdcar, um
acido lipidico e os similares, ou qualquer outro composto orginico ou
molécula, ou uma combinagdo das referidas macromoléculas e/ ou
micromoléculas ou qualquer fracdo destas, em que o referido extrato retém a
capacidade para reduzir a concentragdo de peptideo no ensaio (a) e/ ou no
ensaio (A), como aqui acima descrito, e/ ou para estimular o crescimento de
Streptococcus salivarius e para ndo estimular o crescimento de Strepfococcus
mutans e/ ou de Porphyromomas gingivalis. Estas propriedades podem ser
testadas tal como aqui descrito e em particular como descrito nos Exemplos
apensos. De um modo preferido, o referido extrato compreende a parede
celular ou a membrana celular, ou ambas, ou por¢des ou fragmentos da parede
celular ou da membrana celular, ou ambos. De um modo mais preferido, o

(13

termo “ extrato” refere-se a qualquer dos componentes subcelulares acima
descritos, em um meio isento de célula.

Em ainda uma outra modalidade preferida, o extrato pode ser
obtido pela lise de células de acordo com varios métodos conhecidos na
técnica para a abertura/ destruigdo de células, como aqui acima descrito e/ ou
como sobrenadante de um procedimento de centrifugacdo de uma cultura do
microorganismo acima mencionado, pertencente ao grupo de bactérias do
acido latico, em qualquer liquido, meio ou agente de tamponamento
conhecidos daqueles versados na técnica ou de um lisado de uma tal cultura

ou de qualquer outra suspensdo celular adequada. De um modo mais

preferido, o extrato pode ser um lisado purificado ou um sobrenadante de
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cultura celular ou qualquer fracdo ou subporcdo dos mesmos, em que o
referido lisado purificado ou sobrenadante da cultura celular ou qualquer
fracdo ou subpor¢do dos mesmos retém a capacidade para reduzir a
concentracdo de peptideo no ensaio (a) e/ ou no ensaio (A), tal como aqui
acima descrito e/ou para estimular o crescimento de Streptococcus salivarius
e ndo estimular o crescimento de Strepfococcus mutans e/ ou de
Porphyromonas gingivalis. Estas propriedades podem ser testadas como aqui
descrito e em particular como descrito nos Exemplos apensos. Métodos
adequados para o fracionamento e a purificagdo de um lisado, sobrenadante
de cultura ou um extrato sio conhecidos daqueles versados na técnica e
compreendem, por exemplo, cromatografia por afinidade, cromatografia de
troca i0nica, cromatografia de exclusio de tamanho, cromatografia de fase
reversa, e cromatografia com outro material cromatografico em métodos de
batelada ou coluna, outros métodos de fracionamento, por exemplo, métodos
de filtragdo, por exemplo, ultrafiltragdo, didlise, didlise e concentragdo com
exclusdo de tamanho em centrifugacfio, centrifugagdo em gradientes de
densidade ou matrizes de estagio, precipitagdo, por exemplo, precipitagdes
por afinidade, salinizag@o dentro ou salinizagdo fora (precipitagdo com sulfato
de amdnio), precipitagdes alcodlicas ou qualquer outro método proteino -
quimico, biolégico molecular, bioquimico, imunolégico, quimico ou fisico.
De acordo com a inveng&o, os lisados sdo também prepara¢6es
de fragdes de moléculas a partir dos lisados acima mencionados. Estas fracdes
podem ser obtidas através de métodos conhecidos na técnica, por exemplo,
cromatografia, incluindo, por exemplo, cromatografia por afinidade,
cromatografia de troca idnica, cromatografia de exclus@o de tamanho,
cromatografia de fase reversa, e cromatografia com qualquer outro material
cromatografico em métodos de coluna ou de batelada, outros métodos de
fracionamento, por exemplo, métodos de filtragdo, por exemplo,

ultrafiltracdo, dialise, dialise e concentra¢do com exclusdo de tamanho em
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centrifugagdo, centrifugacdo em gradientes de densidade ou matrizes de
estagio, precipitagdo, por exemplo, precipitagdes por afinidade, salinizag&o
dentro ou salinizagio fora (precipitagdo com sulfato de amonio), precipitagdes
alcodlicas ou outros métodos proteino- quimicos, biolégicos moleculares,
bioquimicos, imunoldgicos, quimicos ou fisicos para separar os componentes
acima dos lisados. Em ainda uma modalidade preferida, aquelas fragdes, que
sdo mais imunogénicas do que outras, sdo preferidas. Aqueles versados na
técnica sdo capazes de selecionar um método adequado e determinar o seu
potencial imunogénico por referéncia as explanagbes gerais acima e a
explanagdes especificas nos exemplos neste, ¢ modificando ou alterando
aqueles métodos de um modo apropriado, se necessario.

Deste modo, o termo “forma inativada ou andloga” também
abrange os filtrados do microorganismo da invengdo, em que os referidos
filtrados retém, de um modo preferido, a capacidade para reduzir a
concentracio de peptideo no ensaio (a) e/ ou no ensaio (A)m, como acima
descrito, e/ ou para estimular o crescimento de Streptococcus salivarius e ndo
estimular o crescimento de Streptococcus mutans e/ ou de Porphyromonas
gingivalis. Estas propriedades podem ser testadas como aqui descrito € de um
modo particular como descrito nos Exemplos apensos. No caso, um filtrado
do microorganismo acima mencionado, pertencente ao grupo de bactérias do
acido latico, tal como acima descrito, pode ndo apresentar a capacidade de
reduzir a concentragio de peptideo no ensaio (a) e/ ou no ensaio (A), como
aqui acima descrito e/ou para estimular o crescimento de Streptococcus
salivarius e nio estimular o crescimento de Streptococcus mutans e/ ou de
Porphyromonas gingivalis, e entdo a pessoa versada na técnica pode, por
exemplo, purificar adicionalmente o referido filtrado através de métodos
conhecidos na técnica, que sdo aqui exemplificados abaixo, de um modo a
remover as substincias, que inibem a redugdo e/ ou a estimulagdo do

crescimento. Depois disso, a pessoa versada na técnica pode novamente testar
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o referido filtrada, quanto a que seja capaz de reduzir a concentragio de
peptideo no ensaio (a) e/ ou no ensaio (A), tal como aqui acima descrito, e/ou
estimular o crescimento de Streptococcus salivarius e ndo estimular o
crescimento de Streptococcus mutans e/ ou de Porphyromonas gingivalis.

O termo “filtrado” também significa uma solugdo isenta de
células ou uma suspensdo do microorganismo da invengdo, como aqui acima
descrito, que tenha sido obtida como o sobrenadante de um procedimento de
centrifugacio de uma cultura do microorganismo acima mencionado,
pertencente ao grupo de bactérias de 4cido latico, em qualquer liquido, meio
ou agente de tamponamento apropriado, conhecido daqueles versados na
técnica. No entanto, o termo nio deve ser construido, de modo algum, como
limitativo. O filtrado compreende, por exemplo, macromoléculas, tais que
DNA, RNA, proteinas, peptideos, carboidratos, lipideos e os similares e/ ou
micromoléculas, tais que aminodacidos, agucares, acidos lipidicos e os
similares, ou fracdes dos mesmos. Métodos para a preparagdo de filtrados de
microorganismos sdo conhecidos na técnica. De um modo adicional,
“filtrado” refere-se a varios métodos conhecidos na técnica. O método exato
nfo é importante e qualquer método, que possa alcangar a filtragdo das células
do microorganismo da invengdo, tal como acima descrito, pode ser
empregado. O termo filtrado também inclui sobrenadantes da cultura, por
exemplo, obtidos através da transformagdo em granulos das células através de
centrifugacio e recuperando o sobrenadante resultante.

Em ma modalidade particularmente preferida, o filtrado, de
um modo ainda mais preferido o sobrenadante da cultura, é adicionalmente
tratado, em particular por calor ou por liofilizaggo, tal como acima descrito.

Um “fragmento” do microorganismo de acordo com a
invencdo abrange qualquer parte das células do microorganismo acima
mencionado, pertencente ao grupo de bactérias de acido latico. De um modo

preferido, o referido fragmento é uma fragdo de membrana, obtida através de
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uma preparagdo de membrana. Preparacdes de membrana de
microorganismos pertencentes ao género de Lactobacillus podem ser obtidas
através de métodos conhecidos na técnica, por exemplo, através do emprego
do método descrito em Rollan et al., Int. J. Food Microbiol. 70 (2001), 303-
307, Matsuguchi et al. Clin. Diagn. Lab. Immunol. 10 (2003), 259- 266 ou
Stentz et al., Appl. Environ. Microbiol. 66 (2000), 4272 — 4278 ou Varmanen
et al., J. Bacteriology, 182 (2000), 146- 154. De um modo alternativo, uma

preparagdo celular total é também considerada. De um modo preferido, o
derivado ou fragmento neste descrito do microorganismo acima mencionado,
pertencente ao grupo de bactérias do acido latico, retém a capacidade para
reduzir a concentra¢do de peptideo no ensaio (a) e/ ou no ensaio (A), como
aqui acima descrito e/ ou para estimular o crescimento de Strepfococcus
salivarius e ndo estimular o crescimento de Streptococcus mutans e/ ou
Porphyromonas gingivalis.

A presente invengdo também refere-se a uma composigéo, que
compreende o microorganismo acima selecionado de acordo com a presente
invencdo, forma inativada, derivado ou mutante ou um analogo ou fragmento
dos mesmos. A composi¢do é, de um modo preferido, uma composi¢éo
cosmética ou uma composi¢io farmacéutica, por exemplo, para o tratamento
e/ ou a prevengdo do mau odor e/ ou halitose, ou uma composigdo de razdo ou
de alimento.

Em uma modalidade preferida, a referida composigdo
compreende um microorganismo, tal como acima descrito, em uma
quantidade de entre 10* a 10" células, preferivelmente de 10° a 10° células
por mg em uma forma sé6lida da composi¢édo. No caso de uma forma liquida
das composicdes, a quantidade de microorganismos esta entre 10> a 10"
células por ml. No entanto, para composi¢des especificas, a quantidade do
microorganismo pode ser diferente, tal como aqui descrito.

A composi¢do cosmética pode compreender um veiculo ou
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excipiente cosmeticamente ou oralmente aceitavel. A composi¢do
farmacéutica pode compreender um veiculo ou excipiente farmaceuticamente
ou oralmente aceitivel. A composi¢do de alimento ou ragdo pode
compreender um veiculo ou excipiente oralmente aceitavel.

A presente composi¢do também refere-se ao uso de um
microorganismo de acordo com a presente invengdo, forma inativada,
derivado ou mutante ou um analogo ou fragmento do mesmo para a
preparagdo de uma composigdo compreendendo o microorganismo acima
mencionado de acordo com a presente invengdo, forma inativada, derivado ou
mutante ou um anédlogo ou fragmento do mesmo, em particular uma
composi¢do cosmética, uma composi¢do de alimento ou de ragdo ou uma
composi¢do farmacéutica para a prevengdo e/ ou o tratamento do mau odor
oral e/ ou halitose.

Uma tal composi¢do pode ser produzida através de um
método, que compreende o estagio de formular um microorganismo de acordo
com a inven¢do com um veiculo ou excipiente cosmeticamente, oralmente ou
farmaceuticamente aceitavel.

O termo “composi¢do, como usado de acordo com a presente
invengdo, refere-se a (a) composi¢do(Ges), que compreende(m) pelo menos
um microorganismo ou mutante ou derivado, como acima descrito, ou uma
forma inativada ou anilogo ou mutante ou fragmento do referido
microorganismo. E considerado que as composigdes, como usadas de acordo
com a presente invengdo, que sdo aqui abaixo descritas, compreendem os
ingredientes antes mencionados em qualquer combinac¢do. Elas podem,
opcionalmente, compreender pelo menos um ingrediente adicional, adequado
para a prevengdo e/ou mau odor oral e/ ou halitose. Deste modo, elas podem
opcionalmente compreender qualquer combinagdo dos ingredientes adicionais
aqui a seguir descritos. O termo “ ingredientes adequados para a prevengédo e/

ou mau odor e/ ou halitose” compreende compostos ou composi¢des e/ ou
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combinagdes dos mesmos, que sdo conhecidas na técnica como reduzindo o
mau odor oral. Exemplos séo os sais metélicos, tais que o cloreto de zinco, ou
desinfetantes, tais que o alcool ou clorexidina, que sdo usados para tratar a
lingua. Um outro exemplo sdo os compostos, que auxiliam a manter o pH da
saliva em um nivel fisiologicamente normal. Estes podem ser substincias
tendo um efeito de elevagdo do pH ou de tamponamento do pH (por exemplo,
bicarbonatos, carbamidas, fosfatos, proteinas e/ ou sais). E conhecido que as
espécies microbianas associadas com as céries e as infecgdes da mucosa
favorecem um pH 4cido; as espécies microbianas associadas com o
desenvolvimento da doenca periodontal favorecem um pH acima do normal,
enquanto que as espécies microbianas associadas com uma boa saude oral
favorecem um pH neutro. Um outro exemplo sdo as bactérias probidticas (por
exemplo, Lactobacillus e Streptococcus), tal como exposto na US 200707137,
US 2006018843 e WO 2007/ 077210 ou as bactérias do é&cido latico
pertencentes ao género Weissella, que inibem o crescimento de bactérias que
produzem VSC através da interacdo com as mesmas e a geracdo de peroxido
de hidrogénio sob condigdes aerdbicas e anaerdbicas, tal como descrito na US
2006045870. Finalmente, cepas de Streptococcus salivarius que produzem
BLIS (substancias inibidoras tipo bacteriocina) e extratos das mesmas
poderiam ainda ser mencionadas neste contexto (US 2006171901).

E observado que a composi¢do, como usada de acordo com a
presente invencdo, pode opcionalmente compreender um ou mais dos
ingredientes opcionais antes mencionados, que sdo adequados para a
prevencdo e/ ou mau odor e/ ou halitose. Deste modo, a referida composigéo
pode conter pelo menos dois, trés, quatro, cinco, etc, isto é, “n” ingredientes
opcionais, em que “n” é um inteiro maior do que 2, que ndo esta limitado.
Tais ingredientes opcionais podem ser combinados em qualquer possivel
combinagao.

A composi¢do pode estar em forma soélida, liquida ou gasosa e
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pode estar, entre outros, sob a forma de (um) po(s), (um) comprimido(s),
(uma) preparagdo(Ses) de filme, (uma) solu¢do (Bes), um aerossol (06is),
granulos, pilulas, suspensdes, emulsdes, capsulas, xaropes, liquidos elixires,
extratos, tintura ou extratos de fluido, ou em uma forma que seja
particularmente adequada para a administrag@o oral.

As preparacdes liquidas, adequadas para a administra¢do oral,
por exemplo xaropes, podem ser preparadas usando agua, sacarideos
convencionais, tais que sacarose, sorbitol e frutose, glicois, tais que
polietileno glicol e propileno glicol, 6leos, tais que 6leo de semente de
sésamo, 6leo de oliva e dleo de soja, antissépticos, tais que éster de p-
hidroxibenzoato, conservantes, tais que derivados de p-hidroxibenzoato, por
exemplo metil p- hidroxibenzoato e benzoato de sodio, e outros materiais, tais
que flavorizantes, por exemplo flavorizante de morango ou de menta.

Além disso, as preparagdes adequadas para a administragéo
oral, por exemplo, comprimidos, pos e granulos, podem ser produzidas
usando sacarideos convencionais, tais que sacarose, glicose, manitol, e
sorbitol, amidos, tais que batata, trigo e milho, materiais inorganicos, tais que
carbonato de célcio, sulfato de calcio, hidrogeno carbonato de sédio, e cloreto
de sodio, pés de planta, tais que celulose de cristal, p6 de licor e po de
genciano, excipientes, tais que pinedex, agentes de desintegracdo, tais que
amido, agar, pd de gelatina, celulose de cristal, carmelose sodica, carmelose
calcica, carbonato de calcio, hidrogeno carbonato de soédio,e alginato de
s6dio, lubrificantes, tais que estearato de magnésio, talco, dleos vegetais
hidrogenados, macrogol, e 6leo de silicone, aglutinantes, tais que o alcool
polvinilico, hidroxipropil celulose, metil celulose, etil celulose, carmelose,
gelatina, e fluido de cola de amido, tensoativos, tais que o éster de acido
graxo, e os plastificantes, tais que a glicerina. Uma preparagéo(des) de filme e
pode(m) ser preparada (s) através de métodos conhecidos na técnica. Um

exemplo para a preparagdo de um filme é fornecida no Exemplo 19 neste.
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No caso de uma administra¢do oral ordinaria, a dose do
microorganismo acima descrito, ou analogo ou fragmento, poderia ser (em
peso seco) tal como aqui acima descrita com relagdo ao nimero celular ou
com relagdo a massa, por exemplo, de 1 pga50g,de 1 pgalOg,delpgas
mg, de 1ug a 1 mg ou qualquer outro peso por paciente, por dia, ou em varias
por¢des diariamente. No caso da dosagem a animais nfo- humanos, além
disso, a dose varia dependendo da idade e da espécie do animal e da natureza
ou da severidade dos sintomas dos mesmos. Sem qualquer limitagdo
especifica, a dose para animais é de 0,1 mg a 10 g por 1 kg de peso corporeo,
de um modo preferido de 1 mg a 1 g por 1 kg de peso corpéreo uma vez ao
dia ou em vérias por¢des didrias. No entanto, estas doses € o nimero de
dosagens ira variar dependendo das condigdes individuais.

De um modo preferido, a composi¢do de acordo com a
presente invengio ¢ uma composi¢do cosmética, que compreende ainda um
veiculo ou excipiente cosmeticamente aceitavel. De um modo mais preferido,
a referida composi¢do é um dentifricio, goma de mascar, pastilha, colutorio,
enxaguadura bucal, fio dental ou fita dental.

A composi¢do cosmética de acordo com a presente invengéo
compreende o microorganismo, forma inativada, mutante, derivado, analogo
ou fragmento do mesmo, como acima descrito, em conexd@ com a
composi¢do da invengdo, e ainda um veiculo cosmeticamente ou oralmente
aceitavel. De um modo preferido, como mencionado em conexdo com a
composi¢do de acordo com a presente invengfo, o microorganismo, forma
inativada, mutante, derivado, anilogo ou fragmento do mesmo, € um
microorganismo, forma inativada, mutante, derivado, analogo ou fragmento
do mesmo, como aqui acima descrito. De um modo preferido, a composigéo
cosmética de acordo com a presente invengdo destina-se ao uso em aplicagdes
orais. Deste modo, ela pode estar sob a forma de uma pasta de dentes,

dentifricio, p6 dental, gel oral topico, enxaguadura bucal, produto de
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dentadura, pulverizagdo bucal, pastilha, comprimido oral, goma de mascar, fio
dental ou fita dental.

O termo “veiculo oralmente ou cosmeticamente aceitavel”,
como aqui usado, compreende um veiculo adequado, que pode ser usado para
aplicar as presentes composi¢Bes a cavidade oral, de um modo seguro e
efetivo. Um tal veiculo pode incluir materiais, tais que fontes de ion de
fluoreto, agentes anticalculo adicionais, agentes de tamponamento, outros
agentes abrasivos, fontes de perdxido, sais de bicarbonato de metal alcalino,
materiais de espessamento, umectantes, agua, tensoativos, diéxido de titénio,
sistema ﬂavorizante, agentes edulcorantes, xilitol, agentes colorantes, e
misturas dos mesmos. O termo “quantidade segura e eficaz”, como aqui
suado, compreende uma quantidade suficiente para limpar os dentes e reduzir
o manchamento/ placa/ gengivite/ calculo, sem prejudicar os tecidos e as
estruturas da cavidade oral.

O pH das composi¢des aqui presentemente descritas esta, de
um modo preferido, em uma faixa de cerca de 3,0 a cerca de 9,0, com o pH
preferido sendo de cerca de 5,5 a cerca de 9,0 e o pH mais preferido sendo de
7,0 a cerca de 8,5 ou 9,0.

A composig8o cosmética é um produto, que no curso ordinario
de uso, ndo é intencionalmente engolido para propodsitos de administragdo
sistémica de agentes terapéuticos particulares, mas ¢, de preferéncia, retido na
cavidade oral durante um periodo de tempo suficiente para contatar
substancialmente todas as superficies dentais e/ ou tecidos orais para
prop6sitos de atividade oral. A composi¢do oral pode ser uma composig¢do
oral de fase tinica ou pode ser uma combinagdo de duas ou mais composigdes
orais.

O termo “dentifricio”, como aqui usado, compreende pasta,
gel, ou formulagdes liquidas, a ndo ser que especificado de um outro modo. A

composi¢do de dentifricio pode estar em qualquer forma desejada, tal que
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profundamente listada, superficialmente listada, em varias camadas, tendo o
gel circundando a pasta, ou em qualquer combinagdo dos mesmos. A
composi¢do de dentifricio pode estar contida em um compartimento
fisicamente separado de um dispensador e ser dispensada lado a lado. As

composicdes de dentifricio sdo, por exemplo, descritas na EP- B1 0 617 608.

Composi¢des de dentifricio preferidas sdo descritas nos
Exemplos 13 a 16. Em adigdo aos componentes acima descritos, as
composi¢des de dentifricio desta invengdo podem conter uma variedade de
ingredientes de dentifricio opcionais, alguns dos quais sdo descritos abaixo.
Os ingredientes opcionais incluem, por exemplo, mas ndo estdo limitados a,
adesivos, agentes contra o suor, agentes flavorizantes, agentes adogantes,
agentes antiplaca adicionais, abrasivos adicionais, e agentes colorantes. Estes
e outros componentes opcionais sfo ainda descritos, por exemplo, na US

5.004. 597, US 4.885. 155, US 3.959. 458 e US 3.937.807.

Por exemplo, a pasta de dentes pode incluir tensoativos,
agentes de quelagdo, fontes de fluoreto, substidncias ativas para o
branqueamento dos dentes e substdncias de modificag¢do da cor dental,
agentes de espessamento, umectantes, agentes flavorizantes e adogantes, sal
de bicarbonato de metal alcalino, veiculos mistos e/ ou outros agentes ativos.

Um dos agentes opcionais preferidos, como usado de acordo
com a presente invengdo, é um tensoativo, de modo preferido um selecionado
a partir do grupo, que consiste de tensoativos de sarcosinato, tensoativos de
isetionato e tensoativos de taurato. S0 preferidos para o uso neste os sais de
metal alcalino ou aménio destes tensoativos. Aqui sdo mais preferidos os sais
de sédio e de potéssio dos que se seguem: sarcosinato de lauroila, sarcosinato
de miristoila, sarcosinato de palmitoila, sarcosinato de estearoila, e
sarcosinato de oleoila.

Um outro agente opcional preferido ¢ um agente de quelagéo,

tal que o 4cido tartarico e os sais farmaceuticamente aceitaveis do mesmo,
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acido citrico e citratos de metal alcalino e misturas dos mesmos. Os agentes
de quelagdo sdo capazes de complexar o célcio encontrado nas paredes
celulares das bactérias. Os agentes de quelagdo podem também romper a
placa através da remog&o de calcio a partir das pontes de célcio, que ajudam a
manter esta biomassa intata.

E comum que um composto de fluoreto soltivel em é&gua
adicional esteja presente em dentifricios e em outras composi¢des orais em
uma quantidade suficiente para fornecer uma concentragdo de ion de fluoreto
na composi¢do a 25°C, e/ ou quando ele é usado de a partir de cerca de
0,0025% a cerca de 5,0%, em peso, de um modo preferido de cerca de o,
005% a cerca de 2,0%, em peso, de um modo a prover uma eficécia anticérie.
Uma ampla variedade de materiais que fornecem ion de fluoreto podem ser
empregados como fontes de fluoreto soliivel nas presentes composigdes.
Exemplos de materiais que fornecem ion de fluoreto adequados s@do

encontrados na US 3.535.421 e na US 3.678.154. Fontes de ion de fluoreto

representativas incluem o fluoreto estanoso, fluoreto de sodio, fluoreto de
potassio, monofluorofosfato de sédio, e muitas outras. O fluoreto estanoso € o
fluoreto de sédio sdo particularmente preferidos, assim como misturas dos
mesmos.

As composi¢des de cuidado oral como as da presente inveng&o
podem também compreender substincias ativas para o branqueamento dos
dentes, incluindo agentes de alvejamento ou de oxidagéo, tais que peroxidos,
perboratos, percarbonatos, peroxiacidos, persulfatos, cloritos metalicos, €
combinag¢des dos mesmos. Os compostos de peréxido adequados incluem o
peréxido de hidrogénio, perdxido de uréia, peroxido de célcio e misturas dos
mesmos. Um percarbonato preferido é o percarbonato de sédio. Outros
agentes de branqueamento adequados incluem persulfatos de potassio,
amonio, sodio e litio e mono- e tetraidratos de perborato, e per6xi hidrato de

pirofosfato de sodio. Os cloritos de metal adequados incluem o clorito de
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célcio, clorito de bério, clorito de magnésio, clorito de litio, clorito de sddio, e
o clorito de potéssio. O clorito preferido € o clorito de s6dio. Substancias
ativas de branqueamento adicionais podem ser o hipoclorito e o diéxido de
cloro.

Em adicdo a agentes de alvejamento como agentes de
branqueamento dos dentes, substiancias de modificacdo da cor dental podem
ser consideradas dentre as substancias ativas para o cuidado oral, tuteis na
presente invencado. Estas substancias sdo adequadas para modificar a cor dos
dentes, de um modo a satisfazer o consumidor. Estas substancias
compreendem particulas que, quando aplicadas sobre a superficie dental,
modificam aquela superficie em termos de absorcdo e, ou reflexdo da luz.
Tais particulas proporcionam um beneficio de aparéncia quando um filme
contendo tais particulas € aplicado sobre as superficies de um dente ou dentes.

Na preparacdo de uma pasta dental ou de géis, € necessario
adicionar algum material de espessamento, de um modo a prover uma
consisténcia desejavel da composi¢ao, de um modo a prover caracteristicas de
liberacao de substancia ativa desejavel quando do uso, de um modo a prover a
estabilidade em prateleira, ¢ de um modo a prover a estabilidade da
composicao, etc. Agentes de espessamento preferidos sdo os polimeros de
carboxivinila, carragenano, hidroxietil celulose, LAPONITE® (fabricado pela
Rockwood Additives Limited) e sais soluveis em dgua de éteres de celulose,
tais que carboximetil celulose de sédio e carboximetil hidroxietil celulose.
Gomas naturais, tais que a goma caraia, goma xantano, goma ardbica, e a
goma tragacanto podem ser também usadas. O silicato de magnésio e
aluminio coloidal ou a silica finamente dividida podem ser usados como parte
do agente de espessamento, de um modo a melhorar ainda mais a textura.

Um outro componente opcional dos veiculos orais, topicos,
das composicoes da presente invencdao € um umectante. O umectante evita

com que as composicoes de pasta de dentes endurecam mediante a exposi¢ao
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ao ar, para proporcionar as composi¢des uma sensacédo Umida na boca, €, para
umectantes particulares, para conferir uma dogura desejavel de flavorizante as
composi¢des de pasta de dentes. O umectante, em uma base de umectante
pura, compreende, de um modo geral, de cerca de 0% a cerca de 70%, de um
modo preferido de cerca de 5% a cerca de 25%, em peso, das composi¢des
neste. Umectantes adequados para o uso nas composi¢des da presente
invengdo incluem os alcoois poliidricos comestiveis, tais que glicerina,
sorbitol, xilitol, butileno glicol, polietileno glicol, e propileno glicol, em
especial sorbitol e glicerina.

Agentes flavorizantes e adogantes podem ser também
adicionados as composi¢des. Agentes flavorizantes adequados incluem o 6leo
de gaultéria, 6leo de menta, 6leo de horteld, dleo de semente de cravo, mentol,
anetol, salicilato de metila, eucaliptol, cassia, acetato de 1-mentila, sélvia,
eugenol, 6leo de salsa, oxanona, alfa- irisona, manjerona, liméo, laranja,
propenil guaetol, canela, vanilina, timol, linalol, cinamaldeido glicerol acetal,
conhecido como CGA, e misturas dos mesmos. Agentes flavorizantes sdo
usados, de um modo geral, nas composi¢des em niveis de a partir de cerca de
0,001% a cerca de 5%, em peso, da composi¢ao.

Os agentes edulcorantes, que podem ser usados, incluem
sacarose, glicose, sacarina, dextrose, levulose, lactose como aqui acima
descrito, manitol, sorbitol, frutose, maltose, xilitol, sais de sacarina,
taumatina, aspartame, F- triptofano, diidrochalconas, acessulfame e sais de
ciclamato, em especial o ciclamato de sédio e a sacarina sédica, € misturas
dos mesmos. Uma composi¢do contém, de um modo preferido, de cerca de
0,1 % a cerca de 10% destes agentes, de um modo preferido de cerca de 0,1 %
a cerca de 1%, em peso, da composigdo.

A composigdo da presente inveng@o pode também incluir um
sal de bicarbonato de metal alcalino. Os sais de bicarbonato de metal alcalino

sdo solaveis em agua e a nfo ser que estabilizados, tendem a liberar didxido
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de carbono em um sistema aquoso. Bicarbonato de s6dio, também conhecido
como soda calcinada, é o sal de bicarbonato de metal alcalino preferido. A
presente composi¢do pode também conter de cerca de 0,5% a cerca de 30%,
de um modo preferido de cerca de 0,5% a cerca de 15%, e de um modo ainda
mais preferido de cerca de 0,5% a cerca de 5% de um sal de bicarbonato de
metal alcalino.

A 4gua empregada na preparagdo de composi¢gdes orais
comercialmente adequadas deve, de um modo preferido, ser de um baixo
conteudo i6nico e livre de impurezas orgénicas. A dgua compreende, de um
modo geral, de cerca de 10% a cerca de 50%, e de um modo preferido de
cerca de 20% a cerca de 40%, em peso, das composi¢des de pasta de dentes
neste. Estas quantidades de agua incluem a agua livre, que ¢ adicionada, além
daquela que é introduzida com outros materiais, tais que com sorbitol. O
dioxido de titAnio pode ser também adicionado a presente composigdo. O
diéxido de titidnio é um pé branco, que acresce opacidade as composigdes. O
diéxido de titdnio compreende, de um modo geral, de cerca de 0, 25% a cerca
de 5%, em peso, das composic¢oes de dentifricio.

O pH das composigdes da invengdo € ajustado, de um modo
preferido, através do uso de agentes de tamponamento. Os agentes de
tamponamento, como aqui usados, referem-se a agentes, que podem ser
usados para ajustar o pH das composi¢Ses a uma faixa de cerca de 4,5 a cerca
de 9,5. Os agentes de tamponamento incluem fosfato monossédico, fosfato
trissodico, hidroxido de sodio, carbonato de sddio, pirofosfato acido sédico,
acido citrico e citrato de sédio. Os agentes de tamponamento podem ser
administrados em um nivel de a partir de cerca de 0,5 % a cerca de 10%, em
peso, das presentes composi¢des. O pH das composi¢des de dentifricio €
medido a partir de 3:1 de uma suspens&o aquosa de dentifricio, por exemplo,
3 partes de agua para 1 parte de pasta de dentes.

Outros agentes opcionais, que podem ser suados nas presentes
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composicdes, incluem dimeticona copolidis selecionados a partir de alquil e
alcoxi dimeticona copolidis, tais que alquil dimeticona copolidis C12 a C20 e
misturas dos mesmos. E altamente preferido um cetil dimeticona copoliol,
comercializado sob a Marca Registrada Abil EM 90. O dimeticona copoliol
estd presente, de um modo geral, em um nivel de a partir de cerca de 0,01% a
cerca de 25%, de um modo preferido de cerca de 0,1 % a cerca de 5%, e de
um modo mais preferido de cerca de 0,5% a cerca de 1,5%, em peso. Os
dimeticona copolidis auxiliam no provimento de beneficios para a sensagéo

dos dentes positiva. Outros veiculos ftteis incluem as formulagdes de

dentifricio bifasicas, tais que aquelas expostas na US 5.213.790; US
5.145.666; US 5.281.410; US 4.849.213 e US 4.528.180.

A composi¢do cosmética pode também incluir outros agentes
ativos, tais que agentes antimicrobianos. Incluidos entre tais agentes estdo os
agentes antimicrobianos nfo- catiénicos insoliveis em 4gua, tais que os éteres
difenilicos halogenados, compostos fenélicos, incluindo fenol e os seus
homoélogos, mono- e poli- alquil e halofendis arométicos, resorcinol e os seus
derivados, compostos bisfenolicos e salicil anilidas halogenados, ésteres
benzodicos, e carbanilidas halogenadas. Os agentes antimicrobianos soluveis
em agua incluem os sais de amonio quaternérios e os sais de bis- biguanida,
dentre outros. O monofosfato de triclosano é um agente antimicrobiano
solavel em 4gua adicional. Os agentes de amoénio quaterndrios incluem
aqueles, nos quais um ou dois dos substitutos no nitrogénio quaternario
possuem um comprimento de cadeia de carbono (tipicamente um grupo
alquila)) de cerca de 8 a cerca de 20, de um modo tipico de cerca de 10 a
cerca de 18 atomos de carbono, enquanto que os substitutos remanescentes
(tipicamente um grupo alquila ou benzila) possuem um niimero mais baixo de
atomos de carbono, tal que de cerca de 1 a cerca de 7 atomos de carbono,
tipicamente grupos metila ou etila. Brometo de dodecil trimetil amonio,

cloreto de tetradecil piridinio, brometo de domifeno, cloreto de N-tetradecil-
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4-etil piridinio, brometo de dodecil dimetil (2- fenoxietil) aménio, cloreto de
benzil dimetilestearil amonio, cloreto de cetil piridinio, 5-amino-1,3- bis (2-
etil-hexil)-5-metil hexa hidropirimidina quaternizado, cloreto de benzalcénio,
cloreto de benzetbnio e cloreto de metil benzetonio sdo exemplares de agentes
antibacterianos de amonio quaternario tipicos. Outros compostos sdo bis [4)R-
amino)-1-piridinio] alcanos, tal como exposto na US 4. 206.215. Outros
agentes antimicrobianos, tais que bisglicinato de cobre, glisinato de cobre,
citrato de zinco e lactato de zinco podem ser também incluidos. As enzimas
sdo um outro tipo de substincia ativa, que pode ser usada nas presentes
composi¢oes. Enzimas uteis incluem aquelas, que pertencem a categoria de
proteases, enzimas liticas, inibidores de matriz de placa e oxidases: as
proteases incluem papaina, pepsina, tripsina, ficina, bromelina; as enzimas
liticas da parede celular incluem lisozima; os inibidores de matriz de placa
incluem dextranases, mutanases e as oxidases incluem glicose oxidase, lactato
oxidase, galactose oxidase, oxidase de acido urico, as peroxidases incluindo
peroxidase de raiz forte, mieloxidase, lactoperoxidase, cloroperoxidase. As
oxidases também possuem a atividade de branqueamento/ limpeza, em adigéo

a propriedades antimicrobianas. Tais agentes sdo expostos na US 2. 946.725 e

na US 4.051.234. Outros agentes antimicrobianos incluem clorexidina,

triclosano, monofosfato de triclosano, e 6leos flavorizantes, tais que o timol.
O triclosano e outros agentes destes tipo estdo expostos na US 5.015. 466 e na
US 4. 894. 222. Estes agentes, que proporcionam beneficios anti-placa,
podem estar presentes em niveis de a partir de cerca de 0,01 % a cerca de 5,
0%, em peso, da composicdo de dentifricio.

O termo “ goma de mascar”, como aqui definido, compreende
uma composi¢do de confeitaria, que ¢ adequada para mascar e que
compreende qualquer quantidade adequada de elastomero, conhecido
daqueles versados na técnica, de um modo preferido uma quantidade de 2%

ou maior, em peso, da composi¢do. Componentes de pastilhas e de goma de
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mascar adequados s8o, por exemplo, expostos na US 4.083.955; US 6.770.

264 ou US 6.270.781. As pastilhas preferidas sdo aquelas descritas nos

Exemplos 11 e 12. Uma composicdo de goma de mascar preferida é descrita
no Exemplo 17.

As composi¢des de acordo com a presente invengdo
compreendem, de um modo preferido, um elastdmero ou uma mistura de
varios elastomeros diferentes. Os materiais elastoméricos s@o geralmente
conhecidos na técnica, mas exemplos ilustrativos incluem borracha de
estireno- butadieno (SBR), gomas sintéticas; poliisobutileno e copolimeros de
isobutileno- isopreno; go'fnas naturais; chicletes; borracha natural; jetulong;
balata; gutapércia; lechi caspi; sorva; e misturas dos mesmos. As composigoes
da presente invengdo compreendem, de um modo preferido, de cerca de 2 % a
cerca de 30%, de um modo mais preferido de cerca de 5% a cerca de 25%, em
peso, de elastomero. Estes niveis sdo determinados pela textura final desejada
da goma de mascar, pois quando o nivel total de elastémero esta abaixo de
cerca de 2 % a composicdo base carece de elasticidade, textura de goma de
mascar e coesividade, enquanto que, em niveis acima de cerca de 30%, a
formulacdo apresenta-se dura, gumosa e mantém uma textura de goma de
mascar dura. Os solventes elastoméricos estdo também presentes, de um
modo preferido, nas composi¢des da presente invengéo, pois eles auxiliam ao
amolecimento do componente elastomérico. Exemplos preferidos de solventes
elastoméricos para o uso neste caso incluem o éster de pentaeritritol de
colofonia de madeira parcialmente hidrogenada, éster de pentaeritritol de
colofonia de madeira, éster de glicerol de colofonia parcialmente dimerizada,
éster de glicerol de colofonia polimerizada, éster de glicerol de taldleo,
colofonia de goma ou madeira, €ster de glicerol de colofénia parcialmente
hidrogenada, éster metilico de colofonia parcialmente hidrogenada, e misturas
dos mesmos. As composi¢cdes da presente invengdo compreendem, de um

modo preferido, de cerca de 2 % a cerca de 50%, de um modo mais preferido
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de cerca de 10% a cerca de 35%, em peso, do solvente elastomérico.

As pastilhas de acordo com a presente invengdo podem ser
preparadas, por exemplo, através de técnicas reconhecidas na técnica para a
formagdo de comprimidos prensados, em que o dissacarideo é dispersado
sobre um veiculo so6lido compressivel, opcionalmente combinado com
quaisquer auxiliares de forma¢do de comprimido apropriados, tais que um
lubrificante (por exemplo, o estearato de magnésio) e é prensado sob a forma
de comprimidos. O componente do veiculo solido para tais formulagdes de
formagdo de comprimido pode ser um solido solivel em saliva, tal que um
amido solavel em agua fria ou um monossacarideo, de um modo tal que a
pastilha sera prontamente dissolvida na boca, de um modo a liberar o acido de
dissacarideo contido na solugdo de saliva para o contato com e a absor¢do
pela mucosa oral/ faringea, quando a pastilha ¢ mantida na boca. O pH das
formulagdes acima descritas pode estar em uma faixa de cerca de 4 a cerca de
8.,5.

As pastilhas de acordo com a presente invenc¢do podem ser
também preparadas usando outras técnicas de formulag&o de dosagem unitaria
solida reconhecidas.

Uma colutério ou de enxaguadura bucal de acordo com a

presente inveng¢do poderia, de um modo preferido, ser tal como se segue:

A Olium menthae 1,2 partes
Tinctura Arnicae 3,0 partes
Tinctura Myrrhae 3,0 partes
Tween 5,0 partes

B Spiritus 90% 50,0 partes

C Benzoato de Sédio 0,2 partes
Agente adogante (por ex., aspartame) 0,02 partes
Agua destilada até 100,

A deve ser bem misturado, B é adicionado sob agita¢do e C é
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adicionado subsequentemente. O liquido claro resultante deve ser filtrado
dentro de 48 horas ap6s a preparagdo. Uma outra colutorio preferida € descrita
no Exemplo 18.

Independentemente da forma de dosagem, liquida ou solida,
em uma modalidade preferida da presente invencdo, a forma de dosagem ¢
mantida na boca do paciente durante um periodo de tempo, de um modo a
promover o contato do microorganismo, ou analogo ou fragmento de um
microorganismo acima mencionado, pertencente ao grupo de bactérias do
acido latico, com a cavidade oral do paciente.

Os termos “fio dental” e “fita dental”, como aqui usados,
referem-se a um material para desalojar e remover o material alimentar em
decomposicdo, que foi acumulado nas superficies interproximal e subgengival
e para desalojar e remover bactérias, placa e/ ou célculo, que foi acumulado
na cavidade oral. O fio dental ou a fita dental podem ainda conter, em adig&o
aos microorganismos de acordo com a presente invengdo, como aqui acima
descrito, agentes de limpeza, abrasivos, ingredientes para o controle do
tartaro, agentes branqueadores, tensoativos e/ ou ingredientes ativos, tais que
fluoretos, agentes antimicrobianos, agentes quimioterapéuticos, ou
antibidticos. Outros agentes adicionais sd3o agentes antiplaca, agentes
flavorizantes e agentes colorantes. O fio dental ou a fita dental pode estar em
qualquer forma adequada, conhecida daqueles versados na técnica, por
exemplo, sob a forma de PTFE (Teflon); os fios dentais sdo descritos, por
exemplo, na US 3.664. 915, US 3. 953.566, US 3. 952.153, US 4. 096. 227,
US 4. 187. 390, US 4. 256. 806, US 4. 385.093, US 4. 478. 665, US
4.776.358, US 5.033.488, US 5. 209. 251, US 5.220.932, US 5. 518.012, US
5.718.251, US 5.765.576 ou US 5.911.228, sob a forma de dispositivos

interproximais monofilamentares descritos, por exemplo, na US 3.800. 812,
US 4.974.615, US 5.760.117, US 5.433. 226, US 5. 479. 952, US 5.503.842,
US 4. 974. 615, US 5.670.117, US 5.433. 226, US 5. 479. 952, US 5.503.
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842, US 5.755.243, US 5.884. 639, US 6.003.525 ou US 6.027.592, ou sob a

forma de fitas bicomponentes. De um modo preferido, o fio dental ou a fita
dental pode estar sob a forma de um monofilamento revestido elastomérico

como descrito, por exemplo, na US 20050226820 ou sob a forma de uma fita

dental termoplastica orientada como descrito, por exemplo, na UsS

20020144704.

As composi¢des cosméticas, como aqui acima descrito, podem
ser usadas no Ambito da administracdo oral humana, assim como no dmbito da
administracio oral veterinaria, de um modo preferido para mamiferos néo-
humanos, de um modo mais preferido para animais domésticos. Se a
composi¢io cosmética for usada no ambito da administragdo oral veterinaria,
a composicdes pode conter ingredientes adicionais, adequados para uma tal
administracdo, como conhecido por uma pessoa versada na técnica.

A presente invengdo também se refere ao uso de um
microorganismo de acordo com a inven¢@io ou de uma forma inativada do
mesmo, para a preparagdo de uma composigdo farmacéutica para o tratamento
e/ ou a profilaxia do mau odor e/ ou halitose. De um modo preferido, a
composi¢do farmacéutica compreende ainda um veiculo ou excipiente
farmaceuticamente aceitavel.

As composi¢des farmacéuticas compreendem uma quantidade
terapeuticamente efetiva do microorganismo da presente invengéo e podem
ser formuladas em varias formas, por exemplo, em uma forma liofilizada
so6lida, liquida, pulverizada, aquosa.

A composi¢do farmacéutica pode ser administrada com um
veiculo farmaceuticamente aceitavel a um paciente, como aqui descrito. Em
uma modalidade especifica, o termo “ farmaceuticamente aceitavel “ significa
aprovado por uma agéncia reguladora ou uma outra farmacopéia
genericamente reconhecida para o uso em animais, ¢ de um modo mais

particular em seres humanos.
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O termo ‘“veiculo” refere-se a um diluente, adjuvante,
excipiente, ou veiculo, com o qual o agente terapéutico ¢ administrado. Um
tal veiculo é farmaceuticamente aceitavel, isto é, ndo- toxico para um receptor
na dosagem e na concentragdo empregadas. Ele é, de um modo preferido,
isotonico, hipotoénico ou fracamente hipertonico e possui uma forga i6nica
relativamente baixa, tal como provido por uma solugdo de sacarose. Tais
veiculos farmacéuticos podem ser liquidos estéreis, tais que agua e Oleos,
incluindo aqueles de origem de petroleo, animal, vegetal ou sintética, tais que
o 6leo de amendoim, 6leo de soja, Oleo mineral, 6leo de sésamo, e os
similares. As solu¢des salinas e as solugdes de dextrose aquosa e de glicerol
podem ser também empregadas como veiculos liquidos, em particular para
solugdes injetdveis. Excipientes farmacéuticos adequados incluem amido,
glicose, sacarose, gelatina, malte, arroz, farinha, gesso, silica gel, estearato de
s6dio, monoestearato de glicerol, talco, ion sddico, leite desnatado seco,
glicerol, propileno, glicol, agua, etanol e os similares. O excipiente pode
conter lactose como aqui acima descrito, de um modo preferido ele sendo
livre de lactose. A composi¢do, se desejado, pode também conter quantidades
menores de agentes de umectagdo ou de emulsificagdo, ou agentes de
tamponamento de pH. Estas composi¢des podem assumir a forma de
solugdes, suspensbes, emulsfo, comprimidos, pilulas, cépsulas, pos,
formulacdes para a liberagdo sustentada e os similares. A formulagdo oral
pode incluir veiculos padrdo, tais que os graus farmac€uticos de manitol,
amido, estearato de magnésio,sacarina sélida, celulose, carbonato de
magnésio, etc. Exemplos de veiculos farmacéuticos adequados sdo descritos
em “Remington's Pharmaceutical Sciences” por E. W. Martin. Leito
desnatado, pd de leite desnatado, produtos contendo néo- leite e ndo- lactose
podem ser também empregados. O pé de leite desnatado é convencionalmente
suspenso em solugdo salina tamponada com fosfato (PBS), autoclavado ou

filtrado para erradicar os contaminantes proteicos e vivos, e entdo secado por
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congelamento, secado por calor, secado a vacuo, ou liofilizado. Alguns outros
exemplos de substincias, que podem servir como veiculos farmacéuticos, séo
acticares, tais que glicose e sacarose; amidos, tais que amido de milho e
amido de batata; celulose e seus derivados, tais que carboximetil celulose de
sédio, etil celulose e acetatos de celulose; tragacanto pulverizado; malte ;
gelatina; talco; 4cidos estedricos; estearato de magnésio; sulfato de célcio;
carbonato de calcio; Oleos vegetais, tais que 6leos de amendoim, 6leo de
carogo de algoddo, 6leo de sésamo, Oleo de oliva, 6leo de milho e Oleo de
teobroma; polidis, tais que propileno glicol, glicerina, sorbitol, manitol e
polietileno glicol; 4gar; 4cidos alginicos; agua isenta de pirogénio; solugdo
salina isotdnica; extratos de oxicoco; e solugdo de tampdo de fosfato; assim
como outras substincias compativeis ndo- tdxicas, usadas em formulagdes
farmacéuticas, tais que Vitamina C, estrogénio e equinaceos, por exemplo. Os
agentes de umectagdo e lubrificantes, tais que lauril sulfato de sodio, assim
como os agentes de coloragdo, agentes de aromatizagdo, lubrificantes,
excipientes, agentes de formulagdo de comprimidos, estabilizadores,
antioxidantes e conservantes, podem também estar presentes.

Varios veiculos e/ ou excipientes, adequados para a
administracfo ora, que sdo bem conhecidos na técnica, podem ser usados para
o propdsito desta invengdo. A composigdo pode, se desejado, conter ainda
varios aditivos conhecidos, tais que, por exemplo, conservantes, agentes de
endurecimento, lubrificantes, emulsificantes,estabilizadores, esséncias e 0s
similares. Tais composi¢Bes irdo conter uma quantidade terapeuticamente
efetiva dos compostos antes mencionados, preferivelmente em forma
purificada, junto com uma quantidade adequada do veiculo, de um modo a
prover a forma para a administragdo apropriada ao paciente.

De um modo geral, os ingredientes sdo supridos ou
separadamente ou misturados juntos em uma forma de dosagem unitaria, por

exemplo, como um pé liofilizado seco ou como um concentrado isento de
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dgua, em um recipiente hermeticamente vedado, tal que uma ampola ou
saché, que indica a quantidade de agente ativo. Quando a composi¢do deve
ser administrada através de infusfo, ela pode ser dispensada com uma garrafa
de infusdo contendo dgua de grau farmacéutico estéril ou uma solugdo salina.

| A composi¢do farmacéutica da invengdo pode ser formulada
como uma forma neutra ou salina. Os sais farmaceuticamente aceitaveis
incluem aqueles formados com 4nions, tais que aqueles derivados a partir de
acidos cloridrico, fosférico, acético, tartarico, etc., e aqueles formados com
cations, tais que aqueles derivados de sddio, potassio, amodnio, célcio,
hidréxidos férricos, isopropil amina, trietil amina, 2-etilamino etanol,
histidina, procaina, etc.

Os ensaios in vitro podem ser empregados, de um modo
opcional, para auxiliar a identificar as faixas de dosagem O6timas. A dose
precisa a ser empregada na formulag@o ira também depender da via de
administracfo, e da seriedade da doenga ou do distirbio, e deve ser decidida
de acordo com o julgamento do médico assistente e das circunstancias do
paciente. Doses efetivas podem ser extrapoladas a partir de curvas de dose-
resposta, derivadas a partir de sistema de teste de modelo animal e in vitro. De
um modo preferido, a composi¢do farmacéutica ¢ administrada diretamente
ou em combinagdo com um adjuvante. Os adjuvantes podem ser selecionados
a partir do grupo, que consiste de uma cloroquina, de compostos polares
proéticos, tais que propileno glicol, polietileno glicol, glicerol, EtOH, 1-metil
L-2-pirrolidona ou os seus derivados, ou compostos polares aproticos, tais que
sulféoxido de dimetila (DMSO), sulféoxido de dietila, sulfoxido de di-n-
propila, dimetil sulfona, sulfolano, dimetil formamida, dimetil acetamida,
tetrametil uréia, acetonitrila ou os seus derivados. Estes compostos sdo
adicionados em condi¢gdes que respeitem as limitagdes de pH. A composigéo,
como usada de acordo com a presente invengdo, pode ser administrada a um

vertebrado. “ Vertebrado”, como aqui usado, tem a inten¢do de ter o mesmo
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significado que comumente entendido por aquele de habilidade ordinaria na
técnica. Em particular, “vertebrado” compreende mamiferos, e de um modo
mais particular seres humanos.

O termo “administrado” compreende a administragdo de uma
dose terapeuticamente efetiva da composigéo antes mencionada. Por “ dose
terapeuticamente efetiva” ¢ compreendida uma dose, que produz os efeitos
para os quais ela é administrada, de um modo preferido este efeito sendo
anticariogénico. A dose exata ira depender do proposito do tratamento, e
poderéd ser determinada por aquele versado na técnica através do uso de
técnicas conhecidas. Como é conhecido na técnica e descrito acima, ajustes
quanto & distribuicdo sistémica contra a localizada, idade, peso corporeo,
saide em geral, sexo, dieta, tempo de administragdo, interagdo da droga e
severidade da condi¢do podem ser necessarios, e poderdo ser determinados
através de experimenta¢do de rotina por aqueles versados na técnica.

Os métodos sdo aplicaveis tanto a aplicagdes de terapia
humana, como veterinaria. Os compostos aqui descritos, tendo a atividade
terapéutica desejada, podem ser administrados em um veiculo
fisiologicamente aceitavel a um paciente, tal como aqui descrito. Dependendo
do modo de introducdo, os compostos podem ser formulados em uma
variedade de modos, tal como abaixo discutido. A concentragdo do composto
terapeuticamente ativo na formulag@io pode variar de cerca de 0,1- 100%, em
peso. Os agentes podem ser administrados de um modo isolado ou em
combinag¢do com outros tratamentos.

A administragdo da composi¢do farmacéutica poderd ser
efetuada em uma variedade de modos, tal como discutido acima, incluindo,
mas ndo limitada a, por via oral, subcutinea, intravenosa, intrarterial,
intranodal, intramedular, intratecal, intraventricular, intranasal, intrabronquial,
transdérmica, intranodal, intrarretal, intraperitonial, intramuscular,

intrapulmonar, vaginal, retal, ou intraocular.
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De um modo preferido, a administragdo € oral ou bucal. O
médico assistente e os fatores clinicos irdo determinar o regime de dosagem.
Como ¢ bem conhecido na técnica médica, as dosagem para qualquer paciente
dependem de muitos fatores, que incluem o tamanho do paciente, a area
superficial corporal, e 0 composto particular a ser administrado, sexo, tempo e
via de administracdo, satide em geral, e outras drogas que estejam sendo
administradas concorrentemente. Uma dose tipica pode estar, por exemplo, na
faixa de 0,001 a 1000 pg; no entanto, doses abaixo ou acima desta faixa
exemplar sdo consideradas, em especial considerando os fatores antes
mencionados.

As dosagens sdo preferivelmente fornecidas uma vez por
semana, no entanto, durante o progresso do tratamento, as dosagens podem
ser administradas em intervalos de tempo muito mais longos e, caso
necessario, podem ser administradas em intervalos de tempo muito mais
curtos, por exemplo, diariamente. Em um caso preferido, a resposta imune ¢
monitorada usando os métodos aqui descritos e outros métodos conhecidos
daqueles versados na técnica e as dosagens s3o otimizadas, por exemplo, no
tempo, quantidade, e/ ou composi¢io. O progresso pode ser monitorado
através de avaliacdo periddica. A composigdo farmacéutica da invengdo pode
ser administrada por via local ou sistémica. E também considerado que as
composi¢des farmacéuticas sdo empregadas em abordagens co- terapia, isto €,
em co-administragio com outros medicamentos ou drogas. Por exemplo,
outras drogas para a prevengdo, o tratamento ou a melhora de céries, que séo
aqui descritas.

Em uma outra modalidade, a presente invengdo refere-se ao
uso de um microorganismo de acordo com a presente invencdo para a
preparagio de uma composigdo para o tratamento e/ ou a profilaxia do mau
odor oral e/ ou halitose, em que a composi¢do ¢ um género alimenticio ou

uma racdo, que compreende um microorganismo de acordo com a presente
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invengdo, forma inativada do mesmo, mutante, derivado, analogo ou
fragmento. De um modo preferido, uma composi¢do sob a forma de um
género alimenticio ou de uma ragéo ¢ uma composigdo de alimento ou ragéo,
que compreende um microorganismo,' forma inativada, mutante, derivado,
analogo ou fragmento do mesmo, tal como descrito acima, que compreende
ainda um veiculo ou excipiente oralmente aceitavel.

“Alimento” ou “ragdo” compreende qualquer género
comestivel, palatavel e/ ou bebida para mamiferos, por exemplo, para seres
humanos ou animais, por exemplo, animais domésticos, tal como aqui
descrito. Os alimentos e ragdes sdo descritos neste em um outro local. Um
“veiculo oralmente aceitidvel” é aqui acima descrito e é, de um modo
preferido, ndo — toxico e de grau alimentar ou ragdo. No entanto, este termo
também abrange os veiculos mencionados em conexdo com a composi¢do
farmacéutica, como usada de acordo com a presente invengao.

De acordo com a presente invengdo, o termo ‘“género
alimenticio” abrange todos os alimentos comestiveis e que possam ser
sorvidos, e bebidas. Deste modo, o microorganismo, forma inativada,
derivado, analogo ou fragmento do mesmo, pode ser incluido em um alimento
ou bebida. Estes sdo, por exemplo, gomas, pulverizacdes, bebidas, doces,
formulas infantis, sorvetes, sobremesas congeladas, coberturas para salada
doces, preparagdes lacteas, queijo, coalho, iogurte isento de lactose, leite
acidificado, café capucino ou café cremoso.

Os produtos a base de leite estdo incluidos dentro da
abrangéncia da invengdo. O leite ¢, no entanto, entendido como
compreendendo aquele de origem animal, tal que de vaca, cabra, ovelha,
bufalo, zebra, cavalo, jumento, ou camelo, e os similares. O leite pode estar
em um estado nativo, pode ser um leite reconstituido, um leite desnatado ou
um leite suplementado com os compostos necessarios ao crescimento de

bactérias ou para o processamento subsequente de leite fermentado, tais que
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gordura, proteinas de um extrato de levedura, peptona e/ ou um tensoativo,
por exemplo. O termo leite também aplica-se ao que ¢ comumente
denominado leite vegetal, ou seja, dizer extratos de material de planta, que
foram tratados, ou de um outro modo, tais que plantas leguminosas (feijdo de
soja, ervilha, lentilha e os similares) ou sementes oleosas (colza, soja, sésamo,
algoddo, e os similares), cujo extrato contém proteinas em solugdo ou em
suspensdo coloidal, que sdo coagulaveis através de agdo quimica, através de
fermentagéo 4cida e/ ou por calor. Finalmente, a palavra leite também denota
misturas de leites animais e de leites vegetais.

Quando o microorganismo desta inveng¢éo, forma inativada, ou
derivado ou analogo ou fragmento do mesmo s&o adicionados a iogurte e o0s
similares tendo contetidos similares, é suficiente, de um modo geral, adicionar
o microorganismo desta inven¢&o em uma concentragéo de cerca de 10°- 107
células/ ml.

Tal bebida alimentar ou alimento pode ser produzido através
de um método geral para a produgfio de alimentos e bebidas ou ragdes,
incluindo a adi¢do do ingrediente ativo a um material cru ou cozido do
alimento, bebida, ou ra¢do. O alimento, bebida ou ragdo de acordo com a
presente invengdo pode ser moldado e granulado do mesmo modo que
geralmente usado para alimentos, bebidas ou ragdes. O método de moldagem
e de granulagdo inclui métodos de granulagdo, tais que a granulagdo em leito
fluido, a granulagfio por agitagdo, a granulagdo por extrusdo, a granulagio por
Jaminac#o, a granulagdo com corrente gasosa, a granulagdo por moldagem e
compactagio, a granulagdo por craqueamento, a granulagdo por pulverizagéo,
e a granulacdo por inje¢do, métodos de revestimento, tais que, revestimento
em panela, revestimento de camada fluida e o revestimento a seco, secagem
por baforadas, método de vapor em excesso, método de esteira de espuma,
métodos de expansdo, tais que o método de incubagdo em microondas e

métodos de extrusdo, com maquinas de granula¢do por extrusio e extrusoras.
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O alimento, bebida ou ragdo da presente invencdo inclui
qualquer alimento, bebida ou ragdo, que compreenda o microorganismo da
invengdo, forma inativada, derivado ou andlogo ou fragmento do mesmo
como o ingrediente ativo. O ingrediente ativo no alimento, bebida ou ragdo
ndo esta limitado, de um modo especifico, a qualquer concentragdo, desde que
o alimento, bebida, ou ragdo resultante possa exercer a sua atividade de
reducdo do mau odor oral. A concentracdo do ingrediente ativo é, de um
modo preferido, de 0,001 a 100%, em peso, de um modo mais preferido de
0,01 a 100%, em peso, e de um modo ainda mais preferido de 0,1 a 100%, em
peso, do alimento, bebida ou ragdo compreendendo um tal ingrediente ativo,
ou com relacdo ao nimero celular daqueles aqui descritos.

Alimentos ou bebidas especificos, aos quais o ingrediente
ativo ¢ adicionado, incluem, por exemplo, sucos, bebidas refrescantes, sopas,
chas, bebidas de leite azedo, produtos lacteos, tais que leites fermentados,
sorvetes, manteiga, queijo, leite processado e leite desnatado, produtos de
carne, tais que presunto, salsicha e hamburger, produtos em torta de carne de
peixe, produtos de ovo, tais que rolos de ovo temperados, e coalhadas de ovo,
confeitos, tais que biscoitos, geléias, aperitivos, e goma de mascar, pdes,
macarrdes, conservas em salmoura, produtos defumados, peixes fritos e
temperos. A forma do alimento ou bebida inclui, por exemplo, alimentos
pulverizados, alimentos em folhas, alimentos em garrafa, alimentos enlatados,
alimentos de retorta, alimentos em capsula, alimentos em comprimidos e
alimentos fluidos.

O alimento ou a bebida de acordo com a invencdo, a serem
ingeridos por criangas, sdo, de um modo preferido, composigGes nutritivas
para criangas. Tais composi¢des nutritivas para criangas incluem leite
modificado preparado para criangas, leite decomposto em proteina, leite
modificado nutricionalmente especifico, ou alimentos para bebés e alimentos

preparados para criancas pequenas. A forma da composigdo nutritiva para
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criangas inclui, mas ndo esta limitada, de um modo especifico, a leites em pé
secados e pulverizados e alimentos para bebé, e também incluem alimentos
em geral, tais que sorvetes, leite fermentado, e gelatina para a ingestfo
infantil.

A composic¢do nutritiva para criangas de acordo com a presente
invengdo € composta principalmente de proteina, lipideos, sacarideos,
vitaminas e/ ou minerais. Na composi¢do nutritiva, o ingrediente ativo é
misturado com estes componentes.

A proteina inclui proteinas de leite, tais que o leite desnatado,
caseina, soro de queijo, concentrado de proteina de soro de leite e isolados de
proteina de soro de leite e suas fragdes como alfa s- caseina, beta-caseina,
alfa- lactoalbumina, e beta-lactoalbumina. Além disso, proteina de ovo, tal
que a proteina de gema de ovo, proteina de clara de ovo e ovalbumina, ou
proteina de soja, tal que a proteina de soja sem gordura, proteina de soja
separada, e a proteina de soja concentrada podem ser usadas. Outras que
estas, proteinas, tais que gluten de trigo, proteina de carne de peixe, proteina
de camme de gado e colageno podem ser também usadas, de um modo
satisfatorio. Além disso, fragdes destas proteinas, peptideos do tratamento
acido ou enzimatico das mesmas, ou acidos livres podem ser igualmente
usados, de um modo satisfatério. Além disso, fragdes destas proteinas,
peptideos do tratamento acido ou enzimatico das mesma ou 4acidos livres
podem ser igualmente usados, de um modo satisfatorio. Os aminoacidos livres
servem como fontes de nitrog€nio e podem ser adicionalmente usados para
fornecer agdes fisiologicas especificas. Tais aminoécidos livres incluem, por
exemplo, taurina, arginina, cisteina, cistina e glutamina. O lipideo inclui
gorduras e 6leos animais, tais que gordura de leite, toucinho, gordura de carne
e Oleo de peixe, Oleos vegetais, tais que dleo de soja, 6leo de colza, oleo de
milho, 6leo de coco, 6leo de palma, 6leo de carogo de palma, 6leo de agafrio,

6leo de perila, 6leo de linhaga, 6leo de primula, triglicerideos de acido graxo
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de cadeia média, e 6leo de carogo de algoddo, gorduras e Oleos gerados
bacterialmente e Oleos fracionados dos mesmos, o6leos hidrogenados dos
mesmos, e 6leos de troca de éster dos mesmos. A quantidade de lipideo a ser
misturada varia, dependendo do uso.

O sacarideo inclui, por exemplo, um ou mais de amido,
polissacarideos soluveis, dextrina, monossacarideos, tais que sacarose, lactose
como aqui descrito, maltose, glicose e frutose e outros oligossacarideos. A
quantidade total de um tal sacarideo €, de um modo preferido, de 40 a 80%,
em peso, do sélido total na composi¢do nutritiva. Além disso, adogantes
artificiais, tais que o aspartame, podem ser usados, de um modo satisfatorio.
A quantidade de um adogante artificial é apropriadamente de 0,05 a 1,0%, em
peso, por solidos totais, na composi¢do nutritiva.

As vitaminas incluem, mas ndo estdo limitadas a, licopeno
como um componente essencial e incluem, de um modo adicional, por
exemplo, vitaminas, tais que a vitamina A, vitaminas do grupo B, vitaminas
C, D e E e vitaminas do grupo K, acido fdlico, acido pantoténico,
nicotinamida, carnitina, colina, inositol e biotina, desde que estas vitaminas
possam ser administradas a criancas. Tais vitaminas sdo preferivelmente de
10 mg a 5 g por peso, por sélidos totais, na composi¢do nutritiva para
criangas.

Além disso, os minerais incluem calcio, magnésio, potassio,
sodio, ferro, cobre, zinco, fésforo, cloro, manganés, selénio e iodo. Tais
minerais constituem, de um modo preferido, de 1 mg a 5 g, em peso, por
sélidos totais, na composi¢do nutritiva para criangas.

Outros que estes componentes acima descritos, a composi¢ao
nutritiva para criangas de acordo com a presente invengdo pode ser misturada
com qualquer componente desejavelmente misturado em composi¢des
nutritivas, por exemplo, fibra dietética, nucleotideos, acidos nucleicos,

flavorizantes e colorantes.
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O alimento ou a bebida de acordo com a presente invengdo
pode ser usado como um alimento ou bebida saudével ou como um alimento
ou bebida funcional, de um modo a prevenir e/ ou a tratar o mau odor oral.

Quando o alimento ou a bebida de acordo com a presente
invengdo € ingerido, a quantidade a ser ingerida ndo estd especificamente
limitada. A quantidade a ser ingerida é, de um modo geral, de 0,1 a 50 g, de
um modo preferido de 0,5 a 20 g diariamente, com base na quantidade total
do ingrediente ativo. O alimento ou a bebida é ingerido, de um modo
continuo, nesta quantidade, durante um periodo de a partir de um unico dia a
até 5 anos, de um modo preferido de 2 semanas a um ano. Neste caso, a
quantidade ingerida pode ser ajustada a uma faixa apropriada, dependendo da
severidade dos sintomas do individuo que ingere o alimento ou a bebida, da
idade e do peso corporeo do mesmo, e os similares.

A racio de acordo com a presente invencdo pode ser qualquer
ra¢do, que compreenda o ingrediente ativo. A ragdo inclui, por exemplo,
ragdes para animais domésticos, para cachorros, gatos e ratos, ragdes para
gado, para vacas e porcos, ragdes para galinha, para galinhas e perus, e ragdes
para o cultivo de peixes, para pargos e savelhas.

A ragdo pode ser produzida pela mistura apropriada do
ingrediente ativo, como aqui acima descrito, em um material de ragédo cru,
incluindo, por exemplo, cereais, farelos, farinhas de sementes oleosas,
materiais de ra¢do crus derivados de animal, outros materiais de ragdo crus e
produtos purificados.

Os cereais incluem, por exemplo, milheto, trigo, cevada, aveia,
centeio, arroz integral, trigo-sarraceno, milheto rabo-de-raposa, milheto
Chinés, relva Deccan, milho e soja.

Os farelos incluem, por exemplo, farelo de arroz, farelo de
arroz sem gordura, farelo, farinha de grau inferior, germe de trigo, farelo de

cevada, granulos de varredura, farelo de milho e germe de trigo.
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As farinhas de sementes oleosas incluem, por exemplo, farinha
de soja, p6 de soja, farinha de linhaga, farinha de carogo de algodéo, farinha
de amendoim, farinha de agafrio, farinha de coco, farinha de palma, farinha
de sésamo, farinha de girassol, farinha de colza, farinha de semente de paina e
farinha de mostarda.

Os materiais de rac¢do crus derivados de animal incluem, por
exemplo, pos de peixe, farinha importada, farinha inteira, e farinha de costa,
solavel de peixe, p6 de carne, carne e p6 de osso, pé6 de sangue, cabelo
decomposto, pé de osso, subprodutos de agougue, farinha de penas, pupa de
bicho-da-seda, caseina, soro de leite seco e krill.

Outros materiais de ra¢do crus incluem, por exemplo, caules
de planta e folhas, tais que alfafa, cubo de feno, farinha de folha de alfafa, e
p6 de folha de alfarroba, subprodutos de industrias de processamento de
milho, tais que farinha de gliten de milho, ragdo de gliten de milho e licor de
infusdo de milho, amido, aglcar, levedura, subprodutos da industria de
fermentagdo, tais que residuos de cerveja, raiz de malte, residuo de licor e
residuo de caldo de soja, e subprodutos agricolas, tais que residuo processado
de limdo, residuo de coalho de soja, residuo de café e residuo de café,
mandioca, fava-de-cavalo, farinha de guar, ervas marinhas, espirulina e
clorela.

Os produtos purificados incluem, por exemplo, proteinas, tais
que caseina e albumina, aminoacidos, amido, celulose, sacarideos, tais que
sacarose e glicose, minerais e vitaminas.

No caso do provimento a animais da ra¢do de acordo com a
presente invencdo, a quantidade da racdo a ser ingerida ndo esta
especificamente limitada, mas é, de um modo preferido, por exemplo,
de 0,1 mg a 50 g por 1 kg de peso corporeo por dia, de um modo preferido de
0,5 mg a 20 g por 1 kg de peso corpoéreo por dia, com base na quantidade de

ingrediente ativo. A ragdo € ingerida de um modo continuo, nesta quantidade,
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durante um periodo a partir de um unico dia a 5 anos, de um modo preferido
de 2 semanas a um ano. De novo, a quantidade a ser ingerida pode ser
ajustada a uma faixa apropriada, dependendo da espécie, da idade e do peso
corpéreo do animal que ingere a ragéo, e os similares.

Em ainda uma outra modalidade, a invengdo refere-se a um
aditivo para alimentos, bebidas ou ragdes, que compreende um
microorganismo de acordo com a presente inven¢do, uma forma inativa do
mesmo, mutante, derivado, analogo ou fragmento, assim como o uso de um
microorganismo de acordo com a presente invengo, uma forma inativa do
mesmo, mutante, derivado, analogo ou fragmento para a preparagdo de uma
composi¢do para o tratamento e/ou a profilaxia do mau odor oral e/ ou da
halitose, em que a composi¢do é um aditivo para alimentos, bebidas ou
racdes. De um modo preferido, o aditivo para alimentos ou bebidas inclui o
aditivo para composi¢des nutritivas para criangas pequenas.

O aditivo para alimentos pode ser produzido através de um
método geral para a produgdo de aditivos para alimentos, bebidas ou ragdes.
Se necessario, os aditivos para o uso geral em alimentos, bebidas ou ragdes,
por exemplo, os aditivos descritos em Food Additive Handbook (The Japan
Food Additives Association; publicado em 6 de janeiro de 1997) pode ser
adicionado de um modo satisfatorio, incluindo adogantes, colorantes,
conservantes, espessantes e estabilizadores, antioxidantes, agente de fixagdo
da cor, alvejantes, antissépticos, base de goma, acidulantes, enzimas, agentes
de abrilhantamento, acidificantes, temperos, emulsificantes, agentes de
intensificacdo, agentes para a manufatura, flavorizantes, e extratos
condimentados. Além disso, sacarideos convencionais, amido, materiais
inorganicos, poOs de planta, excipientes, agentes de desintegragdo,
lubrificantes, aglutinantes, tensoativos, e plastificantes antes mencionados
para comprimidos farmacéuticos podem ser adicionados de um modo

satisfatorio.
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Os aditivos incluem os aditivos que se seguem.

Os adogantes incluem aspartame, alcaguz, estévia, xilose e
racanca (fruta Momordica grosvenori). Os colorantes incluem os carotendides
e oleorresina agafroeira, flavondides, cor caramelo, cor espirulina, clorofila,
cor de batata doce purpura, cor de inhame purpura, cor perila, e cor de amora.

Os conservantes incluem, por exemplo, sulfito de soédio,
benzoatos, extrato de benzoina, sorbatos, e propionatos. Os espessantes e
estabilizadores incluem, por exemplo, gomas, tais que goma arabica e goma
xantano, alginatos, quitina, quitosano, extrato de aloe, goma guar,
hidroxipropil celulose, caseina sddica, amido de milho, carboximetil celulose,
gelatina, agar, dextrina, metil celulose, alcool polivinilico, celulose de
microfibra, celulose microcristalina, celulose de algas marinhas, poliacrilato
de sddio, polifosfato de sddio, carragenano ou parede celular de levedura.

Os antioxidantes incluem, por exemplo, o grupo de vitamina
C, etileno diamina acetato de sodio, etileno diamina tetraacetato de calcio,
acido eritorbico, orizanol, catequina, quercetina, extrato de cravo, rutina
tratada com enzima, extrato de maci, extrato de semente de sésamo, dibutil
hidroxi tolueno, extrato de erva-doce, extrato de raiz forte, extrato de aipo,
extrato de cha, tocoferdis, extrato de colza, extrato de café, extrato de semente
de girassol acido ferdlico, butil hidréxi anisol, extrato de folha de amora,
extrato de propolis, extrato de pimenta, extrato balsdmico de jardim, acido
galico, extrato de eucalipto e extrato de alecrim.

Os agentes de fixagdo de cor incluem, por exemplo, o nitrito
de sodio. Os alvejantes incluem, por exemplo, o sulfito de sédio.

Os antissépticos incluem, por exemplo, o- fenil fenol. A base
de goma inclui, por exemplo, acetil ricinoleato metila, cera de urushi, goma
de éster, resina de elemi, cera de urucuri, goma de cauri, cera de carnauba,
éster de acido graxo de glicerina, cera de espermacete, balsamo de copaiba,

resina copal, borracha, cera de farelo de arroz, cerca de cana, shelac, jelutong,
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éster de acido graxo de sacarose, borracha natural despolimerizada, cera de
parafina, balsamo de abeto, éster de acido graxo de propileno glicol, polpa
pulverizada, cascas de arroz pulverizadas, 6leo de jojoba, poliisobutileno,
polibuteno, cera microcristalina, goma de méastique, cera de abelhas e fosfato
de calcio.

Os acidulantes incluem, por exemplo, acido iso-alfa- amargo,
cafeina, extrato de kawaratake (Coriolus versiolor), extrato de redbark
cinchona, extrato de cascas de Felodendrona, extrato de raiz genciana,
extratos condimentados, naringina enzimaticamente modificada, extrato de
cassia da Jamaica, teabromina, naringina, extrato de cassia, extrato de absinto,
extrato de isodonis, cha de oliva, extrato de laranja amarga (Citrus
aurantium), extrato de lupulo e extrato de absinto.

As enzimas incluem, por exemplo, amilase, tripsina ou coalho.

Os agentes de abrilhantamento incluem, por exemplo, cera de
urushi e cera japonesa. Os acidificantes incluem, por exemplo, 4cido adipico,
acido itacania, acidos citricos, 4acidos succinicos, acetato de soédio, acidos
tartaricos, diéxido de carbono, 4cido latico, 4cido fitico, acido fumarico, 4cido
malico e acido fosférico. Os tempos incluem, por exemplo, aminoéacidos, tais
que asparagina, acido aspartico, acido glutdmico, glutamina, alanina,
isoleucina, glicina, serina, cistina, tirosina, leucina, e pralina, acidos
nucleicos, tais que inosinato de s6dio, uridinato de sédio, guanilato de sodio,
ciridilato de sodio, ribonucleotideo de cdlcio e ribonucleotideo de sodio,
acidos organicos, tais que o &cido citrico e o &cido succinico, cloreto de
potassio, salmoura diminuida com cloreto de sédio diminuido, cloreto de
potassio bruto, sal de soro de leite, fosfato tripotdssico, hidrogeno fosfato
dipotéssico, diidrogeno fosfato de potassio, hidrogeno fosfato dissodico,
diidrogeno fosfato sddio, fosfato trissodico, e extrato de clorela.

Os agentes de intensificagfo incluem, por exemplo, os sais de

zinco, grupo da vitamina C, varios aminoacidos, acido 5- adenilico, cloreto de
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ferro, hesperidina, varios célcios calcinados, varios calcios ndo- calcinados,
dibenzoil tiamina, hidréoxido de célcio, carbonato de calcio, sal de
hidrocloreto de tiamina, Dunalela, Oaroteno, tocoferol, acido nicotinico,
caroteno de cenoura, caroteno de Oleo de palma, pantotenato de calcio,
vitamina A, hidroxiprolina, diidrogeno pirofosfato de célcio, pirofosfato
ferroso, pirofosfato férrico, ferritina, ferro heme, manquinona, acido foélico e
riboflavina.

Os agentes para a manufatura incluem, por exemplo, os
auxiliares de processamento, tais que a acetona e a resina de troca i6nica. Os
flavorizantes incluem, por exemplo, esséncia de baunilha e os extratos
condimentados incluem, por exemplo, o extrato de pimenta-da-guiné.

Os varios aditivos podem ser adicionados ao ingrediente ativo,
levando em consideragdo o modo de administra¢do, de acordo com a presente
invencao.

A composi¢do de acordo com a presente invengdo compreende
um microorganismo de acordo com a inven¢io. E considerado que as
composi¢des compreendem o microorganismo sob a forma de um
microorganismo probidtico. Ou seja, em adigdo ao efeito probiotico, o
microorganismo probidtico acima mencionado, pertencente ao grupo de
bactérias do acido latico, € util para o tratamento e/ ou a prevencdo do mau
odor oral e/ ou da halitose. A quantidade do referido microorganismo
probidtico é suficientemente alta para modificar, de um modo positivo, a
condi¢do a ser tratada, de um modo preferidlo o mau odor oral, mas
suficientemente baixa para evitar efeitos colaterais sérios (em uma razdo
beneficio/ risco razoavel), dentro do escopo do julgamento médico seguro.
Uma quantidade efetiva do referido microorganismo probidtico ird variar de
acordo com o objetivo particular a ser alcangado, com a idade e a condigio
fisica do paciente sendo tratado, e com a severidade da doenca subjacente, a

duragdo do tratamento, a natureza da terapia concorrente € 0 microorganismo
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especifico empregado. A quantidade efetiva do referido microorganismo
probidtico ird, deste modo ser a quantidade minima, que ird prover o efeito
desejado. A presenga de, por exemplo, 1 x 10° bactérias, como células viaveis
ou ndo- viaveis, em 0,05 ml de solugdo de solugdo salina tamponada com
fosfato, ou em 0,05 ml de suspensdo de agar, ou o peso seco equivalente de
todos os fragmentos da parede celular, ¢ efetiva quando administrada em
quantidades de a partir de cerca de 0,05 ml a cerca de 20 ml.

Uma vantagem pratica decisiva ¢ a de que o organismo
probidtico pode ser administrado, de um modo conveniente, tal que por via
oral. Dependendo da via de administracdo, pode ser requerido que os
ingredientes ativos, que compreendem os referidos organismos probidticos,
sejam revestidos em um material, de um modo a proteger os referidos
organismos contra a agdo de enzimas, acidos e de outras condi¢des naturais,
que inativam os referidos organismos. De um modo a administrar os
organismos probidticos, de um outro modo que através de administracdo
parenteral, eles poderiam ser revestidos por, ou administrados com, um
material para evitar a inativa¢do. Por exemplo, os organismos probidticos
podem ser co-administrados com inibidores de enzima ou em lipossomas. Os
inibidores de enzima incluem o inibidor de tripsina pancreatico, fluorofosfato
de diisopropila (DFP) e trasilol. Os lipossomas incluem emulsdes agua-em-
0leo-em-agua P40, assim como lipossomas convencionais e designados
especificamente, que transportam lactobacilos ou os seus subprodutos parta a
superficie urogenital. Podem ser também preparadas dispersdes, por exemplo,
em glicerol, polietileno glicéis liquidos, e misturas dos mesmos, e em 6leos.
De um modo geral, as dispersdes sdo preparadas através da incorporagdo de
varios organismos probioticos esterilizados em um veiculo estéril, que contém
o meio de dispers@o basico e os outros ingredientes requeridos a partir
daqueles acima enumerados. No caso de pds estéreis para a preparagdo de

solucdes injetaveis estéreis, os métodos preferidos de preparagdo sdo as
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técnicas de secagem a vacuo e de secagem por congelamento, que fornecem
um pé do ingrediente ativo, além de qualquer outro ingrediente desejado
adicional a partir de uma solu¢do previamente filtrada do mesmo. Métodos
preferidos adicionais de preparagdo incluem, mas ndo estdo limitados, a
liofilizac@o e a secagem por calor.

A composicdo também abrange os produtos destinados a
serem administrados por via oral, ou bucal, que compreendem um veiculo
farmacéutico aceitavel, como aqui descrito, ao qual, ou sobre o qual, as
c€lulas do microorganismo acima mencionado, pertencente ao grupo de
bactérias do acido latico, sdo adicionadas em uma forma fresca, concentrada
ou secada, por exemplo. De fato, também uma forma inativada, derivado ou
analogo ou fragmento do referido microorganismo pode ser adicionado ou
qualquer combinagdo do referido microorganismo, derivado e/ ou analogo e/
ou fragmento do mesmo, que esteja aqui exposta. Estes produtos podem ser
providos sob a forma de uma suspensdo que pode ser ingerida, um gel, um
difusor, uma capsula, uma capsula de gelatina dura, um xarope, ou em
qualquer outra forma galénica, conhecida das pessoas versadas na técnica.

Quando os organismos probidticos s@o, de um modo
adequado, protegidos como aqui acima descrito, o composto ativo pode ser
administrado por via oral, por exemplo, com um diluente inerte ou com um
veiculo comestivel assimildvel, ou ele pode ser projetado de um modo a
passar através do estdmago (isto €, entericamente revestido), ou ele pode ser
incorporado diretamente com o alimento da dieta. Para a administragdo
terapéutica oral, os organismos probidticos podem ser incorporados com os
excipientes e usados sob a forma de comprimidos que podem ser ingeridos,
comprimidos bucais, pastilhas, cépsulas, elixires, suspensdes, xaropes,
bolachas, e os similares. As composi¢des ou as preparagdes de acordo com a
presente invencdo sdo preparadas, de um modo a que a forma de unidade de

dosagem oral contenha, por exemplo, cerca de 1 x 10° lactobacilos viaveis ou
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ndo- viaveis, por exemplo, por ml. O organismo probioético € composto para a
administracdo conveniente e efetiva, em quantidades efetivas, com um
veiculo farmaceuticamente aceitavel ou alimentar aceitdvel, como aqui antes
exposto. Uma forma de dosagem unitaria pode, por exemplo, conter o
composto ativo principal, em uma quantidade que se aproxime de 10°, por
exemplo, lactobacilos vidveis ou ndo- viaveis, por ml. No caso das
composigdes contendo ingredientes suplementares, tais que os probidticos, as
dosagens sdo determinadas por referéncia a dose usual e ao modo de
administra¢do dos referidos ingredientes.

Em ainda uma outra modalidade adicional, a presente invengio
refere-se a um método de profilaxia e/ ou tratamento do mau odor oral e/ ou
halitose. De um modo preferido, o0 método de profilaxia e/ ou tratamento
compreende administrar a um paciente, um microorganismo de acordo com a
presente invengdo ou uma forma inativada, ou um mutante, derivado, analogo
ou fragmento do referido microorganismo, como aqui acima descrito.

De um modo preferido, o paciente a ser tratado € um animal.
De um modo ainda mais preferido, o animal € um mamifero, ainda mais
preferivelmente o mamifero ¢ um mamifero doméstico. Em uma modalidade
preferida, o animal doméstico é um cachorro, um gato, um criceto, um
macaco, um rato ou um camundongo. Em ainda uma outra modalidade
preferida, o animal é gado, um cavalo, um porco, um macaco, uma ovelha ou
uma cabra. Em ainda uma outra modalidade preferida, o mamifero € um ser
humano.

A administra¢do de um microorganismo de acordo com a
invencgdo no contexto do método de tratamento e/ ou profilaxia da presente
inveng¢do pode ser executada em qualquer forma desejada, conhecida daqueles
versados na técnica. De um modo preferido, a administragdo abrange o uso e
a aplicagdo de composigdes, como aqui acima descrito, que podem conter, de

um modo opcional, por exemplo, veiculos farmacéuticos ou cosméticos, ou
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excipientes, como aqui acima descrito. A dosagem e o curso do periodo de
tempo da administragdo podem ser estabelecidos de acordo com qualquer
informacdo adequada, conhecida daqueles versados na técnica. De um modo
preferido,a referida dosagem e o curso do periodo de tempo podem ser
estabelecidos, tal como aqui acima descrito.

A invencio ¢ ilustrada pelas Figuras 1 a 7, tal como descrito a
seguir:

Figura 1: apresenta os resultados de um experimento, que
analisa a influéncia da redu¢do da concentracdo de peptideos pelos
lactobacilos sobre a produgio de H,S pelas bactérias aerdbicas gram-
negativas, presentes na saliva.

Figura 2: apresenta os resultados de um experimento, que
analisa a influéncia dos sobrenadantes do lactobacilo sobre o crescimento de
S. salivarius, tal como descrito no Exemplo 3.

Figura 3: apresenta os resultados de um experimento, que
analisa a influéncia do lactobacilo sobre o crescimento de P. gingivalis, tal
como descrito no Exemplo 5.

Figura 4: apresenta os resultados de um experimento, que
analisa a influéncia do sobrenadante lactobacilo tratado por calor sobre o
crescimento de S. salivarius, tal como descrito no Exemplo 6.

Figura 5: apresenta os resultados de um experimento, que
analisa a redu¢do da concentragdo de peptideos pelo lactobacilo de acordo
com a invengao.

Figura 6: apresenta os resultados de um experimento, que
analisa a redu¢@o da concentragdo de peptideo pelos lactobacilos liofilizados
de acordo com a invengao.

Figura 7: apresenta um perfil de aminoacido tipico de um
extrato de PTU.

Uma melhor compreensdo da presente invengdo e de suas
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muitas vantagens sera obtida a partir dos exemplos que se seguem, oferecidos
unicamente para fins ilustrativos, e que ndo tém a intengdo de limitar o escopo

da presente inven¢do, de nenhum modo.

Exemplo 1

Meios

Meio TSY:

Mistura de TSY (Difco, USA) 30 g/
Extrato de levedura (Deutsche Hefewerke,

Alemanha) 3¢/l
Meio MRS leve:

Peptona Tripticase: 1,0 g/
Extrato de Levedura: 0,5 g/l
Hidrogeno citrato de diamoénio 0,2 g/l
Acetato de sédio 0,5 g/l
Heptaidrato de MgSO, 0,050 g/1
Monoidrato de MnSOy, 0,025 g/1
Monoidrato de D- Glicose: 1 g/l
K,HPOy: 0,2 g/l
Acido Oleico: 0,1 % (p/v)
Meio Sintético:

Guanina: 0,1 g/
Citosina: 0,1 g/l
Timidina: 0,1 g/l
2'-Deoxiadenosina: 0,1 g/l
2'-Deoxiuridina: 0,1 g/
K,HPO,: 2 g/l
Acetato de Sédio 5¢/l
Heptaidrato de MgSO, 0,1 g/l

Hidrogeno citrato de diaménio: 2g
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Diidrato de CaCl,:

Acido Oleico:
Cianocobalamina:
Riboflavina:

Acido Félico:

5-Fosfato- monoidrato de piridoxal
Acido 4-Aminobenzbico:
D (+)-Biotina:

Acido Ascérbico:

Acido Nicotinico:
Pantotenato de Ca:

Tiamina:

Nitrato- Hexaidrato de Cobalto (II) :

Monoidrato de MnSOj, :
Heptaidrato de MgSO;, :
NazMOO4 :

Extrato de PTU (Ohly, Deutsche Hefewerke

Germany):

85

(ou como mencionado em outro local)

Monoidrato de D- Glicose:
Meio FAB:

Mistura de Peptona
Extrato de Levedura
Tioglicolato de Sddio
Cloreto de Sddio

Agar N° 1

HCI L- Cisteina
Resazurina

Bicarbonato de Sodio

0,5 g/
0,1% (p/v)
0,02 mg/1
10 mg/1
0,2 mg/1
10 mg/1
0,2 mg/1

1 mg/l
500 mg/1
10 mg/1

10 mg/1

1 mg/l
500 mg/1
20 mg/1
500 mg/1
0,04mg/ml

15 g/l

10 g/1

15,0 g/1
10,0 g/l
0,5 g/l
2,5 ¢/l
0,75 g/l
0,5 g/l
0,001 g/
0,4 g/l
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- Hemina 0,005 g/

Vitamina K 0,0005 g/
Armazenamento e Crescimento

O armazenamento e o crescimento de cepas pode ocorrer de
acordo com procedimentos ordindrios. Por exemplo, as cepas podem ser
armazenadas como materiais congelados, a -80 °C. 1 ml de uma cultura pode
ser deixado ser desenvolvido a uma fase estacionaria (OD600/ mL 4-8) em
Meio MRS e misturado com 500 pl de uma solugdo de glicerina a 50% estéril
e congelado.

Culturas de S. salivarius foram desenvolvidas em meio TSY
até uma fase estacionaria (ODgg ml 1-2) e tratadas como acima mencionado.
A cepa de S. salivarius preferivelmente usada nos experimentos foi S.
salivarius DSM 20560 (Andrews and Horder, 1906).

O cultivo de S. salivarius (DSM 20560) assim como de
isolados foi efetuado de um modo anaerdbico em placas de 6 reservatorios
com 8 ml de Meio TSY, durante a noite, a 37 °C.

Lactobacilos (DSM 19825, 19826, 19827) foram cultivados de
um modo anaerébico em 150 pl de meio sintético em placas de 96
reservatorios, durante 24 horas, a 37 °C.

A mistura de lactobacilos e de S. salivarius foi efetuada em
razdes de contagem celular de 1:100 (lactobacillus: S. salivarius) em %2 meio
TSY. Isto foi efetuado em placas de 96 reservatorios.

A suspensdo da cultura foi incubada durante 12 horas em um
espectrofotdmetro de microplaca Bio Tek PowerWave, a 37°C.

Como um controle, 2 Meio TSY ndo- consumido ou Meio
MRS leve foi usado, em vez da cultura de lactobacilos.

A estimulagdo do crescimento de S. salivarius foi visivel pela
compara¢do da densidade Optica maxima (ODgo, max) Ou da taxa de

crescimento maxima (Vm) com e sem lactobacilos, apés 10 horas de
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incubagfio (ODgo, max) Ou durante o crescimento exponencial (Vmax).

A estimulagdo é definida como uma densidade 6ptica méaxima
aumentada (ODggo, max) Ou @ taxa de crescimento maximo (Vma.) em pelo
menos 10%.

Exemplo 2
Classificacio taxonomica de cepas

A classificagdo taxondmica das cepas foi efetuada de acordo
com o seu padrio de fermentagio de carboidrato. Este foi determinado usando
o sistema API 50 CH (bioMerieux, Franga) e analisado usado a versdo de
software APILAB PLUS 3.3.3 (bioMerieux, Franca).

Exemplo 3
Teste sobre a estimula¢do do crescimento de Strepfococcus salivarius com
o sobrenadante de lactobacilos

As bactérias foram cultivadas como no Exemplo 1. O
sobrenadante de lactobacilos (em particular DSM 19826) foi obtido através de
centrifugacdo em 4000 x g durante 15 minutos. A mistura do sobrenadante de
lactobacilos com S. salivarius foi efetuada em razdes volumétricas de 2:1 para
4:1 (S. salivarius: sobrenadante de lactobacilos) em %2 Meio TSY. Isto foi
efetuado em placas de 96 reservatorios. A suspensdo da cultura foi incubada
durante 12 horas em um espectrofotometro de microplaca Bio Tek
PowerWave, a 37°C. Como um controle, Y2 Meio TSY ndo- consumido ou
Meio MRS leve foi usado em vez do sobrenadante de lactobacilos.

A estimulagdo do crescimento foi testada como no Exemplo 1.
Uma estimula¢do bem sucedida do crescimento de S. salivarius com
sobrenadantes dos lactobacilos pdde ser observada. Estes resultados sfo
mostrados na Figura 2.

Exemplo 4
Nao-estimulacdo do membro do patéogeno oral da flora oral S. Mutans

As culturas de S. salivarius foram desenvolvidas como no
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Exemplo 1. Streptococcus mutans (DSM 20 253) foi desenvolvido em 5 ml de
Meio TSY em tubos Falcon de 15 ml fechados durante a noite. As bactérias
orais foram misturadas em uma razdo volumétrica de 2:1 com o sobrenadante
de lactobacilos e o crescimento foi testado como no Exemplo 1. Como um
controle, as bactérias orais foram cultivadas com 2 Meio TSY néo
consumido, em vez do sobrenadante de lactobacilos.

Nio foi observada nenhuma estimulagdo do crescimento do
patdgeno oral S. mutans pelos lactobacilos.

Além disso, a ndo-estimulacdo do crescimento de S. mutans
pode ser testada pelo ensaio que se segue:

Lactobacilos (por exemplo, DSM 19825, 19826, 19827) foram
cultivados, de um modo anaerdbico, em 150 pl de meio sintético, em placas
de 96 reservatérios, durante 24 horas, a 37°C. Streptococcus mutans (DSM 20
253) é desenvolvido sob condigdes anaerdbicas, em 5 ml de meio TSY, em
tubos Falcon de 15 ml fechados, durante a noite, a 37°C. (lactobacilus: S.
mutans) em %2 meio TSY. Isto é efetuado em placas de 96 reservatérios. A
suspensdo da cultura é incubada, de um modo aerébico, durante 12 horas, em
um espectrofotometro de microplaca Bio Tek PowerWave, a 37°C. Como um
controle, %2 meio TSY ndo- consumido € usado em vez da cultura de
lactobacilos.

Exemplo 5
Nao-estimulacio do membro do patégeno oral da flora oral P. Gingivalis

As culturas de S. salivarius foram desenvolvidas como no
Exemplo 1. Porphyromonas gingivalis (DSM 20709) foi desenvolvido, de um
modo anaerdbico, em 5 ml de meio FAB, em tubos Falcon de 15 ml fechados,
a 37°C, durante a noite. P. gingivalis foi misturado em uma razdo volumétrica
de 2:1 com o sobrenadante de lactobacilos (de DSM 19826) e cultivado, de
um modo anaerdbico, em placas de 96 reservatérios. Como um controle, P.

gingivalis foi cultivado com meio FAB ndo- consumido, em vez do
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sobrenadante de lactobacilos.

Nio foi observada estimulagdo do crescimento do patogeno
oral P. gingivalis pelos lactobacilos. Os resultados sdo apresentados na
Figura 3.

Além disso, a ndo-estimulacdo do crescimento de P. gingivalis
pode ser testada através do ensaio que se segue:

Lactobacilos (por exemplo, DSM 19825, 19826, 19827) sédo
cultivados, de um modo anaerébico, em 150 pul de meio sintético em placas de
96 reservatorios, durante 24 horas,a 37°C. Porphyromonas gingivalis (DSM
20 709) é desenvolvido, de um modo anaerdbico, em 5 ml de meio FAB, em
tubos Falcon de 15 ml fechados, a 37°C, durante a noite. A mistura de
lactobacilos e de P. gingivalis é efetuada em razdes de contagem celular de
1:100 (lactobacilo : P. gingivalis) em um meio FAB. Isto é efetuado em
placas de 96 reservatdrios. A suspensdo da cultura € incubada, de um modo
aerobico, durante 45 horas, em uma estagdo de trabalho anaerébica Whitley
DG250 (Meintrup- DWS, Alemanha), a 37°C. Como um controle, o meio
FAB nio- consumido € usado, em vez da cultura de lactobacilos.

Exemplo 6
Resisténcia a temperatura da capacidade estimulante dos lactobacilos

As bactérias foram desenvolvidas como no Exemplo 1. Os
sobrenadantes dos lactobacilos (de DSM 19827) foram incubados a 80°C,
durante 10 minutos, em uma incubadora. Apds o resfriamento do
sobrenadante a temperatura ambiente, o sobrenadante de lactobacilos foi
misturado, em uma razdo volumétrica de 1:2, com culturas de S. salivarius
desenvolvidas e a estimulagdo foi testada como no Exemplo 1, incluindo os
experimentos de controle. (A estimulacdo foi testada, assim como o uso de
bactérias do patégeno oral, tal como descrito nos Exemplos 4 e 5. Foi
demonstrado que o comportamento nio -estimulante dos lactobacilos em

relagdo as bactérias de oral- patdégeno ndo ¢ influenciado pelo tratamento
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térmico). Nenhuma influéncia através do tratamento térmico sobre a atividade
de estimulacdo em relagdo a S. salivarius pode ser observada. Os resultados
sdo apresentados na Figura 4.
Exemplo 7
Sensibilidade da estimulagao a liofilizagao

S. salivarius foi desenvolvido como no Exemplo 1.
Lactobacilos foram cultivados, de um modo anaerdbico, em 50 ml de meio
sintético, em garrafas de 100 ml fechadas (Schott, Alemanha), durante a noite,
a 37°C. O sobrenadante dos lactobacilos foi obtido através de centrifugacao a
4000 x g, durante 15 minutos. 20 ml do sobrenadante foram congelados a -
80°C e liofilizados, sob vacuo, durante 16 horas. O sobrenadante liofilizado
foi novamente suspenso em 20 ml de H,0O. O sobrenadante novamente
suspenso foi misturado com a cultura de S. salivarius em uma razdo de 2:1 (S.
salivarius: sobrenadante novamente suspenso ) em %2 meio TSY, em placas
de 96 reservatorios. A estimulagdo do crescimento foi testada como no
Exemplo 1, incluindo os experimentos de controle.

A atividade de estimulagdo ndo foi diminuida através de
liofilizagdo.
Exemplo 8
Reducio da concentracio de peptideos pelos lactobacilos

Lactobacilos (DSM 19827) foram cultivados como no
Exemplo 1. A cultura principal foi cultivada em um meio sintético contendo
15g/1 de peptideos (extrato de PTU). O meio foi inoculado com 10 pl da
suspensdo da cultura e cultivado, de um modo anaerobico, a 37°C, durante 24
horas. Entfo, a concentragdo de peptideos foi determinada e foi revelado que
ela havia diminuido em pelo menos 20%, ap6s 24 horas.

Os resultados demonstraram uma reducdo efetiva da
concentragdo de peptideos através do crescimento dos lactobacilos e s@o

ilustrados pela Figura 5.
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Exemplo 9
Sensibilidade da reducio da concentrac¢io de peptideos a liofiliza¢ao

Lactobacilos (DSM 19827) foram cultivados em 100 ml de
meio sintético a 37°C, durante 24 horas. A totalidade da cultura foi
centrifugada a 4000 x g durante 15 minutos e novamente suspensa em 20 ml
de H,0O. 20 ml de lactobacilos novamente suspensos foram congelados a —
80°C e liofilizado, sob vacuo, durante 16 horas.

Para o ensaio de absor¢do de peptideos, 10 mg de lactobacilos
liofilizados foram novamente suspensos em H,O e centrifugados a 4000 x g,
durante 10 minutos. 1 ml de meio sintético contendo 7g/1 de peptideos foi
adicionado ao granulo, e ap6s 5 minutos de incubagdo a 37°C, as células
foram removidas através de centrifugagdo. A concentragdo de peptideo no
sobrenadante foi determinada. A concentragdo de peptideo no meio, apos a
remocéo da célula, foi reduzida para 2 g/l. Isto corresponde a uma absorgédo
de 0,5 mg de peptideo/ mg de lactobacilos liofilizados.

Estes resultados mostram uma redugdo efetiva na concentragao
de peptideos pelos lactobacilos em um estado liofilizado, tal como ilustrado
na Figura 6.

Exemplo 10
Influéncia da reducdo da concentracio de peptideos pelos lactobacilos
sobre a produ¢io de H,S pelas bactérias anaerébicas gram- negativas.

Os lactobacilos foram cultivados e liofilizados como no
Exemplo 8. Para o experimento, 10 mg de lactobacilos liofilizados foram
novamente suspensos em H,O, em uma placa de reservatério profundo, e
centrifugados a 4000 x g, durante 10 minutos. 1 ml de meio sintético,
contendo 3 g/l de peptideos, foi adicionado ao grénulo e, apés 5 minutos de
incubagdo a 37°C, as células foram removidas através de centrifugagdo. O pH
do meio ndo foi alterado pela incubagdo. O meio foi entdo inoculado com 50

ul de saliva humana n#o- estéril e incubado, de um modo anaerébico, durante
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6 horas, a 37°C. A placa de reservatorio profundo foi coberta com papel de
filtro estéril, impregnado com acetato de chumbo. A produgéo de sulfeto de
hidrogénio pelos microorganismos da saliva foi monitorada pelo
escurecimento do papel de filtro.

Uma produgdo reduzida de H,S no meio tratado com
lactobacilos foi observada através da comparacdo do escurecimento com o
experimento de controle, sem a incubagéo prévia com lactobacilos.

Estes resultados mostram que uma incubag¢do prévia do meio-
com lactobacilos resulta em uma produgdo diminuida de H,S, durante a
incubagéo subseqﬁeﬁte do meio com os fnicroorganismos a partir da saliva
humana.
Exemplo 11
Composicao de pastilha ()

A composigdo de pastilha é preparada, de um modo preferido,

como descrito no Exemplo 4, na pagina 8 da DE-C2 36 45 147, em que, em

adicdo aos ingredientes mencionados no referidlo Exemplo 4, o
microorganismo acima mencionado, pertencente ao grupo de bactérias do
acido latico, é adicionado em uma quantidade de 10 a 10'%, de um modo
preferido de 10’ a 10® células por mg da pastilha.
Exemplo 12
Composi¢ao de pastilha (II)

A composigdo de pastilha € preparada, de um modo preferido,

como descrito no Exemplo 5, na pagina 8 da DE -C2 36 45 147, em que, em

adicdo aos ingrediente mencionados no referido Exemplo 5, o
microorganismo acima mencionado, pertencente ao grupo de bactérias do
acido latico, é adicionado em uma quantidade de 10%> a 10"?, de um modo
preferido de 10° a 10® células por mg da pastilha.

Exemplo 13

Composiciao de Dentifricio
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A composi¢do de dentifricio € preparada, de um modo

preferido, como descrito no Exemplo 3, na pagina 8 da DE -C2 45 147, em

que, em adigdo aos ingredientes mencionados no referido Exemplo 3, o
microorganismo acima mencionado, pertencente ao grupo de bactérias do
acido latico, € adicionado em uma quantidade de 10> a 10", de um modo
preferido de 10° a 10® células por mg do dentifricio.
Exemplo 14
Composicio de dentifricio a base de giz

A composigdo de dentifricio a base de giz é preparada, de um
modo preferido, como descrito no capitulo 7.1.4.4 “Rezepturbeispiel”, na
pagina 205 do livro texto “Kosmetik”, W. Umbach (editor ), 2% edicéo,
Thieme Verlag, 1995, em que, em adi¢do aos ingredientes mencionados no
referido capitulo na pagina 205, o microorganismo acima mencionado,
pertencente ao grupo de bactérias do acido latico, é adicionado em uma
quantidade de 10% a 10", de um modo preferido de 10° a 10® células por mg
do dentifricio a base de giz.
Exemplo 15
Gel- Dentifricio a base de acido silicio / fluoreto de s6dio

O gel- dentifricio com base na composi¢do de dentifricio de
acido silicico/ fluoreto de sédio € preparado, de um modo preferido, tal como
descrito no capitulo 7.1.4.4 “Rezepturbeispiel”, na pagina 205 do livro texto
“Kosmetik”, W. Umbach (editor), 2* edi¢do, Thieme Verlag, 1995, em que,
em adi¢do aos ingrediente mencionados no referido capitulo na pagina 205, o
microorganismo acima mencionado, pertencente ao grupo de bactérias do
4cido latico, é adicionado em uma quantidade de 10* a 10", de um modo
preferido de 10° a 10® células por mg do gel- dentifricio, com base em acido
silicico/ fluoreto de sddio.
Exemplo 16

Composicao de dentifricio contra o tartaro
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A composi¢do de dentifricio contra o tartaro € preparada, de
um modo preferido, como descrito no capitulo 7.1.4.4 “Rezepturbeispiel” na
pagina 206 do livro texto “Kosmetik”, W. Umbach (editor), (2 ® edigdo),
Thieme Verlag, 1995, em que, em adig¢do aos ingredientes mencionados no
referido capitulo, na pagina 206, o microorganismo acima mencionado,
pertencente ao grupo de bactérias de acido latico, é adicionado em uma
quantidade de 10% a 10'2, de um modo preferido de 10° a 10® células por mg
de dentifricio contra o tartaro.

Exemplo 17
Composicao de goma de mascar
A composicdo de goma de mascar é preparada, de um modo

preferido, tal como descrito no Exemplo 6, na pagina 9 da DE-C2 36 45 147,

em que, em adi¢do aos ingredientes mencionados no referido Exemplo 6, o
microorganismo acima mencionado, pertencente ao grupo de bactérias do
acido latico, é adicionado em uma quantidade de 10* a 10", de um modo
preferido de 10° a 10® células por mg da goma de mascar.
Exemplo 18
Composicio de colutério concentrada

A composicdo de colutério concentrada € preparada, de um
modo preferido, tal como descrito no capitulo 7.1.4.4 “Rezepturbei'spiel”, na
pagina 206 do livro texto “kosmetik”, W. Umbach (editor), 2* edi¢do, Thieme
Verlag, 1995, em que, em adi¢do aos ingredientes mencionados no referido
capitulo na pagina 206, o microorganismo acima mencionado, pertencente ao
grupo de bactérias do acido latico, é adicionado em uma quantidade de 10° a
10" células por ml da composigdo de colutério concentrada.
Exemplo 19
Preparacao de Filme

Preparacio de filmes:

1. Fase aquosa:
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- agua quente a 60°C

- aspartame (adogante) é adicionado sob agitacdo

- aspartame € completamente dissolvido

- um formador de filme soltvel em &gua polimérico, similar,
por exemplo, a Kollicoat IR (polietileno glicol em alcool polivinilico) ou PVP
(polivinil pirrolidona) em polimeros naturais, tais que alginatos, s&o
adicionados sob agitagdo até que eles sejam dissolvidos;

- ap6s 10 minutos, o resto da espuma € removido

- 0 microorganismo acima mencionado, pertencente ao grupo
de bactérias de acido latico, em uma quantidade de 10% a 10", de um modo
preferido de 10° a 10® células por filme de aroma final sdo adicionadas apés o
resfriamento da mistura; de um modo alternativo, o mutante ou derivado do
microorganismo acima mencionado, pertencente ao grupo de bactérias do
acido latico ou um andlogo ou fragmento das mesmas, o microorganismo
acima mencionado pertencendo ao grupo de bactérias de acido latico podendo
ser adicionado;
2. Fase oleosa

- mentol € dissolvido em 6leo de horteld-pimenta

- polisorbato 80 ¢ adicionado & mistura de 6leo de hortela-
pimenta-mentol, sob agitacdo;

- esta mistura € entdo adicionada a propileno glicol, sob

agitagdo

- colorantes opcionais (tais que pigmentos, lacas) podem ser
adicionado
3.

- sob agitacdo, a fase oleosa é lentamente misturada com a fase
aquosa
4,

- os filmes delgados sdo gerados mecanicamente usando um
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dispositivo de corte.

Formulagdes de amostra:

formulagéo I formulagdo Il
peso [g] composigéo no filme [%] peso [g] composi¢do no filme [%]

Fase ]
Aspartame 0,7 1,4 0,7 1,8
Kollicoat IR 35,0 68,5 25,0 65,8
Acido ascérbico - - 1,0 2,6
Flavorizante cereja 6,0 15,8
Agua desmineralizada 85,0 - 80,0
Fase II
mentol 1,4 2,7 -
6leo de horteld-pimenta 5,6 11,0 -
polisorbato 80 0,7 1.4 -
propileno glicol 7,0 13,7 5,0 13,2
laca verde 0,7 1,4 -
laca azorubina - - 0,3 0,8
soma 136,1 100,0 118,0 100,0
conteudo de sélidos 51,1 . ] 38,0

Outras modalidades e usos da invencdo serdo evidentes para
aqueles versados na técnica, a partir da consideragdo do relatério e da prética
da invencéo aqui exposta. Todas as referéncias aqui citadas, que por qualquer
razdo, incluam todas as publicagdes, todas as patentes U.S. e todas as patentes
estrangeiras e todos os pedidos de patente U.S. estrangeiros, séo
especificamente e inteiramente incorporadas a este, a titulo referencial, para
todos os propésitos. E intencionado que o relatério e os exemplos sejam
considerados exemplares apenas com o escopo e o espirito verdadeiros da

invencdo indicada pelas reivindicagdes apensas.
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continua em uma folha adicional m

Requerente faz uso dos direitos sob a Regra 32 EPC

D. ESTADOS DESIGNADOS PARA OS QUAIS FORAM FEITAS INDICACOES (se as

indicagdes ndo sdo para todos os Estados designados)

E. FORNECIMENTO SEPARADO DE INFORMACOES (deixar em branco se ndo
aplicdvel)

As indicacdes relacionadas abaixo serio submetidas ao Escritorio Internacional posteriormente

especificar a natureza geral das indicacdes, por exemplo, "Numero de Acesso do Depdsito™
P g ¢ P P D

Somente para uso do Escritorio recebedor Somente para uso do Escritorio Internacional

[ Esta folha foi recebida com o pedido [ Esta folha foi recebida pelo Escritério
internacional internacional

Funcionario autorizado: Funcionério autorizado:

Forma PCT/R0O/134 (Julho de 1998; reimpresso em janeiro de 2004)
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Requerente ou agente: Funcionario autorizado:
Referéncia de arquivo N3128 PCT

INDICACOES RELACIONADAS A UM MICROORGANISMO DEPOSITADO
(Regra PCT 13bis)

A. As indicagdes feitas abaixo se referem ao microorganismo referido na descri¢do
na pagina 25, linha 19-29

B. IDENTIFICACAO DO DEPOSITO Outros dep6sitos estdo identificados em uma folha
adicional O

Nome da instituicdo depositaria:
DSMZ-Deutche Sammlung Von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH

Endereco da institui¢do depositaria (incluindo codigo postal e pais)

Inhoffenstr. 7B
D-38124 Braunschweig

DE

Data do depésito Numero de Acesso

1 de Novembro de 2007 DSM 19826

C. INDICACOES ADICIONAIS (deixar em branco se ndo aplicavel) Esta transformagdo
continua em uma folha adicional O

Requerente faz uso dos direitos sob a Regra 32 EPC

D. ESTADOS DESIGNADOS PARA OS QUAIS FORAM FEITAS INDICACOES (se as

indicacbes ndo sdo para todos os Estados designados)

E. FORNECIMENTO SEPARADO DE INFORMACOES (deixar em branco se ndo

aplicavel)

As indicagdes relacionadas abaixo serdo submetidas ao Escritério Internacional posteriormente

(especificar a natureza geral das indicagdes, por exemplo, "Numero de Acesso do Depdsito")

Somente para uso do Escritério recebedor Somente para uso do Escritério Internacional

[ Esta folha foi recebida com o pedido [ Esta folha foi recebida pelo Escritdrio
internacional internacional

Funcionario autorizado: Funcionario autorizado:

Forma PCT/RO/134 (Julho de 1998; reimpresso em janeiro de 2004)
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Requerente ou agente: Funcionario autorizado:
Referéncia de Arquivo N3128 PCT

INDICACOES RELACIONADAS A UM MICROORGANISMO DEPOSITADO
(Regra PCT 13bis)

A. As indicagdes feitas abaixo se referem ao microorganismo referido na descrigdo
na pagina 25, linha 19-29

B. IDENTIFICACAO DO DEPOSITO Outros dep6sitos estdo identificados em uma folha
adicional ]

Nome da instituigdo depositaria:
DSMZ-Deutche Sammlung Von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH

Endereco da institui¢do depositaria (incluindo codigo postal e pais)

Inhoffenstr. 7B
D-38124 Braunschweig

DE

Data do depésito Nimero de Acesso

1 de Novembro de 2007 DSM 19827

C. INDICACOES ADICIONAIS (deixar em branco se ndo aplicavel) Esta transformagdo
continua em uma folha adicional W

Requerente faz uso dos direitos sob a Regra 32 EPC

D. ESTADOS DESIGNADOS PARA OS QUAIS FORAM FEITAS INDICACOES (se as

indicagdes ndo sdo para todos os Estados designados)

E. FORNECIMENTO SEPARADO DE INFORMACOES (deixar em branco se néo

aplicavel)

As indicagBes relacionadas abaixo serdo submetidas ao Escritorio Internacional posteriormente

(especificar a natureza geral das indicagdes, por exemplo, "Numero de Acesso do Depdsito™)

Somente para uso do Escritério recebedor Somente para uso do Escritdrio Internacional

[ Esta folha foi recebida com o pedido [ Esta folha foi recebida pelo Escritorio
internacional internacional

Funcionario autorizado: Funcionario autorizado:

Forma PCT/RO/134 (Julho de 1998; reimpresso em janeiro de 2004)
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20

25

REIVINDICACOES

I. Composi¢do cosmética, caracterizada pelo fato de

compreender um microrganismo selecionado do grupo consistindo em
microrganismos possuindo ndmero de acesso DSMZ DSM 19825, DSM
19826 ou DSM 19827 e um excipiente ou veiculo cosmeticamente ou
oralmente aceitavel para reduzir o mau odor oral

em que o microrganismo € capaz de estimular o crescimento
de Streptococcus salivarius, mas de nao estimular o crescimento de
Streptococcus mutans e/ou de Porphyromonas gingivalis

2. Composicdo farmacéutica, caracterizada pelo fato de

compreender um microrganismo selecionado do grupo consistindo em
microrganismos possuindo nimero de acesso DSMZ DSM 19825, DSM
19826 ou DSM 19827 e um excipiente ou veiculo farmaceuticamente ou
oralmente aceitavel para reduzir o mau odor oral

em que o microrganismo € capaz de estimular o crescimento
de Streptococcus salivarius, mas de nao estimular o crescimento de
Streptococcus mutans e/ ou de Porphyromonas gingivalis.

3. Composi¢ao de alimento ou ragdo, caracterizada pelo fato

de compreender um microrganismo selecionado do grupo consistindo em
microrganismos possuindo ndmero de acesso DSMZ DSM 19825, DSM
19826 ou DSM 19827 e um excipiente ou veiculo oralmente aceitavel para
reduzir o mau odor oral

em que o microrganismo € capaz de estimular o crescimento
de Streptococcus salivarius, mas de nao estimular o crescimento de
Streptococcus mutans e/ ou de Porphyromonas gingivalis.

4. Composi¢ao de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada

pelo fato de que a referida composi¢cao € um dentifricio, goma de mascar,
pastilha, colutério, enxaguadura bucal, fio dental ou fita dental.

5. Composicdo de acordo com qualquer uma das

Peticao 870190021660, de 06/03/2019, pag. 32/34
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reivindicacoes 1 a 4, caracterizada pelo fato de que o microrganismo estd em

uma quantidade de 107 al0'2 células por mg ou em uma quantidade 10> a 103
células por ml de composi¢ao.

6. Uso de um microrganismo selecionado do grupo consistindo

5  em microrganismos possuindo nimero de acesso DSMZ DSM 19825, DSM

19826 ou DSM 19827, caracterizado pelo fato de ser para a reducao do mau

odor oral e/ou da halitose.

Peticao 870190021660, de 06/03/2019, pag. 33/34
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Crescimento de S. Salivarius com e
sem sobrenadante de lactobacillus
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FIGURA 2
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Crescimento de P. Gingivalis com
e sem sobrenadante de lactobacillus
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FIGURA 3
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Crescimento de S. Salivarius com e sem
sobrenadante de lactobacillus tratado com calor
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Reducao de peptideos através de lactobacilos
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FIGURA 5
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Reducao de peptideos através de
lactobacilos liofilizados
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[% AA em forma livre de sal dm]
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FIGURA 7
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