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“COMPOSICAO ORAL PARA REDUZIR O CRESCIMENTO
DE PLACA BACTERIANA EM UMA CAVIDADE ORAL DE
UM INDIVIDUO”

REFERENCIA CRUZADA AOS PEDIDOS RELACIONADOS

Este pedido reivindica prioridade aos Pedidos de Patente
Provisorios dos Estados Unidos de Numeros de Série 60/636.788 ¢
60/636.787 ambos depositados aos 16 de dezembro de 1004, cujos contetdos
sd0 aqui incorporados como referéncias.

FUNDAMENTOS DA INVENCAQ

Biofilme de placa bacteriana ou placa bacteriana dental é um
deposito mole que se forma sobre as superficies da cavidade oral, tal como
tecido e dentes, ¢ € compreendido de um actimulo de bactérias e saliva bem
como de subprodutos de alimento. Placa bacteriana adere tenazmente nos
pontos de irregularidade ou de descontinuidade (e.g. em cdlculo, na linha da
gengiva, sobre a superficic da lingua ¢ dentro de fissuras, ¢ semelhantes).
Além de ser de ma aparéncia, a placa bacteriana esta implicada na ocorréncia
de gengivite e de outras formas de doencga periodontal.

Para a maior parte, as bactérias na cavidade oral sdo uma parte
de um biofilme protetor que essencialmente as toma resistentes & maioria dos
tratamentos. Poucas pessoas limpam sua lingua apds a escovacdo, embora
tenha sido mostrado que tanto quanto 50 por cento das bactérias da boca
podem ser encontradas nela. Adicionalmente, para muitas pessoas, escovagio
ou raspagem da lingua € dificil por causa do reflexo de ansia de vomito.
Portanto, limpeza ndo-mecdnica da lingua ¢ elevadamente desejavel para
aquclas pessoas que ndo incapazes de fazé-la com um dispositivo mecanico.

Uma ampla variedade de agentes tém sido sugerida na arte
para retardar a formacdo de placa bacteriana e as infec¢des orais ¢ doenga
dental associadas com a formagao de placa bacteriana.

Apesar da arte anterior extensiva relacionada com
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composi¢des orais e dentifricias antibacterianas, ainda hd uma necessidade na
arte de formulago de um produto capaz de efeito intensificado na retardagéo
do acumulo de placa bacteriana.
BREVE SUMARIO DA INVENCAQ

A presente invengdo mclui uma composicdo oral contendo um
agente anti-adesdo, preferivelmente uma cisteina protease e mais
preferivelmente ficina. Em outro aspecto, a cisteina protease estd em
combinagdo com um ou mais ingredientes, tais como agente antibacteriano e
tensoativo. O agente anti-adesdo mitiga a interagdo entre a superficie da
cavidade oral e os materiais formadores de placa, tais como bactérias.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A presente invengdo proporciona um tipo especifico de enzima
para prevenir, interromper, ou pelo menos inibir a ligagdo ou adesdo ou
fixagio de material formador de placa bacteriana, incluindo material
bioldgico, compostos quimicos, microorganismos, ¢ bactérias em superficies
de uma cavidade oral. As enzimas para uso na presente invencdo inibem o
desenvolvimento de camada bacteriana que resultaria em desenvolvimento de
placa bacteriana. Acredita-se que tais enzimas funcionam por fixagio em
superficies orais, incluindo tecido macio, e assim, inibem o crescimento de
placa bacteriana ou seu crescimento posterior. Os termos "anti-adesfio" e
"anti-fixagfo" s#o aqui usados intercambiavelmente. Enzimas adequadas para
uso na invengfio incluem enzimas protease anti-adesdo, desejavelmente
cisteina protease ¢ sfo mais diretamente selecionadas do grupo de ficina,
papaina e crilase. Preferivelmente, o agente anti-adesdio compreende ficina e
uma ou mais oufras enzimas, tais como outra(s) enzima(s) anti-adesdo ou
outro tipo de enzima, tal como bromelaina, quimiotripsina, alcalase, amilases,
glicose oxidase, celulases, lipases, e/ou outra protease além da cisteina
protease anti-adesao.

Ficina para uso na invengo pode ser obtida por qualquer meio
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a partir de. Preferivelmente, ¢ obtida por secagem e filtragio do latex do
género Ficus, incluindo Ficus glabrata.

A quantidade de agente anti-adesdo presente na composi¢do
depende da aplicagdo de uso. Esta presente em menos do que 100 partes em
peso em uma composi¢do ou em um veiculo adequado. O agente anti-adesdo
esta desejavelmente presente em uma quantidade em peso de pelo menos 0,01
parte por 100 partes da composicio. Em um aspecto mais amplo, a enzima de
anti-adesdo estd presente em uma quantidade em peso de cerca de 0,01 a cerca
de 10 partes em peso para cada 100 partes em peso da composicao total. Mais
desejavelmente € pelo menos 0,05 parte; e preferivelmente 0,03 a 0,30 parte
adequado para uma composi¢do de pasta.

Um ou mais outros agentes anti-placa bacteriana podem estar
presentes em uma quantidade fotal eficaz anti-placa bacteriana. Agentes
apropriados incluem sem limitagdo, sais de estanho, de cobre, de magnésio e
de estroncio, copolidis de dimeticona tal como copoliol de cetil-dimeticona,
glicoamilase, glicose oxidase, uréia, lactato de célcio, gliferofosfato de célcio,
poli(acrilatos de estroncio) e agentes quelantes tais como acido citrico e acido
tartarico € seus sais de metal alcalino.

As composi¢des podem conter oufros agentes e materiais,
incluindo quaisquer agentes ativos ou cosmeticos e/ou excipientes ou aditivos
para o cuidado oral convencionais. For exemplo, agente antibacterianos
podem estar presente incluindo cloreto de benzetdnio, cloreto de diisobutil-
fendxi-etoxi-etil-dimetil-benzil-amonio, ¢ cloreto de cetil-piridinio bem como
aqueles listados na Patente US 5.776.435 de Gaffar et al,, cujo conteado €
aqui incorporado como referéncia.

As composigdes da invengdo também podem incluir abrasivos,
tais como silica ou perlita; umectantes, tais como glicerina, sorbitol, xilitol,
e/ou propileno glicol; agentes espessantes, tensoativos, uma fonte de ions

fluoreto, um policarboxilato anidnico sintético, um agente aromatizante,
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agentes antitartaro, agentes colorantes, dessensibilizadores (tal como nitrato
de potassio), agentes branqueadores, conservantes, silicones, e compostos de
clorofila. Estes aditivos, quando presentes, sdo incorporados na composigio
oral em quantidades que substancialmente nfo afetam adversamente as
propriedades e as caracteristicas desejadas.

A composi¢iio para o cuidado oral da invengdo pode ser
preparada em qualquer maneira convencional. A técnica de preparagio
necessariamente variard dependendo da forma de liberagéo final desejada, que
pode incluir qualquer uma conhecida para uma formulagdo para cuidado oral,
tal como pastas, géis, suspensdes, confeitos (gomas, balas, pastilhas, e
losangos), fitas, filmes, enxaguatérios e solugdes de lavagem, ¢ tabletes.

Por exemplo, uma pasta pode ser preparada como segue: 0s
umectantes (e.g, glicerina, sorbitol, propileno glicol, e poli(etileno-glicol)) séo
dispersados na 4gua em um misturados convencional sob agitagio. Na
dispersdo sdo adicionados a enzima ou enzimas, espessantes orgénicos (tal
como goma Xantana), qualquer policarboxilato anidnico, quaisquer sais (tais
como agentes anticaries fluoreto de sdédio), sais anticalculo pirofosfato de
tetrassodio, tripolifosfato de sodio e quaisquer edulcorantes; a mistura
resultante ¢ agitada até ser formada uma fase de gel homogénea. Na fase de
gel sdo adicionados um pigmento (tal como TiO,) € qualquer acido ou base
requerido para ajustar o pH. Estes ingredientes sdo misturados até ser obtida
uma fase homogeénea. A mistura ¢ transferida para um misturador a vacuo / de
velocidade alta; no qual, os ingredientes espessante silica inorgdnica e
tensoativo séo adicionados na mistura. O abrasivo silica de baixa absor¢do de
oleo ¢ adicionado neste momento, juntamente com outros abrasivos a serem
usados na composi¢do. A mistura ¢ entdo misturada em velocidade alta por de
5 a 30 minutos, sob vacuo de cerca de 2,7 a 6,7 kPa, preferivelmente de cerca
de 4,0 kPa. O produto resultante ¢ em cada caso um produto de gel, de pasta,

homogéneo, semi-solido, ou extrusavel.
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A presente invengfo proporciona formulagdes utels
mantenedoras e estabilizadoras da atividade da enzima protease ou pelo
menos minimizadoras da perda de atividade. Vantajosamente, agentes
antibacterianos sfo combinados com a enzima protease na formulagio para
proporcionar resultados sinérgicos baseados em ambas as funcionalidades de
anti-adesdo e antibacteriana. A funcionalidade da composi¢do da presente
invengdo inclui ambas as agdes de anti-adesdo € de disrupcdo de placa
bacteriana. Em um aspecto, ficina € preferivelmente selecionada da primeira e
papaina ¢ preferivelmente selecionada da ltima. Em outro aspecto, um modo
de agdo de anti-adesdo proporcionou uma eficacia de anti-placa bacteriana em
um estudo clinico em humano tal como exibido por ambas ficina ¢ papaina,
com ficina demonstrando eficicia maior do que a da papaina. A invengdo
proporciona enzima protease possuindo atividade de anti-adesio para
bactérias de placa oral e composi¢Oes adequadas para tratamento oral, que
inclui veiculo de tratamento possuindo outras funcionalidades que também
gstabilizam a enzima protease. Em resumo, a enzima protease preferida
derivada de figueiras (ficina) demonstrou uma atividade de anti-adesdo em
solugdes simples, em dentifricios liquidos € em pastas integrais. O composto
mostra prevencdo de adesfio de bactérias de espécie unica e de espécie de
cultura mista sobre controles negativos sobre superficies de poliestireno,
superficies de hidréxi-apatita, ¢ dentes reais. O composto adicionalmente
mostra uma capacidade de modificar superficies semelhantes a dente; a saber,
prismas de germanio pela redugdo da energia de superficie de tais superficies.
Este composto pode ser usado sozinho ou como misturas com outras enzimas
ou agentes antibacterianos. A composicdo oral da presente invengdo €
utilizavel para tratar qualquer corpo individual possuindo uma cavidade oral,
incluindo criatura, humana e animal, ¢ a cavidade oral inclui boca,
lingua, tecido, palato e esmalte, e semelhante. A composigdo oral pode

ser contatada com a cavidade oral em qualquer um de uma variedade de
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métodos € ndo ¢ limitada ao contato por qualquer método especifico.
Exemplos incluem veiculo liquido, tal como enxaguatério bucal; veiculo de
pasta, tal como pasta de dente; dentifricio; refrescantes e globulos bucais;
goma de mascar; brinquedos; artigos mastigaveis; géis & composices para
serem pintados sobre superficie; artigos de consumo, artigos ediveis e
confeitos.

EXEMPLO I - Formulaco Dentifricia Contendo Enzima de Anti-adesio

Enzimas sdo formuladas em uma formulagdo de base de silica.
Tabela 1 da as formulagdes dentifricias exemplares. Todos os valores sdo
percentagens em peso, a ndo ser que sejam indicados de outro modo.
Ingredientes de formula chave da formulagdo sdo enzimas, ficina, papaina e
crilase a 0,226% em peso, um sistema abrasivo misto de silica para limpeza
superior a 25% em peso, € um sistema tensoativo misto de 0,5% de SLS /
1,5% de pluronic € 1% de betaina, cada um em peso. Um aromatizante de
horteld-pimenta - horteld que € estivel com enzimas também estd incluido. As
composi¢des sdo cada uma selecionadas para liberarem atributos (tais como
espuma, estética e sensacdo bucal) sem comprometerem a atividade das
enzimas, Para a concentracdo de enzima, um estudo de resposta a dose
selecionado para selecionar os niveis efetivos de enzimas foi realizado para
selecionar as formulagdes clinicas. Baseado em estudos in vitro, os produtos
clinicos foram preparados no OPTC (Oral Process Technology Center) sob
condi¢des GMP.

Tabela 1: Formulagdes de Dentifticio Contendo Enzimas

INGREDIENTE Ficina  Papaina Crilase
Sorbitol 70% 24374 24374 24374
Glicerina Sintética 99,5% - USP 20,0 20,0 20,0
Agua Purificada 17,0 17,0 17,0
Sifica Tipo Dental (Sylodent XWA 650 - USP) 17,0 17,0 17,0
Silica Tipo Dental (Zeodent 115) 8,000 8000 8,000
Poli(etileno-glicol) 600 (PEG-12) NF 3,000 3,000 3,000
Silica Precipitada Amorfa Sintética No.2 -Zeodent 165 2,500 2,500 2,500
Lauril Sulfate de Sédio 29% 0,5 0,5 0,5
Poloxamero 407 1,500 1,500 1,500

Sédio-CMC 20008 - 12 USP 1,200 1,200 1,200
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Hortel3 Natural e Mista Artificial L100 1,100 1,100
Cocoamidopropil Betaina 30% 1000 1,000 1,000
Monofluorofosfato de Sadio - USP 0,760 0,760 0,760
Pirofosfato de Tetrassodio - Fino (FCC) 0,500 0,500 0,500
Sacarina Sédica USP 0,500 0,500 0,500
Goma Xantana - NF 0,400 0,400 0,400
Poly OXWSR-N 750 0,100 0,100 0,100
Blue Poly 50 0,300 0,300 0,300
Solugéo de cor Azul 0,040 0,040 0,040
Ficina 0226 0 0
Papaina 0 0220 0
Crilase 0 0 0,226
TOTAL 100 100 100

EXEMPLO II: Estudo de Eficacia de Anti-fixacdo - Boca Artificial

Para testar a eficdcia dos agentes ativos em formula de pasta
de dente, discos de hidroxi-apatita (SHAP) revestidos com saliva serviram
como os dentes artificiais, e uma cultura de bactérias consistindo das bactérias
orais principais em humanos foi fluida através do sistema em uma velocidade
consistente com a saliva humana in vivo. Qito discos para cada tratamento
foram entdo posicionados na célula de fluxo de quimiostato e cultura de
bactérias orais foi permitida fluir através dos discos durante a noite (20-24
horas} para ver se os agentes ativos revestidos sobre as superticies de disco
preveniriam a formagio de biofilme. Apos 24 horas os discos de SHAP foram
removidos e a quantidade de bactérias foi quantificada. As ABSs, das
solugdes foram entdo medidas e analisadas. Este resultado deu uma estimativa
da quantidade de bactérias que foram aderidas sobre os discos de SHAP.
Deste valor, a efetividade de anti-adesdo percentual das pastas € avaliada em
relagio ao controle negativo de comparagio. Duas concentragdes de protease
foram testadas para cada uma das trés proteases; a saber 0,226 por cento em
peso e 0,065 por cento em peso. O experimento de anti-adesdo em boca
artificial sugere, em média, que todas as trés tiveram eficacia acima daquela
das pastas de controle negativo, que ndo contém qualquer uma das enzimas.
Contudo, baseado em andlise estatistica, a eficacia de crilase ndo foi
demonstrada. Papaina e ficina mostraram eficicia em concentragdo de

0,226%. Ficina mostrou eficacia similar a 0,065% ¢ 0,226%. Baseado nestes
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resultados, foram preparadas bateladas GMP para provar o conceito dos
estudos clinicos. Os resultados in vitro mostraram que ficina foi bem melhor
do que a papaina, que por sua vez foi melhor do que a pasta de placebo de
comparagao.

EXEMPLO III: Avaliacdo Clinica In Vivo

Dois estudos clinicos em humanos foram conduzidos para
testar a eficdcia de anti-adesdo dos produtos em relagdio & pasta de controle
negativo de comparago. O procedimento clinico para a medi¢fo da eficacia
de anti-fixagdo com o beneficio final de placa bacteriana reduzida ¢ indicado
abaixo.

A. Determinacio do Indice de Placa Bacteriana da Margem Gengival
Modificado (MGMPI) - Produtos de Teste 0,226% de Ficina e Controle

Negativo de Comparacio

Quinze (15) voluntarios da casa foram recrutados e utilizados
neste estudo clinico. Quatorze (14) voluntarios completaram este estudo de
trés semanas. Um voluntrio saiu do estudo devido & doenga menor que
requereu uso de antibidtico. Voluntdrios foram ao dentista para um exame
oral ¢ uma revisio da historia médica. Todos os voluntdrios aceitaveis
receberam uma profilaxia (limpeza dental) e iniciaram uma lavagem de uma
semana com Colgate Great Regular. Durante a fase de tratamento do estudo
clinico, os voluntarios foram ao dentista em sua manhé designada. Receberam
limpeza total ¢ profilaxia para remover toda a placa bacteriana e todo o
célculo dental, Solucio reveladora foi usada durante o procedimento para
verificar a remogdo completa de todo o calculo e de toda a placa bacteriana.
Voluntarios entfo usaram 1,5 g de dentifricio designado e entdo escovaram os
dentes por 60 segundos seguido por enxéagiic por 5 segundos com 10 mL de
agua. Foram entdo instruidos para evitarem toda higiene oral por 24 horas no
final das quais retornaram ao dentista ¢ foram submetidos ao enxégiie com

solucdo reveladora e tiveram sua placa bacteriana avaliada, No término da
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avaliagdo da placa bacteriana os voluntirios continuaram com a higiene oral
normal (escovagdo de toda a boca duas vezes ao dia) usando produto de

lavagem. Os resultados sdo mostrados abaixo.

Avaliagio da placa - Pasta de dente com enzima | Pasta de dente de placebo
bacteriana (0,226% de Ficina) de comparacio
(MGMPI)

Avaliagio média de 24 h 14,55+ 8,50 * 30,38£17,99

* Estatisticamente significativo (p <0,05) do placebo

Um teste-t foi usado para determinar a existéncia de diferencas
entre os produtos (p<0,05). O dentifricio com enzima (0,226% de ficina) ¢
estatisticamente diferente do placebo de comparago. O dentifricio contendo
ficina mostrou uma reduc3o clinica de placa bacteriana por um modo de agdo
de anti-adesdo.

B. Determinacio do indice de Placa Bacteriana da Margem Gengival
Modificado (MGMPI) - Produtos de Teste 0.226% de Papaina e Controle

Negativo de Comparacio

Este procedimento clinico foi idéntico dquele descrito acima
para ficina, exceto pelo fato de que os 14 voluntarios que participaram deste

estudo o completaram.

Avaliagio da placa Pasta de dente com enzima | Pasta de dente de placebo
bacteriana (0,226% de Papaina) de comparacéo
(MGMPI)

Avaliagdo média de 24 h 17,07 £ 7,03* 30,38 £ 17,95

*Estatisticamente significativo (p <0,05) do placebo

Um teste-t foi usado para determinar a existéncia de diferencas
entre os produtos (p<0,05). O dentifticio com enzima (0,226% de papaina) ¢
estatisticamente diferente do placebo de comparacéo. O dentifricio contendo
papaina mostrou uma reducdo clinica de placa bacteriana por um modo de
a¢do de anti-adesdo.

Comparacdo dos resultados dos dois estudos clinicos, foi
adicionalmente concluido que o dentifticio contendo ficina mostrou uma
eficdcia de anti-adesdo direcionalmente melhor do que a do dentifricio

contendo papaina.
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As bateladas GMP produzidas foram envelhecidas por 6
semanas a 49°C. A atividade enzimatica de cada uma das enzimas
permaneceu quase ndo modificada em comparagio com os numeros de
atividade inicial.

EXEMPLO IV: Formulacio Dentifricia Contendo Enzima de Anti-adesio e

Agente Antibacteriano

O procedimento do Exemplo I acima ¢é repetido, exceto que a
quantidade de 4gua € reduzida e substituida por uma quantidade
correspondente de agente antibacteriano exemplar, CPC. Conseqiientemente,
agua foi reduzida para 16,7 por cento em peso ¢ CPC foi incluido em uma
quantidade de 0,3 por cento em peso para cada uma das trés formulagdes,

como na Tabela 1.
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REIVINDICACOES

1. Composicdo oral caracterizada pelo fato de compreender um

agente anti-adesdo compreendendo ficina em combina¢do com pelo menor
uma dentre papaina e crilase.

2. Composicao, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada
pelo fato de que, baseando-se em 100 partes em peso da composi¢do oral, o
agente anti-adesdo estd presente em uma quantidade de até cerca de 10 partes.

3. Composicdo, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada
pelo fato do agente anti-adesdo estar presente em uma quantidade em peso de
pelo menos 0,01 parte por 100 partes da composicao.

4. Composicao, de acordo com a reivindicacao 3, caracterizada

pelo fato de que, baseando-se em 100 partes em peso da composigdo oral, o
agente anti-adesdo estd presente em uma quantidade de 0,01 a 10 partes.

5. Composicdo, de acordo com a reivindicagdo 3, caracterizada
pelo fato de que, baseando-se em 100 partes em peso da composi¢do oral, o
agente anti-adesdo esta presente em uma quantidade de pelo menos 0,05
partes.

6. Composicdo, de acordo com a reivindicagdo 3, caracterizada
pelo fato de que, baseando-se em 100 partes em peso da composi¢do oral, o
agente anti-adesdo estd presente em uma quantidade de 0,03 a 0,3 partes.

7. Composicdo, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada
pelo fato de adicionalmente incluir pelo menos uma enzima diferente de
cisteina protease.

8. Composi¢ao, de acordo com a reivindicagdo 7, caracterizada
pelo fato de que a enzima diferente ¢ pelo menos uma selecionada do grupo
consistindo em amilases, lipases, nucleases, ¢ outras proteases.

9. Composi¢do, de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1 a 8, caracterizada pelo fato de compreender ainda um agente

antibacteriano.
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10. Composigdo, de acordo com a reivindicacio 9,

caracterizada pelo fato de que o agente antibacteriano compreende um agente

antibacteriano cationico.
11. Composi¢do, de acordo com a reivindicagdo 9,

caracterizada pelo fato de que o agente antibacteriano compreende um

composto de amoOnio quaternario.

12. Composi¢do, de acordo com a reivindicagio 9,

caracterizada pelo fato de que o agente antibacteriano compreende um haleto
de alquil-piridinio.
13. Composicdo, de acordo com a reivindicagdo 9,

caracterizada pelo fato de que o agente antibacteriano inclui um cloreto de

cetilpiridinio.
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RESUMO
“COMPOSICAO ORAL PARA REDUZIR O CRESCIMENTO
DE PLACA BACTERIANA EM UMA CAVIDADE ORAL DE
UM INDIVIDUO”

A presente invengdo inclui uma composi¢do oral contendo
um agente anti-adesdo, preferivelmente uma cisteina protease € mais
preferivelmente ficina. Em outro aspecto, a cisteina protease estd em
combinag¢do com um ou mais ingredientes, tais como agente antibacteriano e
tensoativo. O agente anti-adesao mitiga a interagdo entre uma cavidade oral

de individuo e os materiais formadores de placa bacteriana.
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