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DESCRIPCION
Efectos contra la pérdida de dientes y contra la pérdida de soporte de una composicién oral
Antecedentes

La periodontitis se caracteriza en parte por una degradacién anormal y excesiva de la matriz organica periodontal.
Esta matriz incluye encias, ligamento periodontal, cemento y hueso alveolar. Al menos una parte de la destruccion
de la matriz estda mediada por la sobreproduccion de metaloproteinasas de matriz (MMP), una familia de
endopeptidasas dependientes de cinc. Las MMP facilitan también la resorcion 6sea al degradar el osteoide
(concretamente, la matriz 6sea no mineralizada y recién sintetizada) y degradar después la matriz. Estos eventos
dan como resultado la manifestacion clinica de periodontitis, incluyendo retraccion gingival, formaciéon de bolsas,
pérdida de soporte y eventual pérdida de dientes.

El documento WO-A-2005/103071 da a conocer inhibidores peptidicos de la actividad metaloproteinasa. Yoshioka
Masami et al. dan a conocer en el Journal of Periodontology, vol. 74, n° 8, paginas 1219-1224 el efecto de
inhibidores de metaloproteinasa de matriz basados en acido hidroxamico sobre células gingivales humanas y
Porphyromonas gingivalis, "Effect of hydroxamic acid-based matrix metalloproteinase inhibitors on human gingival
cells and Porphyromonas gingivalis". Ruwanpura SM P M et al. dan a conocer en el Journal of Dental Research, vol.
83, n° 3, paginas 260-265 que la prostaglandina E, regula la produccion de metaloproteinasa de matriz 3 inducida
por interleucina-13 en fibroblastos gingivales humanos, "Prostaglandin E, regulates interleukin-1B-induced matrix
metalloproteinase-3 production in human gingival fibroblasts".

Sumario

La presente invencion proporciona un método segun la reivindicacion 1 de identificacion de un compuesto Util para
tratar gingivitis o periodontitis. Los rasgos preferidos se definen en las reivindicaciones dependientes.

Se da a conocer también en la presente memoria un método para el tratamiento de periodontitis en un mamifero
necesitado de ello, que comprende poner en contacto una célula de la boca del mamifero con un agente que regula
negativamente al menos una metaloproteinasa de matriz seleccionada del grupo consistente en MMP-9 y MMP-13,
en el que la regulacion negativa de la metaloproteinasa se correlaciona con una reduccion de al menos un sintoma
asociado a periodontitis.

Se da a conocer también en la presente memoria un método de identificacidon de un compuesto util en el tratamiento
de periodontitis en un mamifero, comprendiendo el método poner en contacto una célula con un compuesto de
ensayo y determinar si el compuesto de ensayo regula negativamente al menos una metaloproteinasa de matriz
seleccionada del grupo consistente en MMP-9 y MMP-13, en el que la regulacion negativa de al menos una de las
metaloproteinasas de matriz es indicativa de que el compuesto de ensayo es Util para tratar periodontitis.

Se da a conocer también en la presente memoria un método de tratamiento de periodontitis en un mamifero
necesitado de ello que, comprende administrar a la cavidad oral del mamifero una composicién oral que comprende
2,4 4'-tricloro-2'-hidroxidifeniléter en una cantidad que sea eficaz para regular negativamente al menos una
metaloproteinasa de matriz de la cavidad oral del mamifero, estando seleccionada la metaloproteinasa de matriz del
grupo consistente en MMP-9 y MMP-13, en el que la regulacion negativa de la metaloproteinasa de matriz da como
resultado el tratamiento de periodontitis en el mamifero.

Se da a conocer también en la presente memoria un método de reduccién de un exceso patoldgico de actividad
metaloproteinasa de matriz en la cavidad oral de un mamifero necesitado de ello, que comprende administrar a la
cavidad oral del mamifero una composicion oral que comprende 2,4,4'-tricloro-2'-hidroxidifeniléter en una cantidad
que sea eficaz para reducir la actividad metaloproteinasa de matriz en al cavidad oral del mamifero, estando
seleccionada la metaloproteinasa de matriz del grupo consistente en MMP-9 y MMP-13, en el que la inhibicion de la
actividad metaloproteinasa de matriz da como resultado la inhibicion de una degradacion excesiva de los
componentes proteicos de la matriz de tejido conectivo.

Se da a conocer también en la presente memoria un método de reduccidn de un exceso patolégico de
metaloproteinasa de matriz en la cavidad oral de un mamifero necesitado de ello, que comprende administrar a la
cavidad oral del mamifero una composicion oral que comprende 2,4,4'-tricloro-2'-hidroxidifeniléter en una cantidad
que sea eficaz para reducir el nivel de metaloproteinasa de matriz en la cavidad oral del mamifero, en el que la
inhibicién del nivel de metaloproteinasa de matriz da como resultado la inhibicién de una degradacion excesiva de
los componentes proteicos de la matriz de tejido conectivo, y en el que la metaloproteinasa de matriz se selecciona
del grupo consistente en MMP-9 y MMP-13.

Se da a conocer también en la presente memoria una composicion oral que comprende 0-36% en peso de un
agente de pulido siliceo, 0,25-0,35% en peso de un agente antibacteriano no cationico sustancialmente no
hidrosoluble seleccionado del grupo consistente en difeniléteres halogenados, salicilanilidas halogenadas, ésteres
benzoicos, carbanilidas y compuestos fendlicos halogenados, y una cantidad eficaz de 0,01-4,0% en peso de un
agente potenciador antibacteriano que potencia el suministro y adherencia de dicho agente antibacteriano a, y la
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retencion del mismo sobre, las superficies orales de dientes y encias, en la que dicho agente potenciador
antibacteriano es (i) un copolimero de acido o anhidrido maleico con otro mondmero polimerizable etilénicamente
insaturado inerte o (ii) un polimero de poli(acido B-estirenofosfénico) o poli(acido a-estirenofosfénico) o un
copolimero de cualquier acido estirenofosfénico con otro monémero etilénicamente insaturado, y adicionalmente la
composicion comprende opcionalmente una cantidad de una fuente que proporciona ién de fldor suficiente para
suministrar de 25 ppm a 5.000 ppm de iones de fluor. La composicion oral puede comprender 0,01-36% en peso de
un agente de pulido siliceo. Como alternativa, la composicion oral no comprende un agente de pulido siliceo.

Se da a conocer también en la presente memoria un método que incluye una composicion oral que comprende una
cantidad antisarro eficaz de al menos una sal polifosfato deshidratada molecularmente lineal hidrosoluble como
agente antisarro esencial, una cantidad antiplaca eficaz de un compuesto antibacteriano no catiénico
sustancialmente no hidrosoluble como agente antiplaca esencial y, opcionalmente, una cantidad de una fuente que
proporciona ién fluoruro suficiente para suministrar de 25 ppm a 5.000 ppm de iones fluoruro. En un aspecto, esta
presente 2,4,4’-tricloro-2’-hidroxidifeniléter en la composicién a una concentracién de 1 ppm a 100 ppm.

La composicién oral puede ser un colutorio o enjuague. Preferiblemente, el colutorio o enjuague no comprende un
agente de pulido siliceo.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 ilustra el efecto del 2,4,4'-tricloro-2'-hidroxidifeniléter sobre la produccion de MMP-9 inducida por TNF-a
en monocitos.

La Figura 2 ilustra el efecto del 2,4,4'-tricloro-2'-hidroxidifeniléter sobre la produccion de MMP-13 inducida por PTH
en osteoblastos.

La Figura 3 ilustra el efecto de un dentifrico de la presente invencién sobre la produccion de MMP-13 inducida por
PTH en osteoblastos.

Descripcion detallada

Las tres MMP destructivas principales en periodontitis son MMP-8, MMP-9 y MMP-13. MMP-8 y MMP-13 son
colagenasas, y MMP-9 es una gelatinasa. Las tres enzimas pueden encontrarse en tejido periodontal enfermo y
fluido crevicular gingival. Los niveles de estas enzimas se correlacionan positivamente con los indicadores clinicos
de periodontitis. Es decir, niveles elevados o “por encima de lo normal” de al menos una de MMP-8, MMP-9 y MMP-
13 son indicativos de periodontitis. Pueden realizarse medidas de las enzimas MMP-8, MMP-9 y MMP-13, del ARN o
de la actividad biologica.

Como se expone en la presente memoria, se muestra ahora que puede usarse una composicién oral que comprende
2,4, 4'-tricloro-2’-hidroxidifeniléter (triclosan) para reducir los niveles de al menos una de MMP-8, MMP-9 y MMP-13
en la cavidad oral de un mamifero. La composiciéon oral puede ser un dentifrico o puede comprender un colutorio, un
parche o un gel, entre otros. Puede usarse un compuesto antibacteriano para reducir los niveles de al menos una de
MMP-8, MMP-9 y MMP-13 en la cavidad oral de un mamifero.

Como se usa en todo el documento, los intervalos se usan como abreviaturas para describir todos y cada uno de los
valores que estan dentro del intervalo. Cualquier valor dentro del intervalo puede seleccionarse como término del
intervalo. En el caso de conflicto entre una definicion de la presente divulgacion y de una referencia citada, prevalece
la presente divulgacion.

Como se usa en la presente memoria, el término “periodontitis” hace referencia a una degradacion anormal y
excesiva de la matriz organica periodontal, incluyendo encias, ligamento periodontal, cemento y hueso alveolar. La
manifestacion clinica de la periodontitis incluye, pero sin limitacion, retraccién gingival, formacién de bolsas, pérdida
de soporte de matriz, pérdida de diente y hueso. La periodontitis puede caracterizarse como periodontitis temprana,
periodontitis moderada o periodontitis avanzada. Sin embargo, la periodontitis no deberia estar limitada a solo
aquellos sintomas y secuelas expuestos en la presente memoria, como se entendera por un especialista en la
materia. La periodontitis temprana se manifiesta clinicamente, entre otros sintomas, por uno o mas de: hemorragia
tras sondeo, presencia de bolsas (de 3 a 4 mm), zonas localizadas de retraccion, pérdida de soporte (de 3 a 4 mm),
pérdida de hueso (por ejemplo, horizontal) y zonas de invasion furcal de clase |. La periodontitis moderada se
manifiesta clinicamente, entre otros sintomas, por uno o mas de: presencia de bolsas (de 4 a 6 mm), presencia de
pérdida de soporte (de 4 a 6 mm), hemorragia tras sondeo, zonas de invasion furcal de grado | y/o grado I,
movilidad dental de clase |, pérdida de hueso (por ejemplo, horizontal y/o vertical) y pérdida de 1/3 del hueso
alveolar de soporte (concretamente, relacion de corona a raiz de 1:1). La periodontitis avanzada se manifiesta
clinicamente por uno o mas de: hemorragia tras sondeo, presencia de bolsas (de mas de 6 mm), pérdida de soporte
(de mas de 6 mm), zonas de invasion furcal de grado Il y/o grado Ill, movilidad dental de clase Il y/o clase lll, pérdida
de hueso (por ejemplo, horizontal y/o vertical) y pérdida de mas de 1/3 del hueso alveolar de soporte
(concretamente, relacién de corona a raiz de 2:1 o mas). La periodontitis se divide en subdivisiones que incluyen,
pero sin limitacion, periodontitis adulta (por ejemplo, asociada a placa), periodontitis de inicio temprano (por ejemplo,
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prepuberal, juvenil, de progresion rapida y similares), periodontitis asociada a enfermedades sistémicas, periodontitis
ulceronecrosante, periodontitis refractaria, periimplantitis y similares.

El término “tratar”, como se usa en la presente memoria” hace referencia a una mejora detectable de una afeccion
adversa y/o a un descenso de los sintomas de la afeccion tras poner en contacto el mamifero con una composicion
oral de la invencion y/o segun un método de la invencion.

El término “tratamiento de periodontitis” se entendera que incluye la prevencion de periodontitis en un mamifero, asi
como la inhibicién de la progresion de una o mas afecciones preexistentes asociadas a periodontitis en un mamifero.
Como se usan en la presente memoria, los términos “inhibir’ e “inhibicidon” hacen referencia a una inhibicién parcial o
a una inhibicién completa de la periodontitis en comparacién con la afeccion sin tratamiento, de tal modo que dé
como resultado un tratamiento terapéutico o profilaxis. El tratamiento de periodontitis segun la invencion incluye por
lo tanto la reduccion, inhibiciéon, mejora, rebaja, disminucién, cese o eliminacion de uno o mas de los sintomas y/o
secuelas expuestos en la presente memoria.

Como se usa en la presente memoria “exceso patoldgico” hace referencia a una actividad por encima del nivel
normal aceptado. Por ejemplo, un “exceso patologico” de actividad metaloproteinasa de matriz es un nivel de
actividad metaloproteinasa de matriz que esta por encima del nivel encontrado normalmente en un estado no
patolégico. Como se usa en la presente memoria, un “exceso patoldgico de actividad metaloproteinasa de matriz” es
un nivel de actividad metaloproteinasa de matriz asociada a periodontitis.

Como se usa en la presente memoria, el término “regulaciéon negativa” hace referencia a una disminucion de la
actividad enzimatica, a una disminucion del nivel de actividad enzimatica, a una disminucién del nivel de proteina y/o
acido nucleico que codifica dicha proteina o a una disminucién del efecto bioquimico de la presencia de una
proteina, tal como una o mas de MMP-8, MMP-9 y MMP-13.

Se describe en la presente memoria un método de reduccién de un exceso patoldgico de al menos una de MMP-8,
MMP-9 y MMP-13 en la cavidad oral de un mamifero necesitado de ello, que comprende administrar a la cavidad
oral del mamifero una composicién oral que comprende 2,4,4'-tricloro-2’-hidroxidifeniléter en una cantidad que sea
eficaz para reducir el nivel de metaloproteinasa de matriz en a cavidad oral del mamifero, en el que la inhibicién del
nivel de metaloproteinasa de matriz da como resultado la inhibicion de una degradacion excesiva de los
componentes proteicos de la matriz de tejido conectivo.

Una MMP, tal como MMP-8, MMP-9 o MMP-13, puede reducirse en la cavidad oral mediante uno de multiples
modos, como se expone en la presente memoria. Una MMP puede reducirse en la cavidad oral regulando
negativamente la MMP al nivel de acido nucleico, como se expone en otro lugar de la presente memoria. Dicha
reduccion puede dar como resultado una reduccion de uno o mas de los acidos nucleicos que codifican la MMP (por
ejemplo ARNm) y de la enzima MMP expresada en la cavidad oral. La reduccion del ARNm que codifica una MMP
puede efectuarse, por ejemplo, mediante una o mas de mdltiples técnicas, como se entendera por el especialista en
la materia, provisto de la divulgacién expuesta en la presente memoria. Los ejemplos incluyen reducir la
transcripcion de ARNm que codifica la MMP y la degradacion/eliminacion del ARNm que codifica la MMP.

Una MMP puede reducirse en la cavidad oral reduciendo directamente la cantidad de enzima MMP. La reduccién de
la enzima MMP puede efectuarse mediante una o mas de multiples técnicas, como se entendera por un especialista
en la materia, provisto de la divulgacion expuesta en la presente memoria. Los ejemplos incluyen la inhibicion de la
enzima mediante un inhibidor de molécula pequefia, la inhibicion mediante una molécula natural o derivada
bioldgicamente, la degradacion proteolitica de la enzima y el aclaramiento de la cavidad oral basado en la afinidad
de la enzima, entre otros. Un agente que reduce una o mas de MMP-8, MMP-9 o MMP-13 puede ser un agente
como se describe en la presente memoria, tal como 2,4,4'-tricloro-2'-hidroxidifeniléter (triclosan), o puede ser otro
agente antibacteriano. En otro aspecto, un agente puede ser algo distinto de un agente antibacteriano. Como tales,
se describen en la presente memoria procedimientos de tratamiento de un individuo aquejado de periodontitis.

Se describe en la presente memoria un método para reducir un exceso patolégico de actividad metaloproteinasa de
matriz en la cavidad oral de un mamifero necesitado de ello, que comprende administrar a la cavidad oral del
mamifero una composicion oral que comprende 2,4,4'-tricloro-2'-hidroxidifeniléter en una cantidad que sea eficaz
para reducir la actividad metaloproteinasa de matriz de al menos una de MMP-8, MMP-9 y MMP-13 en la cavidad
oral del mamifero, en el que la inhibicién de la actividad metaloproteinasa de matriz da como resultado la inhibicién
de una degradacion excesiva de los componentes proteicos de la matriz de tejido conectivo. En otro aspecto, se
realiza la administracién a la cavidad oral del mamifero de una composiciéon oral que comprende 2,4,4’-tricloro-2’-
hidroxidifeniléter en una cantidad que sea eficaz para reducir el nivel de al menos una de MMP-8, MMP-9 y MMP-13
en la cavidad oral del mamifero, en la que la reduccion del nivel de metaloproteinasa de matriz da como resultado la
reduccion de la actividad enzimatica global de la metaloproteinasa, dando como resultado la inhibicién la
degradacioén excesiva de los componentes proteicos de matriz del tejido conectivo. Un exceso patoldgico de una o
mas MMP puede reducirse como se describe en otro lugar de la presente memoria con respecto a la reduccion de la
cantidad de MMP en la cavidad oral de un mamifero. Es decir, una MMP puede reducirse a uno o ambos niveles de
acido nucleico y proteina. Como se describe en otro lugar de la presente memoria, la reduccién del exceso
patoldgico de una o mas de dichas MMP puede proporcionar el tratamiento de periodontitis en un mamifero.
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Se describe también en la presente memoria un método de reduccién de la actividad de al menos una de MMP-8,
MMP-9 y MMP-13 en la cavidad oral de un mamifero necesitado de ello, que comprende administrar a la cavidad
oral del mamifero una composicién oral que comprende 2,4,4'-tricloro-2’-hidroxidifeniléter en una cantidad que sea
eficaz para reducir el nivel de metaloproteinasa de matriz en la cavidad oral del mamifero, en el que la inhibicién del
nivel de metaloproteinasa de matriz da como resultado la inhibicion de una degradacién excesiva de componentes
proteicos de la matriz de tejido conectivo. La actividad de una o mas MMP puede reducirse como se describe en otro
lugar de la presente memoria con respecto a la reduccion de la cantidad de proteina MMP en la cavidad oral de un
mamifero. Es decir, una MMP puede reducirse a uno o ambos niveles de acido nucleico y proteina, reduciendo asi la
actividad de las MMP en la cavidad oral, o bien reduciendo directamente la actividad MMP o indirectamente,
reduciendo el nivel de proteina y/o acido nucleico de MMP.

Se dan a conocer también en la presente memoria métodos de tratamiento de periodontitis en un mamifero
necesitado de ello, que comprenden poner en contacto una célula de la cavidad oral del mamifero con un agente
que regula negativamente una o ambas de al menos una de MMP-8, MMP-9 y MMP-13. La regulacion negativa de la
metaloproteinasa se correlaciona con una reduccion de al menos un sintoma asociado a periodontitis.

Una MMP, tal como MMP-8, MMP-9 o MMP-13, puede regularse negativamente al nivel de acido nucleico. A modo
de ejemplo no limitante, una MMP puede regularse negativamente regulando negativamente el ARNm que codifica
la MMP. Un método puede comprender poner en contacto la cavidad oral de un mamifero con un agente que regule
negativamente una o mas de MMP-8, MMP-9 o MMP-13. Un agente que regula negativamente una o mas de MMP-
8, MMP-9 o MMP-13 puede ser un agente como se describe en la presente memoria, tal como triclosan, o puede ser
otro agente antibacteriano. En otro aspecto, un agente puede ser algo distinto a un agente antibacteriano. Como
tales, se describen en la presente memoria tres métodos de tratamiento de un individuo aquejado de periodontitis.

Se da a conocer también en la presente memoria un método de tratamiento de periodontitis en un mamifero
necesitado de ello. Un método de tratamiento de periodontitis en un mamifero necesitado de ello puede comprender
administrar a la cavidad oral del mamifero una composicién oral que comprende 2,4,4'-tricloro-2'-hidroxidifeniléter en
una cantidad que sea eficaz para regular negativamente al menos una de MMP-8, MMP-9 y MMP-13, en el que la
regulacion negativa de la metaloproteinasa de matriz da como resultado el tratamiento de periodontitis en el
mamifero. Un método de tratamiento de periodontitis en un mamifero puede comprender administrar a la cavidad
oral del mamifero una composicion oral que comprende 2,4,4'-tricloro-2-hidroxidifeniléter en una cantidad que sea
eficaz para reducir el nivel de al menos una de MMP-8, MMP-9 y MMP-13, en el que la reduccion del nivel de
metaloproteinasa de matriz da como resultado el tratamiento de periodontitis en el mamifero. Un método de
tratamiento de periodontitis en un mamifero necesitado de ello puede comprender administrar a la cavidad oral del
mamifero una composicion oral que comprende 2,4,4'-tricloro-2"-hidroxidifeniléter en una cantidad que sea eficaz
para reducir el nivel de actividad de al menos una de MMP-8, MMP-9 y MMP-13, en el que la reduccioén del nivel de
actividad metaloproteinasa de matriz da como resultado el tratamiento de periodontitis en el mamifero.

En un método de tratamiento de periodontitis mediante la administraciéon a la cavidad oral del mamifero de una
composicion oral, puede reducirse la actividad de una o mas MMP como se describe en otro lugar de la presente
memoria con respecto a la reduccion de la cantidad de MMP en la cavidad oral de un mamifero. Es decir, uyna MMP
puede reducirse a uno o ambos de los niveles de acido nucleico y proteina, reduciendo asi la actividad de las MMP
en la cavidad oral. De forma similar, la regulacion negativa de una MMP o la reduccion del nivel de una MMP pueden
efectuarse mediante la accidon a cualquiera o ambos de los niveles de acido nucleico y proteina, como se describe
con detalle en otro lugar de la presente memoria.

En otro aspecto, la invencién proporciona un método de identificacién de un compuesto Util para tratar periodontitis
en un mamifero necesitado de ello, que comprende poner en contacto una célula con un compuesto de ensayo y
determinar si el compuesto de ensayo regula negativamente una o ambas de al menos una de MMP-8, MMP-9 y
MMP-13. La regulacion negativa de al menos una de las metaloproteinasas de matriz es indicativa de que el
compuesto de ensayo es Util para tratar periodontitis.

Se describe también en la presente memoria un método de tratamiento de periodontitis que comprende administrar
un agente identificado por un ensayo de barrido descrito en la presente memoria, o una combinacién de agentes,
que inhiben uno o mas marcadores de periodontitis, en el que al menos uno de los agentes es un agente identificado
por un ensayo de barrido descrito en la presente memoria.

Se da a conocer también en la presente memoria un método para el tratamiento de periodontitis que comprende la
etapa de administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente que inhibe la enfermedad periodontal y/o
trastorno periodontal a un sujeto necesitado de dicho tratamiento. Como se define en la presente memoria, una
cantidad terapéuticamente eficaz de agente (concretamente, una dosificacion eficaz) oscila de 0,001 a 30 mg/kg de
peso corporal, preferiblemente de 0,01 a 25 mg/kg de peso corporal, mas preferiblemente de 0,1 a 20 mg/kg de peso
corporal, y aun mas preferiblemente de 1 a 10 mg/kg, de 2 a 9 mg/kg, de 3 a 8 mg/kg, de 4 a 7 mg/kg, o de 5 a 6
mg/kg de peso corporal. El especialista en la materia apreciara que ciertos factores pueden influir en la dosificacion
requerida para tratar eficazmente un sujeto incluyendo, pero sin limitacion, la gravedad de la enfermedad o trastorno,
tratamientos previos, la salud en general y/o edad del sujeto y otras enfermedades presentes. Ademas, el
tratamiento de un sujeto con una cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor puede incluir un Unico tratamiento
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o, preferiblemente, puede incluir una serie de tratamientos. Se apreciara también que la dosificacién eficaz de
inhibidor usada para tratamiento puede aumentarse o disminuirse durante el transcurso de un tratamiento particular.
Pueden dar como resultado cambios en la dosificacion los resultados de los ensayos de diagndstico descritos en la
presente memoria.

El especialista en la materia sabra como detectar la presencia de periodontitis. Adicionalmente, el especialista en la
materia sabra cémo identificar un nivel elevado de una o mas de MMP-8, MMP-9 y MMP-13. Un método ejemplar
para detectar la presencia o ausencia de periodontitis en un mamifero comprende obtener una muestra biolégica de
la cavidad oral de un sujeto de ensayo y poner en contacto la muestra biolégica con un compuesto o un agente
capaz de detectar uno o mas de los marcadores de periodontitis (concretamente MMP-8, MMP-9 o MMP-13)
descritos en la presente memoria, por ejemplo, acido nucleico marcador (por ejemplo, ARNm, ADN gendmico, entre
otros) o péptido marcador (por ejemplo, fragmento peptidico o proteina, entre otros) codificado por el acido nucleico
marcador, de tal modo que se detecte la presencia de un acido nucleico marcador o péptido marcador codificado por
el acido nucleico en la muestra biolégica. En una realizacion, un agente para detectar ARNm o ADN gendmico
marcador es una sonda de acido nucleico marcada capaz de hibridar con ARNm o ADN gendmico marcador. La
sonda de acido nucleico puede ser, por ejemplo, un acido nucleico marcador completo o una porcién del mismo. Se
describen en la presente memoria otras sondas adecuadas para uso en los ensayos de diagndstico de la invencion.
En otra realizacién, se usa la actividad de un marcador de periodontitis como via para detectar el marcador
(concretamente, actividad MMP-8, MMP-9 o MMP-13). Esta incluido en la presente memoria cualquier ensayo
conocido ahora o desarrollado después para detectar la actividad de un marcador.

En otra realizacion, un agente para detectar un péptido marcador es un anticuerpo capaz de unirse a un péptido
marcador, tal como un anticuerpo con un marcaje detectable. Los anticuerpos pueden ser policlonales o
monoclonales. Puede usarse un anticuerpo intacto, o un fragmento del mismo (por ejemplo, Fab o F(ab'),). El
término “marcado”, con respecto a la sonda o anticuerpo, se pretende que incluya el marcaje directo de la sonda o
anticuerpo por acoplamiento (concretamente, ligamiento fisico) de una sustancia detectable con la sonda o
anticuerpo, asi como el marcaje indirecto de la sonda o anticuerpo mediante reactividad con otro reactivo que esté
marcado directamente. Los ejemplos de marcaje indirecto incluyen la deteccion de un anticuerpo primario usando un
anticuerpo secundario marcado fluorescentemente y el marcaje terminal de una sonda de ADN con biotina de tal
modo que pueda detectarse con estreptavidina marcada fluorescentemente.

Como se usa en término en la presente memoria, “muestra bioldgica” se pretende que incluya tejidos, células y
fluidos bioldgicos aislados de la cavidad oral de un sujeto, asi como tejidos, células y fluidos presentes en la cavidad
oral de un sujeto. Es decir, el método de deteccion puede usarse para detectar ARNm, péptido (por ejemplo proteina
o ADN gendmico marcadores en una muestra biolégica in vitro asi como in vivo. A modo de ejemplo no limitante, las
técnicas in vitro para la deteccion de ARNm marcador incluyen hibridaciones Northern e hibridaciones in situ. Las
técnicas in vitro para la deteccion de péptido marcador incluyen ensayos de inmunosorcion ligada a enzima (ELISA),
transferencias Western, inmunoprecipitaciones e inmunofluorescencia. Las técnicas in vitro para la detecciéon de
ADN gendémico marcador incluyen hibridaciones Southern. Las técnicas in vivo para la deteccion de péptido
marcador incluyen introducir en la cavidad oral de un sujeto un anticuerpo antimarcador marcado. Por ejemplo, el
anticuerpo puede marcarse con un marcador radiactivo cuya presencia y localizacién en un sujeto puede detectarse
mediante técnicas de imaginologia estandares.

Los métodos pueden implicar adicionalmente obtener una muestra biolégica de control a partir de un sujeto de
control, poner en contacto la muestra de control con un compuesto o agente capaz de detectar péptidos, ARNm o
ADN gendémico marcadores de tal modo que se detecte la presencia de péptido, ARNm o ADN gendmico
marcadores en la muestra bioldgica, y comparar la presencia de péptido, ARNm o ADN gendmico marcadores en la
muestra de control con la presencia de péptido, ARNm o ADN gendmico en la muestra de ensayo. Como alternativa,
puede compararse la presencia de péptido, ARNm o ADN gendmico marcadores en la muestra de ensayo con la
informacion en una base de datos o en un cuadro, dando como resultado la deteccidn o el diagndstico. Los métodos
pueden implicar adicionalmente usar una muestra biolégica de control obtenida a partir del sujeto que tiene
periodontitis, en los que la muestra de control se obtuvo a partir del sujeto antes del inicio de la periodontitis
(concretamente, cuando el sujeto estaba sano o en un estado “normal” sin periodontitis).

A modo de ejemplo no limitante, el nivel de MMP-9 puede averiguarse in vitro poniendo en contacto una célula con
TNF-a. La célula puede ser un monocito. Después de poner en contacto una célula con TNF-a, se detecta el nivel
de MMP-9 a cualquiera del nivel de proteina o acido nucleico. En un aspecto, se averigua también el nivel de MMP-9
in vitro poniendo en contacto una célula con TNF-a en presencia de un agente antibacteriano. El agente
antibacteriano puede ser 2,4,4'-tricloro-2'-hidroxidifeniléter o puede ser doxiciclina. En otro aspecto, un agente puede
ser algo distinto de un agente antibacteriano. Un agente puede ser un inhibidor de MMP.

Puede averiguarse in vitro una medida de la regulaciéon negativa de MMP-9 mediante la deteccion del nivel de MMP-
9 poniendo en contacto una célula con TNF-a en presencia de un agente, tal como un agente antibacteriano, y
comparando el nivel de MMP-9 averiguado in vitro poniendo en contacto una célula con TNF-a en presencia de un
agente antibacteriano en el que las condiciones experimentales son por lo demas idénticas. Un nivel menor de
proteina, acido nucleico o actividad enzimatica de MMP-9 en presencia de agente antibacteriano que en ausencia de
agente antibacteriano es indicativo de que el compuesto antibacteriano regula negativamente MMP-9. Basandose
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en la divulgacion expuesta en la presente memoria, se entendera que pueden usarse los mismos métodos para
evaluar MMP-8 y/o MMP-13.

Se entendera que una medida in vifro de la regulacion negativa de MMP-8, MMP-9 y/o MMP-13 puede
correlacionarse con un efecto, observacion o resultado in vivo. En un aspecto, la regulacién negativa de una
metaloproteinasa medida in vitro es una confirmacion de una observacion in vivo incluyendo, pero sin limitacion, el
tratamiento de periodontitis, un método de reduccién de un exceso patolégico de metaloproteinasa y/o actividad
metaloproteinasa in vivo, y un método de identificacion de un compuesto Util para tratar periodontitis y/o reducir un
exceso patoldgico de metaloproteinasa y/o actividad metaloproteinasa in vivo. Véanse, por ejemplo, Golub et al.,
Inflamm. Res. (1997) 46: 310-9, Preshaw et al., J. Clin. Periodontal. (2004) 31: 697-707; Mantyla et al., J

Periodontal. Res. (2003) 38: 436-439; Lorencini et al., Histol. Histopathol. (2009) 24: 157-166 y Pozo et al., J.
Periodontal Res. (2005) 40: 199-207. En otro aspecto, la regulacién negativa de una metaloproteinasa medida in
vitro es un factor de prediccion de un resultado in vivo incluyendo, pero sin limitacion, el tratamiento de periodontitis,
un método de reduccion de un exceso patolégico de metaloproteinasa y/o actividad metaloproteinasa in vivo y un
método de identificacion de un compuesto Util para tratar periodontitis y/o reducir un exceso patolégico de

metaloproteinasa y/o actividad metaloproteinasa in vivo.

A modo de otro ejemplo no limitante, el nivel de MMP-13 puede averiguarse in vitro poniendo en contacto una célula
con hormona paratiroidea (PTH). En una realizacion, una célula es un osteoblasto. Después de poner en contacto
una célula con PTH, se detecta el nivel de MMP-13 a cualquiera del nivel de proteina o acido nucleico. En un
aspecto, el nivel de MMP-13 se averigua también in vitro poniendo en contacto una célula con PTH en presencia de
un agente antibacteriano. En una realizacién, el agente antibacteriano es 2,4,4'-tricloro-2'-hidroxidifeniléter. Un nivel
menor de proteina, acido nucleico o actividad enzimatica de MMP-13 en presencia de agente antibacteriano que en
ausencia de agente antibacteriano es indicativo de que el compuesto antibacteriano regula negativamente MMP-13.

En un aspecto, la capacidad de una composicién oral como se expone en la presente memoria de tratar periodontitis
se averigua mediante comparacion del efecto del 2,4,4’-tricloro-2'-hidroxidifeniléter sobre la regulacion negativa de
metaloproteinasa con el efecto de la composicion oral sobre la regulacidon negativa de metaloproteinasa. La
capacidad de cualquier composicion oral de tratar periodontitis puede averiguarse mediante comparacion del efecto
de la composiciéon oral, in vivo o in vitro, con el efecto de una composiciéon oral como se expone en la presente
memoria.

Se da a conocer también en la presente memoria una composicién oral, tal como un dentifrico, gel, parche, colutorio
o pulverizador, entre otros, para uso en un método como se describe anteriormente. La composicién oral puede
comprender un agente antibacteriano. El agente antibacteriano puede ser un agente antibacteriano no catiénico.
Véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. n° 5.288.480. El agente antibacteriano no cationico esta presente en la
composicion oral en una cantidad antiplaca eficaz de 0,25-0,35% en peso, preferiblemente de 0,3%. El agente
antibacteriano es sustancialmente no hidrosoluble, lo que significa que su solubilidad es menor de 1% en peso en
agua a 25°C y puede ser incluso menor de 0,1%. Cuando la composicion oral es un colutorio, por ejemplo, la
concentracion de agente antibacteriano puede reducirse hasta 10 veces frente a la usada en otro dentifrico, tal como
una pasta de dientes. El agente antibacteriano puede ser 2,4,4'-tricloro-2'-hidroxidifeniléter. La composicién oral
puede comprender dos 0 mas agentes antibacterianos.

El agente potenciador antibacteriano (APA) puede potenciar el suministro del agente antibacteriano a, y la retencion
del mismo sobre, superficies orales. Un APA puede comprender un material adherente. Véase la patente de EE.UU.
n® 5.288.480 para descripciones de materiales y composiciones Utiles para materiales de APA, asi como para
descripciones generales de composiciones orales tales como composiciones de dentifrico. A modo de ejemplo no
limitante, un material adherente en una composicioén es un polimero que tiene un peso molecular medio numérico de
entre 100.000 y 2.500.000 inclusive. ElI material adherente puede seleccionarse de polimeros de poli(acido
vinilfosfénico), poli(acido 1-fosfonoprenosulfénico), poli(acido B-estirenofosfinico), poli(acido a-estirenofosfénico),
policarboxilato polimérico anidnico sintético, anhidrido maleico, acido maleico y metilviniléter. La molécula adherente
puede ser un polimero de metilviniléter y anhidrido maleico. Puede usarse un agente potenciador antibacteriano a un
nivel que es de 0,01-4,0% en peso de una composicion oral.

Como se usa en la presente memoria, un “grupo potenciador del suministro” hace referencia a aquel que liga o une
sustancial, adhesiva, cohesivamente o de otro modo el APA (portador del agente antibacteriano) con superficies
orales (por ejemplo, dientes y encias), “suministrando” asi el agente antibacteriano a dichas superficies. El grupo
organico potenciador de la retencion, generalmente hidréfobo, liga o une de otro modo el agente antibacteriano con
el APA, promoviendo asi la retencion del agente antibacteriano en el APA e indirectamente sobre las superficies
orales. En algunos casos, el ligamiento del agente antibacteriano ocurre mediante atrapamiento fisico del mismo por
el APA, especialmente cuando el APA es un polimero reticulado cuya estructura proporciona inherentemente
numerosos sitios para dicho atrapamiento. La presencia de un resto reticulante de alto peso molecular y mas
hidréfobo en el polimero reticulado promueve aun mas el atrapamiento fisico del agente antibacteriano en o por el
polimero de APA reticulado.

Es un agente potenciador antibacteriano que potencia el suministro y adherencia de dicho agente antibacteriano a, y
la retencién del mismo sobre, superficies orales de dientes y encias, (i) un copolimero de acido o anhidrido maleico
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con ofro mondémero polimerizable etilénicamente insaturado inerte o (i) un polimero de poli(acido pB-
estirenofosfénico) o poli(acido a-estirenofosfénico) o un copolimero de cualquier acido estirenofosfénico con otro
monoémero etilénicamente insaturado. Sin embargo, el especialista en la materia entendera que la divulgacion
anterior no esta limitada al agente potenciador antibacteriano especifico usado, y que estan incluidos otros agentes
potenciadores antibacterianos.

En un dentifrico ejemplar, esta presente un vehiculo oralmente aceptable que incluye una fase acuosa con
humectante. Esta presente tipicamente agua en una cantidad de al menos un 3% en peso, generalmente de 3-35%,
y humectante, preferiblemente glicerina y/o sorbitol, tipicamente a un total de 6,5-75% o 80% en peso del dentifrico,
mas tipicamente de 10-75%. Aunque no se requiere cuando esta presente opcionalmente un 0,25-0,35% de agente
antibacteriano no catidnico no hidrosoluble, puede incorporarse al vehiculo humectante acuoso un ingrediente
adicional que ayuda a la solubilizacion del agente antibacteriano en saliva. Dichos agentes solubilizantes opcionales
incluyen polioles humectantes tales como propilenglicol, dipropilenglicol y hexilenglicol, Cellosolve tal como
Cellosolve de metilo y Cellosolve de etilo, aceites y ceras vegetales que contienen al menos 12 carbonos en una
cadena lineal tales como aceite de oliva, aceite de ricino y vaselina, y ésteres tales como acetato de amilo, acetato
de etilo y benzoato de bencilo. Como se usa en la presente memoria, “propilenglicol” incluye 1,2-propilenglicol y 1,3-
propilenglicol. Deberian evitarse cantidades significativas de polietilenglicol, particularmente de peso molecular de
600 o mas, puesto que el polietilenglicol inhibe eficazmente la actividad antibacteriana del agente antibacteriano no
catiénico. Por ejemplo, el polietilenglicol (PEG) 600, cuando esta presente con triclosan en una relacion en peso de
25 triclosan: 1 PEG 600, reduce la actividad antibacteriana del triclosan por un factor de 10-20 de la reinante en
ausencia de polietilenglicol.

El pH de una composicion oral esta generalmente en el intervalo de 4,5 a 10, y en otro aspecto de 6,5 a 7,5. Es
digno de mencion que las composiciones pueden aplicarse por via oral a un pH inferior a 5 sin descalcificar
sustancialmente ni dafiar de otro modo el esmalte dental. El pH puede controlarse con acido (por ejemplo, acido
citrico o acido benzoico) o base (por ejemplo, hidroxido de sodio) o tamponarse (como con citrato, benzoato,
carbonato o bicarbonato de sodio, hidrogenofosfato de disodio, dihidrogenofosfato de sodio, etc.).

Puede usarse cualquier particula abrasiva y puede seleccionarse de bicarbonato de sodio, fosfato de calcio (por
ejemplo, fosfato de dicalcio dihidratado), sulfato de calcio, carbonato de calcio precipitado, silice (por ejemplo, silice
hidratada), o6xido de hierro, 6xido de aluminio, perlita, particulas de plastico, por ejemplo, polietileno, y
combinaciones de los mismos. En particular, el agente abrasivo puede seleccionarse de fosfatos de calcio (por
ejemplo, fosfato de dicalcio dihidratado), sulfato de calcio, carbonato de calcio precipitado, silice (por ejemplo, silice
hidratada), pirofosfato de calcio y combinaciones. Puede usarse cualquier tipo de silice, tales como silices
precipitadas o geles de silice. Se prefieren las silices comercialmente disponibles tales como INEOS AC43,
disponible en Ineos Silicas, Warrington, Reino Unido. Pueden usarse también otros agentes abrasivos de acuerdo
con la presente invencion. Como se expone en la patente de EE.UU. n°® 4.358.437, las formas en polvo de
carbonato de calcio en forma abrasiva constituyen una clase importante de dichos agentes abrasivos. Son ejemplos
de dichos agentes abrasivos caliza o marmol molidos, margas tales como aragonita, calcita o mezclas de las
mismas, y margas precipitadas sintéticamente tales como marga de depuradora. Generalmente, el carbonato de
calcio deberia tener un diametro mediano ponderado de menos de 40 um, preferiblemente de menos de 15 um. Son
una segunda clase de agentes abrasivos las silices en polvo, particularmente xerogeles de silice como se definen en
la patente de EE.UU. n° 3.538.230.

Una composicion oral puede comprender un agente de pulido siliceo. El agente de pulido puede ser un material
siliceo tal como un gel de silice hidratada, un xerogel de silice o un aluminosilicato o zirconosilicato de metal alcalino
amorfo complejo o una silice precipitada. Los materiales de silice coloidales incluyen aquellos vendidos con la marca
comercial SYLOID tales como aquellos que se han vendido como SYLOID 72 y SYLOID 74. Las silices precipitadas
incluyen aquellas vendidas con el nombre comercial ZEODENT tales como ZEODENT 113 y ZEODENT 115 y
ZEODENT 119.

Un colutorio o enjuague no comprendera generalmente una particula abrasiva o una particula de pulido. Un parche
no comprendera generalmente una particula abrasiva o una particula de pulido.

Sin ligarse a una teoria mediante la que se consiguen las ventajas, se cree que incluso en ausencia de un material
solubilizante especial para un agente antibacteriano (por ejemplo, 2,4,4'-tricloro-2'-hidroxidifeniléter), cuando la
cantidad de agente es de 0,25%-0,35% en peso y esta presente un policarboxilato, esta presente suficiente agente
para efectuar el tratamiento de periodontitis mediante la regulaciéon negativa de al menos una de MMP-8, MMP-9 o
MMP-13. Esto es igualmente aplicable a otros agentes antibacterianos no catidénicos no hidrosolubles descritos en la
presente memoria.

Una composicion oral (por ejemplo, dentifrico) puede contener también una fuente de iones fluoruro, o un
componente que proporciona flior, como agente anticaries, en una cantidad suficiente para suministrar de 25 ppm a
5.000 ppm de iones fluoruro. Estos compuestos pueden ser ligeramente solubles en agua o pueden ser totalmente
hidrosolubles. Se caracterizan por su capacidad de liberar iones fluoruro en agua y por la ausencia sustancial de
reaccion indeseada con otros compuestos de la preparacion oral. Entre estos materiales estan las sales de fluoruro
inorganicas, tales como sales de metal alcalino o metal alcalinotérreo solubles, por ejemplo, fluoruro de sodio,
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fluoruro de potasio, fluoruro de amonio, fluoruro de calcio, un fluoruro de cobre tal como fluoruro cuproso, fluoruro de
cinc, fluoruro de bario, fluorosilicato de sodio, fluorosilicato de amonio, fluorocirconato de sodio, fluorocirconato de
amonio, monofluorofosfato de sodio, mono- y difluorofosfato de aluminio y pirofosfato de sodio y calcio fluorado. Se
prefieren fluoruros de metal alcalino y estafio, tales como fluoruros de sodio y estannoso, monofluorofosfato de sodio
(MFP) y mezclas de los mismos. Tipicamente, en caso de fluoruros de metal alcalino, este componente esta
presente en una cantidad de hasta 2% en peso, basada en el peso de la preparacion, y preferiblemente en el
intervalo de 0,05 a 1%. En el caso de monofluorofosfato de sodio, el compuesto puede estar presente en una
cantidad de 0,1-3%, y en una realizacion de 0,7-0,8%.

Una composicion puede comprender adicionalmente un agente seleccionado de un agente idnico estannoso, un
compuesto de fluoruro, fluoruro de sodio, clorhexidina, alexidina, hexetidina, sanguinarina, cloruro de benzalconio,
salicilanilida, bromuro de domifeno, cloruro de cetilpiridinio (CPC), cloruro de tetradecilpiridinio (TPC), cloruro de N-
tetradecil-4-etilpiridinio (TDEPC), octenidina, delmopinol, octapinol, nisina, agente iénico de cinc, agente idnico de
cobre, aceites esenciales, furanonas, bacteriocinas, arginato de etil-lauroilo, extractos de magnolia, una fuente de
iones metalicos, arginina, bicarbonato de arginina, honoquiol, magonol, acido ursdlico, acido Ursico, morina, extracto
de espino amarillo, un peroxido, una enzima, un extracto de Camellia, un flavonoide, un flavano, difeniléter
halogenado, creatina y propoleo.

La presente invencion proporciona métodos de identificacion de un compuesto Util para tratar una enfermedad o
afeccion de la cavidad oral, comprendiendo el método: poner en contacto una primera muestra gingival, obtenida de
un mamifero que padece una enfermedad o afeccion de la cavidad oral, con un compuesto de ensayo; poner en
contacto una segunda muestra gingival, obtenida de la cavidad oral de dicho mamifero, con un control positivo, en el
que dicho control positivo es un compuesto conocido por regular negativamente la expresion de una o mas
metaloproteinasas de matriz; medir la extension en que la expresién de una o mas de dichas metaloproteinasas de
matriz se regula negativamente por dicho compuesto de ensayo; medir la extension en que la expresiéon de una o
mas de dichas metaloproteinasas de matriz se regula negativamente por dicho control positivo y comparar la
extension en que la expresion de una o mas de dichas metaloproteinasas de matriz se regula negativamente por
dicho compuesto de ensayo con la extension en que la expresion de una o mas de dichas metaloproteinasas de
matriz se regula negativamente por dicho control positivo; en los que un compuesto de ensayo que regula
negativamente la expresion de una o mas de dichas metaloproteinasas de matriz en una extension mayor o igual
que dicho control positivo es un compuesto util en el tratamiento de una enfermedad o afeccion de la cavidad oral.
En métodos de la presente invencion, la enfermedad o afeccién de la cavidad oral es periodontitis o gingivitis.

En otras realizaciones, la una o mas metaloproteinasas de matriz se seleccionan del grupo consistente en: MMP-8,
MMP-9 y MMP-13. En realizaciones adicionales, el control positivo regula negativamente la expresion de MMP-8,
MMP-9 y MMP-13.

En otras realizaciones, el control positivo es un difeniléter halogenado. En aun otras realizaciones, el control positivo
es triclosan.

En algunas realizaciones, el compuesto de ensayo regula negativamente la expresion de una o mas de dichas
metaloproteinasas de matriz en mayor extensiéon que dicho control positivo. En realizaciones adicionales, el
compuesto de ensayo regula negativamente la expresiéon de MMP-9 y de MMP-13 en mayor extension que dicho
control positivo. Otras realizaciones adicionales proporcionan métodos en los que el compuesto de ensayo regula
negativamente la expresion de MMP-8, MMP-9 y MMP-13 en mayor extension que el control positivo.

En algunas realizaciones, el control positivo regula negativamente la expresion de MMP-8. En algunas realizaciones,
el control positivo regula negativamente la expresion de MMP-9. En aun otras realizaciones, el control positivo regula
negativamente la expresion de MMP-13.

La invencion se describe adicionalmente en los siguientes ejemplos. Los ejemplos son meramente ilustrativos y no
limitan en modo alguno el alcance de la invencién como se describe y reivindica.

EJEMPLOS
Ejemplo 1: Preparacion y caracterizacion de MMP-9

Se obtuvieron células U937 y medio de cultivo RPMI 1640 de la ATCC. Se obtuvo el kit ELISA de MMP-9 humana
(QUANTIKINE) de R&D Systems. Se obtuvo el suero fetal bovino (FBS) de VWR, y se obtuvieron la disolucion de
penicilina-estreptomicina y factor de necrosis tumoral a (TNF-a) de Sigma.

Se cultivaron células de linfoma monocitico U937 de leucemia humana en medio RPMI 1640 suplementado con 10%
de FBS y 1% de disolucion de penicilina-estreptomicina. Se incubaron las células a 37°C en atmdsfera humidificada
que contenia 5% de CO, y 95% de aire. Antes del tratamiento, se transfirieron las células a RPMI que contenia 1%
de FBS durante una noche. Se sembraron las células en una placa de 48 pocillos. El medio de cultivo celular incluia
cualquiera de TNF-a (250 ng/ml), triclosan (1 ppm) o ambos agentes conjuntamente o ningun agente (control). Se
incubaron las células después de tratamiento durante 24 horas. Se recogieron los medios acondicionados y se
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almacenaron a -80°C hasta el analisis. Se sometieron muestras de los medios acondicionados a ensayos de
inmunosorcion ligada a enzima (ELISA) para MMP-9, segun el protocolo de ELISA comercial (Figura 1).

Las células U937 estimuladas con TNF-a producian un aumento del nivel de MMP-9. El triclosan a 1 ppm reducia
significativamente el nivel de MMP-9 en células U937 estimuladas con TNF-a.

Tabla 1: Datos para la figura | que demuestran el efecto del triclosan sobre la produccién de MMP-9

Media (ng/ml) | Desviacién estandar (ng/ml)
Control 0,114 0,024333
TNF-a 0,275 0,048665
TNF-a + triclosan 1 ppm | 0,155 0,004867

Ejemplo 2: Preparacion y caracterizacion de MMP-13

Se adquirié hormona paratiroidea (PTH 1-34 de rata) en Sigma. Se cultivaron células UMR 106-01 en medio esencial
minimo de Eagle (EMEM) suplementado con Hepes 25 mM a pH 7,4, 1% de aminoacidos no esenciales, 100
unidades/ml de penicilina, 100 pyg/ml de estreptomicina y 5% de suero fetal bovino. Se realiz6 una PCR-FI
cuantitativa instantanea segun el siguiente método: se sembraron las células UMR 106-01 en placas de 12 pocillos y
se cultivaron durante 2-3 dias en medios de cultivo celular. Cuando las células alcanzaron la confluencia, se
cambiaron los medios de cultivo celular por suero fetal bovino al 1% durante una noche para inanicion celular. Se
preincubaron las células con triclosan o un dentifrico que contiene triclosan (véanse, por ejemplo, las patentes de
EE.UU. n® 4.894.220, 5.032.386 y patentes relacionadas) durante 15 minutos y se incubaron entonces con PTH (10
8 M) durante 4 horas.

Se aislé el ARN total de células UMR 106-01 estimuladas con o sin PTH con reactivo TRIzol. Se someti6 a
transcripcion inversa el ARN total (0,1 pg) hasta ADNc usando el kit SUPERSCRIPT de Invitrogen segun las
instrucciones del fabricante. Se efectué la PCR con ADNc usando cebadores cuyas secuencias se exponen en la
Tabla 2. Se amplificaron todos los ADNc afiadiendo 2,5 pyl de ADNc a la mezcla de PCR (22,5 pl) que contenia cada
cebador (0,2 M) y 12,5 pl de Platinum SYBR Green gqPCR SuperMix UDG (Invitrogen). Se preincubaron las
reacciones a 50°C durante 2 minutos para descontaminar el ADN que contiene dU de UDG, y después a 95°C
durante 2 minutos para activar la Tag. Se continué el programa de PCR durante 49 ciclos de desnaturalizacion a
95°C durante 15 segundos, reasociacion y alargamiento de los cebadores a 60°C durante 30 segundos. Se
determind la cuantificacion relativa de la expresion génica usando el método de AACt en que los cambios en veces
de expresion génica se refieren a las muestras de control. Se normalizaron todas las muestras a 3-actina.

Todos los resultados se expresaron como medias * error estandar (ES) de medidas por triplicado, repitiéndose todos
los experimentos al menos tres veces. Se llevaron a cabo los analisis estadisticos usando la prueba de t de Student.

Las células UMR estimuladas con PTH producian un aumento de la expresion de MMP-13. El triclosan a 10 ppm, 4
ppm y 1 ppm reducia significativamente la expresion de MMP-13 en células UMR estimuladas con PTH. Una
suspension densa de dentifrico que contenia triclosan que contenia 10 ppm de triclosan reducia significativamente la
expresion de MMP-13 en células UMR estimuladas con PTH.

Tabla 2: Secuencias cebadoras

Gen de MMP-13 de rata
S-GCCCTATCCCTTGATGCCATT-3’ (codificante)
5?'ACAGTTCAGGCTCAACCTG{:TG‘3‘ (anticodificante)

Gen de B-actina de rata

5-AGCC ATGTAC GTA GCCATC c-3° (codificante)
5'-ACCCTCATAGATGGGCACAG-3" (anticodificante)

Tabla 3: Los datos de la Figura 2 demuestran que el triclosan inhibe la expresion de MMP-13
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Media Desviacion estandar

Control 0,558546 | 0,388464
PTH 78,84402 | 14,45422
Triclosan 10 ppm 1,518275 | 0,702455
Triclosan 4 ppm 1,423882 | 0,162156
Triclosan 1 ppm 0,416584 | 0,23855

Triclosan 10 ppm + PTH | 3,011772 | 1,497531
Triclosan 4 ppm + PTH | 10,55882 | 6,868653
Triclosan 1 ppm + PTH | 35,38321 | 3,934183

Tabla 4: Datos de la figura 3 que demuestran que un dentifrico que contiene triclosan inhibe la expresién de MMP-13

Media Desviacion estandar
Control 0,917758 | 0,116307
PTH 370,6579 | 20,64484
Suspension densa de dentifrico que contiene 8,625401 | 5,675636

triclosan que contiene 10 ppm de triclosan

PTH + suspension densa de dentifrico que contiene | 7,904052 | 3.23775

triclosan que contiene 10 ppm de triclosan

11
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REIVINDICACIONES

1. Un método de identificacion de un compuesto Util para tratar gingivitis o periodontitis, comprendiendo el
método:

poner en contacto una primera muestra gingival, obtenida de un mamifero que padece gingivitis o
periodontitis, con un compuesto de ensayo;

poner en contacto una segunda muestra gingival, obtenida de la cavidad oral de dicho mamifero, con un
control positivo, en el que dicho control positivo es un compuesto conocido por regular negativamente la
expresion de una o mas metaloproteinasas de matriz;

medir la extension en que la expresion de una o mas de dichas metaloproteinasas de matriz se regula
negativamente por dicho compuesto de ensayo;

medir la extension en que la expresion de una o mas de dichas metaloproteinasas de matriz se regula
negativamente por dicho control positivo y

comparar la extension en que la expresion de una o mas de dichas metaloproteinasas de matriz se regula
negativamente por dicho compuesto de ensayo con la extension en que la expresién de una o mas de
dichas metaloproteinasas de matriz se regula negativamente por dicho control positivo;

en el que un compuesto de ensayo que regula negativamente la expresiéon de una o mas de dichas
metaloproteinasas de matriz en una extension mayor o igual que dicho control positivo es un compuesto util en el
tratamiento de gingivitis o periodontitis.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que dicha una o mas metaloproteinasas de matriz se seleccionan del
grupo consistente en: MMP-8, MMP-9 y MMP-13.

3. El método de las reivindicaciones 1 o 2, en el que dicho control positivo regula negativamente la expresion
de MMP-8, MMP-9 y MMP-13.

4. El método de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicho control positivo es un
difeniléter halogenado.

5. El método de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el control positivo es triclosan.

6. El método de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicho compuesto de ensayo regula
negativamente la expresion de una o mas de dichas metaloproteinasas de matriz en mayor extension que dicho
control positivo.

7. El método de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicho compuesto de ensayo regula
negativamente la expresion de MMP-9 y MMP-13 en mayor extension que dicho control positivo.

8. El método de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicho compuesto de ensayo regula
negativamente la expresion de MMP-8, MMP-9 y MMP-13 en mayor extension que dicho control positivo.

9. El método de la reivindicacion 2, en el que dicho control positivo regula negativamente la expresion de
MMP-8.

10. El método de la reivindicacion 2, en el que dicho control positivo regula negativamente la expresion de
MMP-9.

11. El método de la reivindicacion 2, en el que dicho control positivo regula negativamente la expresion de
MMP-13.
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Figura 1:
El triclosan reducia |a proteina MMP-9
en células U937 estimuladas con TNF-alfa
E
on R e
£
[
o
&
=
@
§ G,E}ﬂ{? 1 T ¥ i
o control TNFa ThFa + triclosan
1 ppm

13




ES 2432 864 T3

cambio en veces

El triclosan inhibe la expresion de MMP-13

Figura 2
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