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STABLE HYDROGENATED LUPULONE
ANTIBACTERIAL ORAL COMPOSITIONS

BACEGROUND OF THE INVENTION
1. Field of the Invention

This invention relates to a stable oral composition containing an effective antibacterial
amount of a hydrogenated lupulone derived from beer hops.

2. The Prior Art

It is difficult to predict the efficacy of antibacterial agents when incorporated in any
delivery vehicle and particularly in oral compositions. For example, dental plaque is a soft
deposit which forms on teeth as opposed to calculus which is a hard calcified deposit on teeth.
Unlike calculus, plaque may form on any part of the tooth surface, particularly at the gingival
margin and is implicated in the occurrence of gingivitis. Cationic antibacterial compounds
such as chlorhexidine, benzthonivm chloride and cetyl pyridinium chloride have been used by
the art as antibacterial antiplaque agents in oral compositions. However, such agents are
generally not effective when there is alzo present in the oral composition an anionic surfactant
required for the effective performance of oral compositions such as toothpaste and '
mouthrinses.

Beta-acids, also known as lupulones, derived from beer hops, are known to the art to

exhibit antibacterial action in oral compositions. For example, US 3,932,603 discloses that hop

extract resins, such as lupulone and humulone, are effective as antimicrobials against
cariogenic streptococci. US 5,370,863 discloses oral oompositioi:s containing hop acids such
as tetrahydroisohumulone which inhibit gram positive bacteria and plaque formation and
periodontal disease. '
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Lupulones are also known to inhibit the growth of food pathogens, such as Listeria
monocytogenes (US Patent Nos. 5,286,506; 5,455,038). In addition, the hydrogenated form,
hexahydrolupulone, inhibits the growth of certain Lactobacilli (US Patent No. 5,082,975).
Hydrogenated lupulones appear to be more active and stable than their non-hydrogenated
parent compounds. For example, hexahydrocolupulone is believed to be more antibacterial
active than colupulone while hexahydrolupulone has been found to be more stable than
lapulone. Hexahydrocolupulone can be made by the chemical hydrogenation of colup:!one
using a number of methods known in the art. For example, hydrogenation can be achieved
with platinum (IV) oxide as a catalyst as described by Riedl (Ber. 89:1863 (1956) or by Carson
(4. Am. Chem. Soc. 73:1850 (1951). A method for preparing hexahydrolupulone is described
in US Patent No. 5,082,975.

As will bereinafter be demonstrated, a disadvantage to the use of hydrogenated
lupulones in oral compositions such as dentifrices, is that the lnpulone is not stable and
separates into soluble and insoluble components on storage, this lack of stability discouraging
commercial acceptance by consumers.

SUMMARY OF THE INVENTION

In accordance with the present invention there is provided a stable aral composition
containing a hydrogenated lupulone which composition is prepared by admixing (1) a solution
of the hydrogenated lupulone in a flavor oil and an aliphatic alcohol such as ethanol with (2)
humectant solution containing an anionic surfactant and adjusting the pH to a range of about
8.0 to about 0.5 to prepare a premix and then adding the premix to the other ingredients of the

oral composition. ;
The presence, in the hydrogenated lupulone containing oral composition, of an anionic -
polycarboxylate polymer such as a maleic anhydride/methyl vinyl ether copolymer, as will
hereinafter be demonstrated, materially enhances the antibacterial properties of the oral
composition.
5
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The term “hydrogenated lupulone” as used herein, includes within its meaning
hydrogenated lupulones, derivatives and analogs thercof as well as pharmaceutically acceptable
salts thereof. Hexahydrolupulone and hexahydrocolupulone and mixtures thereof are
hydrogenated lupulones preferred in the practice of the present invention.

The hydrogenated lupulone used to prepare oral compositions of the present invention
such as dentifrices, gels and mouthrinses is incorporated in the oral composition in an effective
antiplaque amount, typically in a range of about 0.003 to about 2%, preferably about 0.02 to
about 1% by weight. A mixture of hydrogenated lupulones namely hexahydrolupulone (35%
by weight) and hexahydrocolupulone (65% by weight) is available commercially from Haas
Hop Products, Washington, D.C.

When the oral composition is a gel or paste, such composition is prepared using an
orally acceptable vehicle, including a water-phase with humectant which is preferably
glycerine, sorbitol, an alkylene glycol or mixtures thereof wherein water is present typically in
an amount of about 15 to about 40% by weight and glycerine, sorbitol and/or the alkylene
glycol humectant typically total about 20 to about 75% by weight of the oral composition, roore
typically ebout 25 to about 60% by weight.

The vehicle of the oral paste or gel composition may also contain a dentally acceptable
abrasive material such as sodium bicarbonate, sodium metaphosphate, potassium
metaphosphate, tricalcium phosphate, dihydrated dicalcium phosphate, anhydrous dicalcium
phosphate, calcium pyrophosphate, calcium carbonate, aluminum silicate, hydmted alumina,
calcined alumina, silica, bentonite, and mixtures thereof. The abragive material is generally
present in the paste or gel composition in weight concentrations of about 10% to about 60% by
weight, preferably ebout 10% to about 30% in a gel and sbout 25% to about §0% in & paste.

. rarex
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Toothpastes as well as gel dentifrices typically contain a natural or synthetic thickener
or gelling agent in proportions of about 0.1 to about 10%.by weight, preferably about 0.5 to
about 5% by weight. Suitable thickeners or gelling agents include Irish moss, iota-carrageenan,
kappa-carrageensn, gum tragacanth, starch, polyvinylpyrrolidone, hydroxyethyl propyl
cellulose, hydroxybutyl methyl cellulose, hydroxypropyl methyl cellulose, hydroxyethyl
cellulose, sodium carboxymethyl cellnlose and silica thickeners such as Sylodent 15..

In the embodiment of the present invention wherein the oral composition is
substantially liquid in character such as a mouthwash or rinse, the vehicle is typically a water-
alcohol mixture. Generally, the weight ratio of water to alcohol is in the range of from about
3:1 to 10:1 and preferably about 4:1 to about 6:1. The alcohol is a non-toxic alcohol such as
ethanol or isopropanol. A humectant such as glycerin, sorbitol or an alkylene glycol or
mixtures thereof, may be present in amount of about 10 o about 40% by weight. Mouthrinses
typically coutain about 50 to about 85% of water, about 0 to 20% by weight of a non-toxic
alcohol and about 10 to about 40% by weight of the humectant .

Anionic surfactants are used in the oral compositions of the present invention to achieve
increased prophylactic action and foaming. Uncxpectedly, the presence of the anionic
surfactant also plays a role in the stabilization of the hydrogenated lupulone. Suitable
examples of anionic surfactants useful in the practice of the present invention include water-
soluble salts of higher fatty acid monoglyceride monosulfates, such as the sodium salt of the
monosulfated monoglyceride of hydrogenated coconut il fatty acids, higher alkyl sulfates such
as sodium lauryl suifate, alkyl aryl sulfonates such as sodium dodecyl benzene sulfonate, higher
alky) sulfoacetates, higher fatty acid esters of 1,2- dihydroxy propane sulfonate, and the
substantially saturated higher aliphatic acyl amides of lower aliphatic amino carboxylic acid
compounds, such as those having 12 to 16 carbons in the fatty acid, alkyl or acyl radicals and
alkoy] tanrines, and the like. Exarmnples of the last mentioned amides and taurates are N-Jauroyl
sarcosine, and the sodium, potassium and ethanolamine salts of N-lauroyl, N-myristoyl, or N-
palmitoy! sarcosine which should be substantially free from soap or similar higher fatty acid
material as well as N-methy!-N-cocoyl (or oleoyl or palmitoyl) taurines.

The anionic surfactant is present in the oral compositions of the present invention in an”
amount effective to stabilize the hydrogenated lupulone, which amount ranges from about 0.25
to about 3.0% by weight and preferably about 0.5 to about 2.0% by weight.

4
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‘When surfactants other than anionic surfactants are used in hydrogenated lupulone
containing oral compositions, the hydrogenated lupulone on storage is observed to be unstable.

Other agents which may be included in the oral composition of the present invention are
fluoride salts to provide an anticaries effect, as for example, sodium fluoride, potassium
fluoride, sodium monoflucrophosphate and sodivm hexafluorosilicate. The fluoride-ion
providing salt is generally present in the oral composition at a concentration of about 0.2005 to
about 3.0% by weight. Any suitable minimum emount of such salt may be used, but it is
preferable to employ sufficient fluaride salt to release about 300 to 2,000 ppm, more preferably
about 800 to about 1,500 ppm, of fluoride ion.

Antitartar agents such as sodium tripolyphosphate, tetrapotassium or tetrasodium
pyrophosphate, or mixtures thereof, may be present in the oral compositions of the present
invention at concentrations from about 0.5 to about 8% by weight.

Apgents used to diminish tecth sensitivity such as potassium chloride, potassium nitrate
and potassium citrate may also be included in oral compositions of the present invention at
concentrations of about 0.1 to about 10% by weight.

Various other materials may be incorporated in oral compositions of this invention
including preservatives, such as sodium benzoate, peroxide whitening compounds vitamins and
chlorophyll compounds. These adjuvants, when present, are incorporated in the compositions
in amounts which do not substantially adversely affect the properties and characteristics
desired.

Flavoring oils useful in the practice of the present invention to dissolve the
hydrogenated lupulone and to impart palatability to the oral composition include oil of
spearmint, peppermint, wintergreen, sassafras, clove, sage, eucalyptus, cirmamon, lemon, and
orange, and methy] salicylate.

Sweetening agents may also be present and include sucrose, lactose, maltose, xylitol,
sodium cyclamate, perillartine, aspartyl phenyl alanine methyl ester and saccharine.
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Suitably the flavor oil and sweetening agent each comprise from about 0.1% to 2% of
the oral composition.

Antibacterial agents in addition to the hydrogenated lupulone may be included in the
oral compogsition of the present invention and particularly noncationic halogenated diphenyl
ethers agents which are desirable from considerations of effectiveness and safety such as
2' 4,4’ trichloro-2 hydroxy-diphenyl ether (Triclasan) and 2,2'-dihydroxy-5,5' dibromophenyl
cther. The antibacterial ages, when present in the oral composition is present in
concentrations of about 0.05 to about 2% by weight and preferably 0.1 to about 1% by weight.

Amnionic polycarboxylate polymers having a molecular weight of about 1,000 to about
5.000,000, preferably about 30,000 to about 500,000 in the form of their free acids or
preferably partially or more preferably fully nentralized water soluble alkali metal (e.g.
potassium and preferably sodium) or ammonium salts are included in the hydrogenated
Tupulone containing oral composition of the present invention to enhance the antibacterial
efficacy of the hydrogenated lupulone. Preferred anionic polycarboxylate polymers are 1:4 to
4:1 copolymers of maleic anhydride or acid with another polymerizable ethylenically
unsaturated monomer, preferably methyl vinyl ether/maleic anhydride having a molecular
weight (M.W.) of about 30,000 to about 1,000,000, most preferably about 30,000 to about
500,000, These copolymers are available, for example, under the trade designation Gantrez
AN 139 (M.W. 500,000), AN 119 (M.W. 250,000); and preferably Gantrez S-97
Pharmaceutical Grade (M.W. 70,000), of GAF Corporation.’

Other polycarboxylate polymers useful in the practice of the present invention are
carboxyvinyl polymers commercially available, for example, under the trade designation
Carbopol 934,940 and 941 from B.F. Goodrich, these polymers being comprisedofa
colloidally water-soluble polymer of polyacrylic acid crosslinked with from about 0.75% to
about 2.0% of polyalkyl sucrose or polyalkyl pentaerythritol often with molecular weights of 4
to 5 million or more.

The anionic polycarboxylate polymer when employed in the oral composition of the
present invention is incorporated in the composition in amounts of about 0.05 to about 5%,
preferably about 0.1 to about 3% by weight.
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To prepare the oral composition of the present invention a premix solution of the
hydrogenated lupulone is prepared separately, wherein an aqueous golution containing about 2
1o about 2.5% by weight of the anionic surfactant, preferably wanmed to a temperature of 60 to
B0°C, is admixed with an aqueous solution containing about 10 to about 15% by weight of one
or more humectants such as glycerin, sorbitol or propylene glycol to provide a combined
solution containing the hydrogenated lupulone in amounts of about 0.03 to about 0.3% by
weight, the flavor oil in amounts of about 0.15 to about 1% by weight and an aliphatic alcohol
such as cthanol ar isopropanol in an amount of about 15 to about 25% by weight. Upon
completion of admixing, the pH of the admixed solutions is adjusted to a pH of about 8 to
about 10.5, preferably about 8.5 to about 9.5.

‘The oral compositions of the present invention may be prepared by suitably mixing the
hydrogenated lupulone premix solution, prepared as previously described, with the other
ingredients of the oral composition. For example, in the preparation of a mouthrinse, the
premix of hydrogenated lupulone dispersed in the mixture of alcohol, humectant, surfactant,
and flavor is added to an aqueous solution of any additional ingredients to be present in the
mouthrisne and mixed under vacuum for about 15-30 minutes. The resulting rinse product is
then packnged. Dentifrices are prepared similerly, additional thickener and polishing agents
being included in the last or penultimate step.

The following Examples fusther illustrate the present invention, but it is understood that
the invention is not limited thereto. All amounts and proportions referred to herein and in the
appended claims are by weight unless otherwise indicated.

Example I

A mouthrinse containing 8 mixture of hydrogenated lupulones, namely,
hexahydrolupulone (35% by weight) and hexahydrocolupuione (65% by weight), the mixture
hereinafter being referred to as “HHBA” was prepared. The ingredients of the mouthrinse are
listed in Table I below. For the purpose of comparison, a hydrogenated lupulone containing a
mouthrinse was prepared having the composition disclosed in US 5,370,863, the ingredients of
which are listed in Table II below.

AN TN



- TABLEI
| Ingredient % by Weight

HHBA 0.03
Ethanol 15.0
Glycerin 10.0 -
Sodinm lauryl sulfate 0.75
Sorbitol 10.0
Propylene glycol 150
Flavor oil 0.1

fg KOH (10%) 02

W KH2PO4 (25%) 0.1

n | Distilled water g.s. ad. 100.00

The HHBA. premix used to prepare the mouthrinse was prepared as follows:

Stage I: The anionic surfactant sodium lauryl sulfate, was dissolved in
. warm (60:;70°C) water.
StageII: A separato solution of HHBA dissolved in flavor oil, followed
by the addition of cthanol, was prepared. '
Stage IIl: A separate solution of sorbitol, propylene glycol and glycerin
was prepared.

oGl " cai8g99

The solutions prepared in Stages I and Il were admixed followed by admixing with the
solution of Stage IL The pH of the combined solutions were adjusted to 7.0 with 10% KOH
followed by further adjustment of the pH to 9.0 with 25% K;HPO4 to prepare the HHBA

10 premix. The premix was then added to the remainder of the mouthrinse ingredients to prepare
the mouthrinse of Table L

The comparative mouthrinse of Table II was prepared as follows:



)
s
tn
in
{1

A1

\0
)

Stage I Sodium saccharin and Pluronic F127 surfactant were dissolved
in warm (60-70°C) water. Next glycerol was added and
mixed. Pluronic F127 surfactant is.a
polyoxyethylene/polyoxypropylene block copolymer nonionic
surfactant available from BASF Corporation, Parsippany, New
Jersey 07064.

Stagell. = HHBA was dissolved in flavor oil.

Stage H: A separate-sulution of ethanol and benzoic acid was prepared.

The solutions prepared in Stages I and IIl were admixed with the solution in Stage IL
Thereafter the color and sodium hydroxide were added.
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TABLE 1

| Ingredient % by Welght
Tetrahydroischunmilone 0.0025
Ethanol 16.25
Glycerin 100
Pluronic F127 0.12
Benzoic acid 0.05
Sodium saccharin 0.05
Flavor oil 0.15
Color 0.04
Sodium hydroxide (10% sol.) 0.15
Distilled water g.s. ad. 100.00

Stability Test
After being stored in sealed glass jars for 3 days at 22°C, the mouthrinse of Table I

remained a clear, homogeneous solution, whereas the comparative mouthrinse of Table I when
subjected to the same aging conditions, separation of the HHBA into soluble and insoluble
components was observed.

10
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Example II

There is provided in Table III below the ingredients of a stable HHBA dentifrice
containing a dicalcium phosphate abrasive prepared in the manner previously described.

TABLE I
| Ingredient % by Weight
Giyeerin 100
Carageenan gum 08
Sarbitol (70%) 16.0
HHBA 0z
Sodium saccharin 02
Sodivm fluoride 0.25
Dicalcium phosphate dihydrate 430
Sodium lauryl sulfate 20
Flavor oil 1O
Polyethylene glycol 600 10
Sodium monoflusrophosphate 0.76
Tetrasodium pyrophosphats 025

11



Example II1

There is provided in Table IV below, the ingredients of a stable HHBA dentifrice
containing dicalcium phosphate and precipitated calcium carbonate abrasives prepared in the

manner previously described.

TABLEIV

 Ingredient % by Welght
Glyeerin 15.0
Carageepan gum 0.65
Sorbitol (70%) 10.0
HHBA 0.3
Sodium Saccharin 0.15
Sodinm Fluaride 025
Precipitatcd calcium carbonate 36.0
Dicalcium phosphate 13.0
Soditm laury! snifate 23
Plavor oil 095
Watergs. 100.00

Example IV

The mouthrinse of Table I was tested using a microbiological essay, namely, Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) and bacterial growth inhibition on hydroxyapatite discs. The
gram-positive oral bacterium Actinomyces viscosus was routinely grown overnight in trypticase
soy broth (Difco Labs, Detroit, MI) at 37°C. A gram strain of the cultures was prepared to
determine the purity of the cultures prior to in vitro testing of the mouthrinse.

MIC ASSAY

The bactedal strain grown for 18 hours at 37°C in trypticase soy broth (ISB) was
diluted in fresh broth to adjust its optical density between 0.1 and 0.2 absorption units at 610
nm prior to MIC determinations.

12
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The mouthrinse of Table 1 and a placebo mouthrinse were diluted in TSB and the MIC
was determined using the microtiter format accarding 1o standard procedures (Manual of
Clinical Microbiology, 1995). The placebo mouthrinse was prepared in the same manner as the
mouthrinse of Table I except HHBA was not included in the mouthrinse. The MIC results are
recorded in Table V below.

Bacterial Growth Inhibition_Assay on Hydroxyapatite Disks
The antiplaque effect of the mouth ringe of Table I and the placebo rinse described

above were assessed by, a growth inhjbition test with A viscosos using hydroxyapatite disks
treated with the rinse and bacterial growth was monitored by measuring optical density (OD) at
610 nm after 2 hours and 24 hours after treatment of the disks. In this test, the hydroxyapatite
disk was placed in a test tube containing clarified human saliva and incubated overnight at
37°C. Thereafter, the saliva was removed from the tube and replaced with monthrinse solution
and incubated for 30 minutes at 37°C whereupon the disk was placed in a transparent plastic
tebe containing bacterial strains diluted in TSB to an OD of 0.25 at 610 nm. The results of the
microbiological assays are recorded in Table VI below.

TABLEV

MIC as a function of % rinse MIC as a fimetion af active
Composition concentration for bacterial inhibition concentration

Table I Rinse 039 23
Placebo Rinse 1.56 -

The results in Table V indicate that the HHBA mouthrinse of Table I was active against A.
viscosus and provided better antibacterial efficacy than the placebo rinse.

TABLE VI

| Composition Bactertal OD at 2 hrs. Bacterial OD at 24 hrs,

Table I Rinse 03 a5
Placebo Rinss 052 135

The results recorded in Table VI indicate that treatment with the mouthrinse of Table Iresulted” ™~

in fewer bacteria a8 determined by lower bacterial OD as compared to the placebo rinse.

13
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Antibacterial of dentifrices

e Zone of Bacterial Inhibition with dentifrices:

The antibacterial efficacy of the dentifrice of Table IV and a placebo dentifrice were assessed
by a zone of bacterial inhibition test with A. viscosus. The placebo dentifrice was prepared in
the same manner as the dentifrice of Table IV except HHBA was not included in the dentifrice.
In this test, hydroxyapatite disks were treated with 2 HHBA containing dentifrice or the placebo
and placed on an agar plate containing A. viscosus. The inhibition of bacterial growth around
each disk zone was measured after 48 hours of incubation and the results are shown in Table
VII below.

TABLE VII
| Composition Zone of Inhibition in centimeters
Table IV dentifrice 2.17
Placebo dentifrice 1.77

The results recorded in Table VII indicate that the Table IV dentifrice had a higher zone of
inhibition than the placebo dentifrice indicating antibacterial efficacy.

¢ Bacterial Growth Inhibition on hydroxyapatite

The antibacterial effects of the Table IV dentifrice was assessed by a growth inhibition test
with A. viscosus. The placebo dentifrice was prepared in the same manner as the dentifrice of
Table IV except HHBA was not included in the dentifrice. In this test, hydroxyapatite disks
were treated with the dentifrice and bacterial growth monitored by measuring optical density at
610 nm after 24 hours post-treatment. The results are shown in Table VIII below.

TABLE VIII
Bacterial Optical Denslty at 610 nm
| Compasition 24 boars post-treatment
Table IV dentifrice wm- 043
Lllacebo dentifrice _091

14
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The results recorded in Table VI indicate the highest optical density (a measure of
bacterial growth) was observed with the placebo dentifrice, and a lower optical density from
disks treated with the Table IV dentifrice indicating that the HHBA containing dentifrice

provided antibacterjal efficacy.

Example IV

There is provided in Table IX below, the ingredients of a stable HHBA dentifrice
containing an anionic polycarboxylate polymer, Gantrez S-97.

Ingredient

TABLE IX

% by Welght _

Silica abrasive

Sylodent 15

Glycerin

Tota carageenan

Sarbitol (70%)

HHBA

Sodium zaccharin

Sodium flucride

Sodicm lauryl sulfate
Flavor

Propylene glycal

Titanjum dioxide

Gantrez S-97 i
Sodium carboxymethyl cellulose
Water

200
15

200
04

20.85
03
03
0243
L5
10
a3
05
20
L1

q.8.

The antibacterial efficacies of the dentifrice of Table IX (Deatifrice Table IX) and a
dentifrice identical to the dentifrice of Table IX except that Gantrez S-97 was absent from the
dentifrice (Dentifrico C) were determined by examining the ability of cach dentifrice to inhibit
the growth of bacteria. For this test, a shurry of each dentifrice was prepared in water. The

slurries were centrifuged and the resulting supernatant used to treat saliva coated hydroxyapatite

disks for 30 minutes. The dentifrice treated hydroxyapatite disks were washed with water and
incubated with a culture of Actinomyces viscosus. The growth of the culture was determined

15
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24hours after incubation with the dentifrice treated disks. The results from triplicate samples
are shown in Table X below and indicate bacterial growth as determined by measuring the
optical density of each culture ar 610 nm. Water treated disks were used as a control.

TABLEX
Troatment Bacterlal Optical Density at 610 mn
Dentifrice Table IX 0.50
Dentifrice C 0.61
Control 1.49

The results recorded in Table X indicate that although the dentifrice containing 0.3% by
weight HHBA (Dentifrice C) inhibits the growth of bacteria as evidenced by the lower
bacterial optical density, the dentifrice containing HHBA and Gantrez (Dentifrice Table IX) is
more effective in inhibiting bacterial growth.

16
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What is claimed is:

2
s

- A method for preparing a stable antibacterial oral composition containing a hydrogenated

lupulone, the method comprising preparing a premix of (1) a solution of the hydrogenated
lupulone in a mixture of flavor oil and an aliphatic alcohol with (2) a humectant solution
containing an anionic surfactant adjusting the pH of the combined solutions to & mnge of
8.0 to 10.5 and then adding the premix to the other ingredients of the oral composition.

. The method of claim 1 wherein the hydrogenated hupulone is present in the composition in

an amount in the range of about 0.003 to about 2.0% by weight.

. The method of claim 1 wherein the hydrogenated lupulone is hexahydrolupulone.
. The method of claim 1 wherein the hydrogenated lupulone is hexahydrocolupulone.

. The method of claim 1 wherein the hydrogenated lupulone is a mixture of

hexahydrocolupulone and hexahydrolupulone. i

. The method of claim 1 wherein the anjonic surfactant is sodium lauryl sulfate.

. The method of claim 1 wherein the anionic surfactant iz present in the composition in an

amount effective to stabilize the hydrogenated lupulone,

. The method of claim 1 wherein the anionic surfactant is present in the oral compomt:on in

an amount ranging from about 0.25 to about 3.0% by weight.

. The method of claim 1 wherein an anionic polycarboxylate polymer ig present in the oral

composition in an amount of about 0.05 to about 5.0% by weight,

10. A stable oral composition prepared by the method of claim 1.

11. A stable antibacterial oral composition comprising about 0.003 to about 2% by weight of a

hydrogenated lupulone and about 0.25 to 3.0% by weight of an snionic surfactant.

17
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12. The oral composition of claim 11 in which an anionic polycarboxylate polymer is present in
an amount of about 0.05 to about 5.0% by weight. '

13. The oral composition of claim 12 wherein the anionic polycarboxylate polymer is a
copolymer of maleic anhydride and methyl vinyl ether.

14. The oral composition of claim 11 which is a toothpaste.

15. The oral composition of claim 11 which is a mouthrinse.

18
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ABSTRACT

A stable antibacterial oral composition containing a hydrogenated lupulone and an anionic
surfactant.

19
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TRADUCCION DEL INGLES AL ESPANOL de la Solicitud de Patente
de los Estados Unidos No. 09/366,892 relacionada con:

COMPOSICIONES ANTIBACTERIANAS ORALES DE LUPULONA
. HIDROGENADA ESTABLE

ANEXOS. La Solicitud de Patente de los Estados Unidos Serie No. 09/
366,892 arriba mencionada, Declaracién y Poder, Solicitud de Patente,
Certificacién del Comisionado de Patentes y Marcas de los Estados
Unidos de América, Certificacion del Secretario de Estado de los Estados
Unidos de América; Legalizacion ante el Consulado de Colombia en
Washington, D, C., Estados Unidos de América.

LOS ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

DEPARTAMENTO DE COMERCIO DE LOS ESTADOS UNIDOS DE
AMERICA

Oficina de Patentes y Marcas de los Estados Unidos
Agosto 04, 2000

ESTE PARA CERTIFICAR QUE ANEXQO AL PRESENTE SE
ENCUENTRA UNA FIEL COPIA TOMADA DE LOS REGISTROS
DE LA OFICINA DE PATENTES Y MARCAS DE LOS ESTADOS
UNIDOS DE AQUELLOS DOCUMENTOS DE LA SOLICITUD DE
PATENTE IDENTIFICADA ABAJO LA CUAL CUMPLE LOS
REQUISITOS PARA CONCEDERLE UNA FECHA DE
PRESENTACION BAJO LA NORMA 35USC 111.

NUMERO DE SOLICITUD: 09/366,892
FECHA DE PRESENTACION: Agosto 04, 1999

Por autorizacion del

COMISIONADO DE PATENTES Y MARCAS
T. Wallace (Firmado)

T. WALLACE

Funcionario de Certificaciones

SELLO ADHERIDO

s et s e
p————— .=~
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ESTADOS UNIDOS DE AMERICA
DEPARTAMENTO DE ESTADO

A TODOS AQUELLOS A QUIENES LAS PRESENTES LLEGAREN,
SALUD:

Certifico que el documento aqui anexo se encuentra bajo el sello de
la oficina de Patentes y Marcas, Departamento de Comercio de los
Estados Unidos de América, y que dicho sello es digno de toda fe y
crédito.*

EN TESTIMONIO DE 1L.O CUAL, Yo, Madeleine
K. Albrigth, Secretario de Estado, he causado que se
fije el Sello del Departamento de Estado y que mi
nombre sea suscrito por el funcionmario de
Autenticaciones del dicho Departamento en la
ciudad de Washington, en el Distrito de Columbia,
este trigésimo dia de Agosto, 2000.

Madeleine K. Albrigth (firmado).
Secretario de Estado

Por : ( firma ilegible)
Funcionario de Autenticaciones Asistente
Departamento de Estado

( * El Departamento no asume responsabnhdad alguna por ¢l contenido
del documento anexo).

SELLO EN RELIEVE
Este certificado no es Valido si se retira o altera en cualquier forma.
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COMPOSICIONES ANTIBACTERIANAS ORALES DE LUPULONA
HIDROGENADA ESTABLE

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

1. Campo de la Invencién

Esta invenci6n se relaciona con una composicion oral estable que
contiene una cantidad efectiva antibacteriana de una lupulona
hidrogenada derivada de lipulos de cerveza.

2.  El arte previo

Es dificil predecir la eficacia de los agentes antibacterianos cuando
se incorporan en cualquier vehiculo de administracién y particularmente
en composiciones orales. Por ejemplo, la placa dental es un depésito
blando que se forma sobre los dientes en cuanto opuesto al célculo que es
un depdsito calcificado duro sobre los dientes. De manera diferente que
el calculo, la placa puede formarse sobre cualquier parte de la superficie
dental, particularmente en el margen gingival y estd implicada en la
incidencia de la gingivitis. Los compuestos antibacterianos catiénicos,
tales como clorhexidina, cloruro de benztonio y cloruro de piridinio de
cetilo, han sido utilizados como agentes antibacterianos antiplaca. Sin
embargo, estos agentes generalmente no son efectivos cuando se hace
también presente en la composicién oral un agente tensioactivo anidnico
necesario para la efectiva realizacion de los compuestos orales, tales
como la pasta dentifrica y los enjuagues de boca.

Se conoce en la especialidad que los édcidos beta, también
conocidos como lupulonas, derivados de ldpulos de cerveza presentan
una accién antibacteriana en las composiciones orales. Por ejemplo, la
Patente US 3,932,603 expone que las resinas de extractos de Mipulos,
tales como la lupulopa y la humulona, son efectivas como agentes
antimicrobianos contra los estreptococos cariogénicos. La Patente US
5,370,863 expone composiciones orales que contienen acidos de hipulos,
tal como la tetrahidroisohumulona, que inhiben las bacterias gram-
positivas, la formacion de placa y la enfermedad periodontica.

También se sabe que las lupulonas inhiben el crecimiento de
patégenos de alimentos, tal como la Listeria monocytogenes (Patentes
US No. 5,286,506; 5,455,038). Ademas, la forma hidrogenada, la
hexahidrolupulona, inhibe el crecimiento de algunos Lactobacilli (Patente
US No. 5.082.975). Las lupulonas hidrogenas parecen ser mas activas y
estables que sus compuestos de origen no hidrogenados. Por ejemplo, se
cree que la hexahidrocolupulona es un agente antibacteriano mas activo
que la colupulona, mientras que se ha observado que Ila

S
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hexahidrolupolona es mas estable que la lupulona. La
hexahidrocolupulona puede hacerse por la hidrogenacion quimica d la
colupulona utilizando una variedad de métodos conocidos en la
especialidad. Por ejemplo, la hidrogenacién puede conseguirse con dxido
de platino (IV) como catalizador, segin lo descrito por Riel (Ber.

89:1863 (1956) o por Carson (J. Am. Chem. Soc. 73:1850 (1951). Un
método para la preparacion de hexahidrolupulona se describe en la
Patente US No. 5,082,975.

Como se demostrara en adelante, una desventaja en el uso de
lupulonas hidrogenadas en composiciones orales, tales como dentifricos,
es que la lupulona no es estable y, al conservarse, se separa en sus
componentes solubles e insolubles, desanimando esta falta de esta falta
de estabilidad la aceptacion comercial por parte de los consumidores.

RESUMEN DE LA INVENCION

De acuerdo con la presente invencién, se provee en ella una
composicion oral estable que contiene una lupulona hidrogenada, la cual
composicion se prepara mezclando (1) una solucién de la lupulona
hidrogenada en un aceite aromatico y un alcohol alifatico, tal como
etanol, con (2) una solucién humectante que contiene un agente
tensioactivo anionico, y ajustando el pH a un rango de alrededor de 8.0 a
alrededor de 0.5 para preparar una mezcla previa y después agregar la
mezcla previa a los ofros ingredientes de la composicion oral.

La presencia, en la lupulona hidrogenada que contiene Ila
composicioén oral, de un polimero de policarboxilato aniénico, tal como
un copolimero de anhidrido maléico/éter de metilvinilo como se
demostrara en adelante, mejora sustancialmente las propiedades
antibacterianas de la composicién oral.

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS MODALIDADES
PREFERIDA

El término “lupulona hidrogenada”, segin aqui se utiliza, incluye
dentro de su significado lupulonas hidrogenadas, derivados y andlogos de
las mismas, asi como también sus sales farmacéuticamente aceptables. La
hexahidrolupulona y la hexahidrocolupulona y mezclas de las mismas
son lupulonas hidrogenadas preferidas en la practica de la presente
invencion.

La lupulona hidrogenada utilizada para preparar las composiciones
orales de la presente invencion, tales como dentifrico, geles y enjuagues
de boca, se incorpora en la composicion oral en una cantidad antiplaca

At
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efectiva, tipicamente en un rango de alrededor de 0.003 a alrededor de
2%, preferiblemente alrededor de 0.02 a alrededor de 1% por peso. Una
mezcla de lupulonas hidrogenadas, es decir, hexahidrolupulona (35% por
peso) y hexahidrocolupulona (65% por peso) estd disponible
comercialmente en Haas Hop Products, Washington, D.C.

Cuando la composicién oral es un gel o una pasta, esta
composicién se prepara utilizando un vehiculo oralmente aceptable, que
incluye una fase de agua con humectante que es preferiblemente
glicerina, sorbitol, un glicol de alguileno o mezclas de los mismos, en
donde el agua se hace presente tipicamente en una cantidad de alrededor
de 15 a alrededor de 40% por peso y el humectante de glicerina, sorbitol
y/o glicol de alquileno tipicamente totaliza alrededor de 20 a alrededor de
75% por peso de la composicion oral, mas tipicamente alrededor de 25%
a alrededor de 60% por peso.

El vehiculo de la composicién de pasta o gel orales puede también
contener un material abrasivo dentalmente aceptable, tales como
bicarbonato de sodio, metafosfato de sodio, metafosfato de potasio,
fosfato de fricalcio, fosfato de dicalcio dihidratado, fosfato de dicalcio
anhidro, pirofosfato de calcio, carbonato de calcio, silicato de aluminio,
alimina hidratada, alimina calcinada, silice, bentonita y mezclas de los
mismos. El material abrasivo se hace generalmente presente en la
composicion de pasta o gel en unas concentraciones de peso de alrededor
de 10% a alrededor de 60% por peso, preferiblemente alrededor de 10%
a alrededor de 30% en un gel y alrededor de 25% a alrededor de 60% en
una pasta.

Las pastas de dientes, asi como también los dentifricos de gel
contienen tipicamente un espesador o agente de gelificacién natural o
sintético, en proporciones de alrededor de 0.1 a alrededor de 10% por
peso, preferiblemente alrededor de 0.5 a alrededor de 5% por peso. Los
espesadores o agentes de gelificacién apropiados incluyen musgo
Irlandés, carragenina iota, carragenina kappa, tragacanto de goma,
almidén, polivilpirrolidona, celulosa de hidroxietilpropilo, celulosa de
hidroxibutilmetilo, celulosa de hidroxipropilmetilo, celulosa de
hidroxietilo, celulosa de carboximetilo de sodio y espesadores de silice,
tal como Sylodent 15.

En la modalidad de la presente invencion en la que la composicion
oral es sustancialmente liquida en su composicion, tal como un enjuague
de boca o un lavado de boca, el vehiculo es tipicamente una mezcla de
alcohol y agua. Generalmente, la proporcién por peso de agua con
respecto al alcohol es de desde alrededor de 3:1 a 10:1 y preferiblemente
alrededor de 4:1 a alrededor de 6:1. El alcohol es un alcohol no téxico, tal
como etanol o isopropanol. Un humectante, tales como glicerina, sorbitol
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o un glicol de alquileno o mezclas de los mismos, puede hacer presente
en una cantidad de alrededor de 10 a alrededor de 40% por peso. Los
enjuagues bucales tipicamente contienen alrededor de 50 a alrededor de
80% de agua, alrededor de 0 a 20% por peso de un alcohol no tdxico y
alrededor de 10 a alrededor de 40% por peso del humectante.

Los agentes tensioactivos anidnico se utilizan en las composiciones
orales de la presente invencién para conseguir un aumento de la accion
profilactica y la formacién de espuma. Inesperadamente, la presencia de
un agente tensioactivo anionico desempefia también un papel en la
estabilizaciéon de la lupulona hidrogenada. Los ejemplos apropiados de
agentes tensioactivos aniénicos utiles en la prictica de la presente
invencion incluyen sales solubles en agua de monosulfatos de
monoglicéridos de acidos grasos superiores, tal como la sal de sodio del
monoglicéridlo monosulfatado de acidos grasos de aceite de coco
hidrogenado, sulfatos de alquilo superior, tal como sulfato de laurilo de
sodio, sulfonatos de alquilarilo, tal como sulfonato de benceno de
dodecilo de sodio, sulfoacetatos de alquilo superior, ésteres de dcidos
grasos superiores de sulfonato de 1,2-dihidroxipropano, y las amidas de
acilo alifiticas superiores sustancialmente saturadas de compuestos
alifiticos inferiores de acido aminocarboxilico, tales como las que tienen
de 12 a 16 atomos de carbono en el &cido graso, radicales de alquilo o
acilo y taurinas de alcoilo, y similares. Ejemplos de las wiltimas amidas
mencionadas y de tauratos son sarcosina de N-lauroilo y las sales de
sodio, potasio y etanolamina de sarcosina de N-lauroilo, N-miristoilo, o
N-palmitoilo, que debe estar sustancialmente libre de jab6én o un material
similar de acido graso superior, asi como también taurinas de N-metil-N-
cocoilo (u oleoilo o palmitoilo).

El agente tensioactivo anionico se hace presente en las
composiciones orales de la presente invencion en una cantidad efectiva
para estabilizar la lupulona hidrogenada, cuya cantidad varia desde
alrededor de 0.25 a alrededor de 3.0% por peso y preferiblemente
alrededor de 0.5 a alrededor de 2.0% por peso.

Cuando se utilizan agentes tensioactivos diferentes de los agentes
tensioactivos anionicos en las composiciones orales que contienen
lupulona hidrogenada, se observa que la lupolona hidrogenada en
conservacion es inestable.

Otros agentes que pueden ser incluidos en la composicion oral de
la presente invencién son sales de fluoruro para proporcionar un efecto
anticaries, como por ejemplo fluoruro de sodio, fluoruro de potasio,
monofluorofosfato de sodios y hexafluorosilicato de sodio. La sal que
proporciona iones de fluoruro se hace generalmente presente en la



composicién oral en una concentracién de alrededor de 0.0005 a
alrededor de 3.0% por peso. Puede utilizarse cualquier cantidad minima
apropiada de dicha sal, pero es preferible emplear sal de fluoruro
suficiente para liberar alrededor de 300 a 2.000 ppm, mas
preferiblemente alrededor de 800 a alrededor de 1.500 ppm, de iones de
fluoruro.

Los agentes antisarro, tales como fripolifosfato de sodio,
pirofosfato de tetrapotasio o tetrasodio, o mezclas de los mismos, pueden
hacerse presente en las composiciones orales de la presente invencion en
concentraciones desde alrededor de 0.5 a alrededor de 8% por peso.

Los agentes empleados para disminuir Ia sensibilidad de los
dientes, tales como cloruro de potasio, nitrato de potasio y citrato de
potasio, pueden también incluirse en las composiciones orales de la
presente invencion en concentraciones alrededor de de alrededor de 0.1 a
alrededor de 10% por peso.

Otfros diversos matertales pueden incorporarse en las
composiciones orales de esta invencién, incluyendo preservativos, tal
como benzoato de sodio, compuestos de peréxido para blanquear,
vitaminas y compuestos de clorofila. Estos adyuvantes, cuando se hacen
presentes se incorporan en las composiciones en cantidades que no
afecten adversamente de una manera sustancial a las propiedades y
caracteristicas deseadas.

Los aceites saborizantes utiles en la practica de la presente
invencién para disolver la lupulona hidrogenada e impartir sabor
agradable a la composicién oral incluyen aceite de menta, yerba buena,
gaulteria, sasafrds, clavo, salvia, eucaliptos, canela, limén y naranja y
salicilato de metilo.

Agentes edulcorantes pueden también hacerse presentes incluyen
sacarosa, lactosa, maltosa, xilitol, ciclamato de sodio, perillartina, éster
de metilo de aspartilfenilalanina y sacarina.

Convenientemente, el aceite saborizante y el agente edulcorante
comprenden cada uno desde alrededor de 0.1% a 2% de la composicién
oral.

Agentes antibacterianos, ademas de la lupulona hidrogenada,
pueden ser incluidos en la composicién oral de la presente invencion y,
particularmente, agentes de éteres de difenilo halogenados no catiénicos
que son deseables por consideraciones de eficiencia y seguridad tales
como éter de 2°,4,4"-tricloro-2-hidroxi-difenilo (Triclosan) y éter de 2,2’-
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dihidroxi-5,5’- dibromofenilo. El agente antibacteriano cuando se hace
presente en la composicion- oral se presenta en concentraciones de
alrededor de 0.05 a alrededor de 2% por peso y preferiblemente 0.1 a
alrededor de 1% por peso.

Polimeros aniénicos de policarboxilato que tienen un peso
molecular de alrededor de 1.000 a alrededor de 5.000.000,
preferiblemente alrededor de 30.000 a alrededor de 500.000, en la forma
de sus 4cidos libres, o un metal alcalino soluble en agua preferiblemente
parcialmente, 0 mas prefenblemente totalmente, neutralizado (por
ejemplo, potasio y preferiblemente sodio) o sales de amonio se incluyen
en la composicion oral que contiene lupulona hidrogenada de la presente
invencién para mejorar la eficacia antibacteriana de la lupulona
hidrogenada. Los polimeros de policarboxilato aniénicos preferidos son
copolimeros de 1:4 a 4:1 de anhidrido o &cido maléico con otro
mondémero polimerizable etilénicamente insaturado, preferiblemente éter
de metilvinilo/anhidrido maléico, que tiene un peso molecular (M.W.) de
alrededor de 30.000 a alrededor de 1.000.000, muy preferiblemente
alrededor de 30.000 a alrededor de 500.000. Estos copolimeros estan
disponibles, por ejemplo, bajo la designacién comercial de Gantrez AN
139 (M.W. 500.000), AN 119 (M.W. 250.000); y preferibiemente
Gantrez S-97, Grado farmacéutico (Peso molecular 70.000), de GAF
Corporation.

Otros polimeros de policarboxilato utiles en la practica de la
presente invencién son los polimeros de carboxivinilo comercialmente
disponibles, por ejemplo, bajo la designacion comercial Carbopol
934940 y 941 de B.F. Goodrich, comprendiendo estos polimeros un
polimero coloidalmente soluble en agua de acido poliacrilico con enlace
cruzado formando desde alrededor de 0.75% a alrededor de 2.0% de
sacarosa de polialquilo o pentaeritritol de polialquilo frecuentemente con
pesos moleculares de 4 a 5 millones o mas.

El polimero de carboxilato aniénico cuando se emplea en la
composicion oral de la presente invencion se incorpora en la composicién
en cantidades de alrededor de 0.05 a alrededor de 5%, preferiblemente
alrededor de 0.1 a alrededor de 3% por peso.

* Para preparar la composicién oral de la presente invencion, se
prepara separadamente una solucién de mezcla previa de la lupulona
hidrogenada, en donde una solucién acuosa que contiene alrededorde 2 a
alrededor de 2.5% por peso del agente tensioactivo anidnico,
preferiblemente calentada a una temperatura de 60 a 80°C, se mezcla con
una solucién acuosa que contiene alrededor de 10 a alrededor de 15% por
peso de uno o mas humectantes, tales como glicerina, sorbitol o



propilenglicol, para proporcionar una solucién combinada que contiene la
lupulona hidrogenada en cantidades de alrededor de 0.03 a alrededor de
0.3% por peso, el aceite saborizante en cantidades de alrededor de 0.15 a
alrededor de 1% por peso y un alcohol alifatico, tal como etanol o
isopropanol, en una cantidad de alrededor de 15 a alrededor de 25% por
peso. Al terminarse la mezcla, se ajusta el pH de las soluciones
mezcladas hasta-un pH de alrededor de 8 a alrededor de 10.5,
preferiblemente alrededor de 8.5 a alrededor de 9.5.

‘ Las composiciones orales de la presente invencion pueden
prepararse mezclando convenientemente la solucién de mezcla previa de
lupulona hidrogenada, preparada como se describié anteriormente, con
los ofros ingredientes de la composicion oral. Por e¢jemplo, en la
preparacion de un enjuague bucal, la mezcla previa de lupulona
hidrogenada dispersa en la mezcla de alcohol, humectante, agente
tensioactivo y saborizante se agrega a una solucién acuosa de
cualesquiera ingredientes adicionales que se hardn presentes en el
enjuague bucal y se mezcla bajo vacio por alrededor de 15-30 minutos.
Se empaqueta después el producto de enjuague resultante. Los dentifricos
se preparan de manera semejante, incluyéndose el espesante adicional y
agentes de pulimentacion en la ltima o penultima fase.

Los siguientes ejemplos ilustran mas la presente invencion, pero se
entiende gue la invencién no queda limitada por ellos. Todas las
cantidades y proporciones aqui mencionadas y en las reivindicaciones
anexas son por peso, a no ser que se indique de otra manera.

Ejemplo I

Se prepard un enjuague bucal que contenia una mezcla de
lupulonas hidrogenadas, es decir, hexahidrolupulona (35% por peso) y
hexahidrolupulona (65% por peso), mencionados en adelante la mezcla
como “HHBA”. Los ingredientes del emjuague bucal se enumeran a
continuacion en la Tabla I. Para propositos de comparacién, se prepard
un enjuague bucal que contenia lupulona hidrogenada, teniendo la
composicién expuesta en la Patente US 5,370,863, cuyos ingredientes se
enumeran a continuacién en la Tabla II.

Tabla I

Ingrediente | % en peso

.



HHBA 0.03

Etanol 15.0

Glicerina 10.0

Sulfato de Laurilo de Sodio 0.75

Sorbitol 10.0

Propilenglicol 15.0
Aceite de Sabor 01
KOH (10%) 0.2
KH;PO4 (25%) 0.1

Agua destilada, q.5 ad. 100.0 -

La mezcla previa de HHBA utilizada para preparar el enjuague bucal se
preparo como sigue:

Paso I: El sulfato de laurilo de sodio del agente tensioactivo
anidnicos e disolvid en agua caliente (60-70°C).

Paso II: Se prepard una solucién separada de HHBA disuclta
en aceite de sabor, seguido por la agregacién de
etanol.

PasoIll. Se prepar6 una soluciébn separada de sorbitol,
propilenglicol y glicerina.

Se mezclaron las soluciones preparadas en los Pasos I y I, seguido por
la mezcla con la solucion del Paso II. El pH de las soluciones
combinadas se ajusté a 7.0 con KOH al 10%, seguido por un ulterior
ajuste del pH a 9.0 con K;HPO, al 25%, para preparar la mezcla previa
de HHBA. La mezcla previa fue después agregada al resto de los
ingredientes del enjuague bucal para preparar el enjuague bucal de la
Tabla 1.

El enjuague bucal comparativo de 1a Tabla II se prepar6 como sigue:
Paso I Se disolvieron sacarina de sodio y agente tensioactivo
Pluronic F127 en agua caliente (60-70°C). Después, se
agregd glicerol y se mezcl6. El agente tensioactivo
Pluronic F127 es un agente tensioactivo noniénico de
copolimero de bloques de polioxietileno/
polioxipropileno, disponible en BASF Corporation,
Parsippany, New Jersey 07064.
Paso I1: Se disolvi6 HHBA en aceite de sabor.
Paso lII:  Se preparé una solucién separada de etanol y Acido
benzoico.

Las soluciones preparadas en los Pasos I y III se mezclaron con la
solucién en el Paso II. Después, se agregaron el color y el hidréxido de
sodio.



TABLAII
 Ingrediente % por Peso
Tetrahidroisohurnulona 0.0025
Etanol 16.25
Glicerina 10.0
Pluronic F127 0.12
Acido Benzoico 0.05
Sacarina de Sodio 0.05
Aceite de Sabor 0.15
Color 0.04
Hidroxido de Sodio (solucion 10%) 0.15
| Agua destilada, g.s ad. ) 100.0

Prueba de Estabilidad

Después de conservarse en jarras de vidrio selladas durante 3 dfas a
22°C, el enjuague bucal de la Tabla I permanecié como una solucién
clara y homogénea, mientras que el enjuague bucal comparativo de la
Tabla II, cuando se someti6 a las mismas condiciones de conservacion, se
observé la separacion del HHBA en los componentes solubles e
insolublies.

Ejemplo II

Se presentan a continuacion en la Tabla I los ingredientes de un
dentifrico estable d¢e HHBA que contiene un abrasivo de fosfato de
dicalcio preparado de la manera anteriormente descrita.

TABLA 111

| Ingrediente % por Peso
Glicerina 10.0
Goma carragenina 0.8
Sorbitol (70%) 16.0
HHBA 0.2
Sacarina de sodio 0.2
Fluoruro de sodio 0.25
Dihidrato de fosfato de dicalcio 48.0
Sulfato de laurilo de sodio 2.0
Aceite de sabor 1.0
Propilenglicol 600 1.0
Monofluorofosfato de sodio 0.76
Pirofosfato de tetrasodio 0.25

Ejempto III
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Se presentan a continuacion en la Tabla IV los ingredientes de un
dentifrico estable de HHBA que contiene abrasivos de fosfato de dicalcio
y carbonato de calcio precipitado, preparados de la manera anteriormente
descrita,

TABLA IV
Ingrediente % por Peso
Glicerina 15.0
Goma carragenina 0.65
Sorbitol (70%) 10.0
HHBA 03
Sacarina de sodio 0.15
Fluoruro de sodio 0.25
Carbonato de calcio precipitado 36.0
Fosfato de dicalcio 13.0
Sulfato de laurilo de sodio 23
Aceite de sabor 0.95
Agua g.s. 100.00

Ejemplo IV

Se experimentd el enjuague bucal de la Tabla I utilizando un
analisis microbioldgico, es decir, la Concentracién Inhibidora Minima
(MIC) y la inhibicién del crecimiento’ bacteriano sobre discos de
hidroxiapatita. Se cultivd de la manera acostumbrada durante una noche
la bacteria oral gram-positiva Actinomyces viscosus en caldo de soya de
tripticasa (Difco Labs, Ditroit, MI) a 37°C. Se prepar6 una cepa gram de
los cultivos para determinar la pureza de los cultivos antes de la
experimentacion in vitro del enjuague bucal.

Anilisis de 1a MIC

La cepa bacteriana cultivada durante 18 horas a 37°C en caldo de
soya de tripticasa (TSB) fue diluida en caldo reciente para ajustar su
densidad 6ptica entre 0.1 y 02 de unidades de absorcién a 610 nm antes
de la determinacion de la MIC.

El enjuague bucal de la Tabla I y un enjuague bucal de placebo se
diluyeron en TSB y se determin$ la MIC utilizando el formato de
microtitulo conforme a los procedimientos normales (Manual de
Microbiologia Clinica, 1995). Se prepar6 el enjuague bucal de placebo de
la misma manera que el enjuague bucal de la Tabla I excepto que no se
incluyé HHBA en el enjuague bucal. Los resultados de la MIC se
- registran mas adelante en 1a Tabla V.

T
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Anglisis de 1a Inhibicion del Crecimiento Bacteriano sobre Discos de
Hidroxiapatita

Los efectos antiplaca del enjuague bucal de la Tabla I y el

enjuague de placebo, descritos anteriormente, fueron analizados por

medio de una prueba de inhibicién del crecimiento con A. viscosus
utilizando discos de hidroxiapatita tratados con €l enjuague y se examiné
el crecimiento bacteriano midiendo la densidad 6ptica (OD) a 610 nm
después de 2 horas y 24 horas después del tratamiento de los discos. En
esta prueba, el disco de hidroxiapatita se colocéd en un tubo de ensayo que
contenia saliva humana clarificada y se incubd durante una noche a 37°C.
Después, se retiré 1a saliva del tubo y se reemplazd con la solucién de
enjuague bucal y se incubé durante 30 minutos a 37°C, después de lo cual
el disco se colocd en un tubo de plastico transparente que contenia cepas
bacterianas diluidas en TSB hasta una OD de 0.25 a 610 nm. Los
resultados de las pruebas microbioldgicas se registran a continuacion en
la Tabla VI. '

TABLAV
Composicién MIC como funcién del | MIC como una funcién
% de concentracién de | de la concentracion
enjuague para activa (en ppm)
inhibicion bacteriana
Enjuague de la Tabla I 0,39 23
Enjuague placebo 1,56 -

Los resultados en la Tabla V indican que el enjuague bucal con
HHBA de la Tabla I fue activo contra A. viscosus y proporcioné una
mejor eficacia antibacteriana que ¢l enjuague de placebo.

TABLA VI
Composicion OD bacteriana a 2 OD bacteriana a 24
: horas horas
Enjuague de la Tabla 1 0,3 0,5
Enjuague placebo 0,52 1.35

Los resultados registrados en la Tabla VI indican que el
tratamiento con el enjuague bucal de la Tabla I resultdé en menos
bacterias, determinado por una mds baja OD bacteriana en comparacién
con el enjuague de placebo.

Eficacia Antibacteriana de los dentifricos

s



¢ Zona de Inhibicién Bacteriana con dentifricos:

La eficacia antibacteriana del dentifrico de la Tabla IV y el dentifrico de
placebo se analizaron por medio de una prueba de inhibicion bacteriana
con A. viscosus. El dentifrico de placebo se prepar6 de la misma manera
que el dentifrico de 1a tabla IV excepto que no se incluyé HHBA en el
dentifrico. En esta prueba, los discos de hidroxiapatita fueron tratados
con dentifrico que contenia HHBA o el placebo y se colocaron sobre una
placa de agar que contenia A. viscosus. La inhibicion del crecimiento
bacteriano alrededor de cada zona de discos se midi6 después de 48 horas
de incubacién y los resultados se presentan a continuacion en la Tabla
VIL

TABLA VII
Composicion Zona de Inhibicion en centimetros
Dentifrico de 1a Tabla IV 2,17
Dentifrico placebo 1,77

Los resultados registrados en la Tabla VII indican que el dentifrico
de la Tabla IV tuvo una zona mas alta de inhibicion que el dentifrico de
placebo, indicando una eficacia antibacteriana.

o Inhibicion del Crecimiento bacteriano sobre Hidroxiapatita

Los efectos antibacterianos del dentifrico de la Tabla IV se valoraron
por medio de una prueba de inhibicion del crecimiento con A. viscosus.
El dentifrico de placebo se prepar6d de la misma manera que el dentifrico
de la Tabla IV excepto que no se incluyé HHBA en el dentifrico. En esta
prueba, los discos de hidroxiapatita fueron tratados con el dentifrico y se
examind el crecimiento bacteriano midiendo 1a densidad 6ptica 2 610 nm
después de 24 horas después del tratamiento. Los resultados se presentan
a continuacién en la Tabla VIII,

TABLA VII
Composicion Densidad Optica Bacteriana a 610
nm 24 horas después del
tratamiento
Dentifrico de la Tabla IV 0,43
Dentifrico placebo 0,91
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Los resultados registrados en 1a Tabla VIII indican que se observé
una mayor densidad éptica (una medida del crecimiento bacteriano) con
el dentifrico de placebo, y una menor densidad éptica en los discos
tratados con el dentifrico de la Tabla IV, indicando que el dentifrico que
contiene HHBA proporcioné una eficacia antibacteriana.

Ejemplo IV

A continuacién en la Tabla IX se presentan los ingredientes de un
dentifrico de HHBA estable que contiene un polimero de policarboxilato
anidnico, Gantrez S-97.

TABLA IX

Ingrediente | % en peso

o
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Abrasivo de Silice 20.0
Sylodent 15 1.5
Glicerina 20.0
Carragenina lota 04

. Sorbitol (70%) 20.85
HHBA 0.3
Sacarina de sodio 0.3

Fluoruro de sodio 0.243
Sulfato de Laurilo de Sodio 1.5
Sabor 1.0
Propilenglicol 0.5
Di6xido de Titanio 0.5
Gantrez S-97 2.0
Celulosa de carboximetilo de sodio 1.1
Agua q.s.

La eficacia antibacteriana del dentifrico de la Tabla IX (Dentifrico Tabla
IX) y la de un dentifrico idéntico al dentifrico de la Tabla IX excepto que
se retir6 del dentifrico el Gantrez S-97 (Dentifrico C) s¢ determinaron
examinando la capacidad de cada dentifrico para inhibir el crecimiento de
bacterias. Para esta prueba, se prepar6 una lechada de cada dentifrico en
agua. Las lechadas se centrifugaron y el sobrenadante resultante se utilizé
para tratar durante 30 minutos discos de hidroxiapatita revestidos con
saliva. Los discos de hidroxiapatita tratados con dentifrico fueron lavados
con agua e incubados con un cultivo de Actinomyces viscosus. Se
determiné el crecimiento del cultivo 24 horas después de una incubacion
con los discos tratados con dentifrico. Los resultados de muestras
triplicadas se presentan a continuacion en la Tabla X e indican el
crecimiento bacteriano determinado midiendo la densidad 6ptica de cada
cultivo a 610 nm. Se utilizaron como control discos tratados con agua.

TABLA X
Tratamiento Densidad éptica bacteriana a 610 nm
Dentifrico Tabla IX 0.50
Dentifrico C 0.61
Control 1.49

Los resultados registrados en la Tabla X indican que, aunque el
dentifrico que contiene 0.3% por peso de HHBA (Dentifrico C) inhibe el
crecimiento de bacterias, como se evidencia por la menor densidad dptica
bacteriana, el dentifrico que contiene HHBA y Gantrez (Dentifrico Tabla
IX) es mas efectivo para inhibir el crecimiento bacteriano.
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REIVINDICACIONES

1. Un método pamm preparar una composicion oral
antibacteriana estable que contiene una lupulona hidrogenada,
comprendiendo el método preparar una mezcla previa de (1) una solucién
de la lupulona hidrogenada en una mezcla de aceite de sabor y un alcohol
alifitico con (2) una solucion humectante que contiene un agente
tensioactivo aniénico que ajusta el pH de las soluciones combinadas a un
rango de 8.0 a 10.5 y agregar después la mezcla previa a los otros
ingredientes de la composicion oral.

2. El método de la reivindicacién 1, en el que la lupulona
hidrogenada se hace presente en la composicién en una cantidad del
rango de alrededor de 0.003 a alrededor de 2.0% por peso.

3. El método de la reivindicacién 1, en el que la lupulona
hidrogenada es hexahidrolupulona.

4. El método de la reivindicacién 1, en el que la lupulona
hidrogenada es hexahidrocolupulona.

5. El método de reivindicacion 1, en el que Ia lupulona
hidrogenada es una mezcla de hexahidrocolupulona y hexahidrolupulona.

6. El método de la reivindicacién 1, en el que el agente
tensioactivo aniénico es sulfato de laurilo de sodio.

7.  El método de la reivindicacién 1, en el que el agente
tensioactivo aniénico se hace presente en la composicién en una cantidad
efectiva para estabilizar la lupulona hidrogenada.

8. El método de la reivindicacion 1, en el que el agente
tensioactivo aniénico se hace presente en la composicion oral en una
cantidad que varia desde alrededor de 0.25 a alrededor de 3.0% por peso.

9.  El método de la reivindicacion 1, en ¢l que el un polimero de
policarboxilato aniénico se hace presente en la composicién oral en una
cantidad de alrededor de 0.05 a alrededor de 5.0% por peso.

10. Una composicién oral estable preparada por el método de la
reivindicacion 1.

11. Una composicion oral antibacteriana estable que comprende
alrededor de 0.003 a alrededor de 2% por peso de una lupulona
hidrogenada y alrededor de 0.25 a 3.0% por peso de un agente
tensioactivo aniénico.
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12. La composicion oral de la reivindicacion 11, en la que un
polimero de policarboxilato aniénico se hace presente en una cantidad de
alrededor de 09.05 a alrededor de 5.0% por peso.

13. La composicién oral de la reivindicacion 12, en la que el
polimero de policarboxilato aniénico es un copolimero de anhidrido
maléico y éter de metilvinilo.

14. La composicién oral de la reivindicacién 11, que es una
pasta de diente. 5

15. La composicion oral de la reivindicacion 11, que es un
enjuague bucal.

RESUMEN

Una composicién antibacteriana oral estable que contiene una lupuiona
hidrogenada y un agente tensioactivo aniénico.

EN ESPANOL: La legalizacion ante el Consulado de Colombia en
Washington, D.C., Estados Unidos de América, bajo el nimero 2228 de
fecha 1 Septiembre, 2000.
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ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA DEL DOCUMENTO ANEXO
TERMINADA ESTE 28 DE OCTUBRE DE 2000.
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