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DESCRIPCION
Proteccion de materiales por compuestos a base de esfingosina
Campo de la invencion

La invencion se refiere al uso de compuestos basados en esfingosina, en particular compuestos de fitoesfingosina, en
la proteccion de superficies y materiales tales como materiales que contienen hidroxiapatita tales como dientes y
huesos. Tales compuestos y son especialmente Utiles como capa protectora de superficies como en el tratamiento y
prevencion de caries dental, erosidon dental, hipersensibilidad de la dentina y formacion de sarro. También se
proporcionan composiciones que comprenden compuestos basados en esfingosina. También se proporcionan
métodos y dispositivos para prevenir la formacion de biopeliculas usando compuestos basados en esfingosina.

Antecedentes de la invencion

El componente principal del esmalte dental es la hidroxiapatita de calcio mineral basico (HAP), Ca1o (PO4)s(OH)2, que
es inherentemente susceptible a la accion de grabado y disolucion de los acidos. Ejemplos de caries que son causadas
por acidos son la caries dental y la erosion dental. En la caries dental, los productos finales acidos del metabolismo
bacteriano anaerdbico en la placa dental causan la disolucién local del esmalte dental, por lo general en sitios de dificil
acceso para la higiene dental. La erosion dental es la disolucién quimica de las superficies dentales por acidos de
origen dietético o gastrico que, a menudo en combinacion con el desgaste mecanico (desgaste y abrasién), puede
causar una pérdida generalizada de tejidos dentales superficiales. En condiciones normales, la saliva protege
parcialmente el esmalte contra los efectos perjudiciales de los ataques acidos por la accion neutralizante de sus
sistemas reguladores y al depositar una pelicula dental, que es una pelicula lubricante de (glico)proteinas salivales
que cubre las superficies dentales. El comportamiento de consumo actual ha aumentado los ataques acidos a un nivel
que supera la capacidad protectora de la saliva. A nivel mundial, esto ha llevado a una creciente incidencia de la
erosion dental.

El esmalte dental también es susceptible a la formacién de sarro (calculo dental). El calculo dental se refiere a una
acumulacion de placa endurecida (mineralizada) en los dientes, formada por la presencia de saliva, residuos y
minerales. El calculo dental es un depdsito de sales de fosfato de calcio en la superficie de los dientes. Comprende
una mezcla de minerales de fosfato de calcio tales como brushita, fosfato de octacalcio, fosfato de tricalcio y apatita
bioldgica.

Las composiciones convencionales para el cuidado bucal, tales como pastas de dientes y enjuagues bucales, son
particularmente apropiadas para la prevencion de caries y formacion de sarro. Sin embargo, ninguna formulacion ha
agregado con éxito una proteccion significativa contra la erosion dental. Por lo tanto, se necesitan urgentemente
nuevas formulaciones para proteger las superficies dentales.

Sumario de la invencién

En un aspecto, la divulgacion proporciona compuestos de esfingosina que tienen la formula I, como se define en la
reivindicacion 1.

Preferiblemente, el uso de los compuestos y los recubrimientos resultantes previenen o reducen la desmineralizacion
dental, un trastorno de desmineralizacion dental (preferiblemente seleccionado entre erosion dental, caries dental e
hipersensibilidad de la dentina), enfermedad de las encias y/o la formacion de célculo dental. Preferiblemente, dichos
compuestos se usan para proteger el diente de la erosién acida asociada con un trastorno de desmineralizacion dental.
Mas preferiblemente, los compuestos se usan para prevenir o reducir la desmineralizaciéon dental o un trastorno de
desmineralizacion dental (preferiblemente seleccionado entre erosion dental, caries dental e hipersensibilidad de la
dentina).

En un aspecto, los métodos, usos y tratamientos descritos en este documento comprenden ademas la provision de
nanoparticulas de hidroxiapatita.

La divulgacion proporciona composiciones que comprenden un compuesto de esfingosina que tiene la formula I. La
composicion es una composicion para el cuidado bucal, preferiblemente seleccionada de dentifrico (tal como polvo de
dientes y pasta de dientes), goma de mascar, saliva artificial y enjuague bucal. Preferiblemente, la composicion es una
composicion alimenticia, preferiblemente seleccionada entre productos lacteos, productos alimenticios procesados,
aceites, suplementos alimenticios y/o vitaminicos, productos de aperitivos y productos de bebidas. Preferiblemente,
las composiciones comprenden ademas nanoparticulas de hidroxiapatita.

En un aspecto, la divulgacion proporciona un método para prevenir o reducir la formaciéon de calculo dental,
xerostomia, desmineralizacién dental o un trastorno de desmineralizaciéon dental, que comprende administrar a un
sujeto que lo necesite una cantidad eficaz de un compuesto de esfingosina como se describe en este documento.
Preferiblemente, dicho método reduce, previene o alivia un sintoma de xerostomia, erosion dental, caries dental y/o
hipersensibilidad de la dentina y calculo dental.
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El compuesto de esfingosina que tiene la formula es mas preferiblemente, fitoesfingosina (PHS).

Preferiblemente, la férmula | es

OH

R3

HE NHFH Farmula |
en la que X es un alquilo o alquenilo que tiene 8-24 carbonos, preferiblemente 10 a 20 carbonos, mas preferiblemente
un alquilo lineal;
R+ se selecciona entre Hy C(=0)C1.2, preferiblemente Ry es H;
R2 se selecciona entre H'y OH, preferiblemente R, es OH; y

R3 se selecciona de fosfato, OH o F, preferiblemente OH. Preferiblemente, X es un alquilo lineal que tiene de 10 a 20
carbonos, Ry es H, R; es OH, y Rz es OH.

Mas preferiblemente, X es un alquilo o alquenilo que tiene 8-24 carbonos, preferiblemente 10 a 20 carbonos, mas
preferiblemente un alquilo lineal;

Ri es H;

R2 se selecciona entre H'y OH, preferiblemente R, es OH; y

R3 se selecciona entre fosfato, OH o F, preferiblemente OH.

Preferiblemente, X es un alquilo o alquenilo que tiene 8-24 carbonos, preferiblemente 10 a 20 carbonos, R1 es H;
Rz es OH; y

R3 se selecciona de fosfato, OH o F, preferiblemente OH.

Preferiblemente, X es un alquilo o alquenilo que tiene 8-24 carbonos, preferiblemente 10 a 20 carbonos,
Ri es H;

Rz es OH; y

R3 se selecciona de fosfato u OH.

Preferiblemente, X es un alquilo o alquenilo que tiene 8-24 carbonos, preferiblemente 10 a 20 carbonos,
Ri es H;

Rz es OH; y

R3 es OH.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. Los discos de HAP se recubrieron con 1: solucién reguladora de saliva; 2: solucion reguladora de saliva
suplementado con albumina de suero bovino al 1%; 3: con saliva humana entera; 4: con solucion reguladora de saliva
((KoHPO4 2 mM, KCI 50 mM, CaCl, 1 mM y MgCl, 0.1 mM, pH 6.8)) que contiene DMSO al 10%; 5:500 ug/ml de
fitoesfingosina (PHS) en solucién reguladora de saliva que contiene 10% de DMSQ). Después de la exposicion a acido
citrico 0.1 M (pH 3.0) durante 30 minutos, los discos se enjuagaron, secaron y pesaron.

Figura 2. Efectos antierosivos de la PHS a diferentes concentraciones. Los discos de HAP prepesados se incubaron
con PHS a las concentraciones indicadas (0, 5, 50 y 500 pg/ml) en solucion reguladora de saliva durante 3 h. Los
discos fueron expuestos posteriormente a acido citrico 0.3 M durante 30 minutos. Después de enjuagar en agua
desmineralizada, los discos se secaron durante la noche y se determinaron sus pesos.
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Figura 3. Proteccion por PHS después de la exposicion al acido citrico durante diferentes periodos. Los discos de HAP
(sin tratar y tratados con PHS de 50 ug/ml) se incubaron con acido citrico 0.1 M durante los tiempos indicados (15, 30
y 60 minutos, respectivamente). Después de enjuagar con agua, los discos se secaron y se determiné su peso. (Las
barras con manchas blancas representan los discos no tratados, las barras bloqueadas representan los discos tratados
con PHS).

Figura 4. Efecto de la preparacion de la solucién madre sobre la actividad antierosiva de la PHS. Se prepararon
soluciones de PHS de reserva (5 mg/ml) en ya sea DMSO o etanol. Estas soluciones madre se usaron para la
preparacion de soluciones PHS de 200 pg/ml en solucion reguladora de saliva, con o sin sonicacion (son.), durante 30
minutos. Los discos de HAP se trataron con las soluciones indicadas durante 3 horas y luego se expusieron a acido
citrico 0.1 M, durante 30 minutos. Los discos se enjuagaron y secaron y se determind su peso.

Figura 5. Efecto de la presencia de una pelicula salival sobre HAP sobre los efectos protectores de la PHS. Los discos
de HAP se incubaron con saliva (HWS) o solucién reguladora de saliva (control) durante 3 horas. Después del
enjuague, los discos se incubaron posteriormente durante 3 horas con solucidon reguladora de saliva (solucion
reguladora de saliva-solucion reguladora de saliva, solucién reguladora de saliva HWS), HWS (solucién reguladora de
saliva-HWS) o PHS (solucion reguladora de saliva-PHS, HWS-PHS). Luego, los discos se enjuagaron y se expusieron
a acido citrico 0.1 M (pH = 3.0) durante 30 minutos. Los discos se enjuagaron con agua desmineralizada y se secaron
durante la noche y se determinaron sus pesos.

Figura 6. Estructuras moleculares de las esfingosinas usadas en el experimento de la figura 7.
Figura 7. Efecto del fosfato de fitoesfingosina, esfinganina y PHS (fitoesfingosina) en la solucion reguladora de saliva.

Figura 8. Efecto de la solucion reguladora sobre la proteccion de diversas esfingosinas. Los discos se trataron con
diversas esfingosinas (50 ug/ml en solucion reguladora de saliva (+/- CaCly) y Tris 20 mM (+/- CaCly). La erosién se
determin6é como se describe en la figura 7.

Figura 9. Efecto protector de PHS sobre HAP recubierta de saliva. Los discos de HAP se incubaron con Tris 20 mM
suplementado con Tween 20 al 0.1% (TrisT), Tris 20 mM (Tris), solucion reguladora de saliva (Sol. Reg de Sal) o saliva
entera humana limpiada (CHWS). Después de 20 horas, los discos se enjuagaron e incubaron en ya sea TrisT (barras
izquierdas, TrisT) o TrisT suplementado con 100 pg/ml de PHS (barras derechas, PHS) durante 3 horas. Los discos
se enjuagaron y se expusieron a acido citrico 0.1 M durante 30 minutos. Después de enjuagar y secar, se pesaron los
discos para determinar la pérdida de peso. Los discos cubiertos con una pelicula salival (CHWS) se protegieron en la
misma medida que los controles tratados con TrisT, Tris o Sol. Reg. de sal.

Figura 10. Efectos antierosivos de diferentes lipidos (esfingos). Los discos de HAP se incubaron por triplicado con 100
png/ml de cada lipido en Tris-Tween durante 3 horas. Los discos se expusieron a acido citrico 0.1 M (pH = 3.0) durante
30 minutos y se determiné la pérdida de peso.

Figura 11. Efectos antiadhesivos del recubrimiento PHS sobre HAP. La adhesién de bacterias a los discos de HAP se
investigd usando un modelo de unién activo. Los discos de HAP se incubaron durante la noche a 30 °C en Tris 20 mM,
Tween 20 al 0.1%, pH 6.8, sin (CONTROL) con 100 pg/ml de PHS (recubiertos con PHS). Los discos de HAP se
lavaron para eliminar la PHS no unida. Strepfococcus mutans se cultivd durante una noche en medio BHI y se diluyo
1:10 en BHI de potencia media (18.5 g de BHI/l, PIPES de 50 Mm/l, pH 7.0) hasta una densidad final de
aproximadamente 108 células/ml. La tapa con los discos de HAP se coloco en la parte superior de la placa de 24
pocillos que contenia 1.5 ml de suspension bacteriana diluida y se incubd anaerdbicamente durante 2 horas a 37 °C.
Los discos de HAP se lavaron dos veces en agua con cisteina peptona (CPW), para eliminar las bacterias no
adherentes. La capa unida de bacterias se dispersé mediante un bafo de ultrasonidos durante 2 minutos con pulsos
de 1 s. La suspension resultante se sembréd en placas en diferentes diluciones en placas BHI y se incubd
anaerdébicamente durante 48 horas a 37 °C antes de contar la CFU. PHS inhibié la adhesion bacteriana por mas de
100 veces.

Figura 12. Dependencia temporal de la adsorcion de PHS a HAP. La PHS se mezclé con discos de HAP y se incubd
durante 0.5, 1.5, 5, 15, 30, 60, 120 y 180 minutos. Los discos se enjuagaron y la PHS adsorbida se extrajo con etanol.
Después de la derivacion con OPA, la PHS se determiné por fluorimetria. En 5 minutos se alcanz6 > 65% del nivel
maximo de adsorcion.

Figura 13. Adsorcion (circulos) y proteccion (cuadrados) en funcion de la concentracion de PHS. Se incubaron
diferentes concentraciones de PHS con discos de HAP durante 3 horas. La cantidad de PHS adsorbido se determind
después de la extraccion y derivacion con OPA usando fluorimetria. En un experimento separado, los discos tratados
con PHS se expusieron durante 30 minutos a acido citrico 0.1 M (pH 3.0) y se determind la pérdida de peso. Ya a
niveles de unién submaximos (aproximadamente 6 ug por disco), PHS protege al maximo.

Figura 14. Unién de PHS a HAP. A. Los discos de HAP se incubaron con PHS en concentraciones variables. Después
de 3 horas, los discos se extrajeron con metanol y la cantidad de PHS adsorbido se determind fluorimétricamente. B.
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Los discos de HAP se incubaron con 100 ug/ml de PHS. En diferentes momentos, los discos se extrajeron con metanol
y la PHS adsorbida se determiné fluorimétricamente. Las incubaciones se realizaron por triplicado.

Figura 15. Efectos protectores de los esfingolipidos cuando estan presentes en el acido citrico durante el ataque
erosivo. Dos barras a la izquierda: los discos de HA se pretratan con solucién reguladora o 100 ug/ml de PHS, durante
3 horas, seguido de un tratamiento con acido citrico 0.1 M (pH = 3.0) durante 30 minutos. Dos barras a la derecha: los
discos de HA se pretratan con ya sea solucion reguladora o 100 ug/ml de PHS y luego se exponen a acido citrico 0.1
M en presencia de 100 ug/ml de PHS durante 30 minutos.

Figura 16. Actividad antiincrustante de esfingolipidos recubiertos sobre discos de HA contra Streptococcus mutans
Figura 17. Actividad antiincrustante de esfingolipidos recubiertos sobre discos de HA contra Strepfococcus sanguinis
Figura 18. Actividad antiincrustante de esfingolipidos recubiertos sobre discos de HA contra Streptococcus gordonii
Figura 19. Lista de ejemplo de detergentes no ionicos

Descripcion detallada de las realizaciones descritas

La presente divulgacion demuestra el efecto protector de superficies/materiales por compuestos que contienen lipidos
basados en la familia de esfingosinas. El tratamiento de la hidroxiapatita, la fase mineral sensible al acido del esmalte
dental, con un compuesto de esfingosina proporcioné mas del 80% de proteccion contra la disolucion por el acido
citrico en relacién con las muestras no tratadas (véanse, por ejemplo, las figuras 1 y 8). De acuerdo con lo anterior, se
proporcionan métodos para proteger materiales que contienen hidroxiapatita usando un compuesto de esfingosina. Si
bien no desea estar ligado a la teoria, se cree que los compuestos de esfingosina se adhieren a la hidroxiapatita
formando una barrera protectora. Dicha adherencia hace que estos compuestos sean Utiles en la protecciéon contra,
por ejemplo, la erosion acida, la formacion de biopeliculas y la desmineralizacion dental.

Preferiblemente, la férmula | es

OH

R3

HE NHFH Farmula |
en la que X es un alquilo o alquenilo que tiene 8-24 carbonos, preferiblemente 10 a 20 carbonos, mas preferiblemente
un alquilo lineal; Ry se selecciona entre H y C(=0)C1.20, preferiblemente Ry es H;
R2 se selecciona entre H'y OH, preferiblemente R, es OH; y

R3 se selecciona entre fosfato, OH o F, preferiblemente OH. Preferiblemente, X es un alquilo lineal que tiene de 10 a
20 carbonos, Ry es H, R, es OH, y Rz es OH.

Mas preferiblemente, X es un alquilo o alquenilo que tiene 8-24 carbonos, preferiblemente 10 a 20 carbonos, mas
preferiblemente un alquilo lineal;

Ri es H;
R2 se selecciona entre H'y OH, preferiblemente R, es OH; y
R3 se selecciona de fosfato, OH o F, preferiblemente OH.

Preferiblemente, la formula | es:
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Preferiblemente, el compuesto de esfingosina es un compuesto a base de fitoesfingosina. Tales compuestos incluyen
N-tetracosanoil fitoesfingosina, N-estearoil fitoesfingosina, N-oleoil fitoesfingosina, N-linoleoil-fitoesfingosina, N-(2-
hidroxitetracosanoi-1),  fitoesfingosina, N-(2-hidroxioctdecanoil)  fitoesfingosina, N-fitoesfingosina, 22
(2hidroxioctdecanoil) hidroxioctdecanoil) fitoesfingosina, N-(27-estearoiloxi-hepatoaconsanoil) fitoesfingosina, N-(27-
oleoiloxheptacosanoil) fitoesfingosina, N-(27-linoleoioxiheptaconsa-noil) fitoesfingosina, N-(23-estearoiloxtricosanoil)
fitoesfingosina, N-acetil-fitoesfingosina, N-hexadecanoil-fitoesfingosina, N-hexanoil-fitoesfingosina, N-octadecanoil-
fitoesfingosina y N-octanoil-fitoesfingosina se pueden usar. En realizaciones preferidas, el compuesto de esfingosina
es un esfingolipido que comprende una base esfingoide como se describe en este documento. El compuesto de
esfingosina mas preferido es la fitoesfingosina. Los compuestos preferidos también son fitoesfingosina-fosfato y D-
eritro-esfingosinas, tales como D-eritro-esfingosina C15.

Adicionalmente, la presente divulgacion demuestra que los compuestos de esfingosina pueden prevenir la adherencia
bacteriana a una superficie. Esto los hace utiles como agentes para reducir o prevenir la formacion de biopeliculas.
Tales compuestos se pueden usar, por ejemplo, como recubrimientos en dispositivos médicos y equipos quirlrgicos.
Este efecto también aumenta su utilidad en el cuidado bucal y las composiciones alimenticias. El efecto de los
compuestos de esfingosina que previenen la adherencia bacteriana es separable de cualquier efecto como bactericida.
En los métodos y composiciones (por ejemplo, cuidado bucal y composiciones alimenticias) descritos en este
documento, los compuestos de esfingosina no se usan como antimicrobianos, sino mas bien para prevenir la
adherencia bacteriana. Preferiblemente, para estas aplicaciones y composiciones, el compuesto de esfingosina se
selecciona de uno o mas de los siguientes: PHS, fosfato de PHS, estearoil PHS, esfinganina y esfingosina. La mas
preferida para la prevencion de la adherencia bacteriana es la esfinganina. Preferiblemente, se usa mas de un
compuesto de esfingosina en los métodos y composiciones como se describe en este documento. Preferiblemente, la
PHS y la esfinganina se usan juntos en un método, composicion o recubiertos en un articulo como se describe en este
documento. Preferiblemente, se reduce la adherencia de las bacterias orales. Preferiblemente, se reduce la adherencia
de S. gordonii. Preferiblemente, se reduce la adherencia de S. sanguinis. Mas preferiblemente, se reduce la adherencia
de S. mutans.

El compuesto de esfingosina también puede ser un conjugado de dicho compuesto, tal como un esfingolipido. Los
esfingolipidos comprenden una gama compleja de lipidos en los que los acidos grasos estan unidos mediante enlaces
amida a una base de cadena larga o esfingoide. Mas precisamente, los esfingolipidos consisten en bases de cadena
larga, unidas por un enlace amida a un acido graso y a través del grupo hidroxilo terminal a unidades estructurales de
complejos que contienen fosforo o carbohidratos. Las bases esfingoides incluyen dihidroesfingosina (esfinganina),
esfingosina vy fitoesfingosina. Las ceramidas son un grupo especifico de esfingolipidos que contienen esfingosina,
fitoesfingosina o dihidroesfingosina como base en el enlace amida con un acido graso. Los esfingolipidos apropiados
para la presente invencion tienen una base esfingoide que tiene la formula de formula | como se describe en este
documento.

Los conjugados apropiados de compuestos de esfingosina también comprenden los compuestos de férmula |
conjugados con una unidad estructural de proteina o péptido. Dicha unidad estructural puede mejorar la produccion,
suministro, direccionamiento de HAP, estabilidad o eficacia del compuesto de esfingosina. Las unidades estructurales
peptidicas preferidas son unidades estructurales de unién a HAP. Varios de estos péptidos son conocidos en la técnica,
incluyendo estaterina, aglutinina salival, poliglutamato y péptidos de caseina. Preferiblemente, dicho péptido
comprende la secuencia DSpSpEEK (de estaterina, en la que Sp es serina fosforilada) o el dominio de unién a HAP
de aglutinina salival. La conjugacién de compuestos de esfingosina con proteinas y péptidos es bien conocida en la
técnica y se describe, por ejemplo, en la Patente de los Estados Unidos No. 5543390, que se incorpora en este
documento como referencia.

Un aspecto de la divulgacion proporciona el uso de un compuesto de esfingosina para recubrir hueso o diente. El
compuesto de esfingosina actia como una barrera protectora contra, por ejemplo, la erosion acida y la formacion de
precipitacion de sal que conduce al sarro.

Un aspecto de la divulgacion proporciona el uso de un compuesto de esfingosina para prevenir o reducir la
desmineralizacion dental. El esmalte dental se somete naturalmente a un procedimiento de desmineralizacion, que se
incrementa por la presencia de acido, por ejemplo, de alimentos, bebidas, acido gastrico o producido por bacterias. La
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desmineralizacion dental es el procedimiento subyacente implicado en el desarrollo de caries dental, erosiéon dental e
hipersensibilidad de la dentina (en este documento, denominado trastornos de desmineralizacion dental).
Preferiblemente, dicho trastorno de desmineralizacion dental se debe a la presencia de acido que no ha sido producido
por bacterias, por ejemplo, el trastorno proviene de alimentos acidos, bebidas acidas o acido gastrico. Preferiblemente,
dichos compuestos de esfingosina se usan en métodos para prevenir o tratar trastornos de desmineralizacion dental
que resultan del consumo de alimentos o bebidas acidos o de acido gastrico.

La hidroxiapatita se vuelve soluble cuando se expone a ambientes acidos. Las sales, tales como las sales de fosfato
de calcio, también pueden precipitar en hidroxiapatita. De acuerdo con lo anterior, se proporcionan métodos para
proteger una superficie de hidroxiapatita que comprende poner en contacto dicha superficie con un compuesto de
esfingosina como se describe en este documento. En algunas realizaciones, las superficies se pretratan con el
compuesto de esfingosina. En algunas realizaciones, el compuesto de esfingosina esta presente en una composicion
acida (por ejemplo, en una bebida carbonatada). Los métodos son especialmente Utiles para proteger los materiales
que contienen hidroxiapatita de la erosidon acida y de la acumulacién de sales precipitadas. Las superficies de
hidroxiapatita incluyen dientes naturales y protésicos, asi como huesos naturales y protésicos.

En las realizaciones preferidas de los métodos y productos descritos en este documento, se usa un compuesto de
esfingosina junto con particulas de hidroxiapatita (nano). La hidroxiapatita se adhiere a las superficies de los dientes
y promueve su recalcificacion y fortalecimiento. Se ha usado con éxito en un método de relleno fino dental para
proteger y restaurar fosas, fisuras y lesiones en el esmalte.

La hidroxiapatita se ha usado en las pastas de dientes en Japon desde 1980 y esta disponible comercialmente bajo
nombres como, por ejemplo, la pasta de dientes Apagard® nHAP, Sangi Co., Japdn, que proporciona una pasta de
dientes que contiene nanoparticulas de hidroxiapatita al 5% y 10%.

El diametro promedio de particula de las particulas de hidroxiapatita esta preferiblemente en el intervalo desde 1 a
200 nm, mas preferiblemente desde 5-100 nm. Las unidades estructurales basicas del esmalte suelen ser de 20-40
nm de HAP. Preferiblemente, las particulas de hidroxiapatita usadas en este documento tienen un diametro promedio
de particula de entre 15-50 nm. Los mas preferidos son aquellos que tienen un diametro promedio de particulas de
alrededor de 20 nm como se describe en Li et al. (J of Mater. Chem 2008 18, 4079-4084).

Las nanoparticulas de hidroxiapatita se pueden proporcionar recubiertas con uno o mas compuestos de esfingosina
como se describe en este documento. Tales particulas precubiertas se pueden usar en composiciones para el cuidado
bucal o como recubrimiento para protesis, por ejemplo, protesis dental.

En la caries dental, los productos finales acidos del metabolismo bacteriano anaerébico en la placa dental causan la
disolucion local del esmalte dental, por lo general en sitios que son de dificil acceso para la higiene dental. La caries
dental incluye caries dental detenida, caries dental incipiente, cavidad de fosas y fisuras, caries dental primaria, caries
dental secundaria, cavidad de superficie lisa. En algunas realizaciones, el trastorno de desmineralizacion dental no es
la caries dental. La erosion dental es la disolucion quimica de las superficies dentales por acidos de origen dietético o
gastrico. La hipersensibilidad de la dentina es el dolor o las molestias que surgen de la dentina expuesta. En
realizaciones preferidas, los compuestos descritos en este documento son Utiles para prevenir, tratar o reducir la
erosion acida de los dientes, esto es, la erosion dental. Consulte la Solicitud de Patente de los Estados Unidos No.
20100034750 para una discusion sobre el desarrollo de la caries dental y la erosion después de la desmineralizacion.

La desmineralizacion dental y la formacion de sarro se pueden reducir o prevenir mediante la aplicacién de un
compuesto de esfingosina como se describe en este documento. La remineralizacion es un procedimiento natural que
resulta en el retorno de minerales a la superficie del diente. La reduccién o prevencién de la desmineralizacion dental,
como se usa en este documento, se refiere a la desaceleracion del procedimiento de desmineralizaciéon de modo que
el efecto neto del procedimiento de desmineralizacién/mineralizacion sea tal que la desmineralizacién se reduzca o
evite. El uso de un compuesto o composicion de esfingosina que comprende dicho compuesto de esfingosina como
se describe en este documento reduce el efecto neto de la desmineralizacion en al menos 5, al menos 10, al menos
20, al menos 30, al menos 50, al menos 60 o al menos 80% en comparacion con los controles. El uso de un compuesto
o composicion de esfingosina que comprende dicho compuesto de esfingosina como se describe en este documento
también reduce la formacién de sarro en al menos 5, al menos 10, al menos 20, al menos 30, al menos 50, al menos
60 o al menos 80% en comparacion con los controles.

Los compuestos de esfingosina también son utiles en el tratamiento o prevencion de la xerostomia. La xerostomia,
también conocida como boca seca, se refiere a la falta de saliva y puede ser causada por una produccion insuficiente
de saliva. Puede ser un sintoma de una enfermedad subyacente tal como diabetes y trastornos autoinmunes o un
efecto secundario de la medicacién. También se asocia con la vejez, la deshidratacion corporal y la ansiedad. Aunque
los compuestos de esfingosina se pueden proporcionar en cualquier composicion descrita en este documento, se
proporcionan preferiblemente en una goma de mascar o un producto de saliva artificial para esta indicacion.

El compuesto de esfingosina se puede usar en un sujeto que padece o corre el riesgo de sufrir, erosion dental, caries
dental, formacion de sarro, hipersensibilidad de la dentina y xerostomia. EI compuesto puede reducir o prevenir dichos
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trastornos o aliviar un sintoma del mismo. Alternativamente, el compuesto se puede usar profilacticamente para
prevenir el riesgo de desarrollar dicha condicion o para fortalecer los dientes al reducir la desmineralizacion.

Los compuestos de esfingosina se pueden proporcionar en cualquier cantidad de composiciones apropiadas que
incluyen una composicién farmacéutica, una composicion para el cuidado bucal y composiciones alimenticias.
Preferiblemente, dicha composicién comprende, en particular cuando se usa fosfato de fitoesfingosina, un detergente
neutro no iénico, tal como Tween 80, Triton X-100, Triton X114, Brij 35, Brij 58, Nonidet P40, octilglicosido y alcohol
estearilico etoxilado.

X114, Brij 35, Brij 58, Nonidet P40, octilglicosido y alcohol estearilico etoxilado, y cualquier detergente no i6bnico como
se enumera en la figura 19 son compatibles.

Preferiblemente, el compuesto de esfingosina se proporciona en forma de una composicién para el cuidado bucal
como se describe en este documento. El esmalte dental de la superficie de un diente se pone en contacto con dicho
compuesto o composicion, por ejemplo, cepillando los dientes con un dentifrico (tal como pasta de dientes o polvo de
dientes), enjuagando con una suspension de dentifrico o enjuague bucal, o masticando un producto de goma. Otros
métodos incluyen el contacto del gel oral topico, el aerosol bucal u otra forma, tal como tiras o peliculas, con los dientes
y la mucosa oral del sujeto. El compuesto o composicion se puede aplicar directamente a los dientes, las encias u otra
superficie oral con un cepillo, un aplicador de boligrafo o con los dedos. Los compuestos de esfingosina también se
pueden proporcionar en un producto alimenticio. Los productos alimenticios incluyen productos para consumo humano
y/o animal e incluyen productos tanto sélidos como liquidos (bebidas). Preferiblemente, el compuesto de esfingosina
se selecciona de uno o mas de los siguientes: PHS, fosfato de PHS, estearoil PHS, esfinganina y esfingosina.
Preferiblemente, la composicion incluye PHS y al menos un compuesto de esfingosina adicional, preferiblemente
seleccionado de fosfato de PHS, estearoil PHS, esfinganina y esfingosina. Preferiblemente, la composicién comprende
PHS y esfinganina.

Los compuestos y composiciones de esfingosina que comprenden dichos compuestos también son Utiles en
aplicaciones cosméticas.

Los compuestos y composiciones de esfingosina que comprenden dichos compuestos son Utiles tanto en aplicaciones
terapéuticas (por ejemplo, prevencion y reduccion de la caries dental) como en aplicaciones no terapéuticas (por
ejemplo, tratamientos cosméticos que reducen la decoloracion dental).

Como se usa en este documento, "diente" se refiere a un diente natural asi como a dientes protésicos que contienen
hidroxiapatita, que incluyen una incrustacion, una corona, protesis dentales e implantes dentales.

Los compuestos de esfingosina se pueden usar en cualquier animal que lo necesite, incluyendo ganado, mascotas
domeésticas u otros animales domésticos, o animales mantenidos en cautiverio. Los productos para el cuidado de
mascotas, tales como los masticables y los juguetes, se pueden formular para contener las presentes composiciones
orales. Preferiblemente, los compuestos se usan en humanos.

El compuesto de esfingosina se proporciona preferiblemente a los dientes al menos una vez al dia, mas
preferiblemente dos veces al dia, por ejemplo, una vez por la mafiana y otra por la noche. Preferiblemente, el
compuesto de esfingosina se proporciona a los dientes regularmente, o mas bien diariamente (o dos veces al dia), en
el transcurso de varios dias, semanas o meses.

Preferiblemente, el compuesto de esfingosina se proporciona en una composicién para el cuidado bucal. Por lo tanto,
tales composiciones deben ser apropiadas para su uso en humanos y animales. Como se usa en este documento, las
composiciones para el cuidado bucal se retienen en la cavidad oral durante un tiempo suficiente para contactar los
dientes y no se tragan intencionalmente para fines de administracion sistémica. Las composiciones preferidas para el
cuidado bucal incluyen pasta de dientes, dentifrico, polvo de dientes, gel dental, gel subgingival, enjuague bucal, saliva
artificial, producto de protesis dental, aerosol bucal, comprimidos para deshacer en la boca, tabletas orales, o goma
de mascar. Los compuestos de esfingosina también se pueden incorporar en tiras o peliculas para aplicacion directa
o fijacion a superficies orales. Algunos compuestos de esfingosina son mas eficaces cuando se proporcionan en una
solucién reguladora que no contiene o contiene una cantidad minima de fosfato (por ejemplo, esfinganina en la figura
8). La eficacia de estos compuestos se puede mejorar proporcionandolos en composiciones para el cuidado bucal que
carecen de fosfato (o que comprenden solo cantidades minimas). Alternativamente, o ademas de, tales compuestos
se pueden proporcionar en un producto que no depende de la saliva. Por ejemplo, un producto para dentaduras
postizas que trata las dentaduras postizas fuera de la boca (tal como cuando se coloca en una copa) no tendria
contacto o tendria un contacto minimo con la saliva.

Preferiblemente, el compuesto de esfingosina esta presente en la composicion para el cuidado bucal a una
concentracion de mas de 5 ug/ml, preferiblemente al menos 10 ug/ml, mas preferiblemente al menos 20 ug/ml, mas
preferiblemente al menos 50 ug/mly lo mas preferido al menos 100 ug/ml. Preferiblemente, la PHS esta presente en
una concentracion de al menos 20 ug/ml. En el caso de una composicion sélida para el cuidado bucal, el compuesto
de esfingosina esta presente en una concentracion de mas de 2.5 ug/gramo.
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Preferiblemente, la composicién para el cuidado bucal comprende ademas particulas de hidroxiapatita como se
describe en este documento. Preferiblemente, la composicién comprende entre 0.001-50% en peso, mas
preferiblemente entre 2-20% en peso de dichas particulas. Las nanoparticulas de hidroxiapatita estan disponibles
comercialmente en, por ejemplo, nanoXIM+<CarePaste (Fluidinova, SA). Las particulas de hidroxiapatita se pueden
recubrir previamente con compuesto de esfingosina. Tal recubrimiento previo puede reducir las cantidades de
compuesto de esfingosina necesarias para tener un efecto.

La composicion y los medios para preparar composiciones apropiadas para el cuidado bucal son bien conocidos en la
técnica. En algunas realizaciones, los productos estan en forma de dentifricos, tales como pastas de dientes, geles
dentales y polvos para dientes. Una persona experta puede seleccionar los componentes apropiados de la
composicion para el cuidado bucal en funciéon del compuesto de esfingosina particular usado.

Los componentes de tal pasta de dientes y geles dentales generalmente incluyen uno o mas de un abrasivo dental
(desde 5% a 50%), un surfactante (desde 0.5% a 10%), un agente espesante (desde 0.1% a 5%), un humectante
(desde 10% a 55%), un agente aromatizante (desde 0.04% a 2%), un agente edulcorante (desde 0.1% a 3%), un
agente colorante (desde 0.01% a 0.5%) y agua (de 2% a 45%), asi como un agente anticaries (desde 0.05% a 0.3%
como ion fluoruro) y conservantes. Los polvos para dientes, por supuesto, contienen sustancialmente todos los
componentes no liquidos.

Los componentes apropiados de la pasta de dientes descritos en este documento incluyen Carbémero 956, un
polimero usado para espesar y como estabilizante de emulsién; carragenano, un agente espesante;
carboximetilcelulosa de sodio, también conocida como goma de celulosa, se usa como espesante; cocamidopropil
betaina, un ingrediente espumante derivado del aceite de coco; D&C Amarillo # 10, FD&C Azul # 1, y D&C Rojo # 30,
colorantes sintéticos; glicerina, para equilibrar y mantener los niveles de humedad; silice hidratada, un abrasivo; Mica,
un abrasivo suave para ayudar a pulir la superficie del diente; PEG-8 y PEG-12, humectantes y solventes; poloxamero
407, un surfactante; propilenglicol, un humectante; copolimero PVM/MA, un aglutinante; el benzoato de sodio, previene
la acumulacion de microorganismos en la pasta de dientes; el fluoruro de sodio, fortalece el esmalte, previene las
caries y combate la placa; hidréxido de sodio, para neutralizar el pH de otros ingredientes; sacarina de sodio;
edulcorante artificial; sorbitol, un alcohol de azdcar y un agente humectante y texturizante; didxido de titanio, le da a
las pastas de dientes sin gel su blancura brillante; triclosan, para combatir la gingivitis; y goma de xantano, un agente
de viscosidad.

La divulgacion proporciona una pasta de dientes que comprende un abrasivo dental, un surfactante, un agente
espesante, un humectante y un compuesto de esfingosina como se describe en este documento.

Los abrasivos dentales apropiados incluyen, por ejemplo, silices que incluyen geles y precipitados, polimetafosfato de
sodio insoluble, alumina hidratada, carbonato de calcio, dihidrato de ortofosfato dicalcico, pirofosfato de calcio, fosfato
tricalcico, polimetafosfato de calcio y materiales abrasivos resinosos tales como productos de condensacion de
particulas de urea y formaldehido.

El surfactante mas comun usado actualmente en las pastas de dientes es el dodecil sulfato de sodio (SDS). Hemos
encontrado que SDS reduce en gran medida los efectos protectores de los compuestos de esfingosina. Por lo tanto,
SDS no se debe usar preferiblemente en las composiciones para el cuidado bucal, en particular cuando la
fitoesfingosina es el compuesto de esfingosina. Las pastas de dientes sin SDS estan disponibles comercialmente, en
las cuales, por ejemplo, la glicirricina (Tom’s of Maine Clean & Gentle Care Toothpaste™) o el lauroil sarcosinato de
sodio (Dr. Katz PerioTherapy Treatment Gel™) se sustituye por SDS. Mas preferiblemente, la composicion para el
cuidado bucal esta libre de SDS, SLS vy dlicirricina. Preferiblemente, el surfactante es un detergente no idnico tal como
Tween 20 (monolaurato de polioxietilensorbitano), Triton X-100, Tween 80 y otros detergentes Tween. Los detergentes
no iénicos adicionales se enumeran en 19. Preferiblemente, la composicion oral no contiene un detergente iénico.

Los agentes espesantes apropiados incluyen polimeros de carboxivinilo, carragenano, hidroxietilcelulosa, laponita y
sales solubles en agua de éteres de celulosa tales como carboximetilcelulosa de sodio y carboximetilhidroxietilcelulosa
de sodio, polietilenoxido, vora acido hialurénico glucano, goma karaya, goma de xantano y goma arabiga.

Los humectantes apropiados incluyen alcoholes polihidricos comestibles tales como glicerina, sorbitol, xilitol,
butilenglicol, polietilenglicol y propilenglicol, especialmente sorbitol y glicerina.

Los agentes aromatizantes apropiados incluyen aceite de gaulteria, aceite de menta, aceite de hierbabuena, aceite de
clavo de olor, mentol, anetol, salicilato de metilo, eucaliptol, casia, acetato de 1-mentilo, salvia y eugenol.

Una composicién de enjuague bucal de ejemplo incluye, por ejemplo, etanol (aproximadamente 10% vy
aproximadamente 20% en peso), propilenglicol (aproximadamente 5% y aproximadamente 15% en peso), glicerol
(aproximadamente 5% y aproximadamente 20% en peso) y en cantidades menores, agentes aromatizantes y
colorantes.

Los ingredientes activos de las composiciones de enjuague bucal son generalmente alcohol, gluconato de clorhexidina,
cloruro de cetilpiridinio, hexetidina, acido benzoico (actia como una solucién reguladora), salicilato de metilo, cloruro
de benzalconio, metilparabeno, perdxido de hidrogeno, bromuro de domifeno y, a veces, fluoruro, enzimas, y calcio.

9
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También pueden incluir aceites esenciales que tienen algunas propiedades antibacterianas, como fenol, timol,
eugenol, eucaliptol] o mentol. Los ingredientes también incluyen agua, edulcorantes tales como sorbitol, sucralosa,
sacarina de sodio y xilitol (que también funciona como inhibidor bacteriano). Como se describié anteriormente, se
prefiere que se incluya un surfactante no idnico en el enjuague bucal.

Las composiciones de goma de mascar por lo general incluyen una o mas de una base de goma (desde 50% a 99%),
un agente aromatizante (desde 0.4% a 2%) y un agente edulcorante (desde 0.01% a 20%).

Los comprimidos para deshacer en la boca incluyen mentas para el aliento, tabletas, pastillas, microcapsulas y
comprimidos.

La saliva artificial, también conocida como un sustituto de la saliva tal como Oralube™, es una solucién que simula la
saliva. La saliva artificial normalmente contiene agua y electrolitos (por ejemplo, potasio, sodio, calcio, cloruro, fosfato)
y también puede contener enzimas, derivados de celulosa y agentes aromatizantes. Las formulaciones apropiadas se
conocen en la técnica y se describen, por ejemplo, en la Patente de los Estados Unidos Nos. 5,541,165y 5,128,132,
que se incorporan en este documento por referencia en su totalidad.

Preferiblemente, el compuesto de esfingosina se proporciona en un producto alimenticio suplementado con dicho
compuesto. Los productos alimenticios apropiados incluyen productos lacteos, productos alimenticios procesados,
aceites, suplementos alimenticios y/o vitaminicos, productos de bocadillos y productos de bebidas (tales como bebidas
deportivas).

Preferiblemente, el compuesto de esfingosina se proporciona en bebidas suplementadas con dicho compuesto. Las
bebidas apropiadas incluyen agua, bebidas alcohdlicas (tales como cerveza, vino), bebidas refrescantes (tales como
cola, té helado, limonada, ponche de frutas, agua con gas), jugos de frutas (tales como zumo de naranja, zumo de
mandarina, zumo de toronja, zumo de pifia, zumo de manzana, zumo de uva, zumo de lima y limén), zumo de verduras
(tales como bebida de zanahoria y bebida de tomate), bebidas calientes (tales como bebidas a base de café, té,
chocolate caliente, gluhwein,). Preferiblemente, el compuesto de esfingosina se proporciona en una composicion
alimenticia acida, preferiblemente dicha composicién alimenticia tiene un pH menor que 7, menor que 6 o
preferiblemente menor que 5. El pH del refresco es de alrededor de 3.

Los productos alimenticios también incluyen comida para animales (por ejemplo, alimentos para perros, alimentos
para gatos) y suplementos (por ejemplo, galletas, masticables). Tales productos son bien conocidos en la técnica y se
describen, por ejemplo, en la Patente de los Estados Unidos Nos. 5,405,836; 6,379,725 y las Publicaciones de las
Solicitudes de las Patentes de los Estados Unidos Nos. 2002/0119241 y 20050123585, todas las cuales se incorporan
en este documento por referencia en su totalidad.

Preferiblemente, el compuesto de esfingosina esta presente en el producto alimenticio a una concentracion de mas
de 5 ug/ml, preferiblemente al menos 10 ug/ml, mas preferiblemente al menos 20 ug/ml, mas preferiblemente al menos
50 ug/ml y lo mas preferido al menos 100 ug/ml. En el caso de un producto alimenticio sélido, el compuesto de
esfingosina esta presente en una concentracion de al menos 1 pg/gramo, al menos 2.5 pg/gramo, al menos 5
pg/gramo, o al menos 100 ug/gramo.

Definiciones

Como se usa en este documento, "comprender" y sus conjugaciones se usa en su sentido no limitativo para significar
que los elementos que siguen a la palabra estan incluidos, pero los elementos no mencionados especificamente no
estan excluidos. Ademas, el verbo "consistir" puede reemplazarse por "consistir esencialmente en", lo que significa
que un compuesto o compuesto adjunto como se define en este documento puede comprender componente (s)
adicional (es) que los especificamente identificados, dicho (s) componente (s) adicional (es) no altera (n) la
caracteristica Unica de la invencion.

Los articulos "un" y "una" se usan en este documento para referirse a uno o mas de uno (esto es, al menos uno) del
objeto gramatical del articulo. A modo de ejemplo, "un elemento” significa un elemento o mas de un elemento.

La palabra "aproximadamente" o "alrededor de" cuando se usa en asociacion con un valor numérico
(aproximadamente 10, aproximadamente 10) significa preferiblemente que el valor puede ser el valor dado de 10 mas
o menos 1% del valor.

La invencidon se explica adicionalmente en los siguientes ejemplos. Estos ejemplos no limitan el alcance de la
invencion, sino que simplemente sirven para aclarar la invencion.
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Ejemplos
Determinacion de los efectos protectores de la fitoesfingosina.

El esmalte dental consiste en gran parte en cristales de hidroxiapatita (Ca1o(PO4)s(OH).. Sinterizados a altas
temperaturas, los discos de hidroxiapatita se pueden producir con caracteristicas fisicas (por ejemplo, dureza y
densidad) similares a las del esmalte (Anderson ef al, 2004), que se puede usar para determinar las propiedades
erosivas de las soluciones (Jensdottir et al, 2005) midiendo la pérdida de peso de la hidroxiapatita después de la
inmersion en una solucion erosiva (acida). Los discos de hidroxiapatita sinterizados a 1250 °C y con una densidad
relativa de 98 % se obtuvo de Swerea, Estocolmo, Suecia. Las superficies laterales e inferiores de los discos se
cubrieron con esmalte de ufias para que un lado permaneciera sin recubrir. Luego, los discos se limpiaron lijando con
papel de lija (3M734 P600) enjuagados con agua desmineralizada, secados a 37 °C, durante la noche y se peso6 para
determinar la masa inicial. Se colocaron discos de hidroxiapatita en los pocillos de placas de cultivo celular de 12
pocillos (Greiner bio-one, Frickenhausen, Alemania), a las que se agregaron 1.5 ml de fitoesfingosina (PHS en diversas
concentraciones disuelta en solucion reguladora de saliva (fosfato de potasio 2 mM, KCI 50 mM, CaC;; 1 mM, MgCl,
0.1 mM, pH 6.8) bajo agitacion suave durante 3 horas a 37 °C. Después de enjuagar tres veces con 4 ml de solucion
reguladora de saliva para eliminar la PHS no unida, los discos se colocaron en nuevos pocillos con 4 ml de acido
citrico 0.1 M (pH = 3.0). Después de 30 minutos, se separd con pipeta el acido citrico y los discos se enjuagaron 3
veces con 4 ml de agua desmineralizada, se secaron durante la noche a 37 °C y se pesaron. La diferencia de peso
antes y después del tratamiento erosivo se tomd como una medida para la erosion. Los experimentos se realizaron
por triplicado y se repitieron al menos dos veces. La formacion de la pelicula de saliva en los discos de HAP se logro
de la siguiente manera: la saliva se recogi6 sin estimulacion consciente, como se describié anteriormente (Navazesh,
1993). La saliva se eliminé de los residuos celulares mediante centrifugacion a 10,000 g durante 10 minutos. El
sobrenadante (HWS) se recogio y se uso6 para recubrir discos de HAP con una pelicula salival. Para este propésito,
los discos de HAP se incubaron con 4 ml de HWS a 37 °C. Después de 3 horas, los discos se enjuagaron 3 veces con
agua destilada para eliminar la proteina no unida. Posteriormente, el efecto protector de PHS sobre HAP recubierta
de saliva se probé como se describié anteriormente para HAP descubierta.

Resultados
Absorcion a HAP

Se predijo que la adsorcion de PHS en HAP puede dar lugar a la formacion de una pelicula protectora que impide la
difusién de compuestos polares y modula la adherencia microbiana. Primero se verificé si PHS realmente se une a
HAP. Para esto, los discos de HAP sinterizados, como modelo para el esmalte dental, se trataron con PHS a
concentraciones entre 0 y 500 pg/ml. Como la PHS es moderadamente soluble en agua, realizamos los experimentos
de unién en Tris-Tween. La PHS es completamente soluble en Tris-Tween como se verificé mediante la determinacion
de la concentracion de PHS antes y después de una etapa de centrifugacion de 10 minutos a 10,000 g. La adsorcién
maxima se produjo a concentraciones de 60 ug/ml de PHS y superiores. En estas condiciones, se adsorbieron
aproximadamente 12 ug de PHS en la superficie del disco. Después de la incubacién durante la noche de los discos
de HAP con saliva, seguido de la incubacion con PHS, se adsorbieron cantidades ain mayores de PHS en
comparacioén con el control (discos de HAP incubados con solucién reguladora de saliva) (Figura 14B). La figura 12
muestra la adsorcion a lo largo del tiempo a una concentracion fija de PHS. En un minuto ya se absorbié una cantidad
sustancial de PHS. En general, la unién siguié un curso de tiempo bifasico, con una fase rapida inicial que alcanzé el
equilibrio dentro de 1 hora, seguido de un aumento gradual durante las siguientes 15 horas.

Proteccién contra la desmineralizacion/erosion.

Los discos de HAP, después del tratamiento con una variedad de agentes (véase la figura 1) fueron expuestos a un
desafio erosivo de acido citrico 0.1 M (pH = 3) durante 30 minutos. El tratamiento previo de los discos con albumina
de suero bovino o con saliva no dio lugar a una proteccion significativa. A pesar de que la PHS es poco soluble en la
solucioén reguladora de saliva (Veerman et al., 2010), la incubacion con discos de HAP aun resulté en una proteccion
sustancial (70 - 80% menos de pérdida de peso en comparacion con los discos de control no tratados) contra un
desafio erosivo posterior. El pretratamiento con PHS dio como resultado una proteccion de mas del 80% contra la
disolucion por acido citrico en relacion con los discos de control, que se trataron previamente con solucion reguladora
de saliva solo o solucion reguladora de saliva que contenia DMSO, que se us6 para preparar la solucion de PHS. Por
otro lado, el pretratamiento de los discos de HAP con 1 mg/ml de BSA o saliva entera proporcion6 poca o ninguna
proteccioén contra un ataque erosivo duradero de 30 minutos. Para examinar si los efectos protectores fueron causados
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por la precipitacion de agregados insolubles de PHS en los discos de HAP, repetimos el experimento con PHS disuelto
en Tris-Tween. Esto produjo esencialmente la misma proteccion, corroborando que la proteccion observada en la
solucioén reguladora de saliva no se debi6 a la precipitacion de agregados insolubles de PHS en la superficie de HAP.
Esto sugiere que PHS formo una capa protectora sobre HAP que protegia contra los ataques acidos del acido citrico.

A continuacion, se probd la concentracién minima a la que PHS proporcionaba proteccion (Figura 2 y 13). Esto reveld
una proteccion comparable a 500 y 50 ug/ml. A concentraciones de PHS > 20 pg/ml, se logré una proteccion
practicamente maxima. Al reducir aun mas la concentracion de PHS a 5 ug/ml, que es aproximadamente la
concentracion de micelas criticas de PHS (Veerman et al, 2007), se produjo una fuerte disminucion de la proteccion.
Luego se probd la duracion del efecto (Figura 3). Esto demostrd que después de 1 hora de exposicion al acido citrico,
la PHS aun estaba protegido. El tratamiento previo de los discos con el detergente aniénico SDS (1%), un compuesto
que se encuentra comunmente en las pastas de dientes, no protegié contra la exposicién posterior al acido citrico (no
se muestra), lo que indica que la proteccion fue causada por las propiedades moleculares especificas de la PHS.

Para examinar el efecto del disolvente usado para la preparacién de la solucién madre de PHS, PHS se disolvié en
DMSO y etanol a una concentracion de 5 mg/ml. Estas soluciones madre se diluyeron 10 veces en solucion reguladora
de saliva, con o sin sonicacion. Posteriormente, los discos de HAP se incubaron durante 3 horas con las soluciones
de trabajo resultantes, se enjuagaron y se expusieron a acido citrico. No se encontraron diferencias entre las diversas
condiciones usadas para la preparacion de las soluciones madre (Figura 4). Dado que el esmalte dental in situ esta
cubierto con un recubrimiento de proteinas de saliva, se probd en qué medida esto podria influir en la proteccion de
PHS. Por lo tanto, se probo el efecto protector de la PHS en los discos de HAP que se habian preincubado con saliva
humana, para producir una pelicula de proteinas salivales firmemente adheridas (la pelicula salival) en la superficie
de los discos. Esto reveld que PHS protegié HAP recubierta de saliva en la misma medida que protegio HAP no
recubierta (Figura 5).

Para explorar mas a fondo los requisitos estructurales de los efectos observados, se probd la proteccion con otras dos
esfingosinas estructuralmente relacionadas, la esfingosina-fosfato y la esfinganina (Figura 6). El tratamiento de los
discos de HAP con fosfato de esfingosina (solucion reguladora de saliva 200 ug/ml) no proporcioné proteccion contra
un ataque erosivo posterior por el acido citrico. El tratamiento de HAP con esfinganina, que en comparacion con la
fitoesfingosina carece de un grupo hidroxilo en C4 (Figura 6), protegié contra el acido citrico cuando se usa en una
solucioén reguladora Tris (Figura 8), pero no cuando se usa en una solucion reguladora que contiene iones fosfato. El
tratamiento con esfingosina, esfinganina y fosfato de fitoesfingosina a 100 ug/ml en Tris-Tween produjo una proteccion
comparable a la de PHS. Los otros lipidos probados, incluida la esfingomielina, la fosfatidilcolina y diversas N-alquil
esfingosinas, no protegieron la HAP.

Efecto sobre la adherencia bacteriana

Ademas, se probo el efecto de la PHS sobre la adherencia bacteriana inicial a los discos de HAP in vitro con S. mutans
como organismo modelo. Los discos recubiertos con PHS y los discos de control se sumergieron en una suspension
de S. mutans y después de 2 horas se determiné el nimero de bacterias adheridas mediante recubrimiento. Esto
reveld una disminucion de > 100 veces en el nimero de bacterias adheridas a la HAP recubierta con PHS, en
comparacion con la HAP base (Figura 11)).

Efectos protectores de los esfingolipidos cuando estan presentes en el acido citrico durante el ataque erosivo.

Los discos de HA se trataron previamente con solucion reguladora o 100 ug/ml de PHS durante 3 horas (Figura 15,
dos barras a la izquierda) seguido de un tratamiento con acido citrico 0.1 M (pH = 3.0) durante 30 minutos. El
pretratamiento con PHS protege contra los efectos erosivos del acido citrico. Los discos de HA se trataron previamente
con ya sea solucion reguladora o con 100 ug/ml de PHS y luego se expusieron a acido citrico 0.1 M en presencia de
100 ug/ml de PHS durante 30 minutos (Figura 15, dos barras a la derecha). La PHS presente en un fluido erosivo
protege contra la erosion incluso con discos de HAP no tratados. (PHS no tiene ningun efecto sobre el pH del acido
citrico).

Propiedades antiincrustantes de las esfingosinas.

Se probaron seis esfingolipidos diferentes que incluyen PHS, fosfato de PHS, esfingosina, esfinganina, estearoil PHS
y esfingomielina por sus propiedades antiincrustantes contra dos colonizadores primarios, esto es, Streptococcus
sanguinis 'y Streptococcus gordonii'y un colonizador tardio, Strepfococcus mutans.

Se incubaron discos de HA O/N con 100 pg/ml de lipidos a 37 °C. Posteriormente, los discos se lavaron para eliminar
los lipidos no unidos. Luego, los discos de HA recubiertos con lipidos se incubaron durante 2 horas con 1.5 ml de ~
107 células/ml. Después del lavado, las células bacterianas adherentes se desorbieron por sonicacion y se transfirieron
a placas de agar. Después de 48 h se contaron las CFU.

Para el S. mutans fosfato de PHS y estearoil PHS mostraron una clara actividad antiincrustante en casi 2 log CFU/mI.
La esfinganina mostré una reduccion de 3 log (Figura 1).
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Para S. sanguinis, la esfingomielina mostré una reduccion en la adherencia bacteriana de 1 valor logaritmico, mientras
que la esfinganina mostré una reduccion de 2 valores logaritmicos (Figura 2). En el caso de S. gordonii, el fosfato de
PHS y la esfinganina mostraron una reduccién de 1.5 valores logaritmicos (Figura 3).

Materiales y métodos

La fitoesfingosina (de Doosan Corporation, Francia) fue un obsequio amable del Dr P. Ekhart (Innopact BV)
esfinganina, 4-hidroxiesfinganina-1-fosfato, N-acetoil 4-hidroxiesfinganina, N-octanoil 4-hidroxiesfinganina, N-estearoil
4-4-hidroxiesfinganina (todas de Saccharomyces cerevisiae), la esfingomielina y la esfingosina se obtuvieron de Avanti
Polar Lipids (Alabaster, Alabama). Se obtuvo Di-miroistil fosfatidilcolina de Sigma-Aldrich. Se obtuvieron discos de
hidroxiapatita (diametro 15 mm, altura 3 mm), sinterizados a 1250 °C y con una densidad relativa del 98% de Swerea
(Estocolmo, Suecia). Los discos de HAP fabricados de esta manera tienen caracteristicas fisicas (por ejemplo, dureza
y densidad) similares a las del esmalte (Anderson et al, 2004) y se pueden usar para determinar las propiedades
erosivas de las soluciones.

Prueba de erosién

La proteccion de HAP contra la erosion se determind esencialmente segun lo descrito por Jensdottir et al, (2005),
midiendo la pérdida de peso de los discos de HAP antes y después de la inmersion en una solucion erosiva (acida)
usando una escala de precision analitica Sartorius GD503. Para los experimentos de erosion, las superficies laterales
e inferiores de los discos se cubrieron con esmalte de ufias dejando la superficie superior circular sin recubrimiento. A
continuacion, los discos se limpiaron lijando con papel de lija fino (3M734 P600), se enjuagaron con agua
desmineralizada, se secaron a 37 °C, durante la noche y se pesaron para determinar la masa inicial. Se prepararon
soluciones madre de lipidos en etanol a una concentracion de 5 mg/ml. Estas soluciones madre se diluyeron mas a la
concentracion deseada en la solucion reguladora de trabajo. Las soluciones de trabajo de PHS se prepararon en
solucién reguladora de saliva (fosfato de potasio 2 mM, KCI 50 mM, CaCl; 1 mM, MgCl, 0.1 mM, pH 6.8) o en Tris 20
mM (pH 6.8) suplementado con Tween 20 al 0.1% (Tris-Tween). Se colocaron discos de HAP en los pocillos de placas
de cultivo celular de 12 pocillos (Greiner bio-one, Frickenhausen, Alemania), a las que se agregaron 1.5 ml de las
soluciones lipidicas y se incubaron bajo agitacion suave durante 3 horas a 37 °C. Después de enjuagar tres veces con
4 ml de la solucion reguladora de incubacioén para eliminar los lipidos no unidos, los discos se incubaron con 4 ml de
acido citrico 0.1 M (pH = 3.0). Después de 30 minutos de incubacién a 37 °C bajo agitacion suave, se separ6é con
pipeta el acido citrico y los discos se enjuagaron 3 veces con 4 ml de agua desmineralizada, se secaron durante la
noche a 37 °C y se pesaron. La diferencia de peso antes y después del tratamiento erosivo se tomé como una medida
para la erosion. Todas las incubaciones se realizaron por triplicado y cada experimento se repitié al menos dos veces.

Pelicula de saliva

La formacion de pelicula de saliva en discos de HAP se logré de la siguiente manera: se recogié saliva sin estimulacion
consciente, como se describidé previamente (Navazesh et al., 1993). Los discos de HAP se incubaron con 4 ml de
saliva entera humana (HWS) a 37 °C. Después de 3 horas, los discos se enjuagaron 3 veces con agua destilada para
eliminar la proteina no unida. Posteriormente, el efecto protector de los lipidos sobre HAP recubierta de saliva se probd
como se describié anteriormente para discos de HAP no recubiertos. El estudio fue aprobado por the Institutional
Ethical Board of the Academic Hospital Vrije Universiteit de Amsterdam y se obtuvo el consentimiento informado del
donante.

Adsorciéon de PHS a HAP

La PHS se disolvié en concentraciones que varian de 0 a 500 ug/ml en solucién reguladora Tris 20 mM suplementada
con Tween 20 al 0.1% (pH 6.8) (Tris-Tween). Se agregé Tween 20 para mantener la PHS en solucién. Los discos se
incubaron con las soluciones de PHS durante 18 h, y luego se enjuagaron con agua desmineralizada (3 veces) para
eliminar la PHS no unida. La PHS unida a HAP se extrajo por incubacion con 1.5 ml de metanol durante 90 minutos.
Como el esmalte de ufas se disolvié en metanol, en los experimentos de unién se usaron discos de HAP sin esmalte
de uias. Se verificd que no se adsorbié PHS al plastico, al realizar incubaciones de control sin discos. Después de la
evaporacion, el residuo se disolvio en 250 ul de metanol. A 100 pl de esta solucion, 25 ul de reactivo de orto-
ftaldialdehido (OPA, Sigma-Aldrich) para permitir la cuantificacion fluorimétrica de PHS unida. La fluorescencia se
midio en un lector de microplacas Fluostar a longitudes de onda de excitacion/emision de 380 nm/450 nm. Las
cantidades absolutas se determinaron por referencia a una curva estandar de PHS. Todas las incubaciones se
realizaron por triplicado y el experimento se repitié dos veces.

Adhesién bacteriana

Se investigo la adhesion de bacterias a los discos de HAP usando el modelo de union activa, esencialmente como se
describié previamente (Exterkate et al., 2010). Este modelo consiste en una tapa de acero inoxidable hecha a medida
con 24 abrazaderas que contenian los discos de HAP tratados con PHS y con solucién reguladora como sustrato para
la adhesion de S. mutans. Los discos de HAP (diametro: 9.7 mm de diametro; espesor: 1.7 mm Himed, NY, EE. UU.)
Se incubaron durante la noche a 30 °C en Tris 20 mM, Tween 20 al 0.1%, pH 6.8, con o sin 100 ug/ml de PHS.
Posteriormente, los discos de HAP se lavaron tres veces transfiriendo la tapa a una placa de 24 pocillos que contenia
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1.6 ml de solucién reguladora y se movieron 10 veces hacia arriba y hacia abajo para eliminar el exceso de PHS. Se
cultivd S. mutans durante la noche en medio BHI y se diluyé 1:10 en BHI de potencia media (18.5 g de BHI/I, PIPES
de 50 Mm/I, pH 7.0) hasta una densidad final de aproximadamente 102 células/ml. La tapa con los discos de HAP se
coloco en la parte superior de la placa de 24 pocillos que contenia 1.5 ml de suspension bacteriana diluida y se incubd
anaerobicamente durante 2 horas a 37 °C. Los discos de HAP se lavaron dos veces transfiriendo la tapa a la placa
que contenia 1.6 ml de agua con cisteina peptona (CPW), para eliminar las bacterias no adherentes. Posteriormente,
los discos se retiraron de la tapa y se transfirieron a 2 ml de CPW y la capa de bacterias unida se dispersé mediante
bafo de ultrasonidos durante 2 minutos con pulsos de 1 s. La suspension resultante se sembré en placas en diferentes
diluciones en placas BHI y se incubd anaerébicamente durante 48 horas a 37 °C antes de contar las CFU.
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REIVINDICACIONES
1.A

(a) compuesto de esfingosina que tiene la formula I:

OH

R3

HE NHFH Farmula |
en la que X es un alquilo o alquenilo que tiene 8-24 carbonos, preferiblemente 10 a 20 carbonos, mas preferiblemente
un alquilo lineal;
R+ se selecciona entre Hy C(=0)C1.2, preferiblemente R es H;
Rz se selecciona entre H'y OH, preferiblemente R, es OH; y
R3 se selecciona de fosfato, OH o F, preferiblemente OH,
(b) un conjugado de dicho compuesto, o
(c) una composicion para el cuidado bucal que comprende dicho compuesto;
para su uso en el tratamiento, reduccién o prevencion de la erosion dental o hipersensibilidad de la dentina.

2. El compuesto de esfingosina para su uso segun la reivindicacion 1, en la que el compuesto de esfingosina es
fitoesfingosina.

3. Una composicion para el cuidado bucal que comprende un compuesto de esfingosina que tiene la férmula I:

OH

R3

HE NHFH Farmula |
en la que X es un alquilo o alquenilo que tiene 8-24 carbonos, preferiblemente 10 a 20 carbonos, mas preferiblemente
un alquilo lineal;
R+ se selecciona entre H y C(=0)C1.2, preferiblemente Ry es H;
R2 se selecciona entre H'y OH, preferiblemente R, es OH; y

R3 se selecciona de fosfato, OH o F, preferiblemente OH,

o un conjugado de dicho compuesto, en el que la composicion es una pasta de dientes que comprende un abrasivo
dental, un surfactante no iénico, un agente espesante y un humectante, en el que la pasta de dientes no comprende
un detergente iénico.

4. La composicion para el cuidado bucal de la reivindicacion 3, en la que el compuesto de esfingosina es
fitoesfingosina.
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5. La composicién para el cuidado bucal de la reivindicacién 3 o 4, en la que dicha composicién comprende ademas
nanoparticulas de hidroxiapatita.

6. La composicion para el cuidado bucal de una cualquiera de las reivindicaciones 3-5 para su uso en la prevencion o
reduccion de la erosion dental o hipersensibilidad de la dentina.

7. Una composicién alimenticia que comprende a) un compuesto de esfingosina que tiene la férmula I:

OH

Ra

HE NHH1 Farmula |

en la que X es un alquilo o alquenilo que tiene 8-24 carbonos, preferiblemente 10 a 20 carbonos, mas preferiblemente
un alquilo lineal;

R+ se selecciona entre Hy C(=0)C1.2, preferiblemente R es H;
R2 se selecciona entre H'y OH, preferiblemente R, es OH; y
R3 se selecciona de fosfato, OH o F, preferiblemente OH,

o un conjugado de dicho compuesto y b) nanoparticulas de hidroxiapatita.
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Figura 5
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Figura 6
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Figura 6 continuacion
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Figura 7
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Figura 12
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Figura 14
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Figura 17

e &
E H

Log CFU/ml de células de S. sanguinis adheridas
b
]

31



ES 2 804 060 T3

Figura 18

Log CFU/mI de células ingbritt de S. gordonii adheridas

32



ES 2 804 060 T3

[ 08

[ OF

21 -
w98 400'9s
[ g -

HE R -
11008 -

Bt

£g

81

R gos 000'05
-3 000'0£
8¢

21 -

33

$w 057 0002

8¢

21

Sw 057 0002
$w 0pg -

8q

21 -

8g

81

g -

£y

8w 0ns 000
81 -

§i v

g1 000'99
2 —~

83 -

& 08 000'2F
T

[ 00T C00'sY

8y

Bas (i8¢ 0s'er
R 0088
31 000'00S
81 00'sT
oyswe] oIpRWoIg

JEROI 053d

88

91-8

wee
i€l

ugeBaify

‘ON

6L
S
SE'¢-800

o0-1'0
£1'0

€0

60
91

T
143

950
att
80°C
e
LBGO
50°0
o'

i1l
¥e
8950
a4

JWD

9'PTE

€621

€'6TTL
9'e6¥

o8t

9968
SREY

9'80€
ST
3'L8S
9'8es
L0y

1798
1848
yove
P04
ospryue)
MK

S969.8

6S95LE
GG95L€
86L5€
9645VE
FELSHE
LOLVTE

SSEITE
[§5% 744

| 7A1249

1Ep0CE

Orreog
QTLeST

BELLSE

1e4est
DLLHEL

SLL65T
beieet
62550¢
BesLz
LTSSCT
jradiie
BZLEGY

WLEGT

63957
€96002
LLERLT
SLEBLY

‘©N 1ED ..

opsousndean|B-g-d-xEH-u

3peIO «JOULTIN % O [® uoenjos ‘oprsoundean|fon ~g-d-nday v
opisouendoan|B-g-d-ndaq-u

«3AYHO NIZLO¥E '00L-X «TOJYNID % 01 |2 uownjos ‘Ruzlimag
*3A7HO NIZLO¥d '08-X ~TOJYNIO % 01 [= ugonios "aubimzq
«3AYHO NIZLONE '00L-D «~TOSYNID % 01 [= ugnios ‘aualimzg
~ :INIONT3 %05 [B Uonos 'HULAE]

3peIO «TONLTIN OpIsO}ew-0-d-1199poQ-U
opisouesidoon|B-g-d-j103pog-u

BS0JONS|I0UBIIPOQ-U

©Z3.Jnd B}|Y "|OYOIe U3 3|qnjos ‘euluopBig

ezaing gyy "euluoyiBig
3peio «10YLIN “OPIso}ewon-g-d-|193Q-u

3peI9 «ONLIN ‘OpIsourlidoyew-g-d-|103Q-u

BS0JONS|I0URDIQ-U
3peJ9 «TTOYLTIN "OPISO}RW-Q-g-HAW-U-|1X3YO[91D

3peI9 «OYLIN ‘OISO ew-g-g-|1X3Y-u-|1X3yo|a1D
2PrIO «TOHLTIN ‘opisojjew-g-g-|33-u-|1X3Yo|21D)
310

e}

i

awzu

| «30WHO NIZL0Nd 'SE «[MYE AS2 openyy; '%; 0 12 uorenios ‘suabimzg

«30YHO NIZLOYd ‘ST «[YE8 % OF 12 uoenios ‘awabimag

xos2q IVHD 3y

dVHD Big

7-Qdv

01-OdV
=lmag

61 einbi4

scowot ou sausbimag

33



ES 2 804 060 T3

ooe'oe
000'08
00008
06008
00008

000°9¢
000°6Z

000'sT

“(ucneicdio) wayoeaoN-wayaaqe) Jod 100Z) seaifoiog sewasis ua sosn A sapepadoid sep 3p enb eun (SINIONILIQ =p osadwiny
"ucqeicdio) WaYoRAON-WaYooIeD 3p sepensifis seoEw Uos 4. IN3ONT3 AwEbimag £ HOS0IETYD WsqosPY
"uoeIcdio) WRYOBAON-WaYcagIED 3p sepensifiss sEosEW Uos L INSOYILLIMZ A +3QVHO NIZLOYd "T0¥LIN
- K B21 sosew BUN 52 L JOLYNIO
SSBH pue wyoy =p epensiss sosew BUN S3 «NOLINL OV 1SYS=0H =p sEpens)
‘ueneiedio) sjEonway) snopeuip =p epensifiss eosew BUn 53 . OINOYN L vosim g yEugry =p nmum“”o?“oo“&& MMM m“w.mm zwo__mnw
"Qu| [EOIW =dw nsifas eosew BUn 53 ,10YENT OYI SERUSWY |D) 3p sEpRasital «N33ML A
O EE s e od S3TYIDUINOD SYOUYH
s GZ-0Z ‘mimeiadwas) "euspeo 3p sapnybuc 3p sEozawW 3p soisandweo susbimEp eied uep 35 sauENoSow opswoid sosad so.

- 650 996y 30799 2p=I9 «TONLIN .oﬁwong.Au.duaOﬂﬁcD.t

8 ztoe (‘82 ¢t Losse *30VHY NIZLO¥d ‘08<NIZML % 0} [2 ugenios ‘Huzbizizg

= 650°0 (8se) ;221 902<50 *3aVYO NIZLO¥d '0Z+N3ZML % 01 2 ugenios ‘s w=bimizg

= €00 “~ $07559 senasiopy =ifoioig op=IO '0Z«N3IML

- 650°0 (“3x%) gzr 07559 0Z«N33ML

~ SE'0 (-8ae) g6 89FEF9 *30VHO NIZ10YUd 'p11-X *NOLIML % 01 [® ugenios ‘Hubiziag
SE1-001 STO (82 169 ¥9v899 *30vH9 NIZLOYd ‘opeuzBoiptH "00L-X «NOLIYL % 01 = ugenios ‘wslimzg
$51-001 570 {“3xe} 160 £oP9%Y opeuzBoIRtH "001-X «NOLIML
ST~ 6020 {8av) 529 S0Py renazoyy eificiog opRI9 "00L-X «NOLIYL
SST-001 6020 {Bne) 579 £9¥R%9 3QYHO NISLONJ ‘COL-X «NOLIML % 01 [® uganios ‘auabizizg
SSI-001 S¢-70 (Baw) 570 795899 COL-X *NOLI¥L
- - S200%S *3Q7HO NIZLOYd 'LZi-4 «DINOYNTE % O} |2 ugnios ‘:uzbimzg

& 6 ¥'e0¢ 19¥v6p =peig «0MLTN "optsouendecyfon-g-dHueo-y

¥8 ¥eT b3 294 SoPooE optsouendoyew-g-d-1oQ-u
1] Q=0r ¥e6t C9¥Y6r 2pei9 «TONLIN ‘opisouendeon|B-g-4-H100-u
R §707 y'T6T 33 37 opisouendeoyB-q-4-ne0-u

- L 74 SBSY SoPPo ES0IONS|IOUEI0-Y

- 08 'S¢ 00188k (vOON) sunwepscan|8-g-g-ousioQv

- [ RN TR 0'ece L10Z6Y *307HO NIZLOYL * Ob-dN % 0 I= ucenjos ‘Huabimag

- €050 0'c09 S1026¥ OF-dN

-~ 3 ¥'90¢ S8Z8GH optsouendoon|B-g-g-iluoN-u
- (8¢ Séhs VALY =pRI9 «TONULIN "0L-FOIN
- §7-61 <5ee O£6bYY 2p2I9 IONLIN EFO3N
35 gize L6y 2pRI9 IONLIN "SWOIN

(uoroenunuod) gL einbi4 610 041N

34



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

