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DESCRIPCION
Métodos y materiales para proporcionar un aspecto blanco a los dientes
Antecedentes
1. Campo técnico

Este documento presenta métodos y materiales que intervienen para proporcionar a los dientes un aspecto blanco.
Por ejemplo, este documento presenta métodos y materiales para poner en contacto los dientes con uno o mas
polipéptidos emisores de fluorescencia (por ejemplo, una proteina fluorescente azul) para proporcionar a los dientes
un aspecto mas blanco.

2. Informacion de antecedentes

En general, los dientes blancos se consideran cosméticamente deseables. Sin embargo, los dientes pueden
decolorarse en ausencia de intervencion. La estructura del diente que generalmente es responsable de presentar un
aspecto con manchas es la capa de esmalte. Varios factores pueden contribuir a la decoloracion del esmalte. Por
ejemplo, la formacion de matrices de placa y sarro sobre la superficie del diente puede atrapar manchas,
ocasionando de esta manera la decoloracion del esmalte.

Se han desarrollado preparaciones blanqueadoras de dientes que pueden comprarse sin receta para abordar la
preferencia cosmética de muchas personas para restaurar el lustre en el esmalte de los dientes decolorado por
materiales atrapados en la superficie. Aunque todos los dentifricos y colutorios contienen algunos agentes
limpiadores y de pulido, algunos depésitos de esmalte no pueden eliminarse completamente por esos agentes en las
condiciones de uso normales. Los fumadores con frecuencia desarrollan un esmalte decolorado debido a que los
alquitranes y materiales en forma de particulas presentes en el humo exhalado del cigarrillo se acumulan en el
diente. En algunos casos, los alimentos y las bebidas (por ejemplo, el t&¢) pueden manchar o decolorar el esmalte de
los dientes.

Sumario

Este documento proporciona métodos y materiales para proporcionar a los dientes un aspecto blanco. Por ejemplo,
este documento proporciona métodos y materiales para poner en contacto los dientes con uno o mas polipéptidos
emisores de fluorescencia (por ejemplo, una proteina fluorescente azul (BFP)) para proporcionar al diente un
aspecto mas blanco. Como se describe en el presente documento, pueden aplicarse polipéptidos emisores de
fluorescencia tales como polipéptidos BFP a los dientes en condiciones que permitan que los polipéptidos emisores
de fluorescencia se unan o se adhieran directa o indirectamente a los dientes. En estos casos, los polipéptidos
emisores de fluorescencia pueden emitir fluorescencia a una longitud de onda particular. En el caso de los
polipéptidos BFP, los polipéptidos BFP pueden emitir fluorescencia en el intervalo de aproximadamente 440 nm a
aproximadamente 500 nm (por ejemplo, entre aproximadamente 450 nm y aproximadamente 490 nm), que, cuando
se emite desde los dientes, proporciona a los dientes un aspecto blanco. Este aspecto blanco puede existir, aunque
los dientes subyacentes no presenten ese color blanco de forma natural. Por ejemplo, los métodos y materiales
proporcionados en el presente documento pueden hacer que una persona tenga los dientes blancos, aunque los
dientes estén manchados. De esta manera, el aspecto del diente puede obtenerse usando los métodos y materiales
proporcionados en el presente documento sin un blanqueamiento riguroso (por ejemplo, sin tratamientos de
blanqueamiento dental tales como los que implican perdxido de hidrégeno o perdxido de carbimida) o técnicas de
eliminacion de manchas.

En general, un aspecto de este documento presenta un método para alterar el aspecto de los dientes. El método
comprende, o consiste esencialmente en, aplicar un polipéptido emisor de fluorescencia a los dientes, donde la
fluorescencia emitida desde el polipéptido emisor de fluorescencia altera el aspecto de los dientes. Los dientes
pueden ser dientes humanos. EI método puede comprender alterar el aspecto de los dientes de tal forma que los
dientes parezcan mas blancos. El polipéptido emisor de fluorescencia puede ser un polipéptido BFP. El polipéptido
emisor de fluorescencia puede estar conjugado con una molécula que tiene la capacidad de interaccionar o de
unirse a un diente o a un componente del diente. La molécula puede ser un polipéptido. La molécula puede ser un
polipéptido de caseina. La molécula puede ser un polipéptido de estaterina. La molécula puede ser una molécula
que tiene la capacidad de interaccionar o de unirse al esmalte, a hidroxiapatita o a la pelicula dental adquirida. El
polipéptido emisor de fluorescencia puede ser un polipéptido de fusibn que comprende una secuencia de
aminoacidos y un polipéptido de caseina. El polipéptido emisor de fluorescencia puede ser un polipéptido de fusién
gue comprende una secuencia de aminoacidos y un polipéptido de estaterina. El polipéptido emisor de fluorescencia
puede estar presente dentro de la pasta de dientes, y la etapa de aplicacién puede comprender aplicar la pasta de
dientes a los dientes. El polipéptido emisor de fluorescencia puede ser una unidad de un polimero que comprende
dos o mas polipéptidos emisores de fluorescencia. El polimero puede unirse a un polipéptido de caseina para formar
un complejo, donde el complejo se aplica a los dientes.
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En otro aspecto, este documento presenta una composicién que comprende, o que consiste esencialmente en, un
polipéptido emisor de fluorescencia y un polipéptido de caseina.

En otro aspecto, este documento presenta una composicién que comprende, o que consiste esencialmente en, un
polipéptido emisor de fluorescencia y un polipéptido de estaterina.

En otro aspecto, este documento presenta un polipéptido quimérico que comprende, o que consiste esencialmente
en, una secuencia de aminoacidos de 20 o mas restos de longitud de un polipéptido emisor de fluorescencia y una
secuencia de aminoacidos de 20 o mas restos de longitud de un polipéptido de caseina. El polipéptido quimérico
puede comprender un polipéptido emisor de fluorescencia de longitud completa o un fragmento del mismo que sea
idéntico en al menos aproximadamente un 90 por ciento al polipéptido emisor de fluorescencia de longitud completa.
El polipéptido quimérico puede comprender un polipéptido de caseina de longitud completa o un fragmento del
mismo que sea idéntico en al menos aproximadamente un 80 por ciento al polipéptido de caseina de longitud
completa. El polipéptido quimérico puede comprender la capacidad de emitir fluorescencia y la capacidad de
interaccionar o de unirse a un diente o a un componente del diente.

En otro aspecto, este documento presenta un polipéptido quimérico, que comprende, o que consiste esencialmente
en, una secuencia de aminoacidos de 20 o mas restos de longitud de un polipéptido emisor de fluorescencia y una
secuencia de aminoacidos de 20 o mas restos de longitud de un polipéptido de estaterina. El polipéptido quimérico
puede comprender un polipéptido emisor de fluorescencia de longitud completa o un fragmento del mismo que sea
idéntico en al menos aproximadamente un 90 por ciento al polipéptido emisor de fluorescencia de longitud completa.
El polipéptido quimérico puede comprender un polipéptido de estaterina de longitud completa o un fragmento del
mismo que sea idéntico en al menos aproximadamente un 80 por ciento al polipéptido de estaterina de longitud
completa. El polipéptido quimérico puede comprender la capacidad de emitir fluorescencia y la capacidad de
interaccionar o de unirse a un diente o a un componente del diente.

A menos que se definan de otra manera, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento
tienen el mismo significado que se entiende habitualmente por un experto habitual en la materia a la que pertenece
la presente invencién. Aunque en la practica o ensayo de la presente invencidén pueden usarse métodos o materiales
similares o equivalentes a los descritos en el presente documento, a continuacion se describen métodos y materiales
adecuados. Ademas, los materiales, métodos y ejemplos son so6lo ilustrativos y no deben considerarse limitantes.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion seran evidentes tras la siguiente descripcion detallada, y a partir de
las reivindicaciones.

Descripcion de los dibujos

La Figura 1 es un listado de una secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 1) que codifica un polipéptido BFP a
modo de ejemplo (GenBank n.° de acceso U70497.1; Gl n.° 1619752).

La Figura 2 es un listado de una secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 2) de un polipéptido BFP a modo de
ejemplo (GenBank n.° de acceso AAB16959.1; GI n.® 1619753).

La Figura 3 es un listado de una secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 3) que codifica un polipéptido de a-
caseina a modo de ejemplo (GenBank n.° de acceso NM_181029.2; Gl n.° 31341348).

La Figura 4 es un listado de una secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 4) de un polipéptido de a-caseina a
modo de ejemplo (GenBank n.° de acceso NP_851372.1; Gl n.° 30794348).

La Figura 5 es un listado de una secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 5) que codifica un polipéptido de f3-
caseina a modo de ejemplo (GenBank n.° de acceso BC111172.1; Gl n.° 83406092).

La Figura 6 es un listado de una secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 6) de un polipéptido de B-caseina a
modo de ejemplo (GenBank n.° de acceso AAI11173.1; Gl n.° 83406093).

La Figura 7 es un listado de una secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 7) que codifica un polipéptido de
estaterina a modo de ejemplo (GenBank n.° de acceso AAH67219.1; GI n.° 45501309).

La Figura 8 es un listado de una secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 8) de un polipéptido de estaterina a
modo de ejemplo (GenBank n.° de acceso BC067219.1; Gl n.° 45501308).

La Figura 9 es un listado de una secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 9) de un polipéptido BFP a modo de
ejemplo.

La Figura 10 contiene fotografias de un diente al inicio (izquierda), después de aplicar un conjugado de
polipéptido de B-caseina/BFP (centro), y después de realizar un pulido con piedra pémez (derecha). El diente
presentd un aspecto mas blanco después de aplicar un conjugado de polipéptido de B-caseina/BFP que al
principio. Este aspecto mas blanco se perdio después del pulido.

Descripcion detallada

Este documento proporciona métodos y materiales para proporcionar a los dientes un aspecto blanco. La presente
invencion proporciona métodos y materiales para poner en contacto los dientes con una proteina fluorescente azul
(BFP) conjugada con una molécula que tiene la capacidad de interaccionar con o unirse a un diente 0 a un
componente del diente para proporcionar al diente un aspecto mas blanco.
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Como se describe en el presente documento, a los dientes se les pueden aplicar polipéptidos emisores de
fluorescencia de tal forma que se emita fluorescencia desde los dientes. A los dientes se les puede aplicar cualquier
polipéptido emisor de fluorescencia apropiado. Por ejemplo, cuando se desea tener los dientes con un aspecto mas
blanco, puede aplicarse un polipéptido que emite fluorescencia azul a los dientes de una persona. Dicha
fluorescencia azul puede tener una longitud de onda de emision comprendida entre aproximadamente 440 nm y
aproximadamente 500 nm (por ejemplo, entre aproximadamente 450 nm y aproximadamente 500 nm, entre
aproximadamente 460 nm y aproximadamente 500 nm, entre aproximadamente 470 nm y aproximadamente
500 nm, entre aproximadamente 480 nm y aproximadamente 500 nm, entre aproximadamente 440nm vy
aproximadamente 490 nm, entre aproximadamente 440 nm y aproximadamente 480 nm, entre aproximadamente
440 nm y aproximadamente 470 nm, entre aproximadamente 440 nm y aproximadamente 460 nm, entre
aproximadamente 450 nm y aproximadamente 490 nm, o entre aproximadamente 460 nm y aproximadamente
480 nm). En algunos casos, a los dientes se les puede aplicar, como se describe en el presente documento, un
polipéptido emisor de fluorescencia que emite fluorescencia a una longitud de onda de emisién comprendida entre
aproximadamente 420 nm y aproximadamente 450 nm, entre aproximadamente 430 nm y aproximadamente
450 nm, entre aproximadamente 440 nm y aproximadamente 450 nm, entre aproximadamente 420nm vy
aproximadamente 440 nm, o entre aproximadamente 485 nm y aproximadamente 505 nm.

Cuando se desea tener los dientes de un color diferente, a los dientes de la persona se les puede aplicar un
polipéptido que emite fluorescencia en el espectro rojo, verde o amarillo. La florescencia roja puede tener una
longitud de onda de emision comprendida entre aproximadamente 555 nm y aproximadamente 655 nm (por ejemplo,
entre aproximadamente 565 nm y aproximadamente 645 nm, entre aproximadamente 575 nm y aproximadamente
635 nm, o entre aproximadamente 585 nm y aproximadamente 625 nm). La fluorescencia verde puede tener una
longitud de onda de emision comprendida entre aproximadamente 500 nm y aproximadamente 525 nm (por ejemplo,
entre aproximadamente 505 nm y aproximadamente 520 nm o entre aproximadamente 510 nm y aproximadamente
515 nm). La fluorescencia amarilla puede tener una longitud de onda comprendida entre aproximadamente 525 nm y
aproximadamente 555 nm (por ejemplo, entre aproximadamente 530 nm y aproximadamente 550 nm o 535 nm y
aproximadamente 545 nm). En algunos casos, a los dientes de una persona se les puede aplicar una combinacién
de diferentes polipéptidos emisores de fluorescencia. Por ejemplo, a los dientes de una persona se les puede aplicar
una combinacién de polipéptidos BFP y polipéptidos de proteina fluorescente roja (RFP). En algunos casos, a los
dientes de una persona se les puede aplicar una combinacién de polipéptidos RFP y polipéptidos de proteina
fluorescente verde (GFP).

Cualquier polipéptido BFP apropiado puede usarse como como se describe en el presente documento. Los ejemplos
de polipéptidos BFP que pueden usarse como se describe en el presente documento incluyen, sin limitacién, EBFP
(por ejemplo, un EBFP que tiene un maximo de emision de 460 nm), proteina fluorescente SBFP1 (GenBank® n.° de
acceso ABM97856; Gl n.° 124264536), proteina fluorescente SBFP2 (GenBank® n.° de acceso ABM97857, Gl n.°
124264538), EBFP2 (GenBank® n.° de acceso EF517318, Gl n.° 145666498), Azurite (Mena et al., Nature
Biotechnology, 24: 1569-1571 (2006)), mKalama1 (GenBank® n.° de acceso EF517317, Gl n.° 145666496), proteina
383 con dedos de zinc (GenBank® n.° de acceso EDU39924.1, Gl n.® 187972425), SEQ ID NO: 445 presentada en
la patente de Estados Unidos n.° 7.166.424 (GenBank® n.° de acceso ABN30727.1; Gl n.° 125148618), proteina
fluorescente azul modificada soluble (smBFP) (GenBank® n.° de acceso U70497.1; Gl n.° 1619752), polipéptidos
que tienen la secuencia indicada en GenBank® n.° de acceso CAE00365.1 (Gl n.° 32260521), polipéptidos que
tienen la secuencia indicada en GenBank® n.° de acceso CAE00361.1 (Gl n.° 32260509), polipéptidos que tienen la
secuencia indicada en GenBank® n.° de acceso CAE00361.1 (Gl n.° 32260509), polipéptidos ECFP (GenBank® n.°
de acceso AC048275.1; Gl n.° 226331138), polipéptidos Cerulean (GenBank® n.° de acceso ADE48834.1; Gl n.°
293612838), polipéptidos de la proteina fluorescente Cypet (GenBank® n.° de acceso 3GEX_A; Gl n.° 290789997),
polipéptidos MiCy (GenBank® n.° de acceso ADE48830.1; Gl n.° 293612833), y polipéptidos de proteina
fluorescente mTFP1 (GenBank® n.° de acceso AC0O48263.1; Gl n.° 226320339). En algunos casos, puede usarse
como se describe en el presente documento un polipéptido BFP indicado en la publicacién de la solicitud de patente
de Estados Unidos n.° 2010/0062460.

Cualquier polipéptido RFP y polipéptido GFP apropiados pueden usarse como se describe en el presente
documento. Los ejemplos de polipéptidos RFP que pueden usarse como se describe en el presente documento
incluyen, sin limitacion, polipéptidos de la proteina fluorescente verde con desplazamiento al rojo modificada soluble
(smRSGFP) (GenBank® n.° de acceso U70496.1; Gl No.1619750), polipéptidos de la proteina fluorescente roja que
tiene la secuencia indicada en GenBank® n.° de acceso AAG16224.1 (Gl n.° 10304307); ABO38175.1 (Gl
No0.133753343); o AAU06852.1 (Gl n.° 51593130), polipéptidos de la proteina de tipo Gfp de emisién naranja
(GenBank® n.° de acceso 2ZMW_D; GI n.° 209870302), polipéptidos de la proteina fluorescente mOrange
(GenBank® n.° de acceso AC048285.1; Gl n.° 226331152), polipéptidos de NLS-dTomato (GenBank® n.° de acceso
ADC42843.1; GI n.° 288188779), polipéptidos de tdTomato de la proteina fluorescente roja (GenBank® n.° de
acceso ACQ43939.1; Gl n.° 228484713), polipéptidos DsRed (GenBank® n.° de acceso BAE53441.1; Gl n.°
83016748), polipéptidos DsRed2 (GenBank® n.° de acceso AAV73970.1; Gl n.° 56119204), polipéptidos de DsRed-
Express (GenBank® n.° de acceso ACU30027.1; GI n.° 255689290), polipéptidos DsRed-Monémero (GenBank® n.°
de acceso ACF35425.1; Gl n.° 194245628), polipéptidos de la proteina fluorescente naranja-roja monoméricos
(GenBank® n.° de acceso AAV52170.1; Gl n.° 55420625), polipéptido de la proteina fluorescente naranja-roja
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monomeérico (GenBank® n.° de acceso AAV52166.1; Gl n.° 55420617), polipéptidos mCherry (GenBank® n.° de
acceso ACY24904.1; Gl n.° 262089840), polipéptidos que tienen la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 3
indicada en la patente de Estados Unidos n.° 7.393.923 (GenBank® n.° de acceso ACH06540.1; Gl n.° 197013979),
y polipéptidos que tienen la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5 indicada en la patente de Estados Unidos
7.393.923 (GenBank® n.° de acceso ACH06541.1; GI n.° 197013980).

Los ejemplos de polipéptidos GFP que pueden usarse como se describe en el presente documento incluyen, sin
limitacion, polipéptidos de la proteina fluorescente verde modificada soluble (smGFP) (GenBank® n.° de acceso
U70495.1; Gl n.° 1619748), polipéptido de la proteina fluorescente verde modificada GFP-ER (mfgp4-ER)
(GenBank® n.° de acceso U87625.1; Gl n.° 1842446), polipéptidos GFP (GenBank® n.° de acceso ACJ06700.1, GlI
n.° 210076685), polipéptidos GFP mejorados (GenBank® n.° de acceso ACV20892.1; Gl n.° 256708579),
polipéptidos turboGFP (GenBank® n.° de acceso ADD23343.1; Gl n.° 290131407), polipéptidos GFP VisGreen
(GenBank® n.° de acceso ABR26680.1; Gl n.° 149393496), y polipéptidos Azami-Green (GenBank® n.° de acceso
BAD52001.1; Gl n.° 52839539).

En algunos casos, un polipéptido emisor de fluorescencia tal como los descritos en Subach et al. (Chem. Biol.,
15:1116-1124 (2008)) puede usarse como se describe en el presente documento. Véase también GenBank® n.° de
acceso 3M24_A (Gl n.° 296863586), GenBank® n.° de acceso 3M24_B (G1:296863587), GenBank® n.° de acceso
3M24_C (Gl:296863588), y GenBank® n.° de acceso 3M24_D (Gl:296863589). Otros ejemplos de polipéptidos
emisores de fluorescencia que pueden usarse como se describe en el presente documento incluyen, sin limitacién,
los descritos en otras partes (Alieva et al. PLoS ONE, 3 (7): e2680 (2008) y Chudafov ef al., Physiol. Rev., 90: 1103-
1163 (2010)). Véase, por ejemplo, la Tabla 1 de la referencia de Alieva ef al. y las Figuras 5, 10, 12, y 14 de la
referencia de Chudafov ef al. En algunos casos, puede usarse un polipéptido emisor de fluorescencia coral como se
describe en el presente documento. En algunos casos, puede usarse como se describe en el presente documento
un polipéptido emisor de fluorescencia que tiene la secuencia de aminoacidos indicada en la Figura 2 o 9 o que tiene
una secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia indicada en la Figura 1.

Para fabricar un polipéptido emisor de fluorescencia puede usarse cualquier método apropiado. Por ejemplo, pueden
usarse técnicas de expresion de polipéptidos (por ejemplo, técnicas de expresion heterélogas usando células
bacterianas, células de insecto o células de mamifero) para fabricar un polipéptido emisor de fluorescencia. En
algunos casos, los polipéptidos emisores de fluorescencia tales como polipéptidos BFP pueden obtenerse como se
describe en otras partes (Yakhnin ef al., Protein Expr. Purif., 14: 382-386 (1998) y Jain et al., J. Chromatography A,
1035: 83-86 (2004)). En algunos casos, pueden usarse técnicas de sintesis de polipéptidos convencionales (por
ejemplo, técnicas de sintesis de polipéptidos en fase liquida o técnicas de sintesis de polipéptidos en fase solida)
para producir polipéptidos emisores de fluorescencia de forma sintética.

Un polipéptido emisor de fluorescencia puede unirse o adherirse a un diente a través de una molécula (por ejemplo,
un polipéptido) que tiene la capacidad de interaccionar con o de unirse a un diente o a un componente del diente
(por ejemplo, esmalte, hidroxiapatita, pelicula dental adquirida, cemento, corona, cuello, limite amelocementario, o
apex). Por ejemplo, un polipéptido emisor de fluorescencia puede unirse de forma covalente o no covalente a un
polipéptido (por ejemplo, un polipéptido de caseina, un polipéptido de estaterina o un fragmento de los mismos). Los
ejemplos de polipéptidos de caseina que pueden usarse como se describe en el presente documento incluyen, sin
limitacion, polipéptidos de caseina a (por ejemplo, polipéptidos de caseina a-S1 y polipéptidos de caseina a-S2),
polipéptidos de caseina B (por ejemplo, polipéptidos de caseina A1 B y polipéptidos caseina A2 8), polipéptidos de
caseina y (por ejemplo, polipéptidos de caseina y1, polipéptidos de caseina y2 y polipéptidos de caseina y3),
polipéptidos de caseina d y polipéptidos de caseina €. En algunos casos, puede usarse como se describe en el
presente documento un polipéptido de caseina que tiene la secuencia de aminoacidos indicada en la Figura 4 o 6 o
gue tiene una secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia indicada en la Figura 3 o 5.

En algunos casos, un polipéptido de caseina puede ser una parte de un polipéptido de caseina de longitud completa
siempre que la parte tenga la capacidad de interaccionar con o de unirse a un diente o a un componente del diente.
Por ejemplo, un polipéptido de caseina que puede usarse como se describe en el presente documento puede ser un
polipéptido que incluye un dominio aniénico (por ejemplo, restos de aminoacido 59 a 79 de un polipéptido de caseina
a-S1 bovina de longitud completa, restos de aminoacido 2 a 20 de un polipéptido de caseina a-S2 bovina de longitud
completa o restos de aminoacido 1 a 25 de un polipéptido de caseina B bovina de longitud completa) de un
polipéptido de caseina.

En algunos casos, un polipéptido de caseina puede ser (a) un polipéptido que consiste en los restos de aminoacido
59 a 79 de un polipéptido de caseina a-S1 bovina de longitud completa, (b) un polipéptido que no tiene mas de 50
restos de aminoacido de longitud (por ejemplo, no mas de 45, 40, 35, 30 o 25 restos de aminoacido de longitud)
siempre que el polipéptido incluya los restos de aminoacido 59 a 79 de un polipéptido de una caseina a-S1 bovina
de longitud completa, o (c) un polipéptido que incluye los restos de aminoacido 59 a 79 de un polipéptido de caseina
a-S1 bovina de longitud completa con cero, uno, dos, tres, cuatro, cinco o seis sustituciones de aminoacido en
comparacién con los restos de aminoacido 59 a 79 de un polipéptido de caseina a-S1 bovina de longitud completa.
En algunos casos, un polipéptido de caseina puede ser (a) un polipéptido que consiste en los restos de aminoacido
1 a 25 de un polipéptido de caseina B bovina de longitud completa, (b) un polipéptido que no tiene mas de 50 restos
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de aminoacido de longitud (por ejemplo, no mas de 45, 40, 35 o 30 restos de aminoacido de longitud) siempre que el
polipéptido incluya los restos de aminoacido 1 a 25 de un polipéptido de caseina 3 bovina de longitud completa, o (c)
un polipéptido que incluye los restos de aminoacido 1 a 25 de un polipéptido de caseina B bovina de longitud
completa con cero, uno, dos, tres, cuatro, cinco o seis sustituciones de aminoacidos en comparacion con los restos
de aminoacido 1 a 25 de un polipéptido de B caseina bovina de longitud completa. En algunos casos, puede
fabricarse (por ejemplo, sintetizarse) un polipéptido de caseina de manera que incluya uno o mas restos de cisteina
para facilitar la conjugacion del polipéptido de caseina con un polipéptido emisor de fluorescencia (por ejemplo, un
polipéptido BFP).

Un polipéptido de caseina que puede usarse como se describe en el presente documento puede tener una
secuencia de aminoacidos que existe de forma natural en cualquier tipo de mamifero. Por ejemplo, un polipéptido de
caseina que puede usarse como se describe en el presente documento puede tener una secuencia de aminoacidos
que aparece de forma natural en un ser humano, vaca, cabra, oveja, caballo, raton, rata, mono, perro, gato,
orangutan, chimpancé, cerdo, caballo, elefante o zarigiieya. En algunos casos, un polipéptido de caseina bovina se
conjuga con un polipéptido emisor de fluorescencia para formar un conjugado de polipéptido de caseina/polipéptido
emisor de fluorescencia que tiene la capacidad de interaccionar con o de unirse a un diente o a un componente del
diente.

Los ejemplos de polipéptidos de estaterina que pueden usarse como se describe en el presente documento
incluyen, sin limitacion, polipéptidos de estaterina humana, polipéptidos de estaterina bovina y polipéptidos de
estaterina salival. En algunos casos, un polipéptido de estaterina puede ser una parte de un polipéptido de estaterina
de longitud completa siempre que esa parte tenga la capacidad de interaccionar con o de unirse a un diente o0 a un
componente del diente. Por ejemplo, un polipéptido de estaterina que puede usarse como se describe en el presente
documento puede ser un polipéptido que incluye un dominio altamente negativo (por ejemplo, restos de aminoacido
1 a 15 de un polipéptido de estaterina humana de longitud completa) de un polipéptido de estaterina.

En algunos casos, un polipéptido de estaterina puede ser (a) un polipéptido que consiste en los restos de
aminoacido 1 a 15 de un polipéptido de estaterina humana de longitud completa, (b) un polipéptido que no tiene mas
de 50 restos de aminoacido de longitud (por ejemplo, no mas de 45, 40, 35, 30, 25, o 20 restos de aminoacido de
longitud) siempre que el polipéptido incluya los restos de aminoacido 1 a 15 de un polipéptido de estaterina humana
de longitud completa, o (c) un polipéptido que incluye los restos de aminoacido 1 a 15 de un polipéptido de
estaterina humana de longitud completa con cero, uno, dos, tres, cuatro o cinco sustituciones de aminoacido en
comparacion con los restos de aminoacido 1 a 15 de un polipéptido de estaterina humana de longitud completa. En
algunos casos, un polipéptido de estaterina puede ser (a) un polipéptido que consiste en los restos de aminoacido 1
a 25 de un polipéptido de estaterina humana de longitud completa, (b) un polipéptido que no tiene mas de 50 restos
de aminoécido de longitud (por ejemplo, no mas de 45, 40, 35 o 30 restos de aminoacido de longitud) siempre que el
polipéptido incluya los restos de aminoacido 1 a 25 de un polipéptido de estaterina humana de longitud completa, o
(c) un polipéptido que incluye los restos de aminoacido 1 a 25 de un polipéptido de estaterina humana de longitud
completa con cero, uno, dos, tres, cuatro, cinco o seis sustituciones de aminoacido en comparacion con los restos
de aminoacido 1 a 25 de un polipéptido de estaterina humana de longitud completa. En algunos casos, un
polipéptido de estaterina puede ser (a) un polipéptido que consiste en los restos de aminoacido 19 a 43 de un
polipéptido de estaterina humana de longitud completa, (b) un polipéptido que no tiene mas de 50 restos de
aminoacido de longitud (por ejemplo, no mas de 45, 40, 35, 30, o 25 restos de aminoacido de longitud) siempre que
el polipéptido incluya los restos de aminoacido 19 a 43 de un polipéptido de estaterina humana de longitud completa,
0 (c) un polipéptido que incluye los restos de aminoacido 19 a 43 de un polipéptido de estaterina humana de longitud
completa con cero, uno, dos, tres, cuatro, cinco o seis sustituciones de aminoacido en comparacién con los restos
de aminoacido 19 a 43 de un polipéptido de estaterina humana de longitud completa. En algunos casos, un
polipéptido de estaterina puede fabricarse (por ejemplo, sintetizarse) con un resto negativo (por ejemplo, un acido
aspartico) en sustitucion de uno o mas restos de fosfoserina mas negativos. En algunos casos, puede fabricarse un
polipéptido de estaterina (por ejemplo, sintetizarse) para que incluya uno o mas restos de cisteina para facilitar la
conjugacion del polipéptido de estaterina con un polipéptido emisor de fluorescencia (por ejemplo, un polipéptido
BFP).

Un polipéptido de estaterina que puede usarse como se describe en el presente documento puede tener una
secuencia de aminodacidos que exista de forma natural en cualquier tipo de mamifero. Por ejemplo, un polipéptido de
estaterina que puede usarse como se describe en el presente documento puede tener una secuencia de
aminoacidos que existe de forma natural en un ser humano, vaca, cabra, oveja, caballo, ratén, rata, mono, perro,
gato, orangutan, chimpancé, cerdo, caballo, elefante o zariglieya. En algunos casos, un polipéptido de estaterina
humana se conjuga con un polipéptido emisor de fluorescencia para formar un conjugado de polipéptido de
estaterina/polipéptido emisor de fluorescencia que tenga la capacidad de interaccionar con o de unirse a un diente o
a un componente del diente. En algunos casos, un polipéptido de estaterina que tiene la secuencia de aminoacidos
indicada en la Figura 8 o que tiene una secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia indicada en la Figura
7 puede usarse como se describe en el presente documento.

Puede usarse cualquier método apropiado para fabricar un polipéptido que tenga la capacidad de interaccionar con
o de unirse a un diente o a un componente del diente. Por ejemplo, pueden usarse técnicas de expresion de
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polipéptidos (por ejemplo, técnicas de expresion heterologas usando células bacterianas, células de insecto o
células de mamifero) para fabricar un polipéptido que tenga la capacidad de interaccionar con o de unirse a un
diente o a un componente del diente. En algunos casos, un polipéptido que tiene la capacidad de interaccionar con o
de unirse a un diente o a un componente del diente, tal como un polipéptido de caseina o un polipéptido de
estaterina, puede fabricarse como se describe en otras partes (patentes de Estados Unidos n.° 7.666.996,
6.797.810, 6.558.717, 6.121.421, 6.080.844, 5.834.427, 5.391.497 y 4.713.254, y publicaciones de solicitud de
patente de Estados Unidos n.° 2009/0074680 y 2010/0144598). En algunos casos, pueden usarse técnicas de
sintesis de polipéptidos convencionales (por ejemplo, técnicas de sintesis de polipéptidos en fase liquida o técnicas
de sintesis de polipéptidos en fase sélida) para producir polipéptidos de forma sintética que tengan la capacidad de
interaccionar con o de unirse a un diente o0 a un componente del diente.

Puede usarse cualquier método apropiado para unir de forma covalente o no covalente un polipéptido emisor de
fluorescencia a una molécula (por ejemplo, un polipéptido) que tenga la capacidad de interaccionar con o de unirse a
un diente o0 a un componente del diente. Por ejemplo, un polipéptido emisor de fluorescencia tal como un polipéptido
BFP puede conjugarse quimicamente con un polipéptido de caseina y/o un polipéptido de estaterina a través de uno
0 mas enlaces covalentes coordinados, enlaces covalentes, enlaces disulfuro, enlaces de alta energia, enlaces de
hidrégeno, enlaces ionicos o enlaces peptidicos. En algunos casos, un polipéptido emisor de fluorescencia puede
conjugarse quimicamente con un grupo amino presente en un polipéptido que tiene la capacidad de interaccionar
con o de unirse a un diente o a un componente del diente (por ejemplo, un polipéptido de caseina y/o un polipéptido
de estaterina). Dicho grupo amino puede localizarse en el extremo N del polipéptido, en el extremo C del polipéptido
o entre el extremo N y el extremo C del polipéptido.

En algunos casos, los polipéptidos a conjugar pueden activarse antes de la conjugacion. Por ejemplo, un polipéptido
(por ejemplo, un polipéptido de caseina o un polipéptido de estaterina) puede activarse mediante la incorporacion de
un grupo tiol reactivo. En el caso de un polipéptido de estaterina, por ejemplo, esto puede conseguirse afiadiendo un
resto de cisteina al polipéptido durante la sintesis quimica. En el caso de un polipéptido de caseina, un polipéptido
de caseina puede tiolarse mediante la reaccién con 2-iminotiolano (por ejemplo, un reactivo de Traut) como se
describe en otras partes (McCall et al., Bioconjugate Chem., 1: 222-226 (1990)). En los casos de polipéptidos de
caseina a y B, puede haber multiples aminas (por ejemplo, en el extremo N y lisinas) en el polipéptido que puedan
reaccionar con el reactivo de Traut. Las condiciones de reaccién pueden variarse para maximizar el rendimiento de
moléculas activadas con uno o dos tioles para reducir la posibilidad de que la conjugacion pueda interferir con la
unién al diente. El grado de incorporacion de tiol puede medirse usando un ensayo de fluorescencia sensible como
se describe en otras partes (Lacy et al., Analytical Biochemistry, 382: 66-68 (2008)).

Un polipéptido emisor de fluorescencia puede sustituirse con uno o mas grupos maleimida mediante la reaccion de
las aminas del polipéptido con un reactivo bifuncional que contiene un grupo maleimida y un éster de N-
hidroxisuccinimida reactivo. El polipéptido emisor de fluorescencia sustituido con maleimida después puede
conjugarse con los grupos tiol del polipéptido que tiene la capacidad de interaccionar con o de unirse a un diente o a
un componente del diente. El grado en el que el polipéptido emisor de fluorescencia se sustituye con grupos
maleimida puede variarse como se describe en otras partes (Singh, Bioconjugate Chem., 5: 348-351 (1994)).

Otros ejemplos de métodos de conjugacion que pueden usarse para conjugar un polipéptido emisor de fluorescencia
con una molécula (por ejemplo, un polipéptido) que tiene la capacidad de interaccionar con o de unirse a un diente o
a un componente del diente incluyen, sin limitacion, los descritos en otras partes (por ejemplo, Hermanson, G.T.
Bioconjugate Techniques, Segunda Edicién, 2008, Elsevier). Véase, por ejemplo, la parte |, seccion 4 y la parte I,
seccién 5.

En algunos casos, la sefial fluorescente que se obtiene usando los métodos y materiales proporcionados en el
presente documento puede aumentarse mediante la uniéon de multiples polipéptidos emisores de fluorescencia a una
sola molécula (por ejemplo, un polipéptido) que tenga la capacidad de interaccionar con o de unirse a un diente o a
un componente del diente. Debido a los efectos estéricos, esta amplificacion puede realizarse de forma eficaz
preparando primero un polimero que contiene multiples polipéptidos emisores de fluorescencia y uniendo después
este polimero a una molécula (por ejemplo, un polipéptido de caseina) que tiene la capacidad de interaccionar con o
de unirse a un diente 0 a un componente del diente. Los ejemplos de métodos (por ejemplo, métodos de
polimerizacién) que pueden usarse para formar polimeros que contienen multiples polipéptidos emisores de
fluorescencia incluyen, sin limitacién, los descritos en otras partes (por ejemplo, Hermanson, G.T. Bioconjugate
Techniques, Segunda Edicion, 2008, Elsevier). Véase, por ejemplo, la parte Il, seccion 25.

En algunos casos, un polipéptido emisor de fluorescencia puede producirse como un polipéptido de fusion o
quimérico con un polipéptido que tiene la capacidad de interaccionar con o de unirse a un diente 0 a un componente
del diente. Por ejemplo, pueden usarse técnicas de expresién de polipéptidos heter6logas o técnicas de sintesis de
polipéptidos sintéticas para producir una sola cadena de polipéptido que tenga una secuencia de aminoacidos de un
polipéptido emisor de fluorescencia y una secuencia de aminoacido de un polipéptido que tenga la capacidad de
interaccionar con o de unirse a un diente o a un componente del diente. En algunos casos, la Unica cadena de
polipéptido puede tener (a) una secuencia de aminoacidos de un polipéptido emisor de fluorescencia seguida de una
secuencia de aminoacido de un polipéptido que tiene la capacidad de interaccionar con o de unirse a un diente o a
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un componente del diente o (b) una secuencia de aminoacido de un polipéptido que tiene la capacidad de
interaccionar con o de unirse a un diente o a un componente del diente seguida de una secuencia de aminoacidos
de un polipéptido emisor de fluorescencia. En algunos casos, la Unica cadena de polipéptido puede tener una o mas
(por ejemplo, una, dos, tres, cuatro o cinco) secuencias de aminoacidos, codificando cada una de ellas un
polipéptido emisor de fluorescencia, y una o mas (por ejemplo, una, dos, tres, cuatro o cinco) secuencias de
aminoacidos, codificando cada una un polipéptido que tiene la capacidad de interaccionar con o de unirse a un
diente 0 a un componente del diente.

En algunos casos, un polipéptido de fusiéon o quimérico proporcionado en el presente documento puede incluir otras
secuencias de aminoacidos (por ejemplo, espaciadores o restos de union). Por ejemplo, un polipéptido de fusion o
quimérico que tiene una secuencia de aminoacidos de un polipéptido emisor de fluorescencia y una secuencia de
aminoacidos de un polipéptido que tiene la capacidad de interaccionar con o de unirse a un diente o a un
componente del diente puede incluir uno o méas restos de aminoacido adicionales, tales como restos de glicina,
lisina, alanina, arginina, asparagina, acido aspértico, cisteina, acido glutdmico, glutamina, isoleucina, leucina,
metionina, fenilalanina, treonina, triptéfano, prolina, histidina, valina, serina, tirosina, ornitina, taurina, pirolisina o
seleocisteina, o derivados de aminoacido (por ejemplo, 5-hidroxitriptéfano, L-dihidroxifenilalanina, o a-
difluorometilornitina). Dichos restos de aminoacido adicionales pueden disefiarse para ser espaciadores (por
ejemplo, una cadena de cinco o mas restos de glicina) o pueden disefiarse para permitir que los polipéptidos u otras
moléculas se conjuguen quimicamente con el polipéptido de fusion o quimérico. Por ejemplo, un polipéptido de
fusién o quimérico que tiene una secuencia de aminoacidos de un polipéptido emisor de fluorescencia y una
secuencia de aminoacidos de un polipéptido que tiene la capacidad de interaccionar con o de unirse a un diente o a
un componente del diente puede incluir uno, dos, tres, cuatro, cinco o mas restos de lisina adicionales de tal forma
que uno o mas polipéptidos que tienen la capacidad de interaccionar con o de unirse a un diente 0 a un componente
del diente (por ejemplo, polipéptidos de caseina y/o polipéptidos de estaterina) puedan conjugarse quimicamente
con el polipéptido de fusién o quimérico.

Una composicién proporcionada en el presente documento que contiene un polipéptido emisor de fluorescencia (por
ejemplo, una composiciéon que contiene un polipéptido emisor de fluorescencia, un conjugado de polipéptido emisor
de fluorescencia/polipéptido de caseina, un conjugado de polipéptido emisor de fluorescencia/polipéptido de
estaterina, un polipéptido de fusién de polipéptido emisor de fluorescencia/polipéptido de caseina, y/o un polipéptido
de fusion de polipéptido emisor de fluorescencia/polipéptido de estaterina) puede aplicarse a los dientes para alterar
el aspecto de los dientes. Por ejemplo, una composicion proporcionada en el presente documento que contiene un
polipéptido BFP (por ejemplo, un conjugado de polipéptido BFP/polipéptido de estaterina) puede aplicarse a los
dientes para proporcionar a los dientes un aspecto mas blanco. Puede usarse cualquier método apropiado para
administrar una composicién proporcionada en el presente documento a los dientes. Por ejemplo, una composicion
proporcionada en el presente documento puede incorporarse en una pasta de dientes, un colutorio, una bebida, un
producto alimentario, chicles, geles, polvos o cremas.

En algunos casos, una cantidad eficaz de una composicién proporcionada en el presente documento puede
administrarse a los dientes de tal forma que el aspecto de los dientes se altere (por ejemplo, el aspecto de los
dientes se vuelva mas blanco). Una cantidad eficaz de una composicién proporcionada en el presente documento
puede ser cualquier cantidad que altere el aspecto de los dientes sin inducir una toxicidad significativa. Por ejemplo,
una composicion proporcionada en el presente documento puede incorporarse en un producto de pasta de dientes
en una cantidad que dé como resultado entre aproximadamente 0,0001 mg y aproximadamente 100 mg (por
ejemplo, entre aproximadamente 0,001 mg y aproximadamente 100 mg, entre aproximadamente 0,01 mg y
aproximadamente 100 mg, entre aproximadamente 0,1 mg y aproximadamente 100 mg, entre aproximadamente
0,5mg y aproximadamente 100 mg, entre aproximadamente 0,5mg y aproximadamente 50 mg, entre
aproximadamente 0,5 mg y aproximadamente 25 mg, entre aproximadamente 1 mg y aproximadamente 100 mg,
entre aproximadamente 1 mg y aproximadamente 50 mg, o entre aproximadamente 1 mg y aproximadamente
25 mg) de polipéptido emisor de fluorescencia por gramo de pasta de dientes.

En algunos casos, una composicién proporcionada en el presente documento puede aplicarse a los dientes durante
un periodo de tiempo antes del lavado, deglucion, o eliminacion de tal forma que el aspecto del diente se altere (por
ejemplo, el aspecto del diente se vuelva mas blanco). Por ejemplo, una pasta de dientes configurada para incluir un
polipéptido emisor de fluorescencia como se describe en el presente documento puede aplicarse a los dientes y
permanecer en contacto con esos dientes, sin aclarado, durante un periodo de tiempo comprendido ente 30
segundos y 10 minutos (por ejemplo, entre 30 segundos y 5 minutos, entre 30 segundos y 2,5 minutos, entre 30
segundos y dos minutos, entre 1 minuto y 10 minutos, entre 2 minutos y 10 minutos, o entre un minuto y 5 minutos).

En algunos casos, los dientes de una persona pueden preparase antes de administrar una composicion
proporcionada en el presente documento. Por ejemplo, los dientes de una persona pueden lavarse, cepillarse pulirse
(por ejemplo, pulirse con piedra pémez) antes de administrar una composicién proporcionada en el presente
documento. En algunos casos, la superficie del diente o los dientes a tratar puede tratarse con uno o mas agentes
capaces de exponer sitios de union a fosfato calcico. Por ejemplo, los dientes a tratar con una composicién
proporcionada en el presente documento pueden ponerse en contacto con EDTA o acido fosférico para exponer los
sitios de union a fosfato calcico presentes en el diente. En el caso de tratamiento con acido fosférico, sélo el esmalte
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del diente puede exponerse al acido para prevenir o reducir el riesgo de lesiones en los tejidos blandos.

En algunos casos, puede usarse un proceso de dos o mas etapas para aplicar un polipéptido emisor de
fluorescencia a los dientes. Por ejemplo, una composicién que contiene una molécula (por ejemplo, un polipéptido)
que tiene la capacidad de interaccionar con o de unirse a un diente 0 a un componente del diente puede
administrarse al diente a tratar como una etapa seguida de una etapa de administracion de un polipéptido emisor de
fluorescencia que tiene la capacidad de interaccionar con o de unirse a la molécula administrada. En algunos casos,
estas dos etapas pueden realizarse al mismo tiempo usando una sola composicion que contiene la molécula
separada del polipéptido emisor de fluorescencia o usando composiciones separadas donde una composicion
contiene la molécula y otra composicion contiene el polipéptido emisor de fluorescencia.

En algunos casos, puede realizarse un ensayo para confirmar que una composiciéon proporcionada en el presente
documento o un componente de una composicién proporcionada en el presente documento (por ejemplo, un
polipéptido de caseina) tienen afinidad de unién por los dientes o un componente de los dientes. Por ejemplo, un
material a ensayar puede incubarse con una matriz de hidroxiapatita (HA) y la cantidad de material en solucién
después de la union de HA puede compararse con la concentracion inicial para determinar, por diferencia, la
cantidad de material unido. Véase, por ejemplo, Raj et al., J. Biol. Chem., 267: 5968-5976 (1992). En algunos casos,
el material unido a HA puede medirse directamente después de disolver la matriz de HA con EDTA (Lamkin et al., J.
Dent. Res., 75: 803-808 (1996)). En el caso de un material polipeptidico, la concentracion de polipéptido en solucion
puede medirse usando un ensayo de acido bicinconinico y/o un ensayo de orto-ftalaldehido amina. Las constantes
de unién pueden determinarse usando el modelo de Langmuir (Bouropoulos and Moradian-Oldak, Calcif. Tissue Int.,
72: 599-603 (2003)). En algunos casos, puede realizarse un ensayo con una matriz de HA que se preincubd con
saliva humana para recubrir la HA con proteinas como se describe en otras partes (Lamkin et al., J. Dent. Res., 75:
803-808 (1996)). En estos casos, las proteinas de saliva no unidas pueden retirarse por lavado ya que su presencia
puede interferir con las determinaciones de la concentracion de polipéptido.

Puede usarse cualquier método apropiado para evaluar la afinidad de una composicién proporcionada en el
presente documento para dientes o una matriz de HA. Por ejemplo, las composiciones unidas y no unidas pueden
cuantificarse midiendo la fluorescencia del polipéptido emisor de fluorescencia de la composicién. La capacidad de
utilizar fluorescencia para la cuantificacién puede permitir medir la unién de la composicién a HA en presencia de
saliva humana. En algunos casos, una composiciéon proporcionada en el presente documento puede evaluarse con
respecto a la capacidad de unirse in vitro a dientes humanos. Los dientes pueden someterse a diferentes grados de
limpieza, tales como cepillado o pulido con piedra pémez. Los dientes después pueden tratarse con saliva humana
para formar la pelicula dental adquirida e incubarse con una composiciéon proporcionada en el presente documento
en presencia y ausencia de saliva. La unién a los dientes puede determinarse midiendo la fluorescencia unida y no
unida. La extraccion de polipéptidos emisores de fluorescencia unidos de los dientes puede completarse usando
procedimientos suaves. Por ejemplo, los dientes pueden frotarse con tiras de recogida de papel de filtro, y los
polipéptidos pueden extraerse del papel en condiciones suaves como se describe en otras partes (Siqueira and
Oppenheim, Archives de Oral Biology, 54: 437-444 (2009)). En algunos casos, los dientes pueden analizarse por
microscopia de fluorescencia para evaluar la cantidad relativa de polipéptido emisor de fluorescencia unido en
diferentes condiciones.

Puede usarse cualquier método apropiado para evaluar una composicién proporcionada en el presente documento
con respecto a la capacidad de alterar el aspecto de los dientes. Por ejemplo, pueden usarse técnicas de inspeccion
visual para determinar si una composicion proporcionada en el presente documento puede alterar o no el aspecto de
los dientes. Dichas técnicas de inspeccién visual pueden incluir el uso de guias de colores para la comparacion
como se describe en otras partes (Paravina et al., J. Esthet. Restor. Dent., 19: 276-283 (2007)). En algunos casos, la
capacidad de una composicién proporcionada en el presente documento para alterar el aspecto de los dientes (por
ejemplo, para hacer que los dientes parezcan mas blancos) puede medirse usando espectrofotometria de
reflectancia. En dichos casos, los dientes pueden iluminarse con una fuente de luz blanca y analizarse en cuanto a
la cantidad de luz absorbida a diferentes longitudes de onda por espectrometria de reflectancia (colorimetria). Estas
mediciones después pueden repetirse usando luz UV filtrada de la fuente de luz. La diferencia en los valores de
reflectancia obtenidos con la inclusion y la exclusion de luz UV es el espectro de fluorescencia UV de la superficie
del diente (véase, por ejemplo, Park ef al., M. Dental Materials, 23: 731-735 (2007)).

Una composicién proporcionada en el presente documento puede tener un bajo riesgo de toxicidad para la persona
que usa la composicion, puede contener uno o mas polipéptidos de origen humano, puede contener uno o mas
polipéptidos presentes de forma natural en productos alimentarios o bebidas, y/o puede carecer de colorantes
potencialmente toxicos.

La invencion de describira adicionalmente en los siguientes ejemplos, que no limitan el alcance de la invencion
descrita en las reivindicaciones.

Ejemplos

Ejemplo 1 — Métodos para obtener mezclas de polipéptidos de caseina
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Se hicieron reaccionar caseina, caseina a y caseina B con tripsina para producir los fosfopéptidos de caseina
respectivos (caseina-PP, caseina a-PP y caseina B-PP). La tripsina y las tres caseinas se adquirieron en Sigma-
Aldrich. Los métodos usados en estas preparaciones se adaptaron a partir de los descritos en otras partes
(Reynolds et al., Anal. Biochem., 217: 277-284 (1994)). En resumen, se realizd la hidrdlisis de polipéptidos de
caseina, caseina a y caseina 3 en reacciones de 3 ml que contenian 60 mg de polipéptido, tampoén Tris 0,05 M (pH
8), y 1,2mg, 0,6 mg o 0,3 mg de tripsina. Las reacciones se dejaron progresar durante una noche a temperatura
ambiente (21 °C), después de lo cual el pH de las mezclas de reaccién se ajusté a pH 4,6 con acido clorhidrico 1 M.
Cualquier precipitado en esta etapa se retird por centrifugacion (12.000 x g durante 15 minutos). Después se afiadio
una solucion de cloruro calcico al 10 % en agua para ajustar la concentracion de calcio al 1 %, y los polipéptidos que
contenian multiples grupos de fosfoserina se precipitaron mediante la adicidon de un volumen igual de etanol al
100 %. Los polipéptidos precipitados se recogieron por centrifugacion (12.000 x g durante 15 minutos). Los
precipitados se redisolvieron en 0,5 ml de solucion salina tamponada con fosfato para el andlisis.

La concentracién de polipéptido en los precipitados se determiné mediante el ensayo de &cido bicinconinico usando
los reactivos y el protocolo del kit de ensayo BCA de Pierce. Los tamarios y las concentraciones relativas de los
polipéptidos después de la hidrolisis con tripsina se determinaron por electroforesis en geles de poliacrilamida y
dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE) usando geles de tricina al 16,5 % (BioRad). Se mezclaron muestras (10 ul) con
un volumen igual de tampdn de muestra de tricina (BioRad) y se calentaron a 95 °C durante 5 minutos antes de
cargarse en un gel y someterse a electroforesis durante 100 minutos a 100 voltios (constante) a temperatura
ambiente. Los geles se fijaron agitandolos suavemente durante 1 hora a temperatura ambiente en una solucién de
40 % de metanol/10 % de acido acético y después se tifieron por incubaciéon durante 30 minutos a temperatura
ambiente en una solucién de un 50 % de azul brillante de Coomassie (BioRad) y un 50 % de la solucién de fijacion.
Finalmente, los geles se destifieron por agitacion suave durante una noche en acido acético al 1 %.

La caseina se hidrolizo a pH 8 en reacciones de tres ml que contenian 60 mg de caseinay 1,2 mg, 0,6 mgy 0,3 mg
de tripsina. El porcentaje de los polipéptidos producidos por las reacciones de hidrélisis que se recuperaron por el
procedimiento de precipitacion fueron 9 %, 9 % y 13 % para las reacciones que contenian 1,2 mg, 0,6 mgy 0,3 mg
de tripsina, respectivamente. El analisis de SDS-PAGE indicé que, en todos los casos, la caseina se hidroliz6 a una
mezcla de polipéptidos mas pequefios. Después de la precipitacidon, el material recuperado de las tres reacciones
era principalmente polipéptidos de bajo peso molecular.

Se hidrolizaron caseina a y caseina 3 en reacciones de tres ml a pH 8 que contenian 60 mg de polipéptidos y 1,2 mg
de tripsina. Los precipitados de cloruro calcico/etanol para la caseina a y caseina 8 contenian un 4 % y un 7 % de
los polipéptidos hidrolizados, respectivamente. El analisis de SDS-PAGE indicé que las muestras precipitadas
contienen muestras de polipéptidos.

Ejemplo 2 — Formacién de conjugados de polipéptidos BFP y moléculas que tienen la capacidad de interaccionar
con o de unirse a un componente del diente

Se conjugaron caseina 3 no marcada (Sigma-Aldrich), fosfopéptidos de caseina B (producidos de acuerdo con el
Ejemplo 1), y estaterina(1-25)-C (Biomatic) con polipéptidos BFP obtenidos en Biovision para formar conjugados de
caseina B/BFP, conjugados de caseina B-PP/BFP y conjugados de estaterina(1-25)C/BFP, respectivamente. Este
ejemplo describe la conjugacion de caseina B, pero la conjugacion de caseina a y fosfopéptidos de caseina 3 se
realiz6 usando procedimientos similares. En resumen, se prepar6 BFP activada con maleimida en una reaccion de
3 ml que contenia 1 mg/ml de BFP, 0,33 mg/ml de SM(PEG)4 (Pierce, n.° cat. 22104), EDTA 2 mM, Tween 20 al
0,05 %, y tampén fosfato sédico 0,05 M (pH 7,2). La reaccion se dejé continuar durante 40 minutos a temperatura
ambiente y después se desalificé en una columna G-25 Sephadex equilibrada en tampén MES 5 mM (pH 6), EDTA
2 mM, y Tween 20 al 0,05 %.

La caseina B activada con tiol se prepar6 en una reaccion de 2 ml que contenia 4,5 mg/ml de caseina B, 2-
iminotiolano 5 mM, EDTA 2 mM, Tween 20 al 0,05 % y tampén borato sodico 0,05 M (pH 8,0). Se dej6 que la
reaccion continuara durante 1 hora a temperatura ambiente y después se desalifico en una columna de Sephadex
G-25 equilibrada en tampén fosfato sédico 0,05 M (pH 7,0), EDTA 2 mM y Tween 20 al 0,05 %. Este material se us6
en la reaccion de conjugacion inmediatamente después de la preparacion.

El conjugado de caseina B/BFP se prepar6 en una reaccion de 3,825 ml que contenia 0,37 mg/ml de BFP activada
con maleimida, 1,57 mg/ml de caseina 3 activada con tiol, EDTA 2 mM, Tween 20 al 0,05 % y tampon fosfato sédico
0,05 M (pH 7,0). La reaccion se dejo continuar durante 1 hora a temperatura ambiente y después todos los tioles
restantes se inactivaron mediante la adicién de 0,038 ml de una solucién recién preparada de N-metilmaleimida
0,1 M en agua desionizada.

El conjugado se concentré a 1,5 ml mediante un concentrador de centrifuga (limite 10 kDa) y después se aplicé a
una columna 16/600 Superdex 200 de HiLoad (GE Healthcare) equilibrada en solucién salina tamponada con fosfato
que contenia Tween 20 al 0,05 %. La columna se eluy6 a 1,1 ml/minuto, y se recogieron fracciones de 1,5 ml y se
analizaron tanto por fluorescencia (excitacion 320 nm, emisién 445 nm) como por concentracién de proteina total
(ensayo de acido bicinconinico).
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Como tanto la caseina B como la BFP contienen multiples grupos de activacion, se formaron conjugados de diversos
tamaros en la reaccion. Son ejemplos de conjugados de diferentes tamafios caseina B-BFP; caseina B-BFP-caseina
B; caseina B-BFP-caseina B-BFP, etc. La columna Superdex 200 separé los materiales de partida mas pequefios de
los conjugados basandose en el tamafio molecular. Sin embargo, la columna también separ6 parcialmente los
conjugados de diferentes tamafios producidos en la reaccion. Los productos de la columna se recogieron en dos
grupos: los productos de mayor peso molecular que eluyeron primero de la columna y los productos de menor peso
molecular que eluyeron después de los productos de mayor peso molecular pero antes que los materiales de partida
que no habian reaccionado. Después, los dos grupos de productos se concentraron por filtracion molecular, el
conjunto de menor peso molecular (contenido de BFP 0,28 mg/ml) presenté una mayor unién a los dientes que el
grupo de mayor peso molecular (contenido de BFP de 0,36 mg/ml). En los ejemplos mostrados a continuacion se
usé la fraccion de bajo peso molecular y mayor union.

Se tiolé fosfopéptido de caseina 8, se acoplé a BFP activada con maleimida, se purificé en una columna Superdex
200 y se concentré6 como se ha descrito en el caso de la caseina B. La fraccién de mayor peso molecular del
fosfopéptido de caseina B-BFP tenia una concentracion de 0,38 mg/ml, y la fraccion de menor peso molecular tenia
una concentracion de 0,48 mg/ml.

Se prepar6 un conjugado tipico de estaterina(1-25)C/BFP en una reaccion de 1,4 ml que contenia 1,1 mg/ml de BFP
activada con maleimida, 1,1 mg/ml de estaterina(1-25)C, EDTA 2 mM, Tween 20 al 0,05 % y tampén fosfato sédico
0,05 M (pH 7,0). La estaterina(1-25)C contenia un tiol libre y no requeria activacion. Aunque solo hay un grupo activo
por molécula de estaterina, multiples moléculas de estaterina se pueden unir a una sola BFP activada, creando una
distribucion de producto. Los productos se separaron parcialmente entre si en la columna Superdex 200 dando
como resultado una fraccion de mayor peso molecular (contenido de BFP de 0,22 mg/ml) y una fraccién de menor
peso molecular (contenido de BFP de 0,36 mg/ml). La fraccion de mayor peso molecular se us6 en el ejemplo de
unién/ extraccion mostrado a continuacion.

Ejemplo 3 — Aplicaciéon de conjugados gue contienen polipéptido BFP a los dientes

Se incubaron conjugados de caseina B/BFP (aproximadamente 0,09 mg/ml), conjugados de caseina B-PP/BFP
(aproximadamente 0,24 mg/ml) y conjugados de estaterina(1-25)C/BFP (aproximadamente 0,05 mg/ml) con dientes
no recubiertos o dientes recubiertos con saliva durante aproximadamente una hora. Después de la incubacién de
una hora, los dientes se lavaron, y se extrajeron de los dientes las proteinas unidas usando EDTA al 0,4 por ciento
seguido de SDS al 2 por ciento. La cantidad de proteina extraida en cada disolvente de extraccion se determino a
través de un ensayo fluorescente (Tabla 1).

Tabla 1
.. Conjugado de BFP extraido de los dientes
Muestras Concentracion de Ext — EDTA Ext — Coni do de BEP
muestra mg/ml xtraccion con xtraccion con onjugado de
al 0,4 %, ug SDS al 2 %,ug total extraido, ug
Dientes sin recubrir
Caseina B-BFP 0,09 0,25 0,42 0,67
Caseina 3-PP 0,24 0,20 0,14 0,34
Estaterina(1-25)Cys- 0.05 0.40 018 0,58
BFP
Control -— 0,01 <0,01 <0,02
Dientes recubiertos
con saliva
Caseina B-BFP 0,09 0,14 0,10 0,24
Caseina B-PP 0,24 0,14 0,16 0,3
Estaterina(1-25)Cys-
BEP 0,05 0,10 0,13 0,23
Control - <0,02 0,05 <0,07

Estos resultados demuestran que los conjugados de caseina B/BFP, los conjugados de caseina B-PP/BFP y los
conjugados de estaterina(1-25)C/BFP tienen la capacidad de unirse a los dientes.

Se realizaron otros experimentos usando conjugados de caseina B/BFP para evaluar los efectos del pH y la
temperatura sobre la union. No hubo ningiin cambio significativo en la unién de los conjugados de caseina B/BFP a
los dientes de pH 6 a pH 9. Ademas, tampoco hubo un efecto significativo de la temperatura (21 °C a 37 °C) sobre la
unién de conjugados de caseina B/BFP a los dientes.
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En otro experimento, se incubaron conjugados de caseina B/BFP con dientes en presencia de etanol al 40 por
ciento. En algunos casos, se observé que un tampo6n que contenia etanol al 40 por ciento aumentaba el nivel de
unién de los conjugados de caseina B/BFP a los dientes en comparacion con el uso de conjugados de caseina
B/BFP en ausencia de etanol.

El pretratamiento de los dientes con EDTA al 2 por ciento durante una hora dio como resultado un aumento en el
nivel de union de los conjugados de caseina 3/BFP y los conjugados de estaterina(1-25)C/BFP a los dientes.

Lo siguiente se realizé para evaluar el blanqueamiento de los dientes. En resumen, se incubaron dientes pulidos con
piedra pomez con SDS al 2 por ciento durante 30 minutos seguido de una incubacion con etanol al 50 por ciento
durante 10 minutos. Después de la incubacién de 10 minutos con etanol al 50 por ciento, los dientes se expusieron a
un tampén de union que contenia sales de saliva durante 30 minutos y después se incub6 con EDTA al 2 por ciento
durante una hora. Después de la incubacion de una hora con EDTA, los dientes se expusieron al conjugado que
contenia BFP durante una hora y después se lavaron. El conjugado unido se extrajo con SDS al 2 por ciento durante
30 minutos a 37 °C y se midi6. En este momento, los dientes se pulieron con piedra pémez y opcionalmente se
reutilizaron en un experimento posterior. En las muestras generalmente se analizé el blanqueamiento (a) después
del tratamiento con EDTA y antes de la unién al conjugado, (b) después de la etapa de union al conjugado de una
hora, (c) después de la etapa de extraccion con SDS, y (d) después del pulido con piedra pémez. En cada una de
estas etapas, los dientes se analizaron usando un andlisis con guia de colores, imagenes de fluorescencia y/o
fotografia (por ejemplo, una camara fija, iluminaciéon (bombillas 6500 °K) y colocacién de la muestra). Se analiz6 la
fluorescencia en las muestras sometidas a extraccion con SDS.

Los conjugados de caseina B/BFP en presencia de tampén que contenia etanol al 40 por ciento blanqueaban de
forma reproducible los dientes como se determina tanto por el andlisis de guia de colores como por las
comparaciones fotograficas (Figura 10). Los conjugados de caseina B/BFP en presencia de tampdn solo, se
evaluaron usando el analisis de guia de colores y se observd que blanqueaban los dientes. Los conjugados de
estaterina(1-25)C/BFP en presencia de etanol al 40 por ciento blanqueaban los dientes segun se determiné tanto por
el andlisis de guia de colores como por las comparaciones fotograficas. El nivel de blanqueamiento fue menor que el
de los conjugados de caseina B/BFP. Los conjugados de estaterina(1-25)C/BFP en presencia de tampdn solo
presentaron un blanqueamiento pequefio o nulo basandose en la guia de colores y en los andlisis fotograficos.

En algunos casos, las mediciones de blanqueamiento que confirmaban la capacidad de los conjugados de blanquear
los dientes se realizaron después de lavar los dientes con tampon. Estos resultados indican que el conjugado unido
no se retiraba facilmente. Después del pulido con piedra pémez, los dientes perdieron su blanqueamiento. Antes del
pulido con piedra pdmez, sin embargo, los dientes se lavaron con tampdn y se extrajeron con SDS para retirar el
conjugado. Después de este tratamiento con SDS, los dientes eran so6lo ligeramente menos blancos que antes del
lavado con el tampon y la extraccion con SDS. Estos resultados también indican que el conjugado unido no se
retiraba facilmente.

Considerados conjuntamente, los resultados proporcionados en el presente documento demuestran que conjugados
tales como el conjugado de caseina /polipéptido BFP tienen la capacidad de unirse a los dientes y hacerlos parecer
moderadamente mas blancos.

Ejemplo 4 — Aplicacion de una composicién gue contiene polipéptidos BFP a dientes humanos

Se usa una composicion de pasta de dientes convencional para limpiar los dientes de un ser humano usando
técnicas de cepillado convencionales. Una vez limpiados los dientes, el ser humano se autoaplica una composicién
de pasta que contiene polipéptidos BFP a los dientes limpios. Una vez aplicada, se deja que la composicion que
contiene polipéptidos BFP permanezca en contacto con los dientes durante al menos 30 segundos (por ejemplo,
entre aproximadamente 30 segundos y 60 minutos). Después de este periodo de tiempo, los dientes se aclaran.
Otras realizaciones

Debe entenderse que, aunque la invencién se ha descrito junto con la descripcion detallada de la misma, la
descripcion anterior pretende ilustrar y no limitar el alcance de la invencién, que se define por el alcance de las
reivindicaciones adjuntas. Otros aspectos, ventajas y modificaciones estan dentro del alcance de las siguientes
reivindicaciones.
LISTADO DE SECUENCIAS

<110> SafeWhite LLC

<120> METODOS Y MATERIALES PARA PROPORCIONAR A LOS DIENTES UN ASPECTO BLANCO

<130> 29673-0002WO1

12



10

15

20

25

30

<150> 61/376.523
<151> 24-08-2010

<160>9

ES 2593456 T3

<170> FastSEQ para Windows version 4.0

<210> 1
<211> 743
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Proteina fluorescente azul modificada soluble

<400> 1

ggatccaagg
ttettgttga
aaggtgatgc
ctgttececatg
acccagatca
aggagaggac
ttgagggaga
gaaacatcct
cagacaaaca
gaagcgttca
ttttacecaga
agagagaceca
atgaactata

<210>2
<211> 238
<212> PRT

agatataaca
attagatggt
aacatacgga
gccaacactt
tatgaagcgg
catctctttc
caccctegtc
cggccacaag
aaagaatgga
actagcagac
caaccattac
catggteett
caaataagag

<213> Secuencia artificial

<220>

atgagtaaag
gatgttaatg
aaacttaccc
gtcactactt
cacgacttct
aaggacgacg
aacaggatcg
ttggaataca
atcaaagcta
cattatcaac
ctgtecacac
cttgagtttg
cte

gagaagaact
ggcacaaatt
ttaaatttat
tcteteatgg
tcaagagcgc
ggaactacaa
agcttaaggg
actacaactc
acttcaaaat
aaaatactcc
aatctgeect
taacagectge

<223> Proteina fluorescente azul modificada soluble

<400> 2

Met
1
Glu

Ser
Leu

Gly Glu

Thr Thr
50
Ser His
65
His Asp

Thr Ile

Lys
Asp
Gly
Gly
Gly
Phe

Ser

Gly Glu
Gly
20

Asp

Asp
Ala

Lys Leu

Val Gln
70
Phe Lys
B5
Phe Lys

100

Glu
Val
Thr
Pro
Cys
Ser

Asp

Leu Phe

Asn Gly

Thr

His

Gly val
10

Lys Phe

25

Tyr Gly
Val
55
Phe

Pro
Ser
Ala Met

Asp Gly

Lys
Trp
Arg
Pro

Asn

Leu Thr

Pro Thr
Pro
75

Gly

Tyr

Glu
90

Tyr Lys

105

13

tttcactgga
ttctgtcagt
ttgecactact
tgttcaatge
catgecctgag
gacacgtgct
aatcgatttc
ccacaacgta
tagacacaac
aattggeogat
ttecgaaagat
tgggattaca

Val Pro Ile

val Ser
30
Phe

Ser

Leu Lys

45

Leu Val Thr

60
Asp

His Met

Tyr vVal Gln

Thr Ala

110

Arg

gttgtceccaa
ggagagggtyg
ggaaaactac
ttttecaagat
ggatacgtgc
gaagtcaagt
aaggaggacyg
tacatcacgqg
attgaagatqg
ggccctgtec
cccaacgaaa
catggeatgg

Leu Val
15
Gly Glu

Ile Cys

Thr Phe

Lys Arg
80
Glu Arg
95

Glu val

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
743
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Lys Phe
Phe
130
Asn

Asp

Tyr
145
Ile Lys

Gln Leu

Val Leu

Llys Asp
210
Thr Ala

225

<210>3
<211> 1172
<212> ADN

<213> Bos taurus

<400>3

agtaggttta
gctgettett
ctgtecttgtg
tcaagaagtc
tggaaaggag
agccatggaa
tcccaatagt
gggttatctg
tcccaatagt
agaacctatg
attetaccag
atacactgat
aaagactact
ggtctttgat
cattctatcc
tctttettet
cctaacaget
aagggattaa
cttetectgt
cttettttea

<210>4
<211> 214
<212> PRT

<213> Bos taurus

<400> 4

Glu
115
Lys
Ser
Ala
Ala
Leu
195

Pro

Ala

Gly Asp

Glu Asp

His Asn

Thr
Gly

Val

ES 2593456 T3

Val
120
Ile

Len

Asn
135

Tyr Ile

150

Phe
165
Hig

Asn

Asp
180
Pro Asp

Asn Glu

Gly Ile

Lys
Tyr
Asn
Lys

Thr

Ile Arg

Gln Gln

Asn

Len

Thr

Hisg

Asn

Arg Ile

Gly His

Ala Asp
155
Asn Ile
170

Thr Pro

185

Hig Tyr
200
Arg Asp
215

His Gly

230

aatagcttgg
cccagtecttg
gctgttgete
ctcaatgaaa
aaggtcaatg
gatattaagcec
gttgagcaga
gaacagctte
gctgaggaac
ataggagtga
ctggatgect
gccccatcat
atgccactgt
ggttctgaaa
aaaggcttca
tgagttctct
tgttacctaa
agtctteatt
aagtgccate
ataaattaca

aagcaaaaght
ggttcaagat
ttgectaggee
atttactcag
aactgagcaa
aaatggaagc
agcacattca
tcagactgaa
gacttcacag
atcaggaact
atccatcetgg
tctctgacat
ggtgaggagt
attccatget
actgctgttt
actgtatttt
attccagtag
aaatttetgt
atatcaaata
ttttaaggea

Leu

His

Met

Ser Thr

Met Val

Glu
235

Asp

ctgececatcac
cttgacaacc
taaacatcct
gttttttgtg
ggatattggg
tgaaagcatt
aaaggaagat
aaaatacaaa
tatgaaagag
ggcctactte
tgcetggtat
ccctaatcct
caagtgaatt
ctacatgtct
tagaataggg
agatagtgta
tatcatgectg
atggaaaatg

attgtgtgea
et

14

Glu Len
125

Len

Lys
Lys Glu
140
Lys

Gln Lys

Glu Asp Gly

Ile Gly Asp

190

Gln Ser Ala
205

Leu Leun Glu

220

Len

Tyr Lys

cttgatcatec
atgaaacttc
atcaagcacc
gocacctttte
agtgaatcaa
tocgtcaagtg
gtgcectctg
gtacccocagce
ggaatccatg
tacecectgage
tacgttecac
attggctctg
ctgagggact
tttcatctat
caatctcaaa
acatccttaa
gtataaaggc
ttttaaaage
ttaactgaga

Gly Ile

Tyr Asn

Asn Gly
180
Ser val
175
Gly Pro

Leu Ser

Phe Val

aacceagett
tcatccttac
aaggactccc
cagaagtgtt
ctgaggatca
aggaaattgt
agcgttacct
tggaaattgt
cccaacagaa
ttttecagaca
taggecacaca
agaacagtga
ccacagttat
catgtcaaac
ttgaaggcac
gtgaaattgt
cactgagtca
ctttgaatca
ttttgtettt

60
129
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
78Q
840
200
260
1020
1080
1140
1172



10

15

Met Lys Leu

Pro Lys His

Glu Leu
35
Lys

Asn

Glu
50
Asp

Lys

Glu
65

Gln

Ser Ser Ser

Gln Lys Glu

Leu Leu Arg
115
Ser Ala
130

Gln

Asn

Gln
145
Tyr

Lys

Pro Glu

Gly Ala

Trp
Phe Ser
195
Met

Ser
Thr Thr
210

<210>5

<211> 1108
<212> ADN
<213> Bos taurus

<400>5

tgateccatte
ccatgaaggt
aactcaatgt
gcatcaataa
tccaggataa
ccatccataa
cgcctttect
agcacaaaga
tgactctcac
accagcctca
tttetecagte
tgecccattea
tcectattat
tgegactgga
atgagtatac
tcttaatttg
aaaagttcaa
tctggaattg
ttaatcctta

<210>6

<211> 224
<212> PRT
<213> Bos taurus

Leu Ile

Pro Ile
20
Leu Arg

Val Asn

Ala Met
70

Glu Glu
85

Asp Val
100
Leu Lys

Glu Glu

Glu Pro

Lys
Phe
Glu

Glu

Ile
Pro
Lys
Arg

Met

ES 2593456 T3

Thr Cys

His Gln

Leu

Gly

Val
10
Leu

Ala

Pro

25

Phe Val
40
Leu Ser
55

Asp Ile

Val Pro

Ser Glu

Ala
Lys

Lys

Asn

Arg

Pro Phe

Asp Ile

Gln Met
15

Ser val

90

Tyr Leu

105

Tyr Lys
120
Leu His
135

Ile Gly

150

Phe
165
Tyr

Leu

Tyr
180
Asp Ile

Pro Leu

agctcetect
ccteatcett
acctggtgag
gaaaattgag
aatccacccc
cagcctcoccca
tcagcctgaa
aatgcccttce
tgatgttgaa
ccagectcett
caaagtcctg
ggcetttetg
tgtetaagag
aatatggecaa
atggaacaaa
aatttgagte
ttttaacttg
tgattattat
ggcaaaaaaa

Arg
val

Pro

Gln Phe

Pro Leu

val
Ser
Val
Tyr

Gly

Pro Gln

Met Lys
Gln
155
Leu

Asn

Gln
170

Thr Gln

185

Pro
200

Asn

Trp

tcacttettg
gocetgeetgg
attgtggaaa
aagtttcaga
tttgcccaga
caaaacatcc
gtaatgggag
cctaaatatc
aatctgcacc
cctccaactg
cctgttecece
ctgtacecagg
gatttcaaaq
cttttcaate
aaatgaaact
ataaactata
gaaatatcat
ttctttaaga
aaaaaaaa

Ile

Gly Ser

tectctactt
tggetetgge
gecttteaag
gtgaggaaca
cacagtctct
ctecctcottac
tctccaaagt
cagttgagcc
ttectectgec
tcatgtttec
agaaagcagt
agcectgtact
tgaatgeoeccoe
cttgcateat
ttattecttt
tatttcaaaa
gaacatatca
atctatttcc

15

Val Ala

Gln Glu Vval
30
Glu val
45

Ser

Pro
Gly Glu
60
Glu

Ala Glu

Glu Gln Lys
Leu
110

Ile

Gly Tyr

Leu Glu
125
Glu Gly
140

Glu

Ile

Leu Ala

Asp Ala Tyr

Tyr Thr Asp
190
Ser

Glu Asn

205

tggaaaaaag
ccttgcaaga
cagtgaggaa
gcagcaaaca
agtctatcce
tcaaacccct
gaaggaggct
ctttactgaa
tctgctccag
tcocctcagtcc
gdectateeeo
cggtectgte
ctecteactt
gttactaaga
atttatttta
ttttaattea
aaatatgtat
taaccagtca

Ala
15
Leu

Arg
Asn
Phe Gly
Ser Thr

Ile
80

Ser

His Ile
95
Glu Gln

Val Pro

His Ala
Phe
160
Ser

Tyr

Pro
175
Ala Pro

Glu Lys

gaattgagag
gagctggaag
tetattacac
gaggatgaac
ttececectggge
gtggtggtgce
atggctccta
aggcagagcc
tcttggatge
gtgctgtcec
cagagagata
cggggacect
ttgaattgac
taatttttaa
tgetttttea
acattageat
aaaaataatt
tttcaataaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1108
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<400>6

Met Lys Val Leu Ile Leu Ala Cys Leu Val Ala
1 5 10
Glu Leu Glu Glu Leu Asn Val Pre Gly Glu
20 25
Glu Glu Ser Ile Thr Arg Ile Asn
33 40
Ser Glu Glu Gln Gln Gln Thr

50 55
His Pro Phe Ala Gln Thr Gln Ser Leu Val Tyr
65 70 75

Ile

Ser Ser Lys

Gln Glu Asp Glu

Ile Leu Pro Gln Asn Ile Pro Pro
B85 90

Pro Phe Leu Gln Pro Glu Val
105
His

His Asn Ser

Val val val Pro
100
Glu Ala Met
115
Pro Val
130

Glu Asn

Val Lys Ala Pro Lys Glu

120
Glu Arg Gln

Lys

Thr
135
Pro

Tyr Glu Pro Phe Ser

val
145
Gln

Leu
155
Met

Leu Leu Pro Leu

150
Leu

Leu His

Gln Thr Val
170

Leu

Pro Pro Pro

165
Ser

Pro His

val Gln Val
185

Pro

Leu Ser Pro
180

Pro

Leu Ser Lys

Val Pro Tyr Ile Gln

195
Pro Val

Gln Arg Asp Met

200
Pro Val
215

Gln Glu

210

Leu Gly Arg Gly Pro

<210>7

<211> 587

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 7

agggatcetet tgaagettea cttcaactte
gagaacdcag ccaactatga
catgattgga gcetgattceat
tgggtatgge ccttatcage
acaataccaa caatatacct tttaatatca tcagtaactg
ttgattggca aatacgactt ctacatccat attctcatct
taccactttt tgaagaatca tcaaagagca atgcaaatga
atactctttg tttcaggata cttgecctttt caattgtcac
taaactgtta agctgtgttc agtactgttt ctgaataata
aataaattte aagcacattt tcaaaaaaaa aaaaaaaaaa

actacttetg
agttcettgt ctttgeette
ctgaagagaa atttttgegt
cagttccaga acaaccacta

<210>8

<211> 62

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8

16

Leu Ala Leu

Val Glu Ser
30
Tle Glu
45

Gln Asp

Lys

Leu
60

Pro Phe Pro

Leu Thr Gln

Met Gly Val

110

Met Pro Phe
125

Leu Thr Leu

140

Gln

Ser Trp

Phe Pro Pro

val Gln
190

Leu

Pro
Ala Phe
205
Phe Pro

220

Ile

tagtctcate
atcttggete
agaattggaa
tacccacaac
caggacatga
ttcataccat
aaaacactat
ttgatgatat
gaaatcactt
aaaaaaa

Ala Arg
15
Leu Ser

Lys Phe

Lys Ile

Pro
80

Gly

Thr
95
Ser

Pro
Lys
Pro Lys
Thr Asp
His
16Q
Ser

Met

Gln
175
Lys Ala

Leu Tyr

Ile Val

ttgagtaaaa
tecatggttte
gatteggtta
cataccaacc
ttattgaggce
atcacactac
aatttactgt
aattgcaatt
ctctaaaagc

60

120
180
240
300
360
420
480
540
587
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Met Lys Phe Leu Val Phe Ala Phe Ile

1

5
Ile Gly Ala Asp Ser Ser Glu Glu Lys
20

25
Phe Gly Tyr Gly Tyr Gly Pro Tyr Gln
35

40

Tyr Pro Gln Pro Tyr Gln Pro Gln Tyr
50

<210>9

<211> 234
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

55

<223> Proteina fluorescente mTagBFP

<400>9
Met
1
Glu
Gly
Gly
Tyr
65
Phe
Tyr
Asp
Ser
Thr
145
Met
Thr
Val

Glu

Leu
225

Ser
Gly
Lys
Gly
50

Gly
Lys
Glu
Gly
Asn
130
Glu
Ala
Thr
Tyr
Thr

210
Pro

Glu
Thr
Pro
35

Pro
Ser
Gln
Asp
Cys
115
Gly
Thr
Leu
Tyr
Tyr
195

Tyr

Ser

Glu
Val

20
Tyr

Lys
Ser
Gly
100
Leu

Pro

Lys
Arg
180
Val
Val

Lys

Leu
Asp
Glu
Pro
Thr
Phe
85

Gly
Ile
Val
Tyr
Leu
165
Ser
Asp

Glu

Leu

Ile
Asn
Gly
Phe
Phe
70

Pro
Val
Tyr
Met
Pro
150
Val
Lys
Tyr
Gln

Gly
230

Lys
His
Thr
Ala
55

Ile
Glu
Leu
Asn
Gln
135
Ala
Gly
Lys
Arg
His

215
His

Glu
His
Gln
40

Phe
Asn
Gly
Thr
Val
120
Lys
Asp
Gly
Pro
Leu
200
Glu

Lys

Leu Ala Leu Met Val

10

Phe Leu Arg Arg Ile
30

Pro Val Pro Glu Gln

Asn Met His

10

Phe Lys Cys

25

Thr Met Arg

Asp Ile Leu

His Thr Gln

15

Phe Thr Trp

90

Ala Thr Gln
105
Lys Ile Arg

Lys Thr Leu

Gly Gly Leu

155

Ser His Leu

170

Ala Lys Asn
185
Glu Arg Ile

Val Ala Val

Leu Asn

17

45
Gln Gln Tyr Thr FPhe
60

Met
Thr
Ile
Ala
60

Gly
Glu
Asp
Gly
Gly
140
Glu
Ile
Leu
Lys

Ala
220

Lys
Ser
Lys
45

Thr
Ile
Arg

Thr

Val
125

Trp
Gly
Ala
Lys
Glu

205
Arg

15

Leu
Glu
30

Val
Ser
Pro
Val
Ser
110
Asn
Glu
Arg
Asn
Met
190
Ala

Tyr

Tyr
15

Gly
Val
Phe
Asp
Thr
95

Leu
Phe
Ala
Asn
Ile
175
Pro

Asn

Cys

Ser Met
Gly Arxrg

Pro Leu

Met
Glu

Glu

Phe
g0

Thr
Gln
Thr
Phe
Asp
160
Lys
Gly

Asn

Asp
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REIVINDICACIONES
1. Un método para hacer que los dientes parezcan mas blancos, en donde dicho método comprende aplicar a los
dientes un polipéptido emisor de fluorescencia conjugado con una molécula que tiene la capacidad de interaccionar
con o de unirse a un diente o a un componente del diente, en donde dicho polipéptido emisor de fluorescencia es un
polipéptido BFP y en donde la fluorescencia emitida desde dicho polipéptido emisor de fluorescencia hace que
dichos dientes parezcan mas blancos.
2. El método de la reivindicacion 1, en el que dichos dientes son dientes humanos.
3. El método de la reivindicacion 1, en el que dicha molécula es un polipéptido.

4. El método de la reivindicacién 1, en el que dicha molécula es un polipéptido de caseina o un polipéptido de
estaterina.

5. El método de la reivindicaciéon 1, en el que dicha molécula es una molécula que tiene la capacidad de
interaccionar con o de unirse a esmalte, a hidroxiapatita o a pelicula dental adquirida.

6. El método de la reivindicacién 1, en el que dicho polipéptido emisor de fluorescencia esta presente dentro de una
pasta de dientes, y dicha etapa de aplicacién comprende aplicar dicha pasta de dientes a dichos dientes.

7. El método de la reivindicaciéon 1, en el que dicho polipéptido emisor de fluorescencia es una unidad de un
polimero que comprende dos o mas polipéptidos emisores de fluorescencia.

8. El método de la reivindicacion 7, en el que dicho polimero se une a un polipéptido de caseina para formar un
complejo, en el que dicho complejo se aplica a dichos dientes.

9. Una composicién que comprende un polipéptido emisor de fluorescencia conjugado con un polipéptido de
caseina, en donde dicho polipéptido emisor de fluorescencia es un polipéptido BFP.

10. Una composicion que comprende un polipéptido emisor de fluorescencia conjugado con un polipéptido de
estaterina, en donde dicho polipéptido emisor de fluorescencia es un polipéptido BFP.
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1 ggatccaagg

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

ttcttgttga
aaggtgatgc
ctgttccatg
acccagatca
aggagaggdc
ttgagggaga
gaaacatcct
cagacaaaca
gaagcgttca
ttttaccaga
agagagacca

atgaactata

agatataaca
attagatggt
aacatacgga
gccaacactt
tatgaagcgg
catctcectttc
caccctegte
cggccacaag
aaagaatgga
actagcagac
caaccattac
catggtcectt

caaataagag
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Figura 1

atgagtaaag
gatgttaatg
aaacttaccc
gtcactactt
cacgacttct
aaggacgacy
aacaggatcg
ttggaatacsa
atcaaagcta
cattatcaac
ctgtccacac
cttgagtttg

ctc

19

gagaagaact
ggcacaaatt
ttaaatttat
tctetcatgg
tcaagagcgce
ggaactacaa
agcttaaggg
actacaactc
acttcaaaat
aaaatactcc
aatctgcect

taacagectge

tttcactgga
ttctgtcagt
ttgcactact
tgttcaatge
catgcctgag
gacacgtget
aatcgatttc
ccacaacgta
tagacacaac
aattggcgat
ttcgaaagat
tgggattaca

gttgtcccaa
ggagagggtyg
ggaaaactac
ttttcaagat
ggatacgtgc
gaagtcaagt
aaggaggacyg
tacatcacgg
attgaagatg
ggccctgtcce

cccaacgaaa

catggcatgg
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Figura 2

1 MSKGEELFTGC VVPILVELDG DVNCHEFSVS GEGCEGDATYGC KLTLKFICTT CKLPVPWPTL
61 VITFSHGVQC FSRYPDHMKR HDFFKSAMPE GYVQERTISF KDDGNYKTRA EVKFEGDTLV
121 NRIELKGIDF KEDGNILGHK LEYNYNSHNV YITADKQKNG IKANFKIRHN IEDGSVQLAD
181 HYQQONTPIGD GPVLLPDNHY LSTQSALSKD PNEKRDHMVL LEFVTAAGIT HGMDELYK

20



61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
g6l

1021
1081
1141

agtaggttta
gctgettett
ctgtcttgtg
tcaagaagtc
tggaaaggag
agccatggaa
tcccaatagt
gggttatctg
tcccaatagt
agaacctatg
attctaccag
atacactgat
aaagactact
ggtctttgat
cattctatcce
tctttcttet
cctaacagcet
aagggattaa
cttctcectgt
cttcttttea
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aatagcttgg
cccagtcecttg
gctgttgetce
ctcaatgaaa
aaggtcaatg
gatattaagce
gttgagcaga
gaacagcttc
gctgaggaac
ataggagtga
ctggatgcct
gccccatcat
atgccactgt
ggttctgaaa
aaaggcttca
tgagttctct
tgttacctaa
agtcttcatt
aagtgccatc
ataaattaca

Figura 3

aagcaaaagt
ggttcaagat
ttgctaggcec
atttactcag
aactgagcaa
aaatggaagc
agcacattca
tcagactgeaa
gacttcacag
atcaggaact
atccatctag
tctctgacat
ggtgaggagt
attccatgct
actgctgttt
actgtatttt
attccagtag
aaatttctgt
atatcaaata
ttttaaggeca

21

ctgccatcac
cttgacaacc
taaacatcct
gttttttgtg
ggatattggg
tgaaagcatt
aaaggaagat
aaaatacaaa
tatgaaagag
ggcctacttc
tgcctggtat
ccctaatecet
caagtgaatt
ctacatgtct
tagaataggg
agatagtgta
tatcatgctyg
atggaaaatg
attgtgtgca
ct

cttgatcatc
atgaaacttc
atcaagcacc
gcaccttttce
agtgaatcaa
tcgtcaagtyg
gtgccctetg
gtaccccagc
ggaatccatyg
taccctgagc
tacgttccac
attggctctg
ctgagggact
tttcatctat
caatctcaaa
acatccttaa
gtataaaggc
ttttaaaagc
ttaactgaga

aacccagctt
tcatccttac
aaggactccce
cagaagtgtt
ctgaggatca
aggaaattgt
agcgttacct
tggaaattgt
cccaacagaa
ttttcagaca
taggcacaca
agaacagtga
ccacagttat
catgtcaaac
ttgaaggcac
gtgaaattgt
cactgagtca
ctttgaatca
ttttgtettt
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Figura 4

1 MKLLILTCLV AVALARPKHP IKHQGLPQEV LNENLLREFV APFPEVFGKE KVNELSKDIG
61 SESTEDQAME DIKQMEAESI SSSEEIVPNS VEQKHIQKED VPSERYLGYL EQLLRLKKYK
121 VPQLEIVPNS AEERLHSMKE GIHAQQKEPM IGVNQELAYEF YPELFRQFY(Q LDAYPSGAWY
181 YVPLGTQYTD APSEFSDIPNP IGSENSEKTT MPLW

22



61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
501
961

1021
1081

tgatccattc
ccatgaaggt
aactcaatgt
gcatcaataa
tccaggataa
ccatccataa
cgccttteet
agcacaaaga
tgactctcac
accagcectca
tttctcagtc
tgecccattea
tccctattat
tgcgactgga
atgagtatac
tcttaatttg
aaaagttcaa
tctggaattg
ttaatcctta
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agctcctect
cctcatcctt
acctggtgag
gaaaattgag
aatccacccc
cagcctccca
tcagcctgaa
aatgcectte
tgatgttgaa
ccagcectctt
caaagtcctyg
ggcctttetyg
tgtctaagag
aatatggcaa
atggaacaaa
zatttgagtce
ttttaacttg
tgattattat
ggcaaaaaaa

Figura 5

tcacttcttg
gcectgeectgg
attgtggaaa
aagtttcaga
tttgcccaga
caaaacatcc
gtaatgggag
cctaaatate
aatctgcacc
cctccaactg
cctgtteccce
ctgtaccagg
gatttcaaag
cttttcaatc
aaatgaaact
ataaactata
gaaatatcat
ttctttaaga
aaaaaaaa

23

tcctctactt
tggctctgge
gcctttcaag
gtgaggaaca
cacagtctct
ctectettac
tctccaaagt
cagttgagcce
ttcctetgee
tcatgtttee
agaaagcagt
agcctgtact
tgaatgcccc
cttgcatcat
ttattccttt
tatttcaaaa
gaacatatca
atctatttec

tggaaaaaaqg
ccttgcaaga
cagtgaggaa
gcagcaaaca
agtctatcce
tcaaacccct
gaaggaggct
ctttactgaa
tctgctecag
tcctcagtee
gccctatcecce
cggtectgte
ctcctcactt
gttactaaga
atttatttta
ttttaattca
azatatgtat
taaccagtca

gaattgagag
gagctggaag
tctattacac
gaggatgaac
ttccctggge
gtggtggtygc
atggctccta
aggcagagcac
tcttggatgce
gtgctgtcecc
cagagagata
cggggaccct
ttgaattgac
taatttttaa
tgctttttca
acattagcat
aaaaataatt
tttcaataaa
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Figura 6

1 MKVLILACLV ALALARELEE LNVPGEIVES LSSSEESITR INKKIEKEQS EEQQQTEDEL
61 QDKIHPFAQT QSLVYPFPGP IHNSLPQNIF PLTQTPVVVP PFLOPEVMGYV SKVKEAMAPK
121 HKEMPFPKYP VEPFTERQSIL TLTDVENLHL PLPLLQSWMH QPHQPLPPTV MFPPQSVLSL
181 SQSKVLPVPQ KAVPYPQRDM PIQAFLLYQE PVLGPVRGPEF PIIV

24



61
121
181
241
301
361
421
481
541

agggatctct
gagaacccag
catgattgga
tgggtatggc
acaataccaa
ttgattggca
taccactttt
atactctttg
taaactgtta

aataaatttc
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tgaagcttca
ccaactatga
gctgattecat
ccttatcagce
caatatacct
aatacgactt
tgaagaatca
tttcaggata
agctgtgttc

aagcacattt

Figura 7

cttcaacttc
agttccttgt
ctgaagagaa
cagttccaga
tttaatatca
ctacatccat
tcaaagagca
cttgcctttt
agtactgttt

tcaaaaaaaa

25

actacttctg
ctttgccttc
atttttgegt
acaaccacta
tcagtaactg
attctcatct
atgcaaatga
caattgtcac
ctgaataata

dddddadadadada

tagtctcatc
atcttggctc
agaattggaa
tacccacaac
caggacatga
ttcataccat
aaaacactat
ttgatgatat
gaaatcactt

dddddaaa

ttgagtaaaa
tcatggtttc
gattcggtta
cataccaacc
ttattgaggc
atcacactac
aatttactgt
aattgcaatt

ctctaaaagc
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Figura 8

1 mkflvfafil almvsmigad sseekflrri grfgygygpy gpvpeqplyp dqpygpgyvdqy
61 tf
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Figura 9

MSEELIKENMHMKLYMEGTVDNHHFKCTSEGEGKPYEGTQTMRIKVVEGGPLPFAFDI
LATSFLYGSKTFINHTQGIPDFFKQSFPEGFTWERVTITYEDGGVLTATQDTSLQDGCLIY
NVKIRGVNFTSNGPVMQKKTLGWEAFTETLY PADGGLEGRNDMALKLVGGSHLIANIK
TTYRSKKPAKNLKMPGVYYVDYRLERIKEANNETYVEQHEVAVARYCDLPSKLGHKL
N

27



ES 2593456 T3

i
g
G :

zawod eipaid
uoo oplind ap sandsa a4g-eujesed-g uod ojusiwejel| OIDINI

0l eanbi4

28



	Primera Página
	Descripción
	Lista de secuencias

	Reivindicaciones
	Dibujos

