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RESUMO

PRODUTOS DENTIFRICOS QUE CONTEM UM PEPTIDO QUE
POTENCIA O CRESCIMENTO DOS 0OSSOS

. . Masculino
Pico de massa ossea

Menopausa

Feminino —pm

.Massa ossea

Ossos em risco

Intervalo de fractura

Idade

A presente invencdc tem por objecto produtos denti-
fricos tal como pastas de dentes, colutdrios e fios den-tais,
produtos esses que sdo potenciados por terem neles
dissolvidos, dispersos ou sob a forma de revestimento, um
composto dque promove o crescimento dos ossos. 0Os compostos
preferidos, que se descrevem, sdo sequéncias de péptidos que
contém 10 a 50 amincdcidos. As sequéncias s3o caracte-rizadas
por conterem um elemento de ligacgdo da integrina tal como uma
sequéncia RGD e a parte remanescente dos aminodcidos
contiguos & sequéncia RGD seguéncia numa fosfo-glicoproteina
extracelular da matriz. As sequéncias podem ser formuladas
para serem dispersas na pasta de dentegs ou em colutérios e
podem ser administradas para potenciar o crescimento dos
ossos/dentes. Quande os produtos dentifri-cos s8c utilizados
repetidamente ao longo do tempo, poten-ciam uma boa sgatide

dentaria.



DESCRICAO

PRODUTOS DENTIFRICOS QUE CONTEM UM PEPTIDO QUE
POTENCIA O CRESCIMENTO DOS 0SS0OS

AREA TECNICA

A presente invengdo tem por objecto, de uma forma geral,
a area dos produtos dentifricos e, mais particu-larmente,
esses produtos complementados de tal modo que se-jam tteis no

tratamento de doengas dos ossos.
ANTECEDENTES DA INVENCAO

Utiliza-se uma vasta gama de produtos dentifricos in-
cluindo pastas de dentes, c¢olutdriocs e fiocs dentais. Estes
produtos destinam-se geralmente a reduzir as doengas denti-
fricas. Contudo, estd muitc bem documentado que os dist(r-
bios dos tecidos dos ossos e do metabolismo mineral ligados
ao esqueleto causam numerosos e significativos problemas de

salide e isso pode ser especifico dos problemas dentifricos.

Nog seres humanos, o maximo da massa Ossea ocorre en-tre
a idade dos 15 e os 40 anos e refere-ge como "o pico da massa
6ssea." Depois da idade degse pico da massa Ossea, a massa
Sssea comega a declinar gradualmente e a forga meclnica dos
ossos val-se reduzindo de acordo com isto. Conse-quentemente,
quando a forga mecénica declina até a um certo nivel, o
individuo incorre num risco maior de fracturas OGsseas. Esta
ocorrénecia mnatural € designada por osteoporose se for

suficientemente severa para ser patogénica.

A velocidade. & qual ocorre a perda Ossea difere de

individuo para individuo e especialmente no que respeita ao
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género. Nas mulheres, a velocidade da perda Ossea acelera
imediatamente apds a meénopausa (ver figura 1) por causa de um
declinio significativo do estrogénio disponivel, uma hormona
gue desempenha um papel c¢ritice na manutengdo de um wmeta-
bolismo sauddvel dos ossos. A osteoporose apds a menopausa
constitui um importante problema clinico porque aflige um NG-
mero significativo de mﬁlheres.lNomeadamente, a relac¢do entre

mulheres e homens para paclentes com osteopo-rose & de 3:1.

-

A maioria das doencas Osseas é caracterizada pela perda
dos minerais dos ossos, enfraquecimento dogs ossos e conse-
guentemente, um amento da . frequéncia e da severidade das
fracturas ©6sseas, que sdo. chamadas "fracturas patoldgicas.”
Na populacdo mais wvelha, isto tem impactos sociais signifi-
cativos assim como wuitas das pessoas que fazem fracturas
6sseas tém dificuldades com a mobilidade, o gque lava muitas
vezes & deterioracdo de outras funcdes mentais e fisicas,
resultando em deméncia, enfragquecimento muscular e/ou fadiga.
Além disso, a morbidez e a dor aumentam significativamente
por eventos trombéticos( tal como embo-lias pulmonares que

ocorrem em resultado de fracturas da bacia ou pélvicas.

Nos Estados Unidos .apenas, diz-se que 52 milhSes de

mulheres com idade superior a 45 anos irdo sofrer de osteo-

porose nos anos 2000, A populagdo mundial que neste momento

tem osteoporose anda & volta de 200 milhdes. A incidéncia

anual das fracturas p%tolégicas apenas nos Estados Unidos &

de aproximadamente 1/5 milhSes. Estima-se que os custos

médios anuais com esteF pacientes com osteoporose nos Estados

~Unides e no mundo sej%n de $14 mil milhSes e $60 mil milhdes,

. {
respectivamente.

] 0 LIaY L} ‘ P-4 - -
A insuficiéncia Irenal & também um problema de salde

significativo relacicnade com o metabolismo dos minerais e

I
} 2

|
I



com a formagdo dos ossos do esqueleto e o nimero de paci-

entes com este problema esta a aumentar rapidamente. Nestes

pacientes a funcgdo renal vai diminuindo gradualmente por um
pericdo de varios anos, até dez anos. Quando a fung¢do renal
se reduz aproximadamente até a um quarto (1/4) do nivel de
uma pessoa sauddvel, os pacientes sd3c classificados como
tendo uma insuficiéncia renal crénica. Quando passa para
aproximadamente para um gexto (1/6), ©s pacientes necesgsitam
de comegar a fazer diadlise e designa-se este estado por
doenga renal em estddio terminal (DRET, designada por ESRD na
terminologia inglesa). Em pacientes com insuficiéncia renal
crénica, os niveis no soro de minerais importantes tal como o
calcio e o fosfato perdem a sua homeostase normal, o que
resulta em malformagdes do esqueleto. Designa-se por osteo-
digtrofia renal (ODR), que & uma ostecoporose sgecunddria da
inguficiéncia renal. A ODR pode também causar uma fractura
patoldgica como a‘osteoporose. A preva-léncia da doenga renal
em estadio terminal (DRET) nos Esgta-dos Unidos esta a
aumentar rapidamente e atingiu aproxima-damente 300 milhares
em 2000. Como a DRET & uma parte da insuficiéncia renal, deve

haver um ntmerc muito maior de pacientes com ODR.

Ha varias outras doengas dos tecidos do esdueleto e do
metabolismo dos minerais tal como doenga de Paget, ragquitis-
mo, osteopetrose, hiperparatiroidismo e outras e um certo nd-

merc de pacientes sdo afectados por estas doengas.

Metabolicamente, os ossos sdo Srgdos muito activos com a
reabsor¢dc e a formag¢d3o dos ossos a ocorrer continuamente
(remodelacdo) . A reabsor¢do Ossea & facilitada pelos osteo-
clastos gque se diferenciam da linha de células de mondci-
tog/macréfagos. Os osteoclastos aderem a superficie dos ossos
e degradam o tecido dos ossgos pela secregd@c de acidos e das

enzimas. Og osteoblastos facilitam a formagdo dos ossos por



meio da aderéncia ao tecido degradado dog 08805 e a secrecdo
de proteinas da matriz dos ossos, gue 8do mineralizados
principalmente pelo cédlcic e pelo fosfato. Os osteoblastos
diferenciam-se dentro das c¢élulag dos ossos (ostedcitos) e

tornam-se parte do tecido &sseo,

Tém-se tentado numerosas abordagens experimentais quer
para acelerar a formagdo Gssgea ou para diminuir a reabsor-gdo
éssea. Por exemplo, factores de c¢rescimento conhecidog como
PMOg ({proteinas morfogenéticas dos ossos), FTCR (factor de
transformagio do crescimento B), FCI (factor de crescimento
gsemelhante & insulina), factor de crescimento do fibroblasto
(FCF) sédo conhecidos por terem actividades bioldgicas
potentes na formag¢do dos osseos. Em particular, algumas
mocléculas da sub-familia das PMO, tal como PMO-2 sdo olhadas
como uns dos factores de crescimento mais po-tentes para
tecidos duros. Contudo, estes factores ndo tém sido
desenvolvidos como agentes terapéuticos para doencgas sisté-
micas dos osgos. Por nenhum deles poder ser libertado
gelectivamente para os ossos, alguns destes factores tal como
as PMOs convertem tecido mole em tecido duro. Designa-se por
calcificagio ectépica e &€ um efeito adverso para eles quando
se wutilizam éistemicamente. Além disso, o8 processos de
formacdo e de reabsorgdc dos ossos estdo t8o fortemente
ligados o gue faz aumentar de forma selectiva a formagdo dos
osgos ou a inibigd3o selectiva e torna a reabsorgdo dos ossos

extremamente dificil.

Actualmente, had uma necessidade de um tratamento efecti-
vo para a perda Ossea. Agentes terap&uticos tais como estro-
génio, calcitonina, vitamina D, fluoreto, Iprifravon, bisfos-
fonatos, e alguns outros falharam em providenciar meios de
tratamento satisfatérios. (Gennari et al., Drug Saf. (1994)

11 (3): 179-95).



O estrogénio e os seus andloges sdo administrados fre-
quentemente aos pacientes com osteoporogse postmenopausa. A
terapia de substituigdo com estrogéniog envolve a adminis-
tragdo de estrogénio imediatamente antes ou depois do inicio
da menopausa. Contudo, como € muitas vezes o casc com hormo-
nas de esterdides, a utilizagdo de estrogénios a longo prazo
tem efeitos adversog significativos tais como cancros da mama
e outros cancros ginecoldgicos (Schneider et al., Int. J.

Fertil. Menopausal Study (1995) 40 (1): 40-53).

A calcitonina, uma hormona enddgena produzida pela
tirdéide, liga-se selectivamente aos osteoclastos, por via do
seu receptor, e inactiva-og. Dado que o osteoclasto & a Gnica
célula gque pode dissolver o tecido oOsgeo, a ligagdo da
calcitonina pode bloquear ou retardar a degradagdo dos ossos
causada pelo osteoclasto. Contudo, este mecanismo biolégico
tem um periodo de vida muitec curto, porgue os osteoclastos se
tornam tolerantes a este fédrmaco de uma forma relativamente
rapida. Por isso, a utilizag@o de calcitonina nidoc consegue

ser uma opgdc terapéutica a eficaz.

0 fluoreto tem mostrado que aumenta a massa Ossea guando
& administrado a seres humanos. Contudo, embora a massa Ossea
seja aumentada, a forga mecdnica ndoc o &. Por isso, apesar do
aumento aparente da massa Ossea, permanece o risco de
fractura (Fratzl et al., J. Bone Mineral Resg. (1994) 9 (10):
1541-1549), Além disgo, a administra¢do de fluoreto tem

riscos significativos para a salde.

0 iprifravon tem sido utilizado para tratar a
osteoporcse em areas limitadas no mundo. Contudo, a eficécia

actual deste composto € guestiondvel e ndc é amplamente acei-

te como um agente terapéutico para doengas dsseas.



Os bisfosfonatos s8o compostos derivados de piro-
fosfato. As sginteses envolvem a substituigdo de um &tomo de
oxigénio, situado entre dois &dtomos de fdsforo, por carbono e
a modificagdo do carbono com varios substituintes. Embora os
bisfosfonatos sejam conhecidos por suprimir a reabsorgio
Ossea, tém pouco efeito na formagdo dos ossos. Além disso, os
bisfosfonatos aderem a superficie Jdssea e permanecem ai
durante um tempo muitc longo causando uma diminuig¢do, a longoe
prazo, da renovagio do tecido 6sseo. Como ¢ tecido &sseo
necessita de ser renovado continuamente, esta diminuig8o da
renovagic resulta, em dltima andlise, na deterioracdo dos
ossos (Lufkin et al., Osteoporos. Int. (1994) 4 (6): 320-322;
Chapparel et al., J. Bone Miner. Res. (199%5) 10 (1): 112-

118).

Outro problema significativo com o8 agentes descritos
antes & que, com excepgdo do fluoreto e do iprifravon, eles
ndo sdo apropriados para administragdo cral e assim devem ser
dados parentericamente. Dado que os distirbios dos ossos gédo
muitas vezes crdnicos e requerem uma terapia de 1ongé prazo,
& importante que os agentes terapéuticos sejam apropriados

para administracdo oral.

Em resumo, existe uma necegsidade significativa de um
agente terapéutico gue previne ou trata a perda Ossea. Em
particular, & altamente desejédvel um novo farmaco que possa
aumentar selectivamente a formac8o &ssea e/ou o namero de
osteoblastos sem afectar a reabsorcio Ossea ou og tecidos

moles.

Um outro problema de saltde da maior importéncia rela-
cicnado com o esgueleto & o metabolismo dos minerais rela-
cionado com og dentes. Apenas nos Estados Unidos estima-se

que 67 milhdes de pesscas sdo afectadas por doenga perio-



dontal e que o custo anual do seu tratamento foi de aproxi-
madamente $6,0 mil milhSes em 2000. Diz-se que 90 % de toda a
populacdo vai ter caries dentdrias na sua vida. O custo anual
para as tratar & superior a $50 mil milh®es por ano apenas

nos Estados Unidos.

As cédries dentarias sdo uma doenga universal e afectam
criangas e adultos. A doenga periodontal, por outro lado,
afecta principalmente adultos e, em particular, os idosos. Em
muitos casos, a gengiva dos pacientes egtd inflamada e
destruida, o osso alveolar que suporta os dentes estd deteri-
orade. O cimento que constitui o nlGcleo da raiz estd também
danificado e, consequentemente, os dentes caem. Um dos
tratamentos mais comuns para a perda dos dentes envolve a
utilizacdo de um implante dental. Coloca-se um implante
artificial (implantes dentifricos integrados nos ossos) no
espa¢go que perdeu o dente. Em virios casos, substitui-se uma
dentadura inteira por implantes. Contudo, os implantes
frequentemente perdem-se, ou caem porque a sua fixagdo no
osso alveoclar nem sempre tem sucesso. Dado gue © 0s8so
alveolar estd de alguma forma danificado nestes pacientes, o
implante nem sempre pode ser bem suportadc no osso alveolar.
Ouando o osso alveolar estd severamente dani-ficado, faz-se
um enxerto de um osso autdgeno. Neste caso, retira-se o
enxerto do osgso de outro tecido do esgueleto do mesmo
paciente e enxerta-se na area alveolar danificada para que o
tecido duro seja regenerado e o sinus figque ai elevado. Dado
que estes tratamentos requerem materiais biocompativeis caros
e/ou técnicos altamente competentes, o custo do tratamento &

normalmente muito alto.

Cré-se que ag cidries dentidrias sdo causadas por condi-
¢Bes &dcidas na cavidade oral. Por exemplo, os aglcares sdo

convertidos em &acido e dissolvem a superficie dos dentes.



Embora em muitos casos apenas o esmalte e uma parte da
dentina sejam afectados, os danos podem atingir a cavidade da
polpa dentaria em casos severos o gue causa uma dor Signi-
ficativa. Q tratamento mails tipico & o enchimento da lesio da
cdrie com materiais que nfdo se degradam tal comoc metais ou
6xido de metal. O tratamento das céries dentdrias depende
principalmente dos materiails e das técnicas utili-zadas pelos

dentistas, que s8o muitas vezes caros.

Embora alguns agentes terapéuticos tenham sidc desen-
volvidos e utilizados na &area dentldria, sdo geralmente ape-
nas fédrmacos anti-inflamatériog, analgésicos e antibid-ticos.
N3o se desenvolveram, de uma forma dJgeral, agentes tera-
péuticos eficazes gue melhorem directamente os tecidos duros
periodontais. A patente WO 99/60017 descreve a sequéncia de
aminodcidos do elemento fosfatlrico excretado de tumores
metastdsicos (EFEM). Os péptidos derivados de EFEM que contém
tanto os elementos RGD como o8 SGDG ou apenas a sequéncia RGD
est3o também explicitamente des-critos naquele documento.
Diz-se que o elemento de ligac¢@o & integrina (RGD) e a se-
quéncia de 1ligagdo ao glicosamino-glicano (SGDG) regulam
interac¢des importantes com © osso e a matriz dentdria mine-
ral e desempenham um papel importante na mineralizagdo Ossea.
Sugere-se que a utilizagdo dos péptidos referidos antes, que
compreendem estes elementos, induz o crescimento dos ossos.
Obviamente, h& uma procura significativa de um agente tera-
péutico que promova a regeneragdo do osso alveolar e/ou dos
dentes e aumente o nimeroc e a actividade dos odonto-
blastos/ostecblastos que ajudam a formar os tecidos den-

tarios.



RESUMO DA INVENGAO

A invengdo tem por objecto produtos dentifricos incluin-
do pasta de dentes, colutdrios, e fio dental, pro-dutos esses
que contém um material de base e um composto gue aumenta o
crescimento dos ossos. O composto & um péptido escolhido nas
SEQ ID NO: 44 e 46 gue & Util no tratamento ou na prevencdo
de um estado clinico associado a perda 6ssea ou & fraqueza
dos ossos. A sequéncia de aminodcidos da SEQ ID NO: 44 ou 46
contém um elemento de ligag¢fo da integrina que pode estar na
conformagdo D (dextrdgira) ou L {levdgira). As unidades
remanescentes do mondmerc (a sequénceia diferente do elemento
de 1ligag¢do da integrina) no composto sdoc amincacidogs de
ocorréncia natural com uma gequéncia que € praticamente igual
4 sequéncia de amincdcidos contigua & sequéncia RGD na
proteina da sequéncia ocorréneia natural, a fosfoglico-
proteina extracelular da matriz (Rowe ét. al., Genomics

(2000) 67:56-68).

Um dos aspectos da presente invengdo é um péptido que

consiste na SEQ ID NO: 44 ou 46.

Um outro aspecto -da presente invencdo consiste em
providenciar pasta de dentes que compreende uma concen-tragio
suficiente de um composto da presente invengdo para melhorar
os dentes e/ou o crescimento dos ossos alveclares ossos em

que ocorreu a deterioragdo.

Ainda um outro aspecto da presente invengdo consiste em
providenciér‘ um colutdrio que compreende uma concen-tragdo
suficiente de um composto da presente invengdc para melhorar
os dentes e/ou o crescimento dos ossos alveolares ©gsos em

gue ccorreu a deterioragdo.



Ainda um outro aspecto da presente invengfo consiste num
fio dental com um revestimento e/ou que estd embebido num
composto da presente inven¢gdo numa quantidade tal que a
aplicagdc repetida acs dentes e/ou nos ossos alveolares
resulta numa melhoria dog dentes e/ou no crescimento dos

ossos alveolares ossog em gue ocorreu a deterioragdo.

Uma caracteristica da presente invengdo consiste no
facto de um composto da presente invengdo conter uma
sequéncia de um elemento de ligagdc da integrina numa con-

formagdo D ou L.

Uma vantagem da presente invengdoc consiste no facto de

um composto da presente invengdo melhorar © crescimento do

esqueleto.

Uma outra vantagem da presente invengdo consiste no
facto de wum composto da presente invengdo aumentar a
gquantidade de osteoblastos e possivelmente das c¢élulas de

odontoblastos na superficie esgquelética de crescimento

recente.

Um outro aspectoc da presente invengdo consiste em
providenciar uma formulagdo para utilizag8o terapéutica que
contém uma concentracgdo suficiente de um composto da presente
invengdo e gue pode ser injectada na polpa dos dentes, o
espago entre a raiz dos dentes e a gengiva, oOu nos o0gsos
alveolares para prevenir os danos nos dentes e/ou nos ossos
alveolares ou para regenerar ¢ tecido duro nos dentes
danificados e/ou os ossos alveclares. Um dos objectos da
presente invencdc consiste em providenciar uma composigdo
para ser utilizada num processo de tratamento da perda &ssea,
por meio da administragdo/ aplicagdo de gqualquer formula-

cdo/composicdo da presente invencdo.
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Estes e outros objectos, aspectos, caracteristicas e
v . . o
vantagens torfnar-se-do evidentes para os especialistas na ma-

téria depois de lerem a presente descrigéo.
BREVE DESCRIGAO DAS FIGURAS

A figura 1 representa um grafico gque mostra a relagdo

entre a massga Ossea e a i1dade em geres humanos.

A figura 2 é& um desenho esquemdtico de uma matriz
extracelular de fosfoglicoproteina em que a &rea designada
por "A' inclui sequéncias que correspondem aos péptidos da
presente invengdo e a &rea designada por "B" & um elemento
bastante homélogo em relagdo a um grupe de fosfoglico-

proteinas da matriz dos ossos-dentes tal como osteopontina

(OPN), sialofosfoproteina de dentina (SFFD), proteina 1 da
matriz de dentina (PMD1}, e sialoproteina II dos ossos
(SPOII) .

As figuras 3A, 3B, 3C, e 3D sdo fotografias actuais de
seccdes transversais dos ossos (de um estudo de uma cultura
de O6rgios do escalpe de ratos com sete dias) que mostram os
efeitos de um controlo (figura 3A}, factor de crescimento do
fibroblasto 1 (FCPF-1) (figura 3B), e dois péptidos da
presente invengdo designados por D-00004 e D-00006 (figura 3C

e 3D, respectivamente) .

A figura 4 representa um gridfico que compara os efeitos

de diferentes compostos no escalpe.

DESCRICAC DETELHADA DOS ENQUADRAMENTOS PREFERIDOS

Antes de se descrever a pasta de dentes, os colu-tdrios,

os produtos de fio dental, os péptidos, as formula-¢des, e as

11



utilizagdes da presente invencgdo, deve entender-ge gue a
presente invengdo ndo estd limitada a nenhum dos enqua-
dramentos particulares descritos, e como tal pode, obvia-
mente, variar. Também se deve entender que a terminologia
aqui utilizada tem apenas a finalidade de descrever enquadra-
mentos, & ndo pretende limitar o dmbito da presente invencgdo

gue estard limitada apenas pelas reivindicagdes em anexo.

Quando se dd um intervalo de valores, entende-se que
cada valor interveniente, até &s décimas da unidade do limite
inferior, a menos que o contexto claramente o dite doutra
forma, entre os limites superior e inferior do intervalo,
estid também especificamente descrito. Cada in-tervalo mais
peqgqueno entre qualgquer valor estabelecido ou qualquer valoxr
interveniente num dado intervalce e qualquer outro wvalor
estabelecido ou interveniente estd englobado na presente
inven¢do. 0Os limites supericres ou inferiores destes inter-
valos mais pequeﬁos podem, independentemente, estar incluidos
ou excluides do intervalo, e em c¢ada intervalo em que
qualquer um dos limites ou ambos estdo incluidos em
intervalos mais pequencs, estdo também englobados na presente
invencdo, sujeitos a qualquer limite especificamente excluido
no intervalo referido. Quando o intervalo estabelecideo inclui
um ou ambos os limites, os intervalos, excluindo um qualguer
ou -ambos os que incluem os limites, est8o também englobados

na presente invengdo.

A menos que seja definido de outra forma, todos oS
termos técnicos e cientificos aqui utilizadeos tém o mesmo
significado que & normalmente entendido por um especialista
na matéria a gque esta invengdo pertence. Embora se possa
utilizar qualguer processo ou material similar ou equiva-
lente aocs descritos aqui, na pratica ou nos ensaios da pre-

sente invengdo, og processos e os materiais preferidos véo
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agora ser descritos. Todas as publicagdes mencionadas aqui
descrevem os processos e/ou os materiais em relacd3o com as

publicagdes aqui citadas.

Deve notar-se que, tal como se utilize aqui e nas rei-
vindicagdes em anexo, ag formas no singular "um, uma", e "o,
a" incluem os referente plurais a menos gque o contexto
claramente o dite de outra forma. Assim, por exemplo, a
referéncia a "um péptido" inclui uma pluralidade desses pé-
ptidos e a referéncia a "o processo" incluil a referéncia a um
ou mais processzogs e equivalentes conhecidos pelog especia-

listas na matéria, etc.

As publicagdes discutidas agui sdo indicadas apenas para
a sua descricao antes da data de registo do presente pedido
de patente de invengdo. Nada agqui foi féito como uma admissdo
de gue a presente invengdo tenha sgido autorizada antes da
data dessa publicagdo em virtude de invengdes anteriores.
Além disso, as datas das publicagdes indicadas podem ser
diferentesldas datas da présente publicagdo gue podem ter de

ser confirmadas independentemente.

DEFINICOES

A expressdo "produto dentifrico" refere-se a todo e
qualquer produto utilizado na boca. Preferencialmente O pro-
duto utilize-se numa base regular pelos consumidores tal como
pasta de dentes, colutdrios e fio dental. Contudo, o© termo
inclui produtos utilizados apenas por cirurgides da boca e
dentistas tal como implantes dentifricos e materiais utili-

zados para preencher as cavidades dentérias.

Os termos "tratar", "tratamento", e similares s3oc utili-

zados aqui intermutavelmente e gignificam a obtengdo de um
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efeito farmacoldégico ou fisiclégico desejado. O efei-to pode
ser profildctico em termos de prevenir completa-mente ou
parcialmente uma doenga ou um seu sintoma e/ou pode ser uma
terapéutica em termog da cura parcial ou completa de uma
doenga e/ou de um efeito adverso atribuido & doenca tal como
o aumento do efeito da vitamina D. "Tratamento" tal como se
utiliza agqui cobre o tratamento ae uma doenga num vertebrado
e particularmente num mamifero e€ mais particularmente num ser

humano e inclui:

(a) a prevengdo de que a doenga ocorra num individuo que
pode ser predisposto para a doenga mas a quem ainda essa
doenga ndo fol diagnosticada;

(b) a inibicdo da doencga, 1isto &, parandoc o sgeu
degenvolvimento; ou

(¢) o alivio da doenga, isto &, causando a regressdoc da

doenca.

A presente invencgdo temlpor ocbjecto, particularmente os
péptidos aqui descritos que tornam possivel tratar paci-entes
gque tenham experimentado perda O&ssea ou que se espera Jue
venham a ter uma perda &ssea e assim tem particular-mente por
objecto a prevengdo, a inibigdc ou o alivio dos efeitos da
perda Ossea. Um individuo & "tratado" desde que se submeta a
experiéncias terapéuticas com efeitos detectéaveis e benéficos
que possam ser medidos com base numa variedade de critérios
diferentes incluindo um aumento do crescimento dsseo, aumento
da resisténcia dos ossos ou outras caracteristicas que sdo
entendidas, de uma forma geral pelos especialistas na matéria
e gue sdo desejavels no que respeita ao tratamento de doengas

relaciconadas com 08 0OsSsS0S.

O termo "anticorpo" significa uma proteina de imuno-

globulina capaz de se ligar ao antigénio. O termc "anticor-
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po" tal como se wutilize aqui, entende-se como incluindo
fragmentos de anticorpos (por exemplo, F{ab’)., Fab', e Fab)
capazes de se ligar a um antigénio ou a um fragmento

antigénico de interesse.

O termo "liga-se especificamente” significa uma elevada
avidez e/ou uma ligagdo de elevada afinidade de um anticorpo
a um péptido especifico - especificamente um péptido da pre-
sente invengdo. A ligagdo do anticorpo ac seu epiteope alvo
especifico & mais forte do gque a ligagdo do anticorpo a
outros epitopos noc péptido ou a outros epitopos noutros
péptidos. Osg anticorpos que se ligam especifica-mente a um
péptido de interesse podem ser capazes de se ligar a outros
péptidos a um nivel fraco, mas ainda de-tectavel (por exemplo
10 % ou menos do que a ligagdo exibida com o péptido de
interesse). Essa ligagdo fraca ou ligagdo de fundo & facil-
mente discernivel a partir da ligagdo do anticorpo especifico
ac péptido de interesse, por exemplo por melo da utilizagdo

dos controclos apropriados.

A expressdo "perda Ossea" refere-se a qualgquer situacdo
em que a massa Ossea, substidncia ou matriz ou qualgquer com-
ponente do esqueleto, tal como célcio e fosfato, estad diminu-
ida ou os ossos estdo enfraquecidos tal como em termos da sua

capacidade para resistirem a partirem-se.

0 termo "esqueleto" inclui tantos ossos como dentes. Da
mesma maneira, © termo "esquelético" significa tantos ossos

como dentes.

0O termo ‘"osteoporose" entende-se como referindo-se a
qualquer esgtado c¢linico que envolva perda Ossea, 1isto €,
envolvendo uma reducdo na gquantidade da massa ossea ou da

substéncia, zresultantes de gualquer causa. O termo resulta
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particularmente numa perda ©Ossea resultante da desmine-
raliza¢do dos ossos, diminuigdo dos estrogéniocs post meno-

pausa ou peri-menopausa ou danificag¢do dos nervos.

O termo "individuo" refere-se a qualgquer vertebrado, par-
ticularmente qualquer mamifero e, mais particularmente,

incluindo individuos humanos.

INVENCAC NO GERAL

No geral, a presente invengdo compreende gqualquer pro-
duto dentifrico que contenha um composto conforme acqui des-
crito, gue aumenta © crescimento &6ssec. O produto & prefe-
rencialmente uma pasta de dentes, um colutdrio ou um £fio
dental. O composto & um péptido escolhide das SEQ ID NO: 44 e
46. Og aminodcidos sdo um dos vinte L-aminodcidos de ocorrén-
cia natural. Contudo, o©g D-aminodcidos podem estar presentes
assim como amincdcidos andlogos. Uma sequéncia da presente
inveng¢do compreenderd um elemento de ligagdo da integrina tal
como a sequéncia RGD quer na forma L ou D, mas prefe-
vencialmente na conforma¢do L. O péptido da presente invengdo
pode ser amidado ou ndo-amidado na sua terminagdo C ou
carboxilado ou ndo carboxilado na sua terminagaoc N. O péptido
da presente invengdo contém um elemento de ligagao de
glicogsaminoglicano tal como a sequéncia SGDG na forma de
isémero L ou D. Um composto da presente invengdo € ainda
caracterizado pelalactividade bicldgica, isto &, potencia o
cregcimentc dos ossos assim como o crescimento ou o reforgo
dos osteocblastos ou das cé€lulas de odontoblastos na

superficie do esqueleto de crescimento recente.
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PRODUTOS DENTIFRICOS ESPECIFICOS

A presente invengdo & amplamente aplicavel a todos os
tipos de produtos dentifricos e & particularmente Gtil no que
respeita aos produtos utilizados pelos consumidores numa base

regular tal como pasta de dentes, colutdrio e fio dental.

Exemplos especificos de pasta de dentes que podem ser
modificados pelo facto de terem um composto da presente
inven¢do dissoclvido, gsuspensc ou misturado incluem as
composigbes de pasta de dentes descritas nas patentes norte-
americanas 6.045.780; 5.951.966; 5.932.193; 5.932.191; e
5.876.701. Estas patentes assim como as patentes e
publicacdes citadas nessas patentes, tém por £im descrever
vidriags composicdes de pastas de dentes que podem ser

utilizadas de acordo com a presente invengdo.

Os compostos da presente invengdc podem também ser
utilizados em combinagdo com todos os tipos de coclutdrios. Os
varios compostos incluindo os péptidos especificos aqui
descritos pode ser dissolvidos ou dispersos dentro de uma
vasta gama de composig¢des diferentes incluindo as compo-
sigBes de colutdrios descritas nas patentes norte-americanas
5.993.785; 5.817.295; 5.723.106; 5.707.610; 5.549.885;
5.470.561; 5.466.437; 5.455.,023; ©5.407.664; 5.328.682; e
5.256.401 em conjunto com ag patentes e as publicagfes ai
citadas de modo a descrever as varias composigdes de

colutdérios fGteis no &mbito da presente invencgdo.

Os compostos da presente invengdo podem também ser
revestidos ou absorvidos ., em vérics tipos de materiais
filamentosocs utilizados como fios dentais. Exemplos
especificos de fios dentais que podem ser utilizados em

combinagdoc com a presente invengdo incluem os descritog nas

17



patentes norte-americanas 6.102.050; 6.080.481; 6.027.592;
6.026.829; 6.016.816; 5.967.155; 5.937.874; 5.915.392;
5.904.152; 5.875.797; e 5.845.652 em conjunto com as patentes
e as publicagdes ai citadas de modo a descrever og varios
materiais filamentosocs de fios dentais gue podem ger

utilizados em combinacdo com a presente invengio.
PEPTIDOS ESPECIFICOS

Exemplos especificos de outros péptidos aqui descritos
compreendem sete a quarenta e sete aminodcidos em cada um dos
lados da sequéncia RGD da sequéncia de ocorréncia natural da
fosfoglicoproteina extracelular da matriz. Assim, exemplos
destes péptidos compreendem sequéncias que sge podem retirar
da sequéncia que se segue e incluem a sequéncia RGD que se

mostra a negrito:

DSQAQKSPVKSKSTHRIQHNIDYFLKHLSKVKKIPSDFEGSGYTDLQERGDNDISPFSG
DGQPFKDIPGKGEATGPDLEGKDIQTGFAGPSEAFSTHL (SEQ ID NO: 1}

Exemplos especificos de péptidos dque compreendem a

sequéncia RGD como a sequéncia terminal incluem os seguintes:

AQKSPVKSKSTHRIQHNIDYLKHLSKVKKIPSDFEGSGYTDLQERGD (SEQ ID NO: 2).
RGDAQKSPVKSKSTHRIQHNIDYLKHLSKVKKIPSDFEGSGYTDLOE {SEQ ID NOC: 3)
DSQAQKSPVKSKSTHRIQHNIDYLKHLSKVKKIPSDFEGSGYTDRGD {SEQ ID NO: 4)
RGDSPVKSKSTHRIQHNIDYLKHLSKVKKIPSDFEGSGYTDLQE (SEQ ID NO: 5)
DSQAQKSEVKSKSTHREQHNIDYLKHLSKVKKIPSDFEGSGRGD (SEQ ID NO:6)
REDTHRIQENIDYLKHLSKVKKIPSDFEGSGYTDLQE (SEQ ID NO: 7)
DSQAQKSPVKSKSTHRIQENIDYLKHLSKVKKIPSDFERGD (SEQ ID NO: 8)
RGDLKHLSKVKKIPSDFEGSGYTDLQE (SEQ ID NO: 9)
DSQAQKSPVKSKSTHRICHNIDYLKHLSKVKKIPSRGD (SEQ ID NO: 10)
REGDLSKVKKIPSDFEGSGYTDLQE (SEQ ID NO: 11)
DSQAQKSPVKSKSTHRIQENIDYLKHLSKRGD (SEQ ID NO: 12)
RGDVKKIPSDFEGSGYTDLQE (SEQ ID NO: 13)

DSQAQKSPVESKSTHRIQHNIDYLKRGD (SEQ ID NO: 14)
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RGDIPSDFEGSGYTDLQE (SEQ ID NO: 15)
DESCAQKSPVKSKSTHRIQHNIDRGD (SEQ ID NO: 16)
RGDDFEGSGYTDLQE {SEQ ID NC: 17)

DSQAQKSPVKSKSTHRRGD (SEQ ID NO: 18)

RGDGSGYTDLQE (SEQ ID NO: 19)

DSQAQKSPVKRGD (SEQ ID NO: 20)

RGDGYTDLQE (SEQ ID NO: 21}

DSQAQKSRGD (SEQ ID NO: 22)
RGDNDISPFSGDGQPFRDIPGKGEATGPDLEGKRIQTGFA (SEQ ID KO: 23)

Exemplos especificos de péptidos- que compreendem a

sequéncia RGD internamente incluem os seguintes:

NDIRGDSPFSGDGQPFKDIPGKGEATGPDLEGKDIQTGFA {SEQ ID NO: 24)
NDISPFRGDSGDGQPFKDIPGKGEATGPDLEGKDI (SEQ ID NO: 25)
NDISPFSGDRGDGQPFKDIPGKGEATGPﬁL (SEQ ID NO: 26)
FSGDGQPFKDIPGKCEATGPDLEGKDIQTGFAGPSEAESRGDTHL (SEQ ID NO: 27)
IPGKGEATGPDLEGKDIQTGFAGPSERGDAESTHL (SEQ ID NO: 28)
EATGPDLEGKDIQTGFAGRGDPSEAESTHL {(SEQ ID NO: 29)
NDISPFSGDGQPFKDRGDIPGKGEATGPDLEGK {SEQ ID NO: 30)
GKGEATGPDLEGKDIRGDQTGFAGPSEARSTHL (SEQ ID NO: 31)
FSGDGEQPFKDIPGKGEATGRGDPDLEGKDIQTGFAGPSEA (SEQ ID NO: 32)
DGQPFXDIPGKGEATGRGDPDLEGKDIQTGF (SEQ ID NO: 33}
PFKDIPGKGEATGRGDFDLEGKDIQ (SEQ ID NO: 34)
DIPGKGEATGRGDPDLEGKDIQTGFAGP (SEQ ID NO: 35)
DEQPFXDIPGKGEATGRGDPDLEGKDIQTGF (SEQ ID NO: 36)
GKGEATGRGDPDLEGKDIQTGFAGPSEA (SEQ ID NO: 37)
EATGRGDPDLEGKDIQTGF (SEQ ID NO: 38)

EATGRGDPDLEGK (SEQ ID NO: 39)

EATGRGDPDL (SER ID NO: 40)

Todos ou gqualgquer um dog aminoacidos nas sequéncias
antericres pode estar una 'conformagéo D ou L e podem ser
substituidos por andlogos equivalentes. Preferencialmente, as
sequéncias anteriores compreendem aminodcidos de ocorréncia

natural na conformag¢édo L.
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Todas ou qualquer uma das sequéncias anteriores podem
ser amidadas ou ndo amidadas na sua terminagdo C ou carboxi-

ladas ou nio-carboxiladas na sua terminacdo N.

A fosfoglicoproteina extracelular da matriz foi clonada
e caracterizada a partir de um tumor humano que causou
osteomaldcia nos pacientes. Este tipo de tumor extremamente
raro designade por tumor oncogénico de ogteomalacia
hipofosfatémico (OCH) tem sido conhecidoc por causar perda do
fosfato renal, hipofosfatomia (niveis baixos de fosfato no
soro), nivel baixo de calcitriol no soro (1,25-vitamina D3) e
anomalias na mineralizagdo do esqueleto (osteomaldcia). Nos
pacientes com um tumor OOH, a ressecgdo dos tumores resulta
na remissdo de todos os sintomas anteriores e tem sido
proposto que um factor fosfatlrico em circulagdo, segregado
pelo tumor OOH, desempenha um papel na ostecmaldcia. A
fosfoglicoproteina extracelular da matriz foi proposta como
uma candidata desta fosfoglicoproteina do factor fosgfatlrico

{Rowe et. al., Genomics (2000) 67: 56-68).

0 fosfatc desempenha um papel central em muitos dos
processos bisicos essenciails para a célula e a minerali-zagdo
do esqueleto. Em particular, a mineralizagdoc do esqueleto
estd dependente da regulagdo do fosfato e do cdlcio no corpo
e quaisquer distlrbios na homeoestase do fosfato-cdlcio pode
ter repercussdeg severas na integridade dos ossos. Nog rins,
o fosfato perde-se passivamente no filtrado glomerular e &
reabsorvido activamente por via do co-transportador do
fosfato dependente do sddic (Na®). No intestino, o fosfato é
absorvido a partir dos alimentos. Encontrou-se um co-trans-
portador do fosfato dependente do sdédic (Na') expresso no
intestino e fol recentemente clonado (Hilfiker, PNAS 95 (24)
{1298), 14564-14569). O figado, a pele e os rins estio envol-

vidos na conversido da vitamina D3 no seu metabolito activo,
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calcitriol, gque desempenha um papel activo na manuteng¢io do

egquilibrio do fosfato e na mineralizagdo doc esqueleto.

A deficiéncia de vitamina D causa raquitismc nasg
criancas e osteomalacia em adultos. Ambos os estados clinicos
sdo caracterizados por dnsuficiéncia da calcifica-g8o dos

ostedides, que s8o a matriz do esqueleto.

Assim, todas as fungdes humorais mediadas pela
fosfoglicoproteina extracelular da matriz, nomeadamente, a

perda do fosfato renal, a hipofogfatomia (niveis baixos de

fosfato no soro), o calcitriol baixo no soro (1,25-vitamina
D3y, gsdo prejudicials para uma formagdo saudidvel do
esqueleto.

A fosfoglicoproteina extracelular da matriz & um grande
polipéptido com 525 aminodcidos com uma sequéncia de sinal do
terminal N. Por isso, & altamente provéavel que esta molécula
seja segregada a partir das células que a produz no fluido do
corpo e na circulagdo. Dos 525 aminodcidos da sequéncia, 23
elementos amincdcidos na terminagdo ¢ mostraram elevadas
gsemelhancas com um grupo de fosfoglicoproteinas de matriz
mineral dog ossos-dentes tal como osteopontina (OPN), sialo-
fosfoproteina de dentina (DSPP), proteina da matriz de den-
tina 1 {PMD1), e sialo-proteina II do osso (SPOII). Tem sido
sugerido que estas fosfoproteinas da matriz mineral dos
ossos-dentes podem desempenhar papéis importantes na minera-

lizagdo do esqueleto.

Apesar das observagdes anteriores acerca da fosfogli-
coproteina extracelular da matriz, a sequéncia de péptides
mais pequenos contendo o elemento de ligacdo da interina que
estd localizada dentro da sequéncia de aminodcidos e longe da

sua sequéncia de terminal C com um elevado grau de semelhanga

21



com outras fosfoglicoproteina da matriz mineral dog ossos-
dentesg, demonstraram uma actividade muito poténte de formagio
do esqueleto e um aumento do niimero de ostecblastos nessa
superficie de formagdo do esqueleto. A poténecia dessas
actividades foil eguivalente ao factor de crescimento do
fibroblasto (FCF). Foi sufpreendente veri-ficar dque essges
pequenos elementos dentro de uma grande proteina, proteina
que tem uma fungdo destrutiva no esque-leto, demonstraram uma
potente actividade de formagio dos o0sSs08 e que esses pequenos
elementos estavam localizados longe das sequéncias gue
exibiam homologia com outras proteinas conhecidas da matriz

dos ossos-dentes.

OQutro facto surpreendente foi verificar gque elementos
potentes de formagio do esqueleto continham um elemento de
ligagéo da integrina, em particular, a sequéncia RGD. Ja
tinha sido relatado que um péptido sintético que continha a
sequéncia RGD inibia a formagdo dos oss0s e a reabsorgdo num
sigstema de cultura de Orgdos de mineralizacdo do esqueleto
fetal de ratos (Gronowicz et. al. Journal of Bone and Mineral

Regearch 9 (2): 193-201 (1e%s4)), gque & um pProcesso

experimental muito semelhante ao utilizado para ensaiar o te-

ma da presente invengéo.

Além disso, a actividade de formag¢do do esqueleto pro-
videnciada pelos péptidos pequenos da presente invengdo foi
tdo potente gquanto a de um factor intacto de crescimento tal

como o FCF.

EXEMPLOS

Os exemplos que se seguem s&o dados para fornecer aos
egspeclalistas na matéria wuma descrig¢do completa de como

realizar e utilizar a presente invengdo, e ndo pretendem
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indicar que essas experiéncias dadas a segulr gio as Unicas
experiéncias realizaveis. Tém-se feito esgforgos para
assegurar & precisdo no gque respeita aos nlmeros utilizados
(por exemplo, quantidades, temperatura, etc.), mas devem ter-
se em conta alguns erros e desvios experimentais. A menos que
seja -indicado de outra forma, partes sdc partes em peso, peso
molecular & o peso molecular médio do peso, a temperatura
estd em graus centigrados e a pressio &€ prdéxima da pressdo

atmosférica.
EXEMPLC 1
Sintese de D-00001, etc.
Sintetizaram-se manualmente seis péptidos diferentes por
meio de uma estratégia com.9—fluorenilmetoxicarbqnilo (Fmoc)

e preparado gob a forma de uma amida de terminal. Os seis

péptidos sdo comc se segue:

D-00001: IPSDFEGSGYTDLQE (SEQ ID NO: 41)
D-00002: DFEGSGYTDLQERGD (SEQ ID NO: 42)
D-00003: YTDLQERGDNDISPF (SEQ ID NO: 43)
D-00004: ERGDNDISPFSGDGQ (SEQ ID NC: 44)
D-00005: NDISPFSGDGQPFKD (SEQ ID NO: 45)
D-00006: TDLQERGDNDISPFSGDGQPFKD (SEQ ID NO: 46)

(terminacdo C amidada)

Compraram-se derivados de aminodcidos e resinas na
Sachem, Inc., Torrance, CA., e na Novabiochem, La Jolla, CA.

Condensaram-se og respectivos amincdcidog manualmente, por

" etapas, utilizando a resina de 4-(2',4'-dimetoxifenil-Fmoc-

aminometil) -fenoxi. Utilizou-se durante a sintese, co-mo
dissolvente, N-metil pirrolidona. Para a condensgagdo,

utilizou-se di-isopropilcarbodi-imida/N-hidroxibenzotriazole,
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e para a desprotecgdo dos grupos Na-Fmoc, piperidina a 20 %
em N-metil-pirrolidona. Utilizaram-se oS seguinteg grupos de
protecgdo da cadeia lateral: Asn e Gln, tritilo; Asp, Glu,
Ser, e Tre, t-butilo; Arg, 2,2,5,7,8-pentame-tilcroman-6-
sulfonilo; e Lis, t-butoxicarbonilo. As resinas se péptido
protegidas resultantes foram desprotegidas e clivadas da
resina utilizando &dcido trifluorocacético-ticanisole-m-cresol-
etanoditiol-H,0 (80:5:5:5:5, v/v) a 20 °C durante 2 h. Os
péptidos impuros resultantes precipi-taram e lavaram-se com
éter de etilo e depois purificaram-se por cromatografia
ligquida de alta resolugdo de fase inversa e um gradiente de
dgua/ acetonitrilo contendo &cido triflucroacético a 0,1 %).
Obtiveram-se todos os péptidos com um rendimento de 5-20% (a
partir da zresina inicial). A pureza dos péptidos foi
confirmada por cromatografia liguida de elevada resolugdo
analitica. A identidade dos péptidos foi confirmada por meio
de um espectrémetro de massa de pulverizagdo iénica triplo

quadruplochiex API IIIE
EXEMPLO 2
Ensaio no calvaria (escalpe) de rato fetal
Reagentes
Comprou-se FCF-1 na Peprotech Inc. (Rocky Hill, NJ).
RGD-1, 2, 3, 4, 5 e & (referidos aqui por D-00001, D-000C2,

D-00003, D-00004, D-00005 e D-00006) que foram fornecidos

pelo Dr. Nomizu (Universidade de Hokkaido, Japdoc).

Ratosg

Os ratogs-fémeas gravidas foram comprados na SLC Japan

Co. Ltd. (Shizucka, Japédo).
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Cultura de 6rgdo da calvdria (revestimento externo do crénio)

de rato

A cultura de &érgdo da calvaria de rate foi realizada
conforme descrito em Mundy G et al. Science 286: 1946-1949,
1999 e Trailanedes K et al. Endocrinology 139: 3178-3184,
1998. Excisou-ge a calvaria de ratos com 4 dias de idade e
cortou-se ao meio ao longo da sutura sagitdria. Colocou-se
cada metade da calviria numa rede de ago inoxiddvel num prato
de cultura de tecidos com 12 cavidades (&sahi Glass Techno
Corp., Funabasghi, Japdo). Cada cavidade continha 1,5 ml de
meio BGj (Sigma, St. Louls, MO) complementade com albumina de
goro bovino a 0,1 % {(Sigma) e cada um dos compostos. Uti-
lizou-seFCF-1 como um controlo positivo tal como descrito por
Mundy et al. Mudou-se © meico nos dias 1 e 4,e o ensaio

terminou no dia 7.
Angdlise histomorfométrica

Fixou-se a calvaria com formalina tamponada até estar
neutra, a 10 %, descalcificou-se com EDTA a 4,13 % e embebeu-
ge em parafina. Fizeram-se gecgbes de 4 mm de espessura
hematoxilina e eosina; Mediu-se a nova drea Ogsea utilizando

Image-Pro Plus (Media Cyberﬁetics, Silver Spring, MD).

Analisaram-se os seis péptidos do exemplo 1 guanto d sua
capacidade para potenciar o crescimento dos ossos, tendo-gse
realizade o8 engaiog tal como se descreveu no exemplo 2. 08
péptidos gue ndo incluiam a sequéncia RGD ndo deram
resultados ©positivos. Os outros quatro péptidos deram
resultados positivos, sendo obtidos os melhores resultados

com as gequéncias

D~00004: ERGDNDISPFSGDGQ, (SEQ ID NO: 44) e
D-00006: TDLOERGDNDISPFSGDGOPFKD (SEQ ID NO: 46)
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Os melhores resultados est8o na figura 3 (especifi-
camente na figura 3C e na 3D). 0s dados destes resultados

estdo ilustrados graficamente nas figuras 4.
LISTAGEM DE SEQUENCIAS

<110> Yoneda, Toshiyuki

Nomizu, Motoyoshi

Kumagai, Yoshinari

<1l20> Produtos dentifricos centende péptidos que potenciam o

crescimento dos ogsos

<130> BEAR-007WQO

<140> Disponivel

<141>

<150> US 60/225.897
<151> 2000-08-16

<160> 46

<170> FastSEQ para Windows Versdo 4.0
<210> 1

<211l> 97

<212> PRT

<213> Seqguéncia artificial

<220=>

«223> péptido do produto dentifrico
<400> 1

26



Asp Ser Gln Ala Gln Lis Ser Pro Val Lis Ser Lis Ser Tre His Arg

Tle GIn His Asn Ile Asp Tir Leu Lisg His Leu Ser Lis Val Lis Lis
20 25 30
Ile Pro Ser Asp Fen Glu Gli Ser Gli Tir Tre Asp Leu Gln Glu Arg
35 40 45
Gii Asp Asn Asp Ile Ser Pro Fen Ser Gli Asp Gli Gln Pro Fen Lisg
50 55 60
Asp Ile Pro Gli Lis Gli Glu Ala Tre Gli Pro Asp Leu Glu Gli Lis
65 70 75 80
Asp Ile Gln Tre Gli Fen Ala Gli Pro Ser Glu Ala Glu Ser Tre His
85 90 95

Leu

<210= 2
<211l> 47
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> péptido do produto dentifrico

<400> 2

Ala Gin Lis Ser Pro Val Lis Ser Lis Ser Tre His Arxrg Ile Gln His
1 5 10 15
Asn Ile Agp Tir Leu Lis His Leu Ser Lig Val Lis Lis Ile Pro Ser
20 25 30
Asp Fen Glu Gli Ser Gli Tir Tre Asp Leu Gln Glu Arg Gli Asp
35 40 45

<210> 3
<211l> 47
<212> PRT

<213> Sequéncila artificial



<220>
<223> péptido do produto dentifrico

<400> 3

Arg Gli Aszp Ala Gln Lis Ser Pro Val Lis Ser Lis Ser Tre His Arg
1 5 10 15
Ile Gln His Asn TIle Asp Tir Leu Lis His Leu Ser Lig Vval Lis Lis
20 25 | 30
Ile Pro Ser Asp Fen Glu Gli Ser Gli Tir Tre Asp Leu Gin Glu
35 40 45

<210> 4
<211> 47
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> péptido do produteo dentifrico

<400> 4

Asp Ser Gln Ala Gln Lis Ser Pro val Lis Ser Lis Ser Tre His Arg
1 5 10 15
Ile Gln His Asn Ile Asp Tir Leu Lis His Leu Ser Lis Val Lis Lis
20 25 30
Ile Pro Ser Asp Fen Glu Gli Ser Gli Tir Tre Asp Arg Gli Asp
35 40 45

<210> 5

<211> 44

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> péptido do produto dentifrico
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<400> 5

Arg Gli Asp Ser Pro Val Lis Ser Lis Ser Tre His Arg Ile Gln His
1 5 : 10 15
Asn Ile Asp Tir Leu Lis His Leu Ser Lis Val Lis Lis Ile Pro Ser
20 25 30
Asp Fen Glu Gli Ser Gli Tir Tre Asp Leu Gln Glu
35 40

<210> 6
<211> 44
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

«220>

<223> péptido do produto dentifrico

<400> 6

Asp Ser Gln Ala Gln Lis Ser Pro Val Lis Ser Lis Ser Tre His Arg
1 5 10 15
Ile Gln His Asn Ile Asp Tir Leu Lis His Leu Ser Lis val Lis Lis
20 25 ' 30
Ile Pro Ser Asp Fen Glu Gli Ser Gli Arg Gli Asp
35 40

<210> 7
<211> 37
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> péptido do produto dentifrico

<400> 7



Arg Gli Asp Tre Hig Arg Ile Gin His Asn Ile Asp Tir Leu Lis His
1 5 10 15
Leu Ser Lis Val Lis Lis Ile Pro Ser Asp Fen Glu Gli Ser Gli Tir
20 25 30
Tre Asp Leu Gln Glu
35

«<210> 8
«<211l> 41
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> péptido do produto dentifrico

<400> 8

Asp Ser Gln Ala Gln Lis Ser Pro Vzl Lis Ser Lis Ser Tre His Arg
1 5 10 15
Ile Gln His Asn Ile Asp Tir Leu Lis His Leu Ser Lis Val Lis Lis
20 25 30
Ile Prc Ser Asp Fen Glu Arg Gli Asp
35 40

<210> 9
<211> 27
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

220>
<223> péptido do produtc dentifrico
<400> 9

Arg Gli Asp Leu Lis His Leu Ser Lis Val Lis Lis Ile Proc Ser Asp
1 5 10 15
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Fen Glu Gli Ser Gli Tir Tre Asp Leu Gln Glu
20 25

<210> 10
«211> 38
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> péptido do produto dentifrico

<400> 10

Asp Ser Gln Ala Gln Lis Ser Pro Val Lis Ser Lis-Ser Tre His Arg
1 5 10 15
Ile Gln His Asn Ile Asp Tir Leu Lis His Leu Ser Lis Val Lis Lis
20 25 30
Ile Pro Ser Arg Gli Asp
35

<210> 11
<211> 24 -
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> péptido do produtc dentifrico

<400> 11
Arg Gli Asp Leu Ser Lis Val Lis Lis Ile Pro Ser Asp Fen Glu Gli
1 5 10 15

Ser Gli Tir Tre Asp Leu Gln Glu
20

<210> 12
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<211> 32
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> péptido do produto dentifrico

<400> 12

Asp Ser Gln Ala Gln Lis Ser Pro Val Lis Ser Lis Ser Tre His Arg
1 5 ' 10 15
Ile @in His Asn Ile Agp Tir Leu Lis His Leu Ser Lis Arg Gli Asp
20 25 30

<210> 13
<211l> 21
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> péptido do preoduto dentifrico

<400> 13

Arg Gli Asp Val Lis Lis Ile Pro Ser Asp Fen Glu Gli Ser Gli Tir
1 5 10 i5

Tre Asp Leu Gln Glu
20

<210> 14
<211> 28
<212> PRT

«213> Sequéncia artificial

<220>
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<223> péptido do produtc dentifrico
<400> 14

Asp Ser Gln Ala Gln Lis Ser Pro Val Lis Ser Lis Ser Tre His Arg
1 5 : 10 15
Ile Gln His Asn Ile Asp Tir Leu Lis Arg Gli Asp
20 25

<210> 15
<211> 18
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> péptido do produto dentifrico

<400> 15

Arg Gli Asp Ile Pro Ser Asp Fen Glu Gli Ser Gli Tir Tre asp Leu
1 5 10 15

Gln Glu

<210> 16
<211> 25
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> péptide do produto dentifrico

<400> 16

Asp Ser Gln Ala Gln Lis Ser Pro Val Lis Ser Lis Ser Tre His Arg
1 5 10 15
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Ile Gln His Asn Ile Asp Arg Gli Asp

<210>
<211>
<212>
<213>

220>

<223>

<400>

20 25
17
15
PRT
Sequéncia artificial

péptido do produto dentifrico

17

Arg Gli Asp Asp Fen Glu Gli Ser Gli Tir Tre Asp Leu Gln Giu

1

<210>
<21l>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

5 10 i5

18
1g
PRT

Sequéncia artificial

péptido do produto dentifrico

18

Asp Ser Gln Ala Gln Lis Ser Pro Val Lis Ser Lis Ser Tre His Arg

1

5 10 15

Arg Gli Asp

<210>
<211>
<21i2>
213>

12
12
PRT

Sequéncia artificial
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<220>

<223> péptido do produto dentifrico
<400> 19

Arg Gli Asp Gli Ser Gli Tir Tre Asp Leu Gln Glu
1 5 10

<210> 20
<211l> 13
«212» PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> péptido do produto dentifrico

<400> 20

Asp Ser Gln Ala Gln Lis Ser Pro Val Lis Arg Gli Asp
1 5 10

<210> 21
<211= 10
«212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>
<223> péptido do produts dentifrico

<400> 21

Arg Gli Asp Gli Tir Tre Asp Leu Gln Glu
1 5 : 10

<210> 22
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<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> péptido do produto dentifrico

<400> 22

Asp Ser Gln Ala Gln Lis Ser Arg Gli Asp
1 5 10

<210> 23
<211> 40
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> péptido do produto dentifrico

<400> 23

Arg Gli Asp Asn Asp Ile Ser Pro Fen Ser Gli Asp Gli Gln Pro Fen
1 5 1¢ 15
Lis Asp Ile Pro Gli Lis @li Glu Ala Tre Gli Pro Asp Leu Glu Gli
20 25 30
Lis Asp Ile Gin Tre Gli Fen Ala
35 40

<210> 24

<211> 40

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> péptido do produtc dentifrico



<400> 24

Asn Asp Ile Arg Gli Asp Ser Pro Fen Ser Gli Asgp Gli Gln Pro Fen
1 5 10 15
Lis Asp Ile Pro Gli Lis Gli Glu Ala Tre Gli Pro Asp Leu Glu Gli
20 25 30
Lis Asp Ile Gln Tre Gli Fen Ala
35 49

«<210> 25
<21l> 35
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> péptido do produto dentifrico

<400> 25

Asn Asp Ile Ser Pro Fen Arg Gli Asp Ser Gli Asp Gli Gln Pro Fen
1 5‘ 10 15
Lis Asp Ile Pro Gli Lis Gli Glu Ala Tre Gli Pro Asp Leu Glu Gli
20 25 30 |
Lis Asp Ile |
35

<210> 26
<211l> 30
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> péptido do produto dentifrico

<400> 26
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Asn Asp Ile Ser Pro Fen Ser Gli Asp Arg Gli Asp Gli Gln Pro Fen
1 5 10 15
ILis 2sp Ile Pro Gli Lis Gli Glu Ala Tre Gli Pro Asp Leu
20 25 30

<210> 27
<211l> 45
«212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> péptido do produto dentifrico

<400> 27

Fen Ser Gli Asp Gli Gln Pro Fen Lis Asp Ile Pro Gli Lis Gli Glu
1 5 10 15
Ala Tre Gli Pro Asp Leu Glu Gli Lis Asp Ile Gln Tre Gli Fen Ala
20 25 30
Gli Pro Ser Glu Ala Glu Ser Arg Gli Asp Tre His Leu
35 40 45

<210> 28
<211> 35
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> péptido do produto dentifrico
<400> 28

Ile Pro Gli Lis Gli Glu Ala Tre Gli Pro Asp Leu Glu Gli Lis Asp

1 5 10 15

Ile Gln Tre Gli Fen Ala Gli Pro Ser Glu Arg Gli Asp Ala Glu Ser
20 25 30
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Tre His Leu

35

<210> 29
«211l> 30
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> péptido do produto dentifrice

<400> 29

Glu Ala Tre Gli Pro Asp Leu Glu Gli Lis Asp Ile Gln Tre Gli Fen
1 5 10 15
Ala Gli Arg Gli Asp Pro Ser @lu Ala Glu Ser Tre His Leu

20 25 30

<210> 30
<211> 33
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> péptido do produto dentifrico

<400> 30

Asn Asp Ile Ser Pro Fen Ser Gli Asp Gli Gin Pro Fen Lis Asp Arg
1 5 10 15
Gli Asp Ile Pro Gli Lis Gli @Glu Ala Tre Gli Pro Asp Leu Glu Gli
20 25 30

Lis

<210> 31
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«<211l> 33
<212= PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> péptido do produto dentifrico

<400> 31

Gli Lis Gli Giu Ala Tre Gli Pro Asp Leu Glu Gli Lis Asp Ile Arg
1 5 10 15
Gli Asp Gln Tre Gli Fen Ala Gli Pro Ser Glu Ala Glu Ser Tre His
20 25 30

Leu

«210> 32
«211> 40
<212> PRT

<213> Seguéncia artificial

<220>
<223> péptido do produto dentifrico

<400> 32

Fen Ser Gli Asp Gli Gln Pro Fen Lis Asp Ile Pro Gli Lis Gli Glu
1 .5 10 15
Ala Tre Gli Arg Gli Asp Pro Asp Leu Glu Gli Lis Asp Ile Gln Tre
20 25 30
Gli Fen Ala Gli Pro Ser Glu Ala
35 40
210> 33
<211> 31
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
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<220>
<223>

<400>

péptido do produto dentifrico

33

Asp Gli Gln Pro Fen Lis Asp Ile Pro Gli Lis Gli Glu Ala Tre Gli

1

5 10 15

Arg Gli Asp Pro Asp Leu Glu Gli Lis Asp Ile Gln Tre Gli Fen

<210>
<211>
<212>
<213>

«220>

<223>

<400>

20 25 30
34
25
PRT
Sequéncia artificial

péptido do produtce dentifrico

34

Pro Fen Lis Asp Ile Pro Gli Lis Gli Glu Ala Tre Gli Arg Gli Asp

1

5 10 15

Pro Asp Leu Glu Gli Lis Asp Ile Gln

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<4Q00>

20 25
35
28
PRT
Sequéncia artificial

péptido do produto dentifrico

35
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Asp Ile Pro Gli Lis Gli Glu Ala Tre Gli Arg Gli Asp Pro Asp Leu
1 5 10 15
Glu Gli Lis Asp Ile Gln Tre Gli Fen Ala Gli Pro
20 25

<210> 36
<211> 31
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> péptido do produto dentifrico

<400> 36

Asp Gli Gln Pro Fen Lis Asp Ile Pro Gli Lis Gli Glu Ala Tre Gli
1 5 10 15
Arg Gli Asp Pro Asp Leu Glu Gli Lis Asp Ile Gln Tre Gli Fen
20 25 30

<210> 37
<21ll> 28
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> péptido do produto dentifrico

<400> 37

Gli Lis Gli Glu Ala Tre Gli Arg Gli Asp Pro Asp Leu Glu Gli Lis
1 5 10 15
Asp Ile Gln Tre Gli Fen Ala Gli Pro Ser Glu Ala
20 25
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<210> 38
<211> 13
<212> PRT

<213> Seguéncia artificial

<220>
<223> péptido do produto dentifrico

<400> 38

Glu Ala Tre Gli Arg Gli Asp Pro Asp Leu Glu Gli Lis Asp Ile Gln
1 5 10 15

Tre Gli Fen

<210> 39
<211> 13
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> péptido do produto dentifrico

<400> 39

Glu Ala Tre Gli Arg Gli Asp Pro Asp Leu Glu Gli Lis
1 5 10

<210> 40
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
223> péptido do produto dentifrico
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<400> 40

Glu Ala Tre Gli Arg Gli Asp Pro Asp Leu
1 5 10

<210> 41
«<211l> 15
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> D-00001

<221> AMIDACAO
<222> 15

<400> 41

Ile Pro Ser Asp Fen Glu Gli Ser Gli Tix Tre Asp Leu Gln Glu
1 5 ic 15

<210> 42
<211> 15
<«212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
«223> D-00002

<221> AMIDAGAO
<222> 15

<4Q00> 42



Asp Fen Glu Gli Ser Gli Tir Tre Asp Leu Gln Glu Arg Gli Asp
1 5 10 15

<210> 43
<211> 15
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> D-00003

<221> AMIDAGAO
222> 15

<400> 43

Tir Tre Asp Leu Gln Glu Arg Gli Asp Asn Asp Ile Ser Pro Fen
1 5 10 15

«210> 44
<211> 15
<212 PRT

<213> Seguéncia artificial

<220>

<223> D-00004
<221> AMIDAGAO
<222> 15

<400> 44

Glu Arg Gli Asp Asn Asp Ile Ser Pro Fen Ser Gli Asp Gli Gln
1 5 10 15



«<210> 45
<211> 15
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> D-00005

<221> AMIDACAO
<222> 15

<400> 45
Asn Agp Ile Ser Pro Fen Ser Gli Asp Gli Gln Pro Fen Lis Asp
1 5 10 15

<210> 46
<211> 23
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> D-00006

<221> AMIDACAO
<222> 23

«<400> 46
Tre Asp Leu Gln Glu Arg Gli Asp Asn Asp JIle Ser Pro Fen Ser Gli
1 5 10 15

Asp Gli Gln Pro Fen Lis Asp
20 -

Lisboa, 10 de CQCutubro de 2008



REIVINDICAGOES

Produto dentifrico caracterizado pelo facto de com-

preender

(a) um material de base; e

(b) um composto de péptido escolhido entre:
ERGDNDISPFSGDGQ (SEQ ID NO: 44); e
TDLQERGDNDISPFSGDGQPFKD (SEQ ID NO: 46) .

Produto dentifrico de acorde com a reivindicacdo 1, ca-
racterizado pelo facto de compreender a sequéncia

TDLOERGDNDISPFSGDGQPFKD (SEQ ID NO: 46).

Produto dentifrico de acordo com a reivindicacgdo 1 ou 2,
caracterizado pelo facto de o material de base ser uma
pasta e o produto dentifrico ser formulado como uma pasta

de dentes.

Produto dentifrico de acordc com a reivindicagdo 1 ou 2,
caracterizado pelo facto de o© material de base ser uma
pasta de uma pasta de denteg, um liquide de um culo-tdric

ou uma fibra de um fio dental.

Produto dentifrico de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2,
caracterizade pelo facto de o material de base ser uma
solugdo aquosa aromatizada e o produto dentifrico ser

formulado como um culotdrio.

Péptido caracterizado pelo facto de consistir na se-
quéncia de aminodcidos ilustrada na SEQ ID NO: 44 ou na

SEQ ID NO: 46.

Utilizac&o de um péptideo de acordo com a reivindicagdo 6

caracterizada pelo facto de se destinar & preparagdo de



uma composigdo farmacéutica para o tratamento da perda

bssea.

Lisboa, 10 de Outubro de 2008
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