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FOSFOPEPTIDEOS CONTENDO O MOTIVO DE SEQUENCIA DE GRUPOS SER(P), SER(P)-SER(P)-
SER(P)-GLU-GLU-, PODEM ESTABILIZAR O SEU PROPRIO PESO DE FOSFATO DE CALCIO
AMORFO (ACP) [CA3(PO4)1,87(HP04)0,2xH20] E FLUORETO FOSFATO DE CALCIO AMORFO
(ACFP) [CA8(PO4)5 FxH20]. AS FASES AMORFAS ESTABILIZADAS PELOS FOSFOPEPTIDEOS
SAO UM EXCELENTE VEICULO DE FORNECIMENTO PARA CO-LOCALIZAR CA, F E FOSFATO, NA
SUPERFICIE DO DENTE NUMA FORMA AMORFA DE LIBERTAGAO LENTA, PRODUZINDO UMA
EFICACIA ANTICARIE SUPERIOR. ESTAS FASES  AMORFAS ESTABILIZADAS PELOS
FOSFOPEPTIDEOS SAO TAMBEM UTEIS COMO SUPLEMENTOS DE DIETA, PARA AUMENTAR A
BIODISPONIBILIDADE DO CALCIO E PARA AJUDAR A PREVENIR DOENGAS ASSOCIADAS A
DEFICIENCIAS DE CALCIO.



RESUMO

"COMPLEXOS DE CALCIO E FOSFOPEPTIDEOS"

Fosfopeptideos contendo o motivo de sequéncia de grupos
Ser (P), Ser(P)-Ser (P)-Ser (P)-Glu-Glu-, podem estabilizar o
seu préprio peso de fosfato de cadlcio amorfo (ACP)
[Cas(PO4) 1,87 (HPO4) 0,2xH20] e  fluoreto fosfato de célcio
amorfo (ACFP) [Cas (PO4) 5 FxH,0] . As fases amorfas
estabilizadas pelos fosfopeptideos sdo um excelente veiculo
de fornecimento para co-localizar Ca, F e fosfato, na
superficie do dente numa forma amorfa de libertacdo lenta,
produzindo uma eficdcia anticédrie superior. Estas fases
amorfas estabilizadas pelos fosfopeptideos sdo também Uteis
como suplementos de dieta, para aumentar a
biodisponibilidade do calcio e para ajudar a prevenir

doencas associadas a deficiéncias de célcio.



DESCRICAO

"COMPLEXOS DE CALCIO E FOSFOPEPTIDEOS"

A presente invencdo refere-se a novos complexos em que
fosfatos de cédlcio amorfos s&do estabilizados por
fosfopeptideos. Estes complexos tém efeitos anticariogénios
e também podem ser utilizados como suplementos de dieta,
para aumentar a biodisponibilidade de cé&lcio, e para curar
ou prevenir doencas associadas a deficiéncias de céalcio.
S&do também apresentados 0SS processos para a preparacdo dos
complexos da invencdo e métodos de tratamento ou de
prevencdo de céries dentdrias, mé& absorcdo de calcio e de

doencas dos 0ssos.

ANTECEDENTES

Caries dentarias

As céries dentédrias s&do iniciadas pela desmineralizacdo do
tecido duro sobre o0s dentes, por Acidos organicos
produzidos por fermentacdo do aclcar da dieta por bactérias

odontopatogénicas da placa dentéria.

Muito embora a ©prevaléncia das caries dentdrias tenha
diminuido devido a utilizacdo de fluoretos, na maior parte
dos paises desenvolvidos, a doenca continua a ser um
importante problema de sautde publica. O encargo econdmico
estimado do tratamento das céries dentdrias na Australia em
1991 foi de $ 471 milhdes, sendo mais elevado do que o de
outras doencas relacionadas com a dieta, incluindo as

doencas cardiacas das coronarias, hipertensdo ou choque.



Nos paises em vias de desenvolvimento, onde a
disponibilidade de produtos alimentares industrializados
estd a aumentar, a prevaléncia das céries dentédrias estéa
também a aumentar. Estudos recentes puseram em destaque um
certo numero de varidveis sociodemograficas associadas ao
risco do desenvolvimento de caries; os altos riscos estéo
associados a gquestdes étnicas e a um baixo estatuto sdcio-
econémico. O nivel de individuos em alto risco tem
permanecido constante, ainda que a gravidade global e a
prevaléncia da doenca na comunidade tenha diminuido. A
carie dentéaria é ainda, por consequéncia, um grave problema
de salde publica, em particular em grupos étnicos e de
baixa condicdo socioecondmica. Isto pde em relevo a
necessidade de um agente anticariogénico ndo tdxico qgue
possa suplementar os efeitos dos fluoretos para baixar
ainda mais a 1incidéncia das caries dentédrias. Seria
particularmente desejdvel um agente que pudesse reduzir a
dose de fluoretos necessdria para reduzir a incidéncia de
caries face a ansiedade das comunidades acerca dos
fluoretos e tendo em conta o facto de a fluorose se poder

desenvolver, mesmo com as doses correntemente usadas.

O grupo de alimentos mais reconhecido como exibindo
atividade anticaries s&o os laticinios (leite, concentrados
lacteos, pds e qgueijos). A patente dos EUA n° 5,130,123
aponta o componente responsavel por esta atividade
anticariogénica como sendo a caseina. No entanto, o uso da
caseina como agente anticariogénico estd excluido, em
virtude das propriedades organoléticas adversas e dos

niveis muito altos necessédrios para a atividade.



Investigacdes preliminares demonstraram que fosfopeptideos
tripticos da caseina contribuiam para a atividade
anticariogénica e isso constitui o objeto da patente dos
EUA n® 5,015,628. Em particular, foram revelados na patente
US 5,015,628 o0s peptideos Bos ag—-caseina X-5P (£59-79)
[1], Bos PB-caseina X-4P (f1-25) [2], Bos asx-caseina X-4P
(f46-70) [3] e Bos ogy—-caseina X-4P (f1-21) [4], como se

segue:

[1] Gln°’-Met-Glu-Ala-Glu-Ser (P)-Ile—Ser (P)-Ser (P)-
Ser (P)-Glu-Glu-Ile-Val-Pro-Asn-Ser (P)-Val-Glu-Gln-
Lys’.oe (59-79)

[2] Arg'-Glu-Leu-Glu-Glu-Leu-Asn-Val-Pro-Gly-Glu-Ile-Val-
Glu-Ser (P) -Leu—Ser (P)-Ser (P)-Ser (P) -Glu-Glu-Ser-Ile-Thr-
Arg?’. B(1-25)

[3] Asn®®-Ala-Asn-Glu-Glu-Glu-Tyr-Ser-Ile-Gly-Ser (P)-
Ser (P)-Ser (P)-Glu-Glu-Ser (P)-Ala-Glu-Val-Ala-Thr-Glu-Glu-
Val-Lys'®. o, (46-70)

[4] Lys'-Asn-Thr-Met-Glu-His-Val-Ser (P)-Ser (P)-Ser (P) -
Glu—Glu—Ser—Ile—Ile—Ser(P)—Gln—Glu—Thr—Tyr—Lysm. Olgo (1-
21).

A determinacdo preliminar dos fosfopeptideos acima para
utilizacdo em combinacdo com CaHPO, e hidroxiapatite
revelou novos peptideos que tém propriedades
anticariogénicas. No entanto, investigacdes posteriores
determinaram que o motivo de sequéncia de grupos de Ser (P)
dentro dos fosfopeptideos anteriormente revelados tém a
capacidade inesperada de estabilizar o seu prdprio peso em

fosfato de célcio amorfo. A capacidade dos fosfopeptideos



acima e, em particular, do motivo Ser (P), para estabilizar
fosfato de cédlcio amorfo foi bastante inesperada e nédo foi
apresentada nem desenvolvida em qualqguer publicacéo
conhecida dos Requerentes. Descobrimos agora que a forma
amorfa do fosfato de calcio Caz(PO.s)1,s7 (HPO4),2xH,0, em que
x 2 1, estabilizada pelos fosfopeptideos da caseina, ¢ a
forma Dbésica mais soluvel do fosfato de céalcio néo
cristalino e é uma forma superior de fosfato de cédlcio que
previne a carie e aumenta a biodisponibilidade do célcio. O
fosfato amorfo de célcio (ACP) tem que ser formado por uma
cuidadosa titulacdo dos ides de célcio (p. ex., CaCly) e
dos 1i6es fosfato (p. ex., NaHPO4), mantendo ao mesmo tempo
o pH acima de 7 (de preferéncia 9,0), na presenca do
fosfopeptiddeo. Como se forma o ACP, o fosfopeptideo liga-
se aos nucleos nascentes e estabiliza o ACP na forma de um
complexo fosfopeptideo-ACP. Sem o fosfopeptideo, o ACP
precipita, separando-se da solucdo, e transforma-se, em
escassos minutos, na fase mais estédvel do fosfato de
célcio, a hidroxiapatite cristalina (HA) . Por ser
insoltvel, a HA tem uma atividade anticariogénica limitada
e apresenta o) cadlcio numa forma com fraca
biodisponibilidade. A forma é&cida do fosfato de célcio
CaHPO,, sendo embora certamente mais soluvel do que a
hidroxiapatite, estéd fracamente ligada ao fosfopeptideo e
estd fracamente localizada a superficie dos dentes e, por
consequéncia, também tem uma atividade anticariogénica
limitada. A inesperada capacidade dos fosfopeptideos acima
mencionados e, em particular, do motivo em grupos Ser (P),
para estabilizar o fosfato de céalcio amorfo, ndo foi
revelada nem exposta na patente US n® 5,015,628 e fornece,
pela primeira vez, um método fiadvel e eficaz para a
producdo de um complexo estabilizado de fosfato de célcio

amorfo, possuindo vantagens distintas e novas nos



tratamentos com cédlcio e no seu fornecimento. A patente US

e}

n® 5,015,628 ndo faz referéncia a fase singular de fluoreto
fosfato de célcio amorfo Casg(PO4)sEFxH,O0, em que x =2 1, que,
como descobrimos agora, é estabilizada pelos fosfopeptideos
acima e pode ser localizada na superficie dos dentes para
proporcionar uma eficdcia anticaries superior. Esta

inesperada capacidade para estabilizar o fosfato de célcio

amorfo constitui a base da presente invencéo.

Reynolds EC (Proceedings of +the Nutrition Society of
Australia (1995), 05-102) descreve um processo para a
producéo de complexos dcidos CPP-ACP contendo
principalmente ides HPO,”” e H,PO, , por dissolucdo de
complexos ja formados em solucdes com diferentes valores de

pH.

O Documento WO 93/03707 descreve fosfato 4cido de célcio
ligado a peptideos, formado a partir de peptideos postos em
suspensdo numa solucdo de tris/CHES a vArios valores de pH,
antes de serem misturados com solucdes que contém ides de

cédlcio e de fosfato.

O Documento WO 94/00146 descreve o uso de fosfato &acido de
célcio ligado a peptideos para o tratamento de

hipersensibilidade dental.

SUMARIO DA INVENGCAO

Num seu aspeto, a presente invencdo revela um complexo
estédvel de fosfato de célcio, compreendendo fosfato de
cédlcio amorfo, ou um derivado do mesmo, estabilizado com um
fosfopeptideo, em que o referido fosfopeptideo contém a

sequéncia -Ser (P)-Ser (P)-Ser (P)-Glu-Glu-.



O fosfato de cédlcio amorfo (ACP) tem de preferéncia a
férmula [Cas (POs)1,s7 (HPO4),2xH,01, em que x 2 1. O derivado
de fosfato de cédlcio pode ser o fluoreto fosfato de célcio,
que tem a férmula [Cag(POs)s F x Hy0], em gque x 2 1, que

fornece fluoreto fosfato de cédlcio amorfo (ACFP).

O fosfopeptideo (PP) pode ser proveniente de qualquer
origem; pode ser obtido por digestdo triptica da caseina ou
de outras proteinas ricas em &cido fosférico, tais como a
fosfitina, ou por sintese qgquimica ou recombinante, desde
que contenha a sequéncia nuUcleo -Ser (P)-Ser (P)-Ser (P)-Glu-
Glu-. A sequéncia que flanqueia esta sequéncia nlcleo pode
ser qualquer sequéncia. S&do, no entanto, preferidas as
sequéncias de flanco em o (59-79) [1], B(1-25) [2], oz (46—
70) [3] e os2(1-21) [4]. As sequéncias de flanco podem
eventualmente ser modificadas por delecéo, adicdo ou
substituicdo com conservacdo de um ou mais residuos. A
composicdo de aminoédcidos e a sequéncia da regido de flanco
ndo sdo criticas, desde que seja mantida a conformacdo do
peptideo e que todos os grupos fosforilo e carboxilo que
interagem com os ides de célcio sejam mantidos, uma vez que
as regides de flanco preferidas parecem contribuir para a

acdo estrutural do motivo.

0 complexo formado tem de preferéncia a férmula
[ (PP) (CP)sln, em que n €& igual ou maior do que 1, por
exemplo, 6. O complexo formado pode ser um complexo

coloidal.

O fosfopeptideo 1liga-se ao grupo ACP para produzir uma
solucdo metastdvel em que é prevenido o crescimento do ACP

até um tamanho que inicie a nucleacdo e a precipitacéo.



Desta forma, ao 108es de célcio e outros 1d6es, tails como
ides fluoreto, podem estar localizados, por exemplo, na
superficie de um dente, para prevenir a desmineralizacdo e

impedir a formacdo de céries dentéarias.

Em conformidade, num segundo aspeto, a invencdo revela um
complexo estavel de fosfato de célcio, como foi descrito
acima, complexo esse que atua como um veiculo de
fornecimento que, combinado, localiza ides, incluindo, mas
sem estar limitado a estes, 10es de céalcio, fluoreto e
fosfato, num local alvo. Numa forma de realizacédo
preferida, o complexo encontra-se numa forma amorfa de
libertacdo 1lenta, que produz uma eficdcia anticérie

superior.

Numa forma de realizacdo particularmente preferida da
invencdo, o complexo estédvel de célcio é incorporado em
dentifricos, tais como pastas de dentes, solutos de lavagem
bucal ou formulacgdes para a boca, para auxiliar a prevencgéao
e/ou o tratamento de céries dentdrias ou da deterioracdo do
dente. O complexo de célcio pode conter 0,05-50% em peso da
composicéo, de preferéncia 1,0-50% em peso. Para
composicdes orais, é preferivel que a quantidade do CPP-ACP
e/ou CPP-ACFP administrado seja de 0,05-50% em peso, de
preferéncia 1,0%-50% em peso da composicdo. A composicédo
oral da presente invencéo, que contém 0s agentes
mencionados acima, pode ser preparada e usada em vVAarias
formas aplicdveis a boca, tais como dentifricos, incluindo
pastas de dentes, pds dentdrios e dentifricos liquidos,
solutos de colutdrios, pastilhas, gomas de mascar, pastas
de dentes, cremes para massagem das gengivas, comprimidos
para gargarejos, laticinios e outros produtos alimentares.

A composicdo oral de acordo com a presente invencdo pode



incluir ainda ingredientes adicionais bem conhecidos,
consocante o tipo e a forma de uma composicdo oral

particular.

Em certas formas altamente preferidas da invencdo, a
composicdo oral pode ter carédcter essencialmente liguida,
tal como um colutdério o uma composicido de enxaguamento da
boca. Geralmente, a relacdo em peso de &gua para é&alcool
situa-se no intervalo de cerca de 1:1 até cerca de 20:1. A
quantidade total da mistura &gua-alcool neste tipo de
composicdo estd compreendida tipicamente no intervalo entre
cerca de 70 e cerca de 99,9% em peso da composicdo. O
4lcool é tipicamente etanol ou isopropanol. E preferido o

etanol.

O pH desta preparacdo liquida e de outras preparacdes da
invencdo encontra-se em geral numa gama de cerca de 5 até
cerca de 9 e tipicamente entre cerca de 7,0 - 9,0. O pH
pode ser controlado com &acido (por exemplo, &acido citrico
ou &cido benzdico) ou com bases (por exemplo, hidrdéxido de
s6édio), ou ser tamponizado (tal como com citrato, benzoato,
carbonato ou bicarbonato de sédio, hidrogenofosfato

disddico, dihidrogenofosfato de sdédio, etc.).

Noutras formas igualmente desejdveis da invencéo, a
composicdo oral pode ser essencialmente sbélida ou pastosa
no seu caréacter, tal como um pd dental, um comprimido
dental, ou uma pasta de dentes (creme dental) ou gel
dentifrico. A substancia veicular destas preparacdes orais
sélidas ou pastosas contém geralmente material de polimento
dentalmente aceitéavel. Os exemplos de materiais de
polimento sdo o metafosfato de sdédio, metafosfato de

potéssio, fosfato tricédlcico, fosfato de cédlcio



dihidratado, fosfato dicélcico anidro, pirofosfato de
célcio, ortofosfato de magnésio, trifosfato de magnésio,
carbonato de célcio, alumina hidratada, alumina calcinada,
silicato de aluminio, silicato de zircédnio, silica,
bentonite, insoluveis em &gua, e misturas dos mesmos.
Outros materiais de polimento apropriados incluem as
resinas termoendureciveis granulares, tais como, resinas de
melamina, fendlicas e de ureia-formaldeido, e poliepdxidos
e poliésteres reticulados. O0Os materiais de polimento
preferidos incluem silica cristalina, possuindo um tamanho
de particulas até cerca de 5 micrones, um tamanho de
particulas médio até cerca de 1,1 micrones, e uma area de
superficie até cerca de 50 000 cm®/g, silica-gel ou silica
coloidal, e aluminossilicatos de metais alcalinos

complexos, amorfos.

Quando se empregam geles visualmente claros, sdo
particularmente Uteis agentes de polimento de silica
coloidal, tais como oS que sdo comercializados com a marca
comercial SYLOID, como Syloid 72 e Syloid 74, ou sob a
marca SANTOCEL, como Santocel 100, complexos de
aluminossilicatos de metais alcalinos, visto que tém
indices de refracdo préximos dos sistemas de agente
gelificante-liquido (incluindo agua e/ou humectante)

correntemente utilizados em dentifricos.

Muitos dos chamados materiais de polimento “insolUveis em
agua” tém caradcter anidnico e também incluem pequenas
quantidades de material soltvel. Deste modo, pode ser
formado metafosfato de sdédio insoluvel de qualguer maneira
apropriada, como ¢ ilustrado por Diciondrio Thorpe de
Quimica Aplicada, Volume 9, 4% edicdo, pp. 510-511. As

formas de metafosfato de sdédio insoltivel conhecidas como
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sal de Madrell e sal de Kurrol sdo outros exemplos de
materiais apropriados. Estes sais de metafosfatos exibem
apenas uma solubilidade minima em 4gua e, por conseguinte,
sdo correntemente designados por metafosfatos insoluveis
(IMP) . Encontra-se presente naqueles, como impurezas, uma
quantidade minima de fosfatos soluveis, geralmente uma
pegquena percentagem, tal como até 4% em peso. A quantidade
de material de fosfato soltvel, que se cré incluir um
trimetafosfato de sdédio soltivel no caso dos metafosfatos
insoltveis, pode ser reduzida ou eliminada por lavagem com
dgua, se desejado. O metafosfato insoltvel de metal
alcalino ¢ tipicamente empregue na forma de pd, com um
tamanho de particulas tal que o material maior do que 37

micrones ndo excede 1%.

O material de polimento estd geralmente presente nas
composicdes sbdlidas ou em pasta em concentracdes em peso de
cerca de 10% até cerca de 99%. Estd de preferéncia presente
em quantidades de cerca de 10% até cerca de 75% nas pastas
de dentes, e de cerca de 70% até cerca de 99% no pbd
dentdrio. Nas pastas de dentes, gquando o material de
polimento é de natureza siliciosa, estd geralmente presente
em quantidades de cerca de 10-30% em peso. Outros materiais
de polimento estdo presentes tipicamente em quantidades de

cerca de 30-75% em peso.

Numa pasta dentifrica, o veiculo liquido pode compreender
dgua e um humectante, tipicamente numa guantidade que varia
de cerca de 10% até cerca de 80% em peso da composicdo. A
glicerina, propilenoglicol, sorbitol e polipropilenoglicol
sdo exemplos de humectantes/veiculos apropriados. Sdo
também vantajosas misturas liquidas de &agua, glicerina e

sorbitol. Em geles claros, em que o indice de refracéo
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merece uma consideracdo importante, sdo empregues de
preferéncia cerca de 2,5 - 30% p/p de &gua, 0 até cerca de

70% p/p de glicerina e cerca de 20-80% p/p de sorbitol.

As pastas de dentes, cremes e geles contém tipicamente um
espessante ou agente gelificante natural ou sintético em
proporcdes de cerca de 0,1 até cerca de 10%, de preferéncia
cerca de 0,5 até cerca de 5% p/p. Um espessante sintético
adequado é a hectorite, uma argila sintética de complexo de
magnésio coloidal e silicato de metal alcalino, disponivel
por exemplo como Laponite (por exemplo, CP, SP 2002, D),
comercializada por Laporte Industries Limited. A Laponite D
tem aproximadamente, em peso, 58,00% de Si0O,, 25,40% de
MgO, 3,05% de Na;0, 0,98% de Li0, e alguma &gua e
vestigios de metais. A sua densidade real é de 2,53 e tem
uma densidade aparente a granel de 1,0 g/mL e 8% de

humidade.

Outros espessantes apropriados incluem musgo da Irlanda,
carragenano iota, goma de tragacanto, amido, polivinil-
pirrolidona, hidroxietilpropilcelulose, hidroxibutil-metil-
celulose, hidroxipropil-metilcelulose, hidroxietilcelulose
(disponivel, por exemplo, como Natrosol), carboximetil-
celulose de sdédio, e silica coloidal, tal como Syloid (p.
ex., 244) finamente moido. Podem ser também incluidos
agentes solubilizantes, tais como polidis humectantes, como
propilenoglicol, dipropilenoglicol e hexilenoglicol,
“cellosolves”, tais como metil-celosolve e etil-celosolve,
6leos vegetais e ceras contendo pelo menos cerca de 12
dtomos de carbono numa cadeia linear, tais como azeite,
6leo de ricino e petrolato, e ésteres, tais como acetato de

amilo, acetato de etilo e benzoato de benzilo.
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E de notar que, como é convencional, as preparacdes orais
devem ser comercializadas, ou de alguma forma distribuidas,
em embalagens convenientemente rotuladas. Deste modo, um
frasco de soluto de lavagem bucal deve ter um rétulo que o
descreva, em substéncia, como soluto de lavagem bucal ou
colutdrio, e deve ter instrucgdes para a sua utilizacédo; e
uma pasta de dentes, creme ou gel estd geralmente embalada
num tubo deformédvel, tipicamente de aluminio, chumbo
revestido ou pléstico, ou outro dispositivo fornecedor de
pressionar, de bomba ou pressurizado, para a medicdo do
contetdo, com um rdétulo que o descreve, em substéncia, como

pasta dentifrica, gel ou creme dental.

Sdo usados agentes tensiocativos orgédnicos nas composicdes
da presente invencdo para se obter uma acdo profildtica
aumentada, para ajudar a obtencdo de uma dispersdo perfeita
e completa do agente ativo em toda a cavidade oral, e
tornar as composicdes em causa mais aceitéaveis
cosmeticamente. O material tensiocativo orgdnico tem, de
preferéncia, uma natureza anidnica, nao idénica ou
anfolitica, e de preferéncia ndo interage com o agente
ativo. E preferivel empregar como agente tensioativo um
material detergente que confira a composicdo propriedades
detergentes e de espumacdo. 0s exemplos apropriados de
meios tensioativos anidénicos sdo sais soltiveis em &gua de
monossulfatos de monoglicéridos de dcidos gordos
superiores, tais como o sal de sbédio de monoglicérido
monossulfatado de &cidos gordos hidrogenados de &leo de
coco, sulfatos de alquilo superiores, tais como
laurilsulfato de sdédio, sulfonatos de alquil-arilo, tais
como dodecilbenzenossulfonato de sdédio, sulfoacetatos de
alquilo superiores, ésteres de acidos gordos superiores de

sulfonato de 1,2-dihidroxipropano, e as acilamidas
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alifdticas superiores, essencialmente saturadas, de
compostos de &cidos aminocarboxilicos inferiores, tais como
os que tém 12 a 16 &tomos de carbono no &cido gordo,
radicais alquilo ou arilo, e semelhantes. 0Os exemplos
destas amidas acabadas de referir sdo N-lauroil-sarcosina,
e 0s sais de sdédio, potédssio e etanolamina de N-lauroil-,
N-miristoil- ou N-palmitoil-sarcosina, que devem estar
substancialmente isentos de material tipo sabdo ou de
adcidos gordos superiores semelhantes. O uso destes
compostos de sarconite nas composicdes orais da presente
invencdo ¢é particularmente vantajoso, visto que estes
materiais exibem um efeito marcadamente prolongado na
inibicdo da formacdo de &cidos na cavidade oral, devido a
desagregacdo dos hidratos de carbono, além de exercerem
alguma reducdo na solubilidade do esmalte dos dentes em
solugdes é4cidas. 0Os exemplos de agentes tensiocativos néo
iénicos, soltveis em &gua, apropriados para utilizacdo, sé&o
produtos de condensacdo de O6xido de etileno com varios
compostos reativos que contém hidrogénio, reativos com os
préprios, possuindo longas cadeias hidrofdbicas (por
exemplo, cadeias alifédticas com cerca de 12 a 20 atomos de
carbono), cujos produtos de condensacdo (“etoxédmeros”)
contém fracdes hidrofilicas de polioxietileno, tais como
produtos de condensacdo de poli-(6éxido de etileno) com
dcidos gordos, &4lcoois gordos, amidas gordas, 4&lcoois
polihidricos (p. ex., monoestearato de sorbitano) e

polidxido de propileno (por exemplo, materiais Pluronic).

0O agente tensioativo estd tipicamente presente numa
quantidade de cerca de 0,1-5% em peso. E de notar que o
agente tensioativo pode auxiliar a dissolucdo do agente
ativo da invencdo e, por conseguinte, diminuir a quantidade

de humectante solubilizador necesséria.
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Podem ser incorporados nas composicdes orais da invencéo
varios outros materiais, tais como agentes branqueadores,
conservantes, silicones, compostos de clorofila e/ou
material amoniacal, tal como ureia, fosfato de diamdbdénio, e
misturas dos mesmos. Estes adjuvantes, quando estédo
presentes, sdo incorporados nas composicdes em gquantidades
que nao afetem adversamente as propriedades e as

cateteristicas desejadas.

Pode ser também empregue qualquer produto aromatizante ou
adocante adequado. Os exemplos de constituintes
aromatizantes apropriados sdo &6leos aromatizantes, por
exemplo, 6leo de horteld, horteld-pimenta, gaultéria,
sassafrés, cravinho, salva, eucalipto, orégdos, canela,
limdo e laranja, e salicilato de metilo. Os agentes
edulcorantes apropriados incluem sacarose, lactose,
maltose, sorbitol, xilitol, ciclamato de soédio,
“perillartine”, AMP (éster metilico de aspartil-fenil-
alanina), sacarina e semelhantes. Os agentes aromatizantes
e adocantes apropriados podem constituir, cada um ou em

conjunto, desde cerca de 0,1% até 5% ou mais da composicédo.

Na pratica preferida da presente invencdo, uma composicédo
oral de acordo com a invencdo, tal como um colutdrio ou
dentifrico que contém a composicdo de acordo com a
invencéo, ¢ preferivelmente aplicada regularmente nas
gengivas e dentes, tal como todos os dias ou a cada dois ou
trés dias, ou de preferéncia uma a trés vezes por dia, a um
pH de cerca de 4,5 até cerca de 9, geralmente de cerca de
7,0 até cerca de 9, durante pelo menos duas semanas até

oito semanas ou por toda a vida.
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As composicdes da invencdo também podem ser incorporadas em
pastilhas, ou em gomas de mascar, ou em outros produtos,
por exemplo, agitando numa base de goma tépida ou
revestindo a superficie de uma base de goma, podendo ser
mencionadas como exemplos das mesmas Jjelutong, latex de
borracha, resinas de vinilite, etc., desejavelmente com
plastificantes ou amaciadores convencionais, acucar ou
outros adocantes, ou tais como glucose, sorbitol e

semelhantes.

Numa outra variante de realizacdo, o complexo da invencdo é
formulado de modo a formar um suplemento dietético,
compreendendo preferivelmente 0,1-100% p/p, mais
preferivelmente 1-50% p/p, muito preferivelmente 1-10% e em
particular 2% p/p. O complexo também pode ser incorporado

em produtos alimentares.

Em conformidade, num terceiro aspeto, a invencdo revela
composicdes, incluindo composicdes farmacéuticas, que
contém o complexo de célcio, tal como foi descrito,
conjuntamente com uma substédncia veicular farmaceuticamente
aceitavel. Estas composicdes podem ser escolhidas do grupo
que consiste em composicdes dentais anticariogénicas,
composicbdes terapéuticas e suplementos dietéticos. As
composicdes dentais ou composicdes terapéuticas podem
apresentar-se na forma de uma gel, ligquido, sdélido, pbd,
creme ou pastilha. As composicdes terapéuticas também podem

estar na forma de comprimidos ou capsulas.

Num quarto aspeto, é apresentado um método para o
tratamento ou a prevencdo de céaries dentarias, ou da
deterioracéo de dentes, compreendendo o) passo de

administracdo de um complexo ou composicdo da invencdo aos
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dentes ou gengivas de um paciente que necessite dos
referidos tratamentos. E preferida a administracado tépica

do complexo.

Num guinto aspeto, a invencdo refere-se a métodos de
tratamento de uma ou mais patologias relacionadas com a
perda de célcio do corpo, em especial dos o0ssos,
deficiéncia de calcio, ma absorcao de calcio, ou
semelhantes. 0Os exemplos destas patologias incluem, sem
estarem limitados a estas, osteoporose ou osteomalacia. De
um modo geral, é contemplada qualquer patologia que possa

ser melhorada pela biodisponibilidade de célcio.

Num sexto aspeto, a invencdo também revela um processo para
a producdo de um complexo estéavel de fosfato de célcio,

como foi descrito acima, compreendendo os passos de:

(i) a obtencdo de uma solugdo de fosfopeptideo
possuindo um pH de cerca de 9,0;

(ii) a mistura de (i) com solucgdes que contém calcio,
um fosfato inorgdnico e eventualmente fluoretos, a
um pH de cerca de 9,0;

(iii) a filtracdo da mistura resultante do passo (ii), e

(iv) a secagem, para se obter o referido complexo.

Os complexos da invencdo sdo Uteis como suplementos de
cdlcio em pacientes que necessitem de estimulacdo do
crescimento dos ossos, por exemplo, pacientes submetidos ao
tratamento de fraturas, substituicdo de articulacdes,

enxertos désseos, ou cirurgia craniofacial.

Estes complexos s&do também  UGteis como suplementos

dietéticos em pacientes que, por qualquer razdo, tal como
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intoleréncia dietética, alergia, ou fatores religiosos ou
culturais, sejam 1incapazes, ou ndo Qgueiram consumir
laticinios numa quantidade suficiente para fornecer a sua

necessidade dietética de céalcio.

Deverd ser perfeitamente entendido que, embora a presente
descricdo se refira concretamente a aplicacdes em humanos,
a invencdo ¢é também Util para fins veterindrios. Deste
modo, a invencdo é Util em todos os aspetos para animais
domésticos, tais como gado, ovelhas, cavalos e aves
domésticas; para animais de companhia, tais como gatos e

cdes; e para animais de jardins zooldgicos.

DESCRICAO PORMENORIZADA DA INVENCAO

A invencdo serd agora descrita em pormenor, através da

referéncia apenas aos seguintes exemplos ndo limitativos.

Exemplo 1 Preparacdo de CPP-ACP e CPP-ACFP

A. Preparacdo de CPP-ACP

Foi preparada uma solucdo a 10% p/v de caseina (Murray
Goulbum, Victoria, Auistrédlia) ou de caseinato, a pH 8,0, e
em seguida foi digerida com tripsina a 0,2% p/p da caseina,
durante 2 horas, a 50°C, com o pH controlado a 8,0 * 0,1
por adicdo de NaOH. Apds a digestdo, a solucdo foi ajustada
a pH 4,6 por adicdo de HCl e o precipitado foi removido por
centrifugacdo ou microfiltracdo. No entanto, a solucédo
também pode ser clarificada por microfiltracdo a pH 8,0 sem
acidificacdo. O sobrenadante ou microfiltrado foi depois
ajustado a pH 9,0 com NaOH, em seguida foram adicionados

lentamente (£ 1% em volume por minuto) CaCl, (1,6 M) e
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Na,PO, (1 M) a pH 9,0, com agitacdo constante, sendo o pH
mantido constante a 9,0 * 0,1 por adicdo de NaOH. Foram
adicionados CaCl, e fosfato de sbédio até concentracdes
finais de 10 mM e 60 mM, respetivamente. Depois da adicéo
das solucdes de calcio e de fosfato, a solucdo foi
microfiltrada através de um microfiltro de 0,1 ou 0,2 um
(ceramica ou orgédnico) para concentrar a solucdo cinco
vezes. A fracdo retida foi depois diafiltrada com um a
cinco volumes de 4gua destilada. O retido depois da
diafiltracdo foi seco por pulverizacdo, produzindo-se um pd
branco que tinha 50% de CPP e 40% de ACP e agua residual. A
andlise do CPP e do complexo CPP-ACP por HPLC em fase
inversa, analise sequencial e espetrometria de massa
revelou gque o0s Unicos peptideos que sdo capazes de
estabilizar o fosfato de <cédlcio amorfo e sdo retidos
durante a microfiltracdo e diafiltracdo s&o Bos ag1—-caseina
X-5P (£f59-79) [1], Bos R-caseina X-4P (f1-25) [2], Bos Ogz-
caseina X-4P (f46-70) [3] e Bos og;—-caseina X-4P (f1-21)
[4], e formas destes peptideos truncadas e modificadas pelo

calor.

B. Preparacdo de CPP-ACFP

Foi preparada uma solucdo a 10% p/v de caseina ou de
caseinato, a pH 8,0 £ 0,1, e em seguida foi digerida com
tripsina a 0,2% p/p da caseina, durante 2 horas, a 50°C.
Apds a digestdo, a solucgdo foi ajustada a pH 4,6 por adicédo
de HCl1 e o precipitado foi removido por centrifugacdo ou
microfiltracdo. No entanto, a solucdo também pode ser
clarificada por microfiltracdo a pH 8,0 sem acidificacdo. O
sobrenadante ou microfiltrado foi depois ajustado a pH 9,0
com NaOH, em seguida foram adicionados lentamente (£ 1% em

volume por minuto) CaCl, (1,6 M), NayPO; (1 M) e 200 mM de
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NaF a pH 9,0, com agitacdo constante, sendo o pH mantido

constante a 9,0 £ 0,1 por adicdo de NaOH. Foram adicionados
CaCl,, fosfato de sdédio e NaF até concentracdes finais de
100 mM, 60 mM e 12 mM, respetivamente. Depois da adicdo das
solucdes de célcio, de fosfato e de fluoreto, a solucdo foi
microfiltrada através de um microfiltro de 0,1 ou 0,2 um
(ceramica ou orgédnico) para concentrar a solucdo cinco
vezes. A fracdo retida foi depois diafiltrada com um a
cinco volumes de 4gua destilada. O retido depois da
diafiltracdo foi seco por pulverizacdo, produzindo-se um pd

branco que tinha 50% de CPP e 40% de ACP e agua residual.

O CPP-ACFP em pdé foi depois reconstituido com Aagua
destilada, para se produzirem solucdbes altamente
concentradas. Por exemplo, foli preparada uma solucdo de
CPP-ACFP a 10% p/v, contendo 640 mM de Ca, 400 mM de
fosfato e 80 mM de F (1520 ppm de F) a pH 9,0, assim como
um gel a 20% de CPP contendo 1,28 M de Ca, 800 mM de
fosfato e 160 mM de F (3040 ppm de F) a pH 9,0. Este
solucgédo e 0 gel exibiam uma anticariogenicidade
significativamente maior relativamente ao fluoreto
isoladamente, e, por conseguinte, s&do aditivos superiores
para pastas de dentes e colutdérios e para aplicacéo
profissional, para aumentar a eficédcia dos dentifricos
correntes que contém fluoreto e dos produtos aplicados

profissionalmente.

Exemplo 2 Estudos Estruturais de CCP-ACP

A. Estrutura e interacdo de CCP-ACP

Fosfopeptideos de caseina contendo o grupo Ser(P), isto é&,

o motivo de sequéncia de nucleo -Ser (P)-Ser(P)-Ser(P)-Glu-
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Glu-, tém uma acentuada capacidade para estabilizar o
fosfato de cédlcio em solucdo. Foram wusadas solucdes
contendo 0,1% p/v de o (59-79) [1], a varios valores de pH
e de concentracdes de cédlcio e de fosfato, mas com forcgas
iénicas constantes, para caraterizar a interacdo do
peptideo com o fosfato de célcio. O peptideo mostrou um
maximo de ligacdo de 24 Ca e 16 Pi por molécula, como se

mostra na Tabela 1.

Os produtos de atividade idénica para as varias fases de

fosfato de cédlcio [hidroxiapatite (HA); fosfato octacélcico
(OCP); fosfato tricédlcico (TCP); fosfato amorfo de célcio
(ACP) ; e fosfato dicélcico dihidrato (DCPD) ] foram

determinados a partir das concentragdes de célcio livre e
de fosfato a cada wvalor de pH, usando um programa de
computador que calcula os coeficientes de atividade idnica
através do uso da equacdo de Debye-Hiickel expandida e tem
em conta os pares de ides CaHPO,’, CaH,P0,", CaPO, e CaOH', a
dissociacdo de H3PO4 e HyO e a forca idnica. O Gnico produto
de atividade idnica que apresentou uma correlacédo
significativa com o fosfato de cédlcio ligado ao peptideo,
independentemente do pH, foi o que correspondia ao ACP
[Casz (PO4) 1,87 (HPO4) 0,2xH20], 1indicando que esta ¢é a fase
estabilizada por oz (59-79). O peptideo os1(59-79) liga-se
para formar grupos ACP, produzindo uma solucdo metastavel
que 1impede o crescimento do ACP até ao tamanho critico
necessario para a nucleacdo e precipitacdo. A ligacdo de
o1 (59-79) ao CPP tem como resultado a formacdo de
complexos coloidais com a férmula unitéaria [og1 (59-
79) (ACP)gln, em que n € igual ou maior do que 1. E provavel
que a forma predominante seja n = 6, uma vez gque O g (59-
79) reticulado com glutaraldeido na presenca de ACP se

comporta como um hexdmero em eletroforese por gel de
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poliacrilamida. Curiosamente, o octapeptideo sintético
o1 (63-70) AcGlu-Ser (P)-Ile-Ser (P)-Ser (P)-Ser (P)-Glu-Glu-
NHMe apenas se liga a 12 Ca e 8 Pi por molécula, isto ¢&,
(ACP)4, e o0s ©peptideos sintéticos correspondentes ao
terminal N og1(59-63), Gln-Met-Ala-Glu, e ao terminal C
o051 (71-78), Ile-Val-Pro-Asn-Ser (P)-Val-Glu-Gln de o51(59-79)
ndo se ligam ao fosfato de célcio, como se mostra na Tabela
1. Estes resultados indicam que a especificidade

conformacional é essencial para a ligacdo total do ACP.

B. Estudos por RMN

A flexibilidade da proteina em solucdo é a carateristica
importante para se salientar de estudos espetroscdpicos
sobre proteinas que contém a sequéncia de grupos Ser (P)
(-Ser (P)-Ser (P)-Ser (P)-), tais como fosvitina da gema de
ovo e fosfoforina da dentina dos dentes. A fosforilacédo
parece desestabilizar estruturas secundarias e terciarias,
em vez de promover niveis superiores de ordenacdo. No
entanto, as sequéncias fosforiladas flexiveis adaptam-se a
conformacdes mais regulares quando ligadas a fosfato de
cdlcio. As medicdes de dispersdo rotatdria optica (ORD),
dicroismo circular (CD), hidrodindmica e ressonancia
magnética nuclear com p (RMN), das caseinas, indicam
todas que a og1-caseina e a PB-caseina tém uma estrutura
bastante aberta em solucdo, com muitas cadeias laterais de
aminoacidos expostas aos solventes e relativamente
flexiveis. As medicdes de relaxacdo por °“'P-RMN indicam que

0s residuos Ser (P) s&do relativamente mbéveis em R-caseina.

Demonstramos aumentos nucleares de Overhauser (nOes) de
gama média e longa em espetros 2D 'H RMN de o (59-79) [1]

na presenca de ca’’, indicando uma preferéncia
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conformacional. Foram identificadas duas regides
estruturadas. 0Os residuos Val72 a Val7lé6 estdo implicados
numa conformacdo de rotacdo-f. Os residuos Glue6l a
Ser (P)67, que se estendem sobre parte do motivo de grupos
Ser (P) -Ser (P)-Ser (P)-Ser (P)-Glu-Glu-, estédo envolvidos
numa estrutura tipo anel. Os estudos em 2D RMN sobre a (-
caseina (1-25), na presenca de célcio, mostraram uma gama
média de nOe na regido do motivo -Ser(P)'’'-Ser (P)-Ser (P)-
Glu—Gluﬂ—, entre CoH de Ser (P)'® e NH de Glu?’. Outros nOes
em gama média incluem um entre o CaH de Ser”’” e NH de Thr?‘.
Evidéncias dos espetros de 'H-RMN de o.,-caseina(1-21) [4]
mostraram que vVAarios residuos, incluindo os situados em
torno de -Ser (P)-Ser(P)-Ser(P)-Glu-Glu-, sdo perturbados.
Além disso, hé& nOes de gama média entre NH de Ser (P)® e NH
de Glu'’. Isto é ainda um outro exemplo de um nOe de gama
média no motivo -Ser(P)-Ser(P)-Ser(P)-Glu-Glu-. Outros
exemplos de nOes de gama média incluem os situados entre NH

de TIle'* e NH de Ser(P)w.

Em resumo, os dados de RMN indicam que existem conformacdes
preferidas para estes peptideos na presenca de 1ides de
cédlcio. Os modelos moleculares tanto de og (59-792) como de
R(1-25), usando os constrangimentos derivados da
espetroscopia por RMN, indicaram que o0s peptideos adotam
conformacdes que permitem que tanto as cadeias laterais de
glutamilo como as de fosfoserilo do motivo do grupo
-Ser (P) -Ser (P) -Ser (P) -Glu-Glu- interajam coletivamente com

ides de célcio do ACP.

Foi investigada a relacdo entre a estrutura de CPP e a
interacdo com o fosfato de cédlcio amorfo, utilizando-se uma
série de hombélogos e anédlogos de peptideos sintéticos

indicados na Tabela 1. Estes estudos mostraram que a
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sequéncia de grupos -Ser(P)-Ser(P)-Ser(P)-Glu-Glu- era
principalmente responsavel pela interacdo com ACP e que
todos os trés residuos Ser(P) contiguos s&do necesséarios

para a interacdo madxima com o ACP.

TABELA 1.

Ligagdo de Fosfato de Calcio por CPP e Hombélogos e Analogos

Sintéticos

Veamol/mol Vpimol/mol Ca/P
SSSEE 9 o 1.5
SZZEE 2 1 2,0
EXZEE 2 1 2,0
DX ZEE 2 1 2,0
@OCEE 6 ,
SGCEE 2 1 ,
ATAE 0 0
IAYAEA 0 0
EAIAYAEA 0 0
AZATAE 0 0
ASASATAE 2 1 1,
ASATASASAE 6 4 1,
051 (59-79) QMEAEEIXZXEEIVPNIVEQK 24 16 1,5
051 (63-70) EZIZXZEE 12 8 1,5
a1 (66-70) LUZEE 9 o 1,5
051 (71-78) IVPNZVEQK 0 0
051 (59-63) QMEAE 0 0
B(1-25) RELEELNVPGEIVEZLXXXEESITR 24 16 1,5
B(14-21) EXLISZEER 12 8 1,5

Y = Ser(P), ©6 = Thr(P), E Glu, D = Asp, S = Ser, A = Ala,
I = Ile, Q = Gln, M = Met, V = Val, P = Pro, K = Lys, L =

Leu, T = Thr, G = Gly e R = Arg.

Exemplo 3 Estudos Estruturais Usando Hidroxiapatite (HA)

Analogamente, investigamos a adsorcdo do CPP e de hombélogos

e andlogos sintéticos sobre HA (Tabela 2). Estes dados
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também confirmam que a sequéncia de grupos Ser(P) é o
principal determinante para a ligacdo de alta afinidade e
que o0s trés residuos Ser (P) contiguos sdo todos essenciais,
uma vez que a perda de qualquer um, mesmo quando
substituido por um Glu ou Asp, teve como resultado uma
constante de afinidade K consideravelmente menor, como se

mostra na tabela 2.

TABELA 2.

Ligagdo de CPP e Peptideos Sintéticos a HA a 37°C

KmL/pmol N pmol/m® Area
Molecular

nm2

051 (59-79) QMEAEEIZXIEEIVPNIVEQK 415 0,35 4,75

0s1 (63-70) EXISSIEE 10 370 0,47 3,56

Cls1 (66-70) SESEE 12 845 0,52 3,27
Oe1 (71-78) IVPNIVEQK - - -
Cs1(59-63) QMEAE - - _

ZUXEE 12 845 0,52 3,27

EXZEE 1513 0,96 1,74

DIZEE 6 579 0,81 2,04

SISIS A 12 234 0,51 3,27

TOGEE 1013 0,55 3,03

OTOEE 837 0,44 3,77

SOTEE 1799 0,46 3,61

Curiosamente, a repeticdo destas experiéncias de adsorcéo
de HA com HA revestido com saliva (sHA) revelou que o
motivo de grupos Ser(P) ainda era o principal determinante
da adsorcgédo, embora as afinidades dos peptideos para o sHA
fosse ligeiramente reduzida pela presenca das proteinas
salivares. Estes resultados sugerem que & provavel que a
interacdo predominante do CPP com a pelicula e a placa seja
eletrostidtica e mediada pelo motivo de grupos Ser(P) de

CPP.
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Estudédmos também o acoplamento do peptideo -Ser (P)-Ser (P)-
Ser (P)-Glu-Glu- sobre trés planos cristalogradficos de HA,
{100}, {010} e {001}, wusando técnicas de simulacdo em
computador e as coordenadas da célula unitaria de HA
sintético. Estes estudos de simulacdo revelaram gue O
peptideo -Ser (P) -Ser (P)-Ser (P) -Glu-Glu- tem maior
probabilidade de se ligar a superficie {100}, seguida pela
superficie {010}. O motivo de grupo Ser(P) pode, por
conseguinte, ligar-se a ambas as superficies {100} e {010},
permitindo assim a deposicdo de i6es de calcio, fosfato e
hidroxilo sobre a superficie {0011}, permitindo 0
crescimento do cristal HA apenas ao longo do eixo c¢. Por
conseguinte, estes resultados permitem agora explicar o
crescimento segundo o eixo ¢ dos cristais de HA no esmalte
e na dentina. Um exame minucioso dos dados da simulacdo em
computador mostra que o conformador de -Ser (P)-Ser(P)-
Ser (P)-Glu-Glu- com a maior energia de ligacdo relativa
estd posicionado sobre a superficie de HA, de tal modo que
08 grupos carboxilo dos residuos de glutamilo e 08 grupos
fosforilo dos residuos fosfoserilo estdo na proximidade da
superficie de HA, com o maximo contacto entre estes grupos

e 0s atomos de célcio da superficie.

Exemplo 4 Estudos in situ da Atividade Anticariogénica de

CPP-ACP em Humanos

A capacidade da solucgdo a 1,0% p/v de CPP-ACP, pH 7,0, para
impedir a desmineralizacdo do esmalte foi estudada num
modelo humano de caries in situ. O modelo consiste num
dispositivo removivel, contendo um par esquerdo e direito
de laminas de esmalte colocadas de modo a produzirem um

sitio de retencdo da placa. A placa entre esmaltes que se
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desenvolveu (3-5 mg) era bacteriologicamente semelhante a
normal placa supragingival. Por exposicdo frequente a
solucdes de sacarose durante um periodo de trés semanas, O
aumento dos niveis de mutantes de estreptococos e bacilo
lacteos e da desmineralizacdo do esmalte subsuperficial
teve como resultado a formacdo de lesdes “tipo céaries”

incipientes.

Duas exposicdes por dia, a solucdo de CPP-ACP do par
direito de laminas de esmalte, em 12 pacientes, produziu
uma reducdo de 51% * 19% da perda mineral do esmalte em
relacdo ao lado esquerdo, o esmalte de controle. A placa
exposta a solugdo de CPP-ACP continha 78 £ 22 umol/g de
cadlcio, 52 £ 25 umol/g de P; e 2,4 * 0,7 pmol/g de CPP, em
comparacdo com 32 * 12 umol/g de célcio e 20 £ 11 upmol/g de
P; na placa de controle. O nivel do CPP foi determinado por
ELISA competitivo, usando um anticorpo que reconhece tanto
os1 (59-79) como R(1-25). Micrografias eletrédnicas de
secgdes da placa, coradas imunocitoquimicamente, revelaram
a localizacdo do ©peptideo predominantemente sobre a
superficie de microrganismos, mas também na matriz

extracelular.

Embora estes resultados indigquem que os CPP séo
incorporados na placa dental em desenvolvimento, o nivel
real determinado por ELISA ndo seria uma representacédo
verdadeira do que é incorporado, devido a decomposicdo do
CPP na placa através da acdo das atividades de fosfatase e
peptidase. A incorporacdo de CPP-ACP na placa teve como
resultado um aumento de 2,4 vezes do cadlcio da placa e um
aumento de 2,6 vezes no P; da placa, com uma relacdo Ca/P;

consistente com o ACP.
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Exemplo 5 Potencial Anticariogénico de CPP-ACP num Estudo

em Colutério

Uma experiéncia clinica de um colutdério usado trés vezes
por dia, contendo 3,0% de CPP-ACP, pH 9,0, mostrou gque o
teor de célcio da placa supragengival (dentes anteriores

inferiores excluidos) aumentou de 169 * 103 pmol/g, peso
seco, para 610 £ 234 umol/g depois da wutilizacdo do
colutdério durante um periodo de trés dias, e o fosfato
inorgédnico aumentou de 242 + 60 pmol/g, peso seco, para 551

+ 164 upmol/g. Estes niveis de célcio e de fosfato
inorganico apdés o colutdrio sdo os mais elevados alguma vez

apresentados para a placa supragengival ndo mineralizada.

Sem que se pretenda estar vinculado a qualgquer mecanismo
proposto para as vantagens observadas, cré-se que O
mecanismo da anticariogenicidade para o CPP-ACP ¢é a
incorporacdo de fosfato de cédlcio amorfo na placa, fazendo
baixar desta forma a desmineralizacdo do esmalte e
favorecendo a remineralizacdo. Na placa, o CPP-ACP atuaria
como um reservatdério de fosfato e de cédlcio, tamponizando
as atividades dos 1i6es de calcio e fosfato livres,
auxiliando deste modo a manter um estado de sobressaturacédo
em relacdo ao esmalte do dente. A ligacdo do ACP ao CPP
depende do pH, com uma ligacdo muito fraca abaixo de pH

7,0.

Exemplo 6 Remineralizagdo de Lesdes do Esmalte por CPP-ACP

A. Estudos 1in vitro
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Foi usado um sistema in vitro de remineralizacdo do esmalte
para estudar a remineralizacdo de lesdes artificiais em
terceiros molares humanos, por meio de solucdes de CPP-ACP.

Usando este sistema, uma solucdo a 1,0% de CPP-ACP
restaurou 56 * 21% da perda mineral. Uma solucdo a 0,1% de

CPP-ACP restaurou 34 £+ 18% da perda mineral. Foram
preparadas algumas outras solucdes contendo varias
quantidades de CPP (0,1-1,0%), de célcio (6-60 mM) e de
fosfato (3,6-36 mM) a diferentes valores de pH (7,0-9,0).
Foram entdo determinadas as associacdes entre as atividades
das varias espécies de fosfato de cédlcio em solucdo e a
taxa de remineralizacdo da lesdo do esmalte, para esta

série de solucodes.

Descobriu-se que a atividade da espécie idnica neutra
CaHP0,, nas véarias solucdes de remineralizacdo, estava
altamente correlacionada com a taxa de remineralizacdo da
lesdo. O coeficiente de difusdo para o processo de
remineralizacdo foi estimado a 3 x 107 m?’s™, que ¢
consistente com os coeficientes de difusdo para moléculas
neutras através de uma matriz carregada. A taxa de
remineralizacdo do esmalte obtida com a solucdo a 1,0% de
CPP-ACP foi de 3,3 x 107 mol HA/m?/10 dias, que é a mais
alta taxa de remineralizacdo Jjamais obtida. Os 1ides de
fosfato de célcio, em particular o par de ides neutros
CaHP0.’, depois da difusdo na lesdo do esmalte, dissocia-se
e deste modo aumenta o grau de saturacdo em relacdo ao HA.
A formacdo de HA na lesdo conduz a criacdo de Hs;PO,, que,
sendo ele préprio neutro, se difunde para fora da lesdo num

gradiente de concentracdo decrescente.

Os resultados indicam que o ACP ligado a CPP,

CPP[Cas(P0Oy4) 1,57 (HPO4) 0,2xH20]5, atua como um reservatdrio da
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espécie idnica neutra, CaHPOf, que é formada na presenca
de &cido. O 4cido pode ser produzido por bactérias da placa
dental; nestas condig¢des, o ACP ligado a CPP vai tamponizar
o pH da placa e produz i6es de calcio e de fosfato, em
particular CaHPO,’. 0O aumento do CaHP0,’ na placa vai
afastar qualquer queda do pH, impedindo deste modo a
desmineralizacdo do esmalte. E também produzido &cido na
placa como H3;PO,, pela formacdo de HA na lesdo do esmalte
durante a remineralizacdo. Isto explica, por conseguinte,
por que razdo as solucbdes de CPP-ACP sdo solucgdes de
remineralizacdo tdo eficientes, visto que vdo consumir o
H5PO; produzido durante a remineralizacdo da lesdo do
esmalte, produzindo mais CaHPO4% e mantendo assim o seu
gradiente de concentracdo na lesdo. Estes resultados séao,
por conseguinte, consistentes com o facto de o mecanismo
anticariogénico proposto do CPP ser a inibicdo da
desmineralizacdo do esmalte e o aumento da remineralizacéo

através da localizacdo do ACP na superficie do dente.

B. Estudos da remineralizacdo humana in situ

Foi investigada a capacidade de CPP-ACP, adicionado a goma
de mascar sem acucar (sorbitol), para remineralizar lesdes
subsuperficiais do esmalte, num estudo aleatdrio duplamente
cego, de passagem. Dez pacientes usaram dispositivos
palatais removiveis, com seis 1insertos de metades de
ldminas de esmalte humano, contendo lesdes desmineralizadas
subsuperficiais. A outra metade de cada lémina de esmalte
foi guardada num recipiente humidificado e foi usada como
controle da lesdo desmineralizada. Havia quatro grupos de
tratamento no estudo, goma sem acucar, contendo 3,0% p/p de
CPP-ACP, goma sem acucar contendo 1,0% p/p de CPP-ACP, goma

sem acucar sem CPP-ACP, e um controle sem goma de mascar.
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As gomas foram mascadas por periodos de 20 minutos, quatro
vezes por dia. 0Os dispositivos foram usados durante este
periodo de 20 minutos e durante um periodo adicional de 20
minutos depois de mascarem a goma. Cada tratamento teve uma
duracdo de 14 dias e cada um dos dez pacientes realizou
cada tratamento com uma semana de repouso entre 0s
tratamentos. Ao completar-se cada tratamento, as laminas de
esmalte foram removidas, foram colocadas a par com O seu
respetivo controle desmineralizado, foram engastadas,
seccionadas e submetidas a anédlises de imagiologia de
microrradiografia e densitometria assistida por computador,
para se determinar o nivel de remineralizacdo. O tratamento
com goma sem acucar teve como resultado 9,82 + 1,81% de
remineralizacdo relativamente ao controle sem goma de
mascar, ao passo que a goma que continha 1,0% de CPP-ACP
produziu 17,06 * 2,48% de remineralizacdo, e a goma com
3,0% de CPP-ACP produziu 22,70 * 3,40% de remineralizacéo,
sendo todos os valores significativamente diferentes. Estes
resultados mostraram que a adicdo de 1,0% e 3,0% de CPP-ACP
a goma sem acucar produziu um aumento de 74% e 131%,
respetivamente, na remineralizacéo do esmalte

subsuperficial.

Exemplo 7 Estudo de Colutério de CPP-ACFP

Foi realizado um estudo de um colutdério para se determinar
a capacidade de um colutdrio de 3,0% de CPP-ACFP, usado
trés vezes por dia, de aumentar os ides de céalcio, fosfato
inorgdnico e fluoreto da placa supragengival. A solucdo a
3,0% de CPP-ACFP, usada como colutdrio durante quatro dias,
continha 192 mM de ides de célcio ligados, 120 mM de ides

de fosfato ligados e 24 mM (456 ppm) de ides de F ligados,
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estabilizados por CPP. O wuso do colutdério teve como
resultado um aumento de 1,9 vezes do célcio da placa, um
aumento de 1,5 vezes do fosfato da placa e um aumento
surpreendente de 18 vezes de ides fluoreto da placa, como

se mostra na Tabela 3.

TABELA 3

Efeito de CPP-ACFP nos Niveis de Ca, P; e F na Placa

Ca pmol/g P, nymol/g F pmol/g

Controle 177 + 53 306 £ 82 1,1+ 0,9
CPP-ACPF a 3% 336 + 107 471 + 113 19,9 + 14,1
F a 1000 ppm 185 = 54 287 £ 29 1,9+ 1,0
CaCEP a 3% 193 = 56 343 + 102 1,5+ 0,8

Embora tenham sido encontrados estes pronunciados aumentos
dos teores de célcio, fosfato e fluoreto da placa, néo
foram observados em qualgquer dos pacientes célculos
dentarios, sugerindo que o fluoreto fosfato de calcio da
placa permaneceu estabilizado como fase amorfa pelo CPP e
ndo se transformou numa fase cristalina. Estes aumentos nos
niveis de 10es de Ca, fosfato e fluoreto da placa
supragengival, produzidos por CPP-ACP, sdo nitidamente
maiores do que os que foram obtidos num estudo semelhante
utilizando pastas dentifricas com CaCPP e 1000 ppm de F
(MFP e NaF), duas vezes por dia, durante um periodo de
tempo semelhante, como ¢é indicado na Tabela 3. Estes
resultados mostram um marcado efeito sinérgico entre os
ides fluoreto e o CPP-ACP. Isto ¢é ©particularmente
vantajoso, tendo em vista o facto de o nivel de fluoreto em
composicdes orais, tais como pastas de dentes, poder entéo

ser reduzido, resultando em economia de custos e risco
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diminuido de fluorose para individuos que vivam em &reas

com altos teores de fluoreto.

Exemplo 8 Interac¢do de CPP-ACP com Fluoretos

Foi observado um efeito sinérgico anticariogénico do CPP-
ACP a 1,0% em conjunto co 500 ppm de F num modelo de céaries
em ratos. A andlise da solucdo contendo 1,0% CPP, 60 mM de
CaCl,, 36 mM de fosfato de sédio e 500 ppm de F (26,3 mM de
NaF), pH 7,0, apds a ultrafiltracdo revelou gue quase
metade do ido fluoreto tinha sido incorporado na fase de
ACP estabilizada com CPP, para produzir uma fase de
fluoreto fosfato de cédlcio com a composicédo Cag(POs)s FxH0,
com 24 moléculas de Ca, 15 de POs; e 3 de F por molécula de

CPP.

Sem se pretender estar limitado por qualguer mecanismo
proposto para o efeito benéfico observado, consideramos que
o0 mecanismo anticariogénico do CPP-ACP ¢é a localizacdo do
ACP na superficie do dente, de tal forma gque, na presenca
de um &cido, o ACP se dissocia para libertar ides de Ca e
fosfato, aumentando o grau de saturacdo em relacdo ao HA,
impedindo a desmineralizacdo do esmalte e promovendo a
remineralizacdo. O mecanismo anticariogénico do fluoreto é
a localizacdo do ido fluoreto na superficie do dente, em
particular na placa, na presenca dos ides Ca e fosfato.
Esta localizacdo aumenta o grau de saturacdo em relacdo a
fluorapatite (FA), promovendo deste modo a remineralizacéo
do esmalte com FA. E evidente que para a formacdo da FA
[Caio (PO4)¢F2], os 1ides céalcio e fosfato tém que estar
localizados na placa, na superficie do dente, juntos com o
ido fluoreto. O efeito sinérgico anticariogénico de CPP-ACP

e F é atribuivel, por conseguinte, a localizacdo de ACFP na
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superficie do dente pelo CPP, que de facto localiza em

conjunto Ca, Pi e F.

Isto foi demonstrado no estudo do colutdério descrito no

exemplo 7.

Foram preparadas solucdes metastdveis de CPP a pH 7,0,
contendo fluoreto fosfato de cdlcio amorfo em concentracdes
notavelmente altas. Por exemplo, foi preparada uma solucédo
a 10% p/v de CPP-ACFP, contendo 640 mM de CA, 400 mM de
fosfato e 80 mM de F (1520 ppm F) a pH 7,0, assim como um
gel a 20% de CPP contendo 1,28 M de Ca, 800 mM de fosfato e
160 mM de F (3 040 ppm F) a pH 7,0. Esta solucdo e o gel
exibem uma anticariogenicidade significativamente maior em
relacdo ao fluoreto isoladamente, e, por conseguinte, sé&o
aditivos superiores para pastas de dentes e colutdrios e
para aplicacdo profissional, para melhorar a eficécia dos
dentifricos correntes que contém fluoreto e dos produtos

aplicados profissionalmente.

S&do apresentados abaixo exemplos concretos de formulacbes

que contém os complexos da invencéo.

Exemplo 9 Formulacdes de pastas dentifricas contendo CPP-

ACP

Formulacdo 1

Ingrediente s p/p
Fosfato dicédlcico dihidrato 50,0
Glicerina 20,0
Carboximetilcelulose de sdédio 1,0

Lauril-sulfato de sédio 1,5
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Lauroil-sarcosinato de sdédio 0,5
Aroma 1,0
Sacarinato de sdédio 0,1
Gluconato de clorohexidina 0,01
Dextranase 0,01
CPP-ACFP 1,00
Agqua o0 resto

Formulacdo 2

Ingrediente 5 p/p
Fosfato dicédlcico dihidrato 50,0
Sorbitol 10,0
Glicerina 10,0
Carboximetilcelulose de sédio 1,0
Lauril-sulfato de sdédio 1,5
Lauroil-sarcosinato de sédio 0,5
Aroma 1,0
Sacarinato de sédio 0,1
Monofluorfosfato de sdédio 0,3
Gluconato de clorohexidina 0,01
Dextranase 0,01
CPP-ACFP 2,00
Agua o resto
Formulacdo 3

Ingrediente 5 p/p
Fosfato dicédlcico dihidrato 50,0
Sorbitol 10,0
Glicerina 10,0

Carboximetilcelulose de sdédio 1,0
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Lauroil-dietanolamida 1,0
Monolaurato de sacarose 2,0
Aroma 1,0
Sacarinato de sédio 0,1
Monofluorfosfato de sdédio 0,3
Gluconato de clorohexidina 0,01
Dextranase 0,01
CPP-ACFP 5,0
Agua o resto

Formulacdo 4

Ingrediente % p/p
Sorbitol 22,0
Musgo Irlandés 1,0
Hidréxido de sddio (50%) 1,0
Gantrez 19,0
Agua (desionizada) 2,69
Monofluorfosfato de sdédio 0,76
Sacarinato de sdédio 0,3
Pirofosfato 2,0
Alumina hidratada 48,0
Oleo aromatizante 0,95
CPP-ACFP 1,0
Laurilsulfato de sédio 2,00

Formulacdo 5

Ingrediente 5 p/p
Poliacrilato de sdédio 50,0
Sorbitol 10,0
Glicerina 20,0

Aroma 1,0
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Sacarinato de sdédio 0,1
Monofluorfosfato de sdédio 0,3
Gluconato de clorohexidina 0,01
Etanol 3,0
CPP-ACFP 2,00
Acido linélico 0,05
Agua o0 resto

Exemplo 10 Formulagdes de colutério

Formulacdo 1

Ingrediente s p/p
Etanol 20,0
Aroma 1,0
Sacarinato de sédio 0,1
Monofluorfosfato de sdédio 0,3
Gluconato de clorohexidina 0,01
Lauroil-dietanolamida 0,3
CPP-ACFP 2,00
Agua o resto

Formulacdo 2

Ingrediente s p/p
Gantrez S-97 2,5
Glicerina 10,0
Oleo aromatizante 0,4
Monofluorfosfato de sdédio 0,05
Gluconato de clorohexidina 0,01
Lauroil-dietanolamida 0,2
CPP-ACFP 2,0

Agqua 0 resto
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Exemplo 11 Formulagdo de pastilhas

Ingrediente s p/p
Aclcar 75-80
Xarope de milho 1-20

Oleo aromatizante 1-2

NaF 0,01-0,05
CPP-ACFP 3,0
Estearato de magnésio 1-5

Agua o resto

Exemplo 12 Formulacdo de Creme para Massagens das Gengivas

Ingrediente s p/p
Petrolato branco 8,0
Propilenoglicol 4,0
Alcool estearilico 8,0
Polietilenoglicol 4000 25,0
Polietilenoglicol 400 37,0
Monoestearato de sacarose 0,5
Gluconato de clorohexidina 0,1
CPP-ACFP 3,0
Agua o resto

Exemplo 13 Formulacdo de Goma de Mascar

Ingrediente s p/p
Goma de base 30,0
Carbonato de célcio 2,0
Sorbitol cristalino 53,0
Glicerina 0,5
Oleo aromatizante 0,1

CPP-ACFEP 2,0
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Agua o resto

Exemplo 14 Suplemento Dietético

Foi adicionado CPP-ACP, como 1,0% p/p da dieta de galinhas
raquiticas, para determinar a capacidade do CPP-ACP para
proporcionar cadlcio biodisponivel para a acrecdo aos 0SSOS.
O CPP-ACP, a 1,0% p/p na dieta, produziu uma reducdo de 34%
na 1incidéncia de anomalias da placa de crescimento, um
aumento de 17% de cinzas das tibias e uma reducdo de 22% da
placa de crescimento cartilagineo nos animais, que foi
significativamente maior do que o do CPP isolado (Tabela
4), indicando que o CPP-ACP é superior ao CPP para promover
a biodisponibilidade do célcio de dieta e para facilitar a

acrecdo Ossea.

TABELA 4.

Efeito da adigdo de 1,0% de CPP-ACP a dieta de galinhas raquiticas
sobre a incidéncia de anomalias da placa de crescimento, cinzas das
tibias e largura da placa de crescimento cartilaginoso

% de anomalias % de cinzas Largura da placa
de crescimento das tibias % de crescimento
% (rmm)
Controle 53 £ 5 30 + 5,4 0,
1,0% de CPP 47 + 30 £ 5,3+ 0,
1,0% de CPP-ACP 35 i 3 35 i 4,2 i




REIVINDICACOES

Processo para a producdo de um complexo estabilizado de
fosfato de cédlcio amorfo, de uma forma béasica de fosfato
de célcio amorfo estabilizado por um fosfopeptideo de
caseina, em que o vreferido fosfopeptideo inclui a
sequéncia de aminoidcidos Ser (P)-Ser(P)-Ser(P)-Glu-Glu,
formada por titulacdo de ides de céalcio e ides fosfato,
mantendo ao mesmo tempo o pH acima de 7, na presenca do

referido fosfopeptideo.

Processo de acordo com a reivindicacdo 1, em que o pH é

de 9,0.

Processo para a producdo de um complexo estdvel de
fosfato de célcio, incluindo uma forma béasica de fosfato
de célcio amorfo estabilizada por um fosfopeptideo, em
que o referido fosfopeptideo inclui a sequéncia de
aminoadcidos Ser (P)-Ser (P)-Ser (P)-Glu-Glu, incluindo os

passos de:

(1) obtencdo de uma solucdo de fosfopeptideo possuindo
um pH de 9,0;
(ii) mistura de (i) com solugdes que contém célcio e

fosfato inorgdnico, e mantendo o pH de 9,0.

Complexo, incluindo uma forma béasica de fosfato de célcio
amorfo, estabilizada por um fosfopeptideo, em gque o
referido fosfopeptideo inclui a sequéncia de aminoacidos
Ser (P)-Ser (P) -Ser (P)-Glu-Glu, que é produzida diretamente
com O Processo de acordo com qualgquer uma das

reivindicacgbes 1 a 3.



Complexo de acordo com a reivindicacdo 4, em que O
referido fosfopeptideo inclui uma sequéncia de

aminodcidos escolhida de qualquer uma de:

[1] Gln”—Met—Glu—Ala—Glu—Ser(P)—Ile—Ser(P)—Ser(P)—
Ser (P)-Glu-Glu-Ile-Val-Pro-Asn-Ser (P)-Val-Glu-Gln-
Lys'?.os1 (59-79)

[2] Arg'-Glu-Leu-Glu-Glu-Leu-Asn-Val-Pro-Gly-Glu-Ile-Val-
Glu-Ser (P) -Leu—Ser (P)-Ser (P)-Ser (P)-Glu-Glu-Ser-Ile-Thr-
Arg?®. B(1-25)

[3] Asn®®-Ala-Asn-Glu-Glu-Glu-Tyr-Ser-Ile-Gly-Ser (P) -
Ser (P)-Ser (P) -Glu-Glu-Ser (P)-Ala-Glu-Val-Ala-Thr-Glu-Glu-
Val-Lys’®. os (46-70)

[4] Lysl—Asn—Thr—Met—Glu—His—Val—Ser(P)—Ser(P)—Ser(P)—
Glu-Glu-Ser-Ile-Ile-Ser (P)-Gln-Glu-Thr-Tyr-Lys®'. o, (1-
21).

Veiculo de fornecimento adaptado para 1localizar, em
conjunto, 1ides, incluindo ides de célcio e fosfato num
local alvo, incluindo o referido veiculo de fornecimento,
como ingrediente ativo, o complexo de acordo com uma

qualguer das reivindicaces 4 a 5.

Veiculo de fornecimento de acordo com a reivindicacdo 6,
que ¢é um qualquer do grupo dgue consiste em pasta
dentifrica, pd dentifrico, liquido dentifrico, colutédrio,
pastilhas, goma de mascar, pasta dental, creme de
massagem das gengivas, comprimidos para gargarejos,

laticinios e outros produtos alimentares.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

Composicdo farmacéutica, incluindo um complexo de acordo
com qualquer uma das reivindicacdes 4 a 5, em combinacgéo

com um veiculo farmacéutico.

Composicdo anticariogénica, incluindo a composicdo de
acordo com a reivindicacdo 8 ou o veiculo de fornecimento
de acordo com as reivindicac¢des 6 ou 7, adaptado para uso

anticariogénico.

Composigédo terapéutica, incluindo a composicdo de acordo
com a reivindicacdo 8, adaptada para uma wutilizacéo

terapéutica.

Composicdo de acordo com qualgquer uma das reivindicacdes

8 a 10, possuindo um pH de cerca de 4,5 a cerca de 9.

Suplemento dietético, incluindo um complexo de acordo com

qualquer uma das reivindicaces 4 a 5.

Suplemento dietético de acordo com a reivindicacdo 12 em
que o referido suplemento compreende 0,1 a 100% p/p do

referido complexo.

Suplemento dietético de acordo com a reivindicacdo 13 em
que o referido suplemento compreende 2% p/p do referido

complexo.

Complexo de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 4
a 5 para utilizacdo no tratamento ou na prevencdo de

cdries dentArias ou da deterioracdo dos dentes.



16.

17.

18.

Complexo para utilizacdo no tratamento ou na prevengédo de
cadries dentarias ou da deterioracdo dos dentes, de acordo
com a reivindicacdo 15, em que a referida composicéo
farmacéutica é administrada aos dentes ou gengivas de um

sujeito que necessite do mesmo.

Complexo para utilizacdo no tratamento ou na prevengédo de
cadries dentéarias ou da deterioracdo dos dentes, de acordo
com as reivindicacdes 15 ou 16, em que a referida

composicdo farmacéutica € administrada por via tdépica.

Complexo de acordo com qualgquer uma das reivindicacdes 4
a b5 para wutilizacdo no tratamento de uma ou mais
patologias relacionadas com a perda de célcio do corpo,
incluindo os ossos, deficiéncia de cédlcio ou mé absorcédo

de célcio.
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