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ANEXOS
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Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante. Fotocopia autenticada.
Traduccion de la solicitud internacional al espariol (Resumen, descripcion, reivindicaciones,
dibujos).
Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional de
Examen preliminar (IPEA).
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De ser el caso, certificado de depésito del material bioldgico.
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METABOLITOS PARA LA SALUD BUCAL Y USOS DE LOS MISMOS

RESUMEN DE LO REVELADO

La presente invencién provee varios métodos para el uso de perfiles de
metabolitos correlacionados con la enfermedad periodontal o un estado bucal
saludable para el diagnéstico de la enfermedad periodontal, la identificacién de
respondedores y/o no respondedores a los agentes terapéuticos para la
enfermedad periodontal, un método para probar la eficacia de los compuestos de
prueba que previenen la enfermedad periodontal. La presente invencion también
provee una composicion dentifrica que contiene una cantidad efectiva de un
agente terapeutico de metabolitos que genera un mayor cambio en los niveles de

metabolitos en comparacién con una composicién dentifrica de control.



METABOLITOS PARA LA SALUD BUCAL Y USOS DE LOS MISMOS

CAMPO DE LA INVENCION
La presente invencidn se relaciona con los perfiles de expresién diferencial
de los metabolitos en las enfermedades periodontales y los métodos de
diagnodstico de las enfermedades periodontaies en base a estos perfiles de
expresion diferencial. La presente invencién se relaciona ademas con métodos
de prondstico y/o evaluacién de la eficacia de los agentes terapéuticos para las
enfermedades periodontales en base a los perfiles de expresion diferencial.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las enfermedades periodontales estan entre las enfermedades infecciosas
mas comunes en los humanos (Pihlstrom ef al., 2005). Ademas de afectar los
tejidos bucales, las enfermedades periodontales también han sido asociadas con
diversas enfermedades sistémicas (Seymour et al., 2007). La gingivitis, la forma
moderada de las enfermedades, se caracteriza por la inflamacion del tejido
huesped y la acumulacién de la placa bacteriana alrededor del borde gingival. E!
tratamiento de la gingivitis por medio de practicas de higiene bucal mejoradas
puede invertir de manera significativa la condicion de la enfermedad. No
obstante, si no se trata, la gingivitis, puede conducir a una periodontitis mas
severa e irreversible, lo que involucra la pérdida progresiva del hueso alveolar
alrededor de los dientes y si se deja sin tratamiento, puede conducir al
aflojamiento y posterior pérdida de los dientes.

La mayor parte de las interacciones complejas entre los tejidos huésped y
la bacteria en las enfermedades periodontales se producen en los epitelios de la
zona de unién y crevicular. Muchas sustancias que son liberadas por la bacteria,
tales como las endotoxinas, proteasas, lipasas y sialidasas, han demostrado que
juegan roles significativos en el dafo del tejido huésped (Smaliey et al., 1994).
Sin embargo, la evidencia creciente sugiere que las enfermedades son también
mediadas por las respuestas inflamatorias de! tejido huésped a la bacteria (Van
Dyke y Serhan, 2003). Bajo la activacion de varias sefiales quimicas, los tejidos
huesped organizan un rango de respuestas complejas para combatir la bacteria.
Los leucocitos polimorfonucleares producen niveles crecientes de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y enzimas proteoliticas. La hiperactividad de esta
respuesta puede contribuir de forma inadvertida al dario del tejido huésped.



En la interfaz de los epitelios y placa bacteriana esta ei fluido crevicular
gingival {GCF) derivado del plasma. Debido a que el GCF puede ser recolectado
de manera no invasiva y es especifico al sitio, es una matriz ideal para estudiar las
interacciones huésped — bacteria (Embery y Waddington, 1894). Por medio del
uso de una variedad de analisis bioquimicos elegidos como objetivo, se han
propuesto muchos marcadores GCF potenciales para la enfermedad periodontal,
incluyendo: enzimas bacterianas y huésped, endotoxinas, acidos nucleicos,
proteinas, carbohidratos y lipidos, productos de la degradacién de colagenos y
huesos, inmunoglobulinas, citoguinas y hormonas (Embery y Waddington, 1994;
Prapulla et al., 2007; Karthikeyan y Pradeep, 2007; Akalin et al., 2007; Pradeep et
al., 2007). Sin embargo, a pesar de la abundancia de la informacién publicada, el
amplio alcance de las interacciones huésped - bacteria y los detalles mecanicos
de la progresién de la enfermedad sobre el metabolismo biogquimico celular ain

carecen de claridad.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencion provee un método para el diagnéstico de la salud
bucal en un sujeto en el cual se recolecta una muestra de fluido crevicular gingival
del sujeto y se detecta un nivel de uno o0 mas metabolitos en la muestra de fiuido
crevicular gingival. El sujeto se diagnostica como teniendo una enfermedad
periodontal o un estado bucal saludable sobre la base del nivel detectado del
metabolito.

La presente invencidn también revela un método para el diagnéstico de la
salud bucal en un paciente en el cual se recolecta una muestra de fluido crevicular
gingival del sujeto y se detecta un nivel de uno o mas metabolitos en ia muestra
de fluido crevicular gingival. El nivel del metabolito detectado en la muestra de
fluido crevicular gingival se compara con un nivel de referencia del metabolito para
de este modo generar un nivel diferencial. E! nivel de referencia del metabolito
corresponde a uno o0 mas de los siguientes: nivel de referencia periodontal o nivel
de referencia saludable. En una configuracion, el nivel diferencial entre el
metabolito detectado y el nivel de referencia periodontal se correlaciona con la
enfermedad periodontal. En ofra configuracion, el nivel diferencial entre el
metabolito detectado y el nivel de referencia saiudable se correlaciona con el
estado bucal saludable.

En dichas configuraciones, el metabolito detectado se puede escoger de:

un compuesto generado mediante el metabolismo de los aminoéacidos, un

41



compuesto generado en el ciclo de la urea, un compuesto generado en la
conversion del glutatién, un compuesto generado en el metabolismo de los lipidos,
un compuesto generado en el metabolismo de los carbohidratos, un compuesto
generado mediante el metabolismo del acido nucleico, vitaminas y co-factores.

La invencién también provee un método para el pronéstico de la respuesta
de un sujeto, por ejemplo, un respondedor ¢ no respondedor, para el uso de un

agente terapeutico para la enfermedad periodontal mientras se sigue un protocolo

estandar para el cuidado. Se genera un perfil de metabolitos de una muestra del

fluido crevicular gingival recolectada de un sujeto de prueba, en donde del perfil
de metabolitos incluye la identidad del metabolito asi como el nivel del metabolito.
El perfii de metabolitos del sujeto de prueba se compara con un peffil de
referencia del metabolito. El perfil de referencia del metabolito puede incluir uno o
mas de: un perfil de referencia del metabolito de un respondedor y un perfil de
referencia del metabolito de un no respondedor. Los resultados de la
comparacién se pueden utilizar para identificar al sujeto de prueba como un
respondedor o un no respondedor a los agentes terapéuticos. E! perfil de
referencia del metabolito se puede obtener de los sujetos quienes se beneficiaron
de los agentes terapéuticos estandares, con regresién de la enfermedad
periodontal o con prevencidn de la enfermedad periodontal. Este método se
podria utilizar para determinar si un sujeto de prueba es adecuado para participar
en un ensayo clinico de agente(s) terapéutico(s) de prueba.

La invencion tambien se relaciona con un método para el prondstico de la
repuesta de un sujeto de prueba, por ejemplo, respondedor o no respondedor, al
desarrollo de la enfermedad periodontal a la vez que se sigue un protocolo sin
cuidado estdndar. Se genera un perfil de metabolitos de la muestra del fluido
crevicular gingival recolectada del sujeto, en donde el perfil de metabolito incluye
la identidad del metabolito asi como el nivel del metabolito. El perfil de
metabolitos del sujeto de prueba se compara con un perfil de referencia del
metabolito, en donde el perfil de referencia del metabolito se genera a partir de un
sujeto de referencia respondedor y un sujeto de referencia no respondedor. El
perfil de referencia del metabolito incluye la identidad de referencia del metabolito
y el nivel de referencia del metabolito. Los resultados de la comparacion se
pueden utilizar para la identificacion del sujeto de prueba como un respondedor o
un no respondedor al desarrollo de la enfermedad periodontal.

La presente invencion provee ademas un kit de prueba para el cuidado

‘bucal el cual puede suministrar al usuario con una indicacién del estado de la

12.



salud bucal del usuario. EIl kit puede incluir una o mas tiras de recoleccién del
fluido crevicular gingiva!l y un diagnéstico del estado de la salud bucal del sujeto.
Las tiras de recoleccién del fluido crevicular gingival se pueden utilizar para
recolectar una muestra del fluido crevicular gingival y para recuperar los
metabolitos contenidos en la muestra del fluido crevicular gingival. El diagnéstico
del estado de la salud bucal de un sujeto se puede basar en los métodos de ia
presente invencién.

La presente invencion provee ademas una composicion dentrifica. La
composicion puede incluir una cantidad efectiva de un agente terapéutico de
metabolito. El agente terapéutico realiza un cambio en los niveles de metabolito
durante un pericdo de tiempo de por lo menos un mes en donde el nivel de
cambio del metabolito es mayor que un cambio correspondiente en los niveles de
referencia de metabolitos afectado por una composicidén dentrifica de control.

De acuerdo incluse con otro aspecto, la presente invencién provee un
dentifrico indicador de metabolito y un método para el uso del mismo en donde el
dentifrico incluye una composicion indicadora de metabolito que presenta un
indicador discernibie para el usuario luego de la exposicién a un metabolito y un
nivel de metabolito asociado con una enfermedad periodontal. En una
configuracion, el indicador discernible para el usuario corresponde a un cambio en
el color del dentifrico.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
Conforme se utiliza en todo este documento, los rangos se emplean como
abreviatura para describir todos y cada uno de los valores que estan dentro del
rango. Cualquier valor dentro del rango se puede seleccionar como la terminacion
del rango. Ademas, todas las referencias que se citan aqui estan incorporadas en

la presente como referencia en su totalidad.

Definiciones:

Conforme se utiliza en la presente, el término “nivel diferencial’ de un
metabolito puede incluir cualquier nivel incrementado o disminuido. En una
configuracién, nivel diferencial quiere decir un nivel que esta incrementado en: por
lo menos 5%, por lo menos 10%, por lo menos 20%, por 1o menos 30%, por lo
menos 40%, por lo menos 50%, por lo menos 60%, por lo menos 70%, por lo
menos 80%, por lo menos 90%, por lo menos 100%, por lo menos 110%, por lo
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menos 120%, por lo menos 130%, por 10 menos 140%, por lo menos 150% o mas.
En otra configuracion, nivel diferencial quiere decir un nivel que esta disminuido
en: por lo menos 5%, por lo menos 10%, por lo menos 20%, por lo menos 30%,
por io menos 40%, por lo menos 50%, por lo menos 60%, por lo menos 70%, por
lo menos 80%, por 1o menos 90%, por io menos 100% (es decir, el metabolito esta
ausente). Un metabolito se expresa a un nivel diferencial que es significativo
desde el punto de vista estadistico (es decir, un valor p de menos de 0,05 y/o un
valor p de menos de 0,10 determinado mediante el uso de la prueba T de Student,
prueba T de Welch o prueba de la suma de rangos de Wilcoxon).

Conforme se utiliza en la presente, “fluido crevicular gingival” quiere decir el
fluido que se encuentra alrededor del tejido gingival incluyendo la encia: la
membrana mucosa, con tejido fibroso de soporte, cubriendo el borde de apoyo de
los dientes de la mandibula.

Conforme se utiliza en la presente, “gingivitis” quiere decir una irritacion de
las encias originada por la placa bacteriana que se acumula en pequefias
concavidades entre las encias y los dientes y por calculos que se forman en los
dientes.

Conforme se utiliza en la presente, “estado bucal saludable” quiere decir la
ausencia de gingivitis y/o de la enfermedad periodontal.

Conforme se utiliza en la presente, el término “nivel” de uno o mas
metabolitos quiere decir la cantidad o concentracién absoluta o relativa del
metabolito en la muestra.

Conforme se utiliza en la presente, el término “metabolito” quiere decir
cualquier sustancia que es producida por medio del metabolismo o que es
necesaria para o que toma parte de un proceso metabdlico en particular. El
término no incluye las grandes macromoléculas, tales como las grandes proteinas
(por ejemplo, proteinas con pesos moleculares de mas de 2.000, 3.000, 4.000,
5.000, 6.000, 7.000, 8.000, 9.000 6 10.000), grandes &cidos nucleicos (por
ejemplo, acidos nucleicos con pesos moleculares de mas de 2.000, 3.000, 4.000,
5.000, 6.000, 7.000, 8.000, 9.000 6 10.000), o grandes polisacaridos (por ejemplo,
polisacaridos con pesos moleculares de mas de 2.000, 3.000, 4.000, 5.000, 6.000,
7.000, 8.000, 9.000 & 10.000). EI término metabolito incluye productos
intermedios y moléculas de sefalizacidn en las reacciones quimicas que
transforman la energia derivada de los alimentos en formas utilizables incluyendo,
pero no limitadas a, azucares, A&cidos grasos, aminoacidos nucleétidos,

antioxidantes, vitaminas, co-factores, lipidos, productos intermedios que se forman



durante los procesos celulares y otras pequefias moléculas.

Conforme se utiliza en la presente, “enfermedad periodontal” quiere decir
una inflacién del periodontio incluyendo el tejido gingival, o tejido de la encia: el
cemento, o capa externa de las raices de los dientes, el hueso alveolar o alveolo
dentario en e! cual los dientes estan fijados, y los ligamentos periodontales que
son las fibras de tejido conectivo que corren entre el cemento y el huevo alveolar e
incluye la gingivitis.

Conforme se utiliza en la presente,"nivel de referencia” de un metabolito
quiere decir un nivel de! metabolito que es indicativo de un estado particular de la
enfermedad, estado bucal, fenotipo, o carencia de los mismos, asi como también
combinaciones de los estados de la enfermedad, fenotipos o carencia de los
mismos. En una configuracién, un nivel de referencia periodontal de un
metabolito quiere decir un nivel del metabolito que es indicativo de un diagnéstico
positivo de la enfermedad periodontal en un sujeto. En otra configuracion, un
“nivel de referencia saludable” de un metabolito quiere decir un nivel de un
metabolito que es indicativo de un diagndstico positivo de un estado bucal
saludable en un sujeto.

En una configuracién, un “nivel de referencia” de un metabolito puede ser
uno o mas de los siguientes: cantidad o concentracién absoluta o relativa del
metabolito, presencia o ausencia del metabolito, un rango de cantidad o
concentracion del metabolito, un minimo y/o maximo de la cantidad o
concentracidn del metabolito, un promedio de la cantidad o concentracion del
metabolito y/o una mediana de la cantidad o concentracién del metabolito. En
otra configuracién, los "niveles de referencia” para las combinaciones de los
metabolitos pueden ser también las relaciones de las cantidades o
concentraciones absolutas o relativas de dos o mas metabolitos con respecto uno
del otro. Los niveles de referencia positivos o negativos apropiados de los
metabolitos para un estado de enfermedad en particular, fenotipo o carencia del
mismo, se pueden determinar mediante la medicién de los niveles de los
metabolitos deseados en uno o mas sujetos adecuados, y dichos niveles de
referencia pueden ser ajustados a la medida para poblaciones especificas de
sujetos (por ejemplo, un nivel de referencia puede ser equiparado en edades de
manera que se pueden realizar comparaciones entre los niveles de metabolitos en
muestras de sujetos de una cierta edad y los niveles de referencia para un estado
particular de la enfermedad, fenotipo o carencia del mismo en un grupo de cierta
edad). En otra configuracidn, los niveles de referencia pueden ser ajustados a la



medida para técnicas especificas que se utilizan para la medicion de los niveles
de los metabolitos en muestras bioldgicas (por ejemplo, LC-MS, GC-MS, etc.), en
donde los niveles de metabolitos pueden diferir en base a la técnica especifica
que se utilice.

En otra configuracién, “un metabolito de referencia” puede incluir por 1o
menos un compuesto que se escoge de un compuesto generado mediante el
metabolismo de los aminoacidos, un compuesto generado en el ciclo de la urea,
un compuesto generado en la conversiéon del glutation, un compuesto generado
en el metabolismo de los lipidos, un compuesto generado en el metabolismo de
los carbohidratos, un compuesto generado mediante el metabolismo del acido
nucleico, vitaminas y co-factores. En ofra configuracién, el “metabolito de
referencia” puede incluir uno 0 mas compuestos que se mencionan en las Tablas
1, 2, 3, 4 y 5. Incluso en ofra configuracién, los “metabolitos de referencia”
pueden incluir uno © mas compuestos de inosina, hipoxantina, xantina, guanosina,
guanina, leucina, isoleucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina,
treonina, triptéfano, tirosina, valina, acido fenilacético, acido a-hidroxiisocaproico,
acido 5-amino valérico, colina, glicerol-3-fosfato, acido N-acetilneuraminico, acido
urico, glutation reducido, glutatién oxidado, acido ascérbico y glutamina. Incluso
en otra configuracién, los “metabolitos de referencia” pueden incluir uno o mas
compuestos no conocidos que se mencionan en la Tabla 5.

Conforme se utiliza en la presente, el término “muestra” o “muestra
bioldgica™ quiere decir material biolégico aislado de un sujeto. La muestra
biolégica puede incluir cualquier material biolégico adecuado para la deteccion de
los metabolitos deseados, o puede comprender material celular y/o no celular del
sujeto. En una configuracion, la muestra puede ser aislada de cualquier fluido
crevicular gingival (GCF) adecuado.

La presente invencion se relaciona con los perfiles de expresion diferencial
de metabolitos en las enfermedades periodontales y con métodos que se basan
en estos perfiles de expresién diferencial.

1. Perfiles de Expresion Diferencial
A. Metabolitos

Los metabolitos de la enfermedad periodontal descritos en la

presente se descubrieron mediante el uso de técnicas de perfilado metabolémico.
Dichas técnicas de perfilado metabolémico se describen con mayor detalle en los
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Ejemplos que se exponen mas adelante, asi como también en la patente
estadounidense No. 7,005.255 y las solicitudes de patente estadounidense
inscripcion  Nos. 11/357.732, 10/695.265 (Publicaciéon No. 2005/0014132),
11/301.077 (Publicacion No. 2006/0134676), 11/301.078 (Publicacién No.
2006/0134677), 11/301.079 (Publicacién No. 2006/0134678) y 11/405.033, cuyos
contenidos se incorporan en su totalidad en la presente.

Las Tablas 1 a 5 clasifican una serie de metabolitos que se correlacionan
con el estado bucal saludable o la enfermedad periodontal.

Aunque las identidades de algunos de los compuestos de metabolitos y no
metabolitos no son conocidos en la actualidad, dichas identidades no son
necesarias para la identificacion de los compuestos de metabolitos o no
metabolitos en las muestras biolégicas de los sujetos, ya que los compuestos “sin
nombre” han sido caracterizados suficientemente por medio de técnicas analiticas
que permiten dicha identificacion. La caracterizacidon analitica de todos los
compuestos “sin nombre” se expone en la Tabla 5. Dichos compuestos de
metabolitos y no metabolitos “sin nombre” se designan en la presente mediante el
uso de la nomenclatura “Dental” seguida por un nimero de compuesto especifico.
La Tabla 5 lista un grupo de metabolitos no conocidos que se correlacionan con el
estado bucal saludable o la enfermedad periodontal.

B. Perfiles de Expresion

Por lo general, los perfiles de los metabolitos se determinaron para
muestras biologicas de los sujetos humanos diagnosticados con una enfermedad
periodontal, asi como también de los sujetos humanos saludables. Los perfiles de
expresion para las muestras biolégicas de los sujetos con enfermedad periodontal
fueron comparados con los perfiles de expresion para los sujetos biologicos que
se recolectaron de los sujetos saludables. Se identificaron aquellas moléculas o
compuestos expresados diferencialmente, incluyendo aquéllos expresados
diferencialmente a un nivel que es significativo desde el punto de vista estadistico,
en los perfiles de expresiébn de las muestras de enfermedad periodontal
comparadas con las muestras sin enfermedad.

El disefio experimental, las plataformas de perfilado de expresion del
metabolito, los métodos y analisis estadisticos asi como los resultados, se
discuten con mayor detalle en los Ejemplos.

¥



L. Métodos basados en las perfiles de metabolitos

En algunas de las configuraciones, la presente invencion se relaciona con
los meétodos analiticos y de diagndstico que se basan en los perfiles de
metabolitos para las enfermedades periodontales incluyendo, pero no estando
limitados a: metodos para el diagnostico de las enfermedades periodontales,
meétodos para el monitoreo de la progresion/ regresion de las enfermedades
periodontales, métodos para la valoracidn de la eficacia de las composiciones
para el tratamiento de las enfermedades periodontales, métodos para el
tratamiento de las enfermedades periodontales y similares. En una configuracion,
los perfiles de metabolitos pueden ser generados a partir de un fiuido crevicular
gingival de una muestra.

A. Métodos para el diagnéstico de la salud bucal o enfermedad
periodontal

Un aspecto de la presente invencion se relaciona con el diagnostico del
desarrolio de la enfermedad periodontal. En una configuracién, el diagnéstico se
puede realizar antes de la aparicion de las sefales clinicas del desarrollo de la
enfermedad. En una configuracién, la presente invencioén provee un método para
el diagndstico de la salud bucal en un sujeto en el cual se recolecta una muestra
de fluido crevicular gingival del sujeto y se detecta un nivel de uno o mas
metabolitos en la muestra de fluido crevicular gingival. El sujeto es diagnosticado
que tiene la enfermedad periodontal o un estado bucal saludable en base al nivel
del(los) metaboiito(s) detectado(s). En una configuracidn, el metabolito detectado
es por lo menos un compuesto que se escoge de: un compuesto generado
mediante el metabolismo de los aminoacidos, un compuesto generado en el ciclo
de la urea, un compuesto generado en la conversion del giutation, un compuesto
generado en el metabolismo de los lipidos, un compuesto generado en el
metabolismo de los carbohidratos, un compuestc generado mediante el
metabolismo del acido nucleico, vitaminas y co-factores. En otra configuracion,
los metabolitos detectados pueden inciuir uno o mas compuestos que se
mencionan en las Tablas 1, 2, 3, 4 y 5. En una configuracién, un diagnéstico de la
enfermedad periodontal corresponde a una regulacién por incremento de uno o
mas de los siguientes compuestos: inosina, hipoxantina, xantina, guanosina,
guanina, leucina, isoleucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina,

treonina, triptéfano, tirosina, valina, 4cido fenilacético, acido a-hidroxiisocaproico,
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acido 5-amino valérico, colina, glicerol-3-fosfato y acido de N-acetilneuraminico.
En otra configuracién, un diagnéstico de la enfermedad periodontal corresponde a
una regulacion por disminucidn de uno ¢ mas siguientes compuestos: acido Urico,
glutation reducido, glutatidon oxidado, acido ascérbico y glutamina.

En otra configuracion, la presente invencién revela un método para el
diagnéstico de la salud bucal en un sujeto en el cual se recolecta una muestra de
fluido crevicular gingival del sujeto y se detecta un nivel de uno o mas metabolitos
en la muestra de fluido crevicular gingival. Los niveles de los metabolitos
detectados en la muestra de fluido crevicular gingival se comparan con un nivel de
referencia del metabolito en donde el nivel de referencia del metabolito se
cofrelaciona con uno o mas de los siguientes: la enfermedad periodontal o el
estado bucal saludable. En una configuracion, los niveles detectados de
metabolito se comparan con uno 0 mas de los siguientes: niveles de referencia
periodontal y niveles de referencia saludable para ayudar en el diagnostico o para
diagnosticar si el sujeto tiene una enfermedad periodontal o un estado bucal
saludable. En una configuracion, los niveles detectados de uno o mas metabolitos
se pueden comparar mediante el uso de una simpie comparacion (por ejemplo,
una comparacion manual). En otra configuracion, los niveles detectados de uno o
mas metabolitos en la muestra bioclégica también se pueden comparar utilizando
uno o mas analisis estadisticos (por ejemplo, prueba T, prueba T de Wech,
prueba de suma de rangos de Wilcoxon, bosque de arboles aleatorios).

En una configuracion, la muestra puede ser una muestra de fluido
crevicular gingival que se obtiene de la cavidad bucal de un sujeto. En una
configuracion, el metabolito detectado puede ser un compuesto que se escoge de:
un compuesto generado mediante el metabolismo de los aminoacidos, un
compuesto generado en el ciclo de la urea, un compuesto generado en la
conversion del glutation, un compuesto generado en el metabolismo de los lipidos,
un compuesto generado en el metabolismo de los carbohidratos, un compuesto
generado mediante el metabolismo del acido nucleico, vitaminas y co-factores.
En otra configuracién, los metabolitos pueden incluir uno o mas de los
compuestos que se mencionan en las Tablas 1, 2, 3,4 y 5.

En otra configuracion, la etapa de comparacién puede incluir la
comparacion del nivel de metabolito detectado con los niveles de referencia
periodontal o niveles de referencia saludable. En una configuracion, los niveles
detectados de uno o mas metabolitos en una muestra que corresponden a los

niveles de referencia periodontal pueden ser uno o méas de los siguientes: niveles
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detectados que son I0s mismos que los niveles de referencia periodontal, niveles
detectados que son sustancialmente los mismos que los niveles de referencia
periodontal, niveles detectados que estén por encima y/o por debajo del minimo
ylo maximo de los niveles de referencia periodontal, y/o niveles detectados que
estan dentro del rango de los niveles de referencia periodontal. Dichos niveles
detectados pueden ser indicativos de un diagnostico de enfermedad periodontal
en el sujeto. En otra configuracion, los niveles detectados de uno o mas
metabolitos en una muestra que corresponden a niveles de referencia saludable
pueden ser uno o mas de los siguientes: niveles detectados que son los mismos
que los niveles de referencia saludable, niveles detectados que son
sustancialmente los mismos que los niveles de referencia saludable, niveles
detectados que estan por encima y/o por debajo del minimo y/o maximo de los
niveles de referencia saludable, y/o niveles detectados que estan dentro del rango
de los niveles de referencia saludable. Dichos niveles detectados pueden ser
indicativos de un diagnéstico de un estado bucal saludable en el sujeto.

En una configuracién, los niveles detectados de uno o mas metabolitos,
que se expresan diferencialmente (especialmente a un nivel que es significativo
desde el punto de vista estadistico) por el sujeto de prueba en comparacién con
los niveles de referencia periodontal pueden ser indicativos de un diagnoéstico de
enfermedad periodontal en un sujeto. En otra configuracion, los niveles
detectados de uno o mas metabolitos que se expresan diferencialmente
(especialmente a un nivel que es significativo desde el punto de vista estadistico)
por el sujeto de prueba en comparacion con los niveles de referencia saludable
pueden ser indicativos de un diagnéstico de un estado bucal saludable en un
sujeto.

En una configuracién, los niveles determinantes de ias combinaciones de
los metabolitos detectados pueden: permitir mayor sensibilidad y especificidad en
el diagnostico de la enfermedad periodontal o de un estado bucal saludabie,
ayudar en el diagnostico de la enfermedad periodontal o del estado bucal
saludable, y permitir mejor diferénciacién entre la enfermedad periodontal y el
estado bucal saludable que pueden tener metaboiitos similares o superpuestos.
En una configuracion, las relaciones de los niveles detectados de ciertos
metabolitos (y compuestos sin metabolitos) en muestras biolégicas pueden:
permitir mayor sensibilidad y especificidad en el diagnéstico de una enfermedad
periodontal o de un estado bucal saludable, ayudar en el diagnéstico de la

enfermedad periodontal o del estado bucal saludable, y permitir mejor
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diferenciacion del estado bucal saludable, estado bucal de gingivitis 0 enfermedad
periodontal, una de otra y de otras enfermedades que pueden tener metabolitos

similares o superpuestos.

B. Métodos para la identificacion de sujetos para los ensayos clinicos

La invencion también se relaciona con un método para el prondstico de una
respuesta del sujeto, por ejemplo, respondedor o no respondedor, al uso de un
agente terapéutico para la enfermedad periodontal o una carencia en el uso de un
agente terapéutico para la enfermedad periodontal.

Tal como se utiliza en la presente, “respondedor” quiere decir un sujeto que
muestra: un decrecimiento en los niveles de metabolitos que se correlaciona con
la enfermedad periodontal, un incremento en los niveles de metabolitos gque se
correlaciona con ia enfermedad periodontal, un decrecimiento en los niveles de
metabolitos que se correlaciona con el estado bucal saludable y un incremento en
los niveles de metabolitos que se correlaciona con el estado bucal saludable.

Tail como se utiliza en la presente, “no respondedor” quiere decir un sujeto
que no muestra cambios en los niveles de metabolitos que se correlacionan con la

enfermedad periodontal o el estado bucal saludable.

1. Método para la identificacion de un respondedor ¢ no respondedor
a un agente terapéutico

Un aspecto de ia presente invencion se relaciona con un método que se
puede utilizar para determinar si un sujeto es adecuado para participar en un
ensayo clinico de agente(s) terapéutico(s) de prueba para el tratamiento de ia
enfermedad periodontal. Durante el desarrollo de los ensayos clinicos para los
agentes terapéuticos de prueba, algunos sujetos pueden no mostrar evidencia de
estar respondiendo al agente terapeutico de prueba mientras se sigue un
protocolo de prueba durante el periodo de tiempo del ensayo, es decir, no
respondedor. Por ejemplo, un examen bucal del sujeto puede no mostrar cambios
en los sintomas tales como: encias inflamadas, rojizas o sangrantes, recesién
gingival, dientes flojos o separados, mal aliento, etc. Un sujeto no respondedor no
es un participante deseable en un ensayo clinico porque se puede obtener, si
hubiere, informacion limitada de la patticipacion del sujeto no respondedor en el
ensayo. Seria ventajoso poder identificar un no respondedor al inicio del ensayo

clinico o durante las primeras etapas del ensayo clinico para asi eliminar el sujeto
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no respondedor del grupo de sujetos de prueba.

El método de la invenciéon, que se describe a continuacidon, provee la
identificacién de los sujetos respondedores y los sujetos no respondedores a un
agente terapéutico. En una configuracion, el método incluye la generacién de un
perfil de metabolito de una muestra de fluido crevicular gingival recolectada de un
sujeto de prueba mientras se sigue un protocolo de prueba, en donde e! perfil de
metabolitos incluye la identidad del metabolito y el nivel del metabolito y la
comparacion del perfil de metabolito del sujeto de prueba con un perfil de
metabolito de referencia. El perfil de metabolito de referencia puede incluir uno o
mas de: un perfil de metabolito de un respondedor de referencia y un perfil de
metabolito de un no respondedor de referencia. Los resultados de la comparacion
se pueden utilizar para identificar el sujeto de prueba como respondedor o no
respondedor al agente terapéutico. En una configuracion, la comparacion se
puede llevar a cabo utilizando una comparacién simple (por ejemplo, una
comparacién manual). En otra configuracién, la comparacion se puede realizar
utilizando uno o mas andlisis estadisticos (por ejemplo, prueba T, prueba T de
Welch, prueba de suma de rangos de Wilcoxon y bosque de arboles aleatorios).

En una configuracion, el perfil de metabolito del respondedor de referencia
puede ser generado a partir de la muestra de fluido crevicular gingival de uno o
mas sufetos respondedores de referencia quienes mostraron la regresion de la
enfermedad periodontal o la prevencion de la enfermedad periodontal cuando se
utilizé un dentifrico conteniendo un agente terapéutico estandar de acuerdo con
un protocolo para el cuidado estadndar durante la cantidad de dias del protocolo
para el cuidado estandar. En otra configuracién, e! perfil de metabolito del no
respondedor de referencia puede ser generado a partir de la muestra de fluido
crevicular gingival de uno o mas sujetos no respondedores de referencia quienes
no mostraron cambios en la enfermedad periodontal cuando utilizaron un
dentifrico conteniendo un agente terapéutico estdndar de acuerdo con un
protocolo para el cuidado estandar durante la cantidad de dias del protocolo para
el cuidado estandar. El protocolo para el cuidado estandar puede incluir
instrucciones, tales como, duracién del cepillado, numero de veces por dia,
cantidad de dias, uso de otros productos para el cuidado bucal, etc.

El sujeto respendedor de referencia y/o el sujeto no respondedor de
referencia pueden ser uno o méas de los siguientes: un sujeto respondedor de
referencia y/o un sujeto no respondedor de referencia identificado como teniendo

un estado bucal saludable en base a la evaluacion clinica por un profesional
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dental, un sujeto respondedor de referencia y/fo un sujeto no respondedor de
referencia identificado como teniendo gingivitis en base a la evaluacién clinica por
un profesional dental, y un sujeto respondedor de referencia y/o un sujeto no
respondedor de referencia identificado como teniendo la enfermedad periodontal
en base a la evaluacion clinica por un profesional dental.

En wuna configuracién, el agente terapéutico estandar regula por
disminucion por lo menos un elemento que se escoge de: inosina, hipoxantina,
xantina, guanosina, guanina, leucina, isoleucina, lisina, metionina, fenilalanina,
prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina, valina, acido fenilacético, acido a-
hidroxiisocaproico, acido 5-amino valérico, colina, glicerol-3-fosfato, acido de N-
acetilneuraminico para el sujeto de referencia. En otra configuracién, el agente
terapéutico estandar regula por incremento por lo menos un elemento que se
escoge de: acido urico, glutation reducido, glutation oxidado, acido ascérbico y
glutamina. Incluso en ofra configuracion, el agente terapéutico estandar regula
por incremento o regula por disminucién por lo menos un elemento de los no
conocidos que se mencionan en la Tabla 5.

En una configuracién, el perfil de metabolito del sujeto de prueba se puede
generar a partir de una ¢ mas muestras de fluido crevicular gingival que se
pueden recolectar del sujeto de prueba en una Unica etapa de recoleccion antes
de iniciar un protocolo para el cuidado estandar. En otra configuracion, el perfil de
metabolitc del sujeto de prueba puede ser recolectado a partir de una o mas
muestras de fluido crevicular gingival que se pueden obtener del sujeto de prueba
en una Unica etapa de recoleccion después que el sujeto de prueba ha seguido un
protocolo para el cuidado estandar por un namero prescrito de dias. En una
configuracion, el perfil de metabolito del sujeto de prueba se puede determinar a
partir de una o mas muestras de fluido crevicular gingival que se pueden
recolectar del sujeto de prueba en multiples etapas de recoleccion, cada etapa de
recoleccion se produce en diferentes dias después que el sujeto de prueba ha
seguido un protocolo para el cuidado estandar por un nimero prescrito de dias.

En una configuracion, la identidad del metabolito del sujeto de prueba
puede corresponder a un compuesto que se escoge de: un compuesto generado
mediante el metabolismo de los aminoacidos, un compuesto generado en el ciclo
de la urea, un compuesto generado en la conversién del glutatién, un compuesto
generado en el metabolismo de los lipidos, un compuesto generado en el
metabolismo de los carbohidratos, un compuesto generado mediante el

metabolismo del acido nucleico, vitaminas y co-factores. En otra configuracion, la
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identidad del metabolito del sujeto de prueba puede incluir uno o mas de los
compuestos que se mencionan en las Tablas 1,2, 3,4y 5.

En otra configuracion, la etapa de comparacion puede incluir la
comparacion del nivel de metabolito del sujeto de prueba con los niveles de
referencia del respondedor y los niveles de referencia del no respondedor. En
una configuracion, los niveles de metabolitos del sujeto de prueba que pueden
corresponder a los niveles de referencia de metabolitos del respondedor pueden
ser uno o mas de los siguientes: niveles de metabolitos que son los mismos que
los niveles de referencia de metabolitos del respondedor, niveles de metabolitos
que son sustancialmente los mismos que los niveles de referencia de metabolitos
del respondedor, niveles de metabolitos que estan por encima y/o por debajo del
minimo y/o maximo de los niveles de referencia de metabolitos del respondedor,
y/o niveles de metabolitos que estan dentro del rango de los niveles de referencia
de metabolitos del respondedor. Dichos niveles de metabolitos pueden ser
indicativos de una identificacion del sujeto de prueba como un respondedor a los
agentes terapéuticos. En otra configuracion, los niveles de metabolitos del sujeto
de prueba que pueden corresponder a niveles de referencia de metabolitos del no
respondedor pueden ser uno © mas de los siguientes: niveles de metabolitos que
son los mismos que los niveles de referencia de metabolitos del no respondedor,
niveles de metabolitos que son sustancialmente los mismos que los niveles de
referencia de metabolitos del no respondedor, niveles de metabolitos que estan
por encima y/o por debajo del minimo y/o maximo de los niveles de referencia de
metabolitos del no respondedor, y/o niveles de metabolitos que estan dentro del
rango de los niveles de referencia de metabolitos del no respondedor. Dichos
niveles pueden ser indicativos de un diagnoéstico para una identificacion del sujeto
de prueba como un no respondedor a los agentes terapéuticos.

En una configuracién, los niveles de metabolitos de uno o mas metabolitos
que se expresan diferencialmente (especialmente a un nivel que es significativo
desde el punto de vista estadistico)} del sujeto de prueba comparados con los
niveles de referencia del respondedor pueden ser indicativos de una identificacién
de un sujeto como un respondedor a los agentes terapéuticos. En otra
configuracion, los niveles de metabolitos de uno o mas metabolitos que se
expresan diferencialmente (especialmente a un nivel que es significativo desde el
punto de vista estadistico) del sujeto de prueba comparados con los niveles de
referencia del no respondedor pueden ser indicativos de una identificacion de un

sujeto como un no respondedor a los agentes terapéuticos.
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2. Método para la identificacion de un respondedor ¢ no respondedor

al desarrollo de la enfermedad periodontal

De acuerdo con un aspecto, la presente invencion provee un método que
se puede utilizar para determinar si un sujeto es adecuado para participar en un
ensayo clinico del(los) agente(s) terapéutico(s) para el tratamiento de la
enfermedad periodontal, en donde el sujeto es susceptible al desarrollo de la
enfermedad periodontal. En algunos casos, un ensayo clinico de un agente
terapeutico de prueba puede ser conducido priméro mediante la generacidon de
gingivitis en una o mas secciones de los dientes en la cavidad bucal de un sujeto.
Esto se puede realizar utilizando un protocolo sin cuidado en donde se coloca una
capa protectora en una o mas secciones de los dientes de manera que la(s)
seccion(es) protegida(s) de los dientes no reciben ninguna forma de higiene bucal.
Posterior al desarrollo de la gingivitis, el sujeto puede utilizar un agente
terapéutico de prueba de acuerdo con un protocolo para el cuidado para tratar la
gingivitis. En algunos casos, un sujeto puede no mostrar evidencia de gingivitis
durante el periodo de tiempo del protocolo sin cuidado.

En una configuracion de {a presente invencién, un método incluye la
generacion de un perfil de metabolito de la muestra de fluido crevicular gingival
recolectada de un sujeto de prueba mientras sigue un protocolo estandar sin
cuidado, en donde el perfil de metabolitos incluye la identidad del metabolito y el
nivel de metabolitos y la comparacion del perfil de metabolitos del sujeto de
prueba con un perfil de referencia de metabolitos. El perfil de referencia de
metabolitos puede incluir uno o mas de: un perfil de referencia de metabolitos de
un respondedor y un perfil de referencia de metabolitos de un no respondedor.
Los resultados de la comparacion se pueden utilizar para la identificaciéon del
sujeto de prueba como respondedor o no respondedor al desarrollo de la
enfermedad periodontal. En una configuracién, la comparacion puede llevarse a
cabo utilizando una comparacion simple (por ejemplo, una comparacién manual).
En otra configuracion, la comparacion se puede realizar utilizando uno o mas
analisis estadisticos (por ejemplo, prueba T, prueba T de Welch, prueba de suma
de rangos de Wilcoxon, bosque de arboles aleatorios).

En una configuracién, el perfil de referencia de metabolitos del respondedor
se puede obtener a partir de la muestra de fluido crevicular gingival de uno o mas

sujetos de referencia respondedores quienes siguieron un protocolo estandar sin
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cuidado y desarrollaron la enfermedad periodontal durante la extension de tiempo
del protocolo. En otra configuracion, el perfil de referencia de metabolitos del no
respondedor se puede obtener de la muestra de fluido crevicular gingival de uno o
mas sujetos de referencia no respondedores quienes no desarrollaron la
enfermedad periodontal durante la extension de tiempo de un protocolo estandar
sin cuidado. El protocolo estandar sin cuidado bucal puede incluir uno 0 mas de
los siguientes: ausencia del cepillado para un numero prescrito de dias, llevar una
capa protectora en una o mas secciones de los dientes a la vez que se cuidan las
otras secciones de los dientes de acuerdo con un protocolo que describe la
duracion del cepillado, cantidad de cepiliados por dia, cantidad de dias y el uso de
dispositivos mecanicos para la higiene bucal.

En una configuracion, el protocolo estandar sin cuidado regula por
incremento por lo menos un elemento que se escoge de: inosina, hipoxantina,
xantina, guanosina, guanina, leucina, isoleucina, lisina, metionina, fenilalanina,
prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina, valina, acido fenilacético, acido a-
hidroxiisocaproico, acido 5-amino valérico, colina, glicerol-3-fosfato y acido de N-
acetilneuraminico para el sujeto de referencia. En otra configuracién, el protocolo
estandar sin cuidado regula por disminucién por [0 menos un elemento que se
escoge de: acido urico, glutation reducido, glutation oxidado, acido ascorbico y
glutamina para el sujeto de referencia. Incluso en otra configuracién, el agente
terapéutico estandar regula por incremento o regula por disminucion por lo menos
un elemento de Ilos no conocidos que se mencionan en la Tabla 5.

En una configuracion, e! perfil de metabolitos del sujeto de prueba se puede
generar a partir de una o mas muestras del fluido crevicular gingival que se
pueden obtener del sujeto de prueba en una sola etapa de recoleccion antes de
iniciar un protocolo estandar sin cuidado. En otra configuracion, el perfil de
metabolitos del sujeto de prueba se puede generar a partir de una o mas
muestras del fluido crevicular gingival que se pueden obtener del sujeto de prueba
en una sola etapa de recoleccion después de que el sujeto de prueba ha seguido
un protocolo estandar sin cuidado durante un nimero prescrito de dias. En una
configuracion, el perfil de metabolitos del sujeto de prueba puede ser determinado
a partir de una o mas muestras del fluido crevicular gingival que se pueden
obtener del sujeto de prueba en multiples etapas de recoleccién, cada etapa de
recolecciéon teniendo lugar en un dia diferente después de que el sujeto de prueba
ha seguido un protocolo estandar sin cuidado durante un numero prescrito de
dias.
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En una configuracion, la identidad del metabolito del sujeto de prueba
puede corresponder a un compuesto que se escoge de: un compuesto generado
mediante el metabolismo de los aminoacidos, un compuesto generado en el ciclo
de la urea, un compuesto generado en la conversién del glutatidn, un compuesto
generado en el metabolismo de los lipidos, un compuesto generado en el
metabolismo de los carbohidratos, un compuesto generado mediante el
metabolismo del &cido nucleico, vitaminas y co-factores. En otra configuracion, la
identidad del metabolito del sujeto de prueba puede incluir uno o mas compuestos
de los que se mencionan en las Tablas 1,2, 3,4y 5.

En otra configuracion, la etapa de comparacion puede incluir la
comparacién del nivel de metabolitos con los niveles de referencia del
respondedor y los niveles de referencia del no respondedor. En una
configuracion, los niveles de metabolitos del sujeto de prueba que pueden
corresponder con los niveles de referencia de metabolitos del respondedor
pueden ser uno o mas de los siguientes: niveles de metabolitos que son los
mismos que los niveles de referencia de metabolitos del respondedor, niveles de
metabolitos que son sustancialmente los mismos que los niveles de referencia de
metabolitos del respondedor, niveles de metabolitos que estan por encima y/o por
debajo del minimo y/o maximo de los niveles de referencia de metabolitos del
respondedor, y/o niveles de metabolitos que estan dentro del rango de los niveles
de referencia de metabolitos del respondedor. Dichos niveles de metabolitos
pueden ser indicativos de una identificacion del sujeto de prueba como un
respondedor a un protocolo sin cuidado, por ejemplo, desarrollo de la gingivitis y/o
de la enfermedad periodontal. En otra configuracion, los niveles de metabolitos
del sujeto de prueba que pueden corresponder a los niveles de referencia de
metabolitos del no respondedor pueden ser uno o mas de los siguientes: niveles
de metabolitos que son los mismos que los niveles de referencia de metabolitos
del no respondedor, niveles de metabolitos que son sustancialmente los mismos
que los niveles de referencia de metabolitos del no respondedor, niveles de
metabolitos que estan por encima y/o por debajo del minimo y/o maximo de los
niveles de referencia de metabolitos del no respondedor, yfo niveles de
metabolitos que estan dentro del rango de los niveles de referencia de metabolitos
del no respondedor. Dichos niveles pueden ser indicativos de un diagnéstico de
una identificacion del sujeto de prueba como un no respondedor a un protocolo sin
cuidado, por ejemplo, no desarrolla gingivitis y/o enfermedad periodontal.

En una configuracion, los niveles de metabolitos de uno o mas metabolitos
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que se expresan diferencialmente (especialmente a un nivel que es significativo
desde el punto de vista estadistico) por el sujeto de prueba comparados con los
niveles de referencia del respondedor pueden ser indicativos de una identificacion
de un sujeto como un respondedor a un protocolo sin cuidado. En otra
configuracion, los niveles de metabolitos de uno 0 mas metabolitos que se
expresan diferencialmente (especialmente a un nivel que es significativo desde el
punto de vista estadistico) por el sujeto de prueba comparados con los niveles de
referencia del no respondedor pueden ser indicativos de una identificacién de un

sujeto como un no respondedor a un protocolo sin cuidado.

C. Métodos para la evaluacién de la eficacia de un compuesto de
prueba en un dentifrico

La presente invencion también provee un método para la determinacion de
la eficiencia de un compuesto de prueba Util en el tratamiento del desarrollo de la
enfermedad periodontal en un mamifero. En una configuracion, el método incluye
la deteccion de un nivel de metabolitos de post-tratamiento a partir de una
muestra de fluido crevicular gingival de un sujeto después del tratamiento con un
compuesto de prueba. El nivel de metabolitos de post-tratamiento puede ser
comparado con uno o mas de los siguientes: niveles de metabolitos de pre-
tratamiento del sujeto; niveles de referencia periodontal y niveles de referencia
saludable. En una configuracion, el método puede incluir la etapa de determinar
si el compuesto de prueba regula por disminucién por lo menos un elemento que
se escoge de: inosina, hipoxantina, xantina, guanosina, guanina, leucina,
isoleucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptéfano,
tirosina, valina, acido fenilacético, acido a-hidroxiisocaproico, acido 5-amino
valerico, colina, glicerol-3-fosfato y acido de N-acetiineuraminico. En oftra
configuracion, el método puede incluir la etapa de determinar si el compuesto de
prueba regula por incremento por lo menos un elemento que se escoge de: acido
urico, glutatidn reducido, glutation oxidado, acido ascorbico y giutamina. En otra
configuracion, el método puede incluir la etapa de determinar si el compuesto de
prueba regula por incremento o regula por disminucién por lo menos un elemento
de los no conocidos que se mencionan en 1a Tabla 5.

En otra configuracién, el nivel de metabolitos de pre-tratamiento se puede
obtener mediante |la deteccion de un nivel de metabolitos de pre-tratamiento de
una primera muestra de fluido crevicular gingival recolectada del sujeto en un
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primer punto en el tiempo. Se puede aplicar un dentifrico que contiene el
compuesto de prueba en una cavidad bucal del sujeto de acuerdo con un
protocolo prescrito. En un segundo punto en el tiempo después de la aplicacion
del dentifrico, se detecta el nivel de metabolitos de post-tratamiento de una
segunda muestra de fluido crevicular gingival. El nivel de metabolitos de pre-
tratamiento se puede comparar con el nivel de metabolitos de post-tratamiento.
En base a esta comparacion, se puede determinar la eficiencia del compuesto de
prueba. En una configuracién, un decrecimiento en los niveles de metabolitos de
post-tratamiento comparados con los niveles de metabolitos de pre-tratamiento
puede ser indicativo de que el compuesto de prueba tiene eficacia en el
tratamiento de la enfermedad periodontal. En otra configuracién, un incremento
en los niveles de metabolitos de post-tratamiento comparados con los niveles de
metabolitos de pre-tratamiento puede ser indicativo de que el compuesto de
prueba tiene eficacia en el tratamiento de la enfermedad periodontal. Incluso en
otra configuracion, la ausencia de una disminucion o aumento en los niveles de
metabolitos de post-tratamiento puede ser indicativo de que el compuesto de
prueba no fue efectivo en el tratamiento de la enfermedad periodontal.

En otra configuracion, los niveles de metabolitos de post-tratamiento
pueden ser comparados con uno o mas de: los niveles de referencia de la
enfermedad periodontal y los niveles de referencia del estado bucal saludable. En
una configuracién, la comparaciéon se puede realizar mediante el uso de una
comparacion simple (por ejemplo, una comparacion manual). En otra
configuracion, la comparacion se puede efectuar utilizando uno o mas de los
analisis estadisticos (por ejemplo, prueba T, prueba T de Welch, prueba de suma
de rangos de Wilcoxen, bosque de arboles aleatorios). En una configuracion, los
resultados de la comparacién pueden ser indicativos de la eficacia del compuesto
de prueba cuando los niveles de metabolitos de post-tratamiento son uno o mas
de los siguientes: niveles de metabolitos de post-tratamiento que son los mismos
que los niveles de referencia periodontal, niveles de metabolitos de post-
tratamiento que son sustancialmente los mismos que los niveles de referencia
periodontal, niveles de metabolitos de post-tratamiento que estan por encima y/o
por debajo del minimo y/o maximo de los niveles de referencia periodontal, y/o
niveles de metabolitos de post-tratamiento que estdn dentro del rango de los
niveles de referencia periodontal. En otra configuracion, los resultados de la
comparacion pueden ser indicativos de la eficacia del compuesto de prueba

cuando los niveles de metabolitos de post-tratamiento son uno o mas de los
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siguientes: niveles de metabolitos de post-tratamiento que son los mismos que los
niveles de referencia saludable, niveles de metabolitos de post-tratamiento que
son sustancialmente los mismos que los niveles de referencia saludable, niveles
de metabolitos de post-tratamiento que estan por encima y/o por debajo del
minimo y/o maximo de los niveles de referencia saludable, y/o niveles de
metabolitos de post-tratamiento que estan dentro del rango de los niveles de
referencia saludable.

La invencion provee ademas un método para la identificacion de un
compuesto de prueba util en el tratamiento de la enfermedad periodontal en un
mamifero al poner en contacto una célula con el compuesto de prueba y
determinando si el compuesto de prueba regula por disminucién por lo menos un
elemento que se escoge de: inosina, hipoxantina, xantina, guanosina, guanina,
leucina, isoleucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina,
triptéfano, tirosina, valina, acido fenilacético, acido a-hidroxiisocaproico, acido 5-
amino valérico, colina, glicerol-3-fosfato y acido de N-acetiineuraminico.

La invencion provee incluso ademas un método para la identificacion de un
compuesto de prueba util en el tratamiento de la enfermedad periodontal en un
mamifero al poner en contacto una célula con el compuesto de prueba y
determinando si el compuesto de prueba regula por incremento por le menos un
elemento que se escoge de: acido drico, glutatién reducido, glutatién oxidado,
acido ascorbico y glutamina.

La invencion provee incluso ademas un método para la identificacion de un
compuesto de prueba util en el tratamiento de la enfermedad periodontal en un
mamifero poniendo en contacto una célula con un el compuesto de prueba y
determinando si el compuesto de prueba regula por incremento o regula por
disminucién por lo menos uno de los miembros no conocidos que se mencionan
en la Tabla 5.

D. Kit de prueba para el cuidado bucal

La presente invencién provee ademds un kit de prueba para el cuidado
bucal que puede proporcionar al usuario una indicacion del estado de su salud
bucal. El kit puede incluir una o mds tiras de recoleccion de fluido crevicular
gingival y un diagndstico del estado de salud bucal del sujeto. Las tiras de
recoleccion de fluido crevicular gingival se pueden utilizar para recolectar una
muestra de fluido crevicular gingival y para la recuperacion de los metabolitos

contenidos en la muestra de fluido crevicular gingival. El diagnéstico de! estado
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de salud bucal de un sujeto puede estar basado en los métodos de la presente
invencion. En una configuracidn, el kit puede incluir instrucciones para el uso de
las tiras de recoleccion de fluido crevicular gingival en la recoleccion de una
muestra. En otra configuracion, el kit puede incluir direcciones para el envio de
las tiras de recoleccién de fluido crevicular gingival con el fluido recolectado a un
lugar de prueba.

E. Composicion Dentifrica

La presente invencién provee ademas una composicion dentifrica. La
composicion puede incluir una cantidad efectiva de un agente terapéutico de
metabolitos para la salud bucal. El agente terapéutico produce un cambio en los
niveles de metabolitos durante un periodo de tiempo de por lo menos un mes en
donde el cambio en el nivel de metabolitos es mayor que un cambio
correspondiente en los niveles de referencia de metabolitos afectados por una
composicion dentifrica de control. En una configuracion, el cambio en el nivel de
metabolitos es mayor de 1% que el cambio correspondiente en los niveles de
referencia de metabolitos afectados por una composicion dentifrica de control. En
otra configuracion, el cambio en el nivel de metabolitos es mayor de 5% que el
cambio correspondiente en los niveles de referencia de metabolitos afectados por
una composicion dentifrica de control. Incluso en otra configuracion, el cambio en
el nivel de metabolitos es mayor de 20% que el cambio correspondiente en los
niveles de referencia de metabolitos afectados por una composicion dentifrica de
control. En una configuracién, el dentifrico de control esta sustancialmente libre
de un agente terapéutico estandar. En otra configuracion, el dentifrico de control
contiene un agente terapéutico estandar. En otra configuracion, el dentifrico de
control contiene Triclosan. El dentifrico de control también puede incluir
ingredientes que por lo general se encuentran en composiciones dentifricas como
las descritas en la patente estadounidense No. 7.402.416, la cual se incorpora en
la presente como referencia en su totalidad.

F. Composiciones indicadoras de metabolitos

En otro aspecto, la presente invencién provee una composicion bucal para
indicar la presencia de metabolitos indicativos de la enfermedad periodontal. La
composicion bucal puede ser incluida dentro de un dentifrico tal como una crema

dental, gel, enjuague bucal, hilo dental, polvo, tiras que se adhieren a las encias,
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cepillo dental, etc. La composiciéon bucal puede incluir una composicion
indicadora de metabolitos. En una configuracién, la composicién indicadora de
metabolitos puede indicar la presencia de uno o mas compuestos que se
mencionan en las Tablas 1, 2, 3, 4 y 5. En otra configuracién, la composicion
indicadora de metabolitos puede estar presente como un indicador discernible al
usuario luego de la regulacién por incremento de uno o mas de los siguientes:
inosina, hipoxantina, xantina, guanosina, guanina, leucina, isoleucina, lisina,
metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina, valina, acido
fenilacético, acido a-hidroxiisocaproico, acido 5-amino valérico, colina, glicerol-3-
fosfato y acido de N-acetilneuraminico. En otra configuracion, la composicion
indicadora de metabolitos puede ser una regulacién por disminucion de uno o mas
de los siguientes: acido Urico, glutation reducido, glutation oxidado, acido
ascOrbico y glutamina. En una configuracién, la composicién indicadora de
metabolitos puede resultar en un indicador discernible al usuario cuando se
expone a uno o mas de los compuestos que se mencionan en las Tablas 1, 2, 3, 4
y 5. En una configuracién, la composicién indicadora de metabolitos puede
resultar en un cambio en el color del dentifrico cuando se expone a uno o mas de
los compuestos seftalados en las Tablas 1, 2, 3, 4 y 5.

En una configuracion, el dentifrico puede incluir un gel que se adhiere al
borde gingival y contiene una composicion indicadora de metabolitos. En una
configuracion, el gel se puede aplicar a uno o mas cuadrantes donde estan
ubicados los dientes de la cavidad bucal de un sujeto, en donde la composicion
indicadora de metabolitos puede resultar en la aparicion de un indicador
discernible al usuario cuando se expone a uno o mas de los compuestos gue se
sefalan en las Tablas 1, 2, 3, 4 y 5. En una configuracién, el indicador discernible
al usuario puede corresponder a un cambio en el color.

En otra configuracién, el dentifrico puede incluir hilo dental recubierto con
una composicion indicadora de metabolitos. En una configuracion, el hilo dental
recubierto con una composicion indicadora de metabolitos puede ser hecho pasar
entre los dientes adyacentes de un usuario, en donde la composicion indicadora
de metabolitos puede resultar en el hilo dental que muestre un indicador
discernible al usuario cuando se expone a uno o mas de los compuestos que se
mencionan en las Tablas 1, 2, 3, 4 y 5. En una configuracion, el indicador
discernible al usuario puede corresponder al hilo dental mostrando un cambio en
el color.

Incluso en otra configuracion, el dentifrico puede incluir un enjuague bucal

L
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que contiene una composicidn indicadora de metabolitos. En una configuracion,
un usuario puede poner en contacto sus dientes con el enjuague bucal, en donde
la composicion indicadora de metabolitos puede resultar en una aparicion de un
indicador discernible al usuario del enjuague bucal cuando se expone a uno o mas
de los compuestos que se mencionan en las Tablas 1, 2, 3, 4 y 5. En una
configuracién, el indicador discernible al usuario puede corresponder a un cambio

en el color del enjuague bucal.

EJEMPLOS
Los siguientes ejemplos describen y demuestran ademas algunas
configuraciones dentro del alcance de la presente invencion. Estos ejemplos se
proporcionan solamente para fines de ilustracién y no tienen la intencién de limitar
la presente invencion, puesto que diversas variaciones de la misma son posibles

sin apartarse del alcance y espiritu de |la presente invencién.

1. Procedimientos experimentales
A. Pacientes y Disefio Experimental

Veintidés (22) sujetos con periodontitis cronica (41% varones) de 33 a 67
afos (53 £ 11) se seleccionaron a partir de una busqueda de voluntarios en el
Forsyth Institute Dental Clinic. Los sujetos tenian por lo menos 20 dientes sin
corona naturales y 2 8 sitios con profundidad de bolsa de 2 5 mm y nivel de
insercién clinico (CAL) de 2 3 mm. Los sujetos no tenian historia conocida de
alergia al dentifrico para el periodo de lavado (ver a continuacién). Los criterios de
exclusién incluian: la presencia de aparatos de ortodoncia, funcion salival
anormal, uso de drogas con prescripcion, uso de antibidticos un mes antes del
estudio o durante el mismo, uso de cualquier medicamento vendido sin receta
distinto de los analgésicos, suplementos vitaminicos de uso diario, 5 0 mas sitios
con caries dental, enfermedades de los tejidos bucales blandos o duros vy
condiciones sistémicas. El protocolo de estudio fue aprobado por The Forsyth
Institute’s Review Board y todos los sujetos de estudio firmaron un formulario de
consentimiento antes de su reciutamiento. En la primera visita, los sujetos
recibieron un tubo de dentifrico Colgate Regular y un cepillo de dientes y se les
instruy6 para usar el producto por un minimo de 1 semana (periodo de lavado)
antes de [a visita de muestreo. Otros dispositivos mecanicos para la higiene bucal

se permitieron durante el periodo de lavado, pero no otros productos para el
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cuidado bucal.

B. Recoleccion de la mﬁestra de fluido crevicular gingival (GCF)

Después del aislamiento de los sitios con rollos de algodén para prevenir la
contaminacidn con la saliva, la placa supragingival se removi6é con una cureta, los
sitios se secaron suavemente con aire y las muestras GCF se obtuvieron de 3
categorias de sitios diferentes. Por cada sujeto, se muestrearon 6 sitios
saludables (H; PD < 3 mm y sin sangrado al sondaje [BOPY]), 6 gingivitis (G; PD =
3 mm y BOP) y 3 periodontitis (P; PD 2 5 y BOP). Las muestras GCF se
recolectaron de cada sitio utilizando tiras de filtro (Periopaper®, Interstate Drug
Exchange, Amityville, NY) insertadas suavemente en el orificio de la bolsa
periodontal. Las tiras Periopaper se mentuvieron en su lugar durante 30
segundos y el volumen de GCF recolectado se determiné utilizando un Periotron
8000® precalibrado (Oraflow inc., Plainview, NY). Las muestras de cada sujeto
fueron agrupadas en diferentes categorias de sitios, colocadas en tubos

separados Eppendorf y almacenadas a -80 °C hasta el ensayo.

C. Tecnologia de perfilado de la expresion de metabolitos

La tecnologia de perfilade de la expresion de metabolitos se realizd
conforme se describid anteriormente (Lawton et al., 2008). En resumen, se utilizé
un procedimiento de extraccidn secuencial de cuatro etapas para recuperar los
metabolitos de las tiras de recoleccion del GCF. Los extractos se analizaron
mediante GC/MS y LC/MS. La separacion cromatografica seguida por espectros
de masa de escaneo completo se llevé a cabo para registrar y cuantificar todos los
iones detectables que estan presentes en las muestras. Los metabolitos con
estructura quimica conocida fueron identificados al hacer corresponder el indice
de retencién cromatografica de iones y las firmas de fragmentacién de los
espectros de masa con los ingresos de la biblioteca de referencia creados a partir
de metabolitos estdndares auténticos de acuerdo con el procedimiento analitico
idéntico que las muestras experimentales. Para los iones que no fueron cubiertos
por los estandares, se agregaron ingresos de biblioteca adicionales sobre la base
de sus firmas de i6n Unicas (espectros de masa y cromatograficos). Después de

lo cual, estos iones pueden ser detectados y cuantificados de forma rutinaria.
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D. Analisis estadistico
Los datos fueron normalizados utilizando el volumen GSF registrado
mediante Periotron®. Se realizaron las pruebas ANOVA y T para comparar los
datos obtenidos de los sitios saludables, con gingivitis y periodontitis. La
transformacion se aplicé a las concentraciones relativas observadas para cada

bioguimico.

E. Resultados

Se recolectaron un total de 330 muestras de GCF individuales, resultando
en 66 muestras agrupadas. Las muestras de GCF estuvieron en un rango desde
0,01 pl hasta 1,15 pl. Los volumenes promedio en pl (+ DE) para las categorias
de sitios saludable, con gingivitis y periodontitis fueron: 0,18 + 0,10; 0,25+ 0,13 y
0,42 + 0,19; respectivamente.

Las muestras se analizaron en plataformas de perfilado de metabolitos de
Metabolon, Inc. Los valores cuantificados relativos para los compuestos fueron
luego ajustados de acuerdo con el volumen de ia muestra. Se detectaron
doscientos veintiocho (228) metabolitos, de los cuales ciento tres (103)
correspondian con las estructuras quimicas conocidas en la biblioteca de
referencia quimica de Metabolon. La prueba T de par correspondido se utilizd
para analizar las diferencias entre los sitios saludables, con gingivitis y con
periodontitis. Aproximadamente el 50% de los metabolitos detectados mostrd
niveles alterados entre los tres sitios (p < 0,05). Las estructuras quimicas
conocidas de correspondencia de metabolitos fueron mapeadas en sus
trayectorias bioquimicas generales respectivas. El andlisis ANOVA no produjo
una lista de metabolitos diferentes de las pruebas T (datos no mostrados). Para la
mayoria de los metabolitos con concentraciones alteradas, los niveles en los sitios
con gingivitis estaban entre los niveles en sitios saludables y con periodontitis,
sugiriendo que los cambios metabélicos inducidos por la gingivitis forman parte de

un continuo con aquéllos de la periodontitis.

I Acidos nucieicos
La bacteria degrada y metaboliza los acidos nucleicos huésped. Elevados
niveles de productos finales e intermedios de la degradacion de los acidos
nucleicos sugieren la aceleracion de las trayectorias de degradacion del &cido
nucleico por medio de la infeccion bacteriana. El producto final de la degradacién
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del monofosfato de adenosina de los nucledtidos de purina (AMP) y el
monofosfato de guanosina (GMP) es el acido Urico. Los productos intermedios en
la trayectoria incluyen inosina, hipoxantina, xantina, guanosina y guanina. Con
referencia a la Tabla 1 a continuacion, se tabulan los perfiles de expresion
diferencial para los productos intermedios de la trayectoria de degradacion de ia
purina.

Con relacién a la inosina, en el presente estudio, hubo un incremento de
1,22 veces en los niveles de inosina entre los sujetos con gingivitis y los
saludables, y un incremento de 1,63 veces entre los sujetos con periodontitis y los
saludables. Con relacién a la hipoxantina, hubo un incremento de 1,27 veces en
los niveles de hipoxantina entre los sujetos con gingivitis y los saludables, y un
incremento de 2,65 veces entre los sujetos con periodontitis y los saludables. Con
relacion a la xantina, hubo un incremento de 1,15 veces en los niveles de xantina
entre los sujetos con gingivitis y los saludables, y un incremento de 2,15 veces
entre los sujetos con periodontitis y los saludables. Con relacion a la guanosina,
hubo un incremento de 1,02 veces en los niveles de guanosina entre los sujetos
con gingivitis y los saludables, y un incremento de 1,35 veces entre los sujetos
con periodontitis y los saludables. Con relacion a la guanina, hubo un incremento
de 1,22 veces en los niveles de guanina entre los sujetos con gingivitis y los
saludables, y un incremento de 1,66 veces entre los sujetos con periodontitis y los
saludables. La expresién incrementada — es decir, la “regulacion por incremento”
— de estos productos intermedios en los sitios de las enfermedades en el presente
estudio indica el flujo metabdlico acelerado de la trayectoria de degradacion de la
purina debido a la infeccién bacteriana.

Contrario a los incrementos de los productos intermedios, los niveles del
acido urico en el producto final disminuyeron en los sitios de las enfermedades.
Hubo una disminucién de 0,92 vedes en los niveles de acido Urico entre los
sujetos con gingivitis y los saludables, y una disminucién de 0,70 veces entre los
sujetos con periodontitis y los saludables. Sin embargo, el acido Urico es un
antioxidante celular conocido y tal como se describe en la siguiente seccién, existe
una clara evidencia que el estrés oxidativo se intensificé también en los sitios de
las enfermedades. La disminucion del acido Urico podria ser el resultado de su
agotamiento luego de la purga de los radicales libres. Ademas, las etapas
consecutivas de conversion de la hipoxantina a xantina y luego a acido (rico son
catalizadas por medio de la oxidasa de xantina. Las reacciones son acopladas

con una reduccion de oxigeno para generar superéxidos en forma de O, y H,0..
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Los cambios que se observaron aqui con la trayectoria de degradacion de la
purina indican que la produccién incrementada de especies de oxigeno reactivo
(ROS) es una consecuencia significativa derivada de la regulacion por incremento

de esta trayectoria por parte de las enfermedades periodontales.

Tabla 1

Compuestos de la trayectoria de degradacion de los acidos nucleicos

PROMEDIO Hvs. G Hvs.P Gvs. P
COMPUESTO H G P Valorp | Valorq | Valorp | Valorg | Valorp | Valor g
Inosina 1 1,22 | 163 | 02621 | 0,2466 0 0,0002 | 0,0869 | 0,0715
Hipoxantina 0,96 | 1,22 | 254 | 0,0179 | 0,0745 0 0 0 0,0017
Xantina 1,09 | 1,25 | 234 | 0,3144 | 0275 0 0 0,0001 | 0,0017
Guanosina 084 | 086 | 1,13 | 00432 | 01258 | 0,0123 | 0,0126 | 0,3739 | 0,1947
Guanina 077 | 094 | 128 | 0,0692 | 0,1447 | 0,0121 | 0,0126 | 0,1255 | 0,0891
Acido trico 121 | 111} 0,85 | 00536 | 0,138 | 0,0005 | 0,0011 | 0,0398 | 0,046
Uridina 0,83 1 1,561 | 0,1479 | 0,1875 | 0,032 | 0,0249 | 0,1122 [ 0,0816

El producto final de la degradacién del monofosfato de citidina (CMP) de los
nucledtidos de pirimidina y el monofosfato de uridina (UMP) es el uracilo. Un
producto intermedio en la trayectoria es la uridina y su regulacion por incremento
en los sitios de la enfermedad indica el flujo metabélico acelerado de |a trayectoria
de degradacién de la pirimidina debido a la infeccidn bacteriana. Hubo un
incremento de 1,20 veces en los niveles de uridina entre los sujetos con gingivitis
y los saludables y un incremento de 1,82 veces entre los sujetos con periodontitis
y los saludables. EIl perfil de expresién diferencial para la uridina también se
resumid anteriormente en la Tabla 1.

2. Antioxidantes

Las infecciones bacterianas inducen el estrés oxidativo y los niveles
reducidos de antioxidantes. EI glutation juega un papel central en la defensa
celular contra ROS (incluyendo iones de oxigeno, radicales libres y peréxidos) y
xenobidticos. En el presente estudio, los niveles tanto del glutatién reducido como
del oxidado disminuyeron en los sitios con gingivitis y periodontitis. El nivel
reducido de glutatién y metabolitos relacionados en la trayectoria de la biosintesis
del glutation indica un medio ambiente de estrés oxidativo incrementado y una
habilidad disminuida para la produccion de glutatién que resulta de la infeccion
bacteriana. Hubo un decrecimiento de 0,65 veces en los niveles de glutation
reducido entre los sujetos con gingivitis y los saludables, y un decrecimiento de
0,35 veces entre los sujetos con periodontitis y los saludables. Hubo un
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decrecimiento de 0,75 veces en los niveles del glutation oxidado entre los sujetos
con gingivitis y los saludables y un decrecimiento de 0,47 veces entre los sujetos
con periodontitis y los saludables.

Ademas, otros dos antioxidantes celulares importantes, el dcido ascorbico y
el acido drico, disminuyeron también en los sitios de las enfermedades. Hubo un
decrecimiento de 0,87 veces en los niveles de acido ascorbico entre los sujetos
con gingivitis y los saludables, y un decrecimiento de 0,39 veces entre los sujetos
con periodontitis y los saludables. Tal como se discutié anteriormente, hubo un
decrecimiento de 0,92 veces en los niveles de &cido Urico entre los sujetos con
gingivitis y los saludables, y un decrecimiento de 0,70 veces entre los sujetos con
periodontitis y los saludables. Los perfiles de expresién cambiados de estos
metabolitos claramente demuestran un medio ambiente de estrés oxidativo en las

condiciones de las enfermedades y se resumen a continuacion en la Tabla 2.

Tabla 2
Compuestos antioxidantes
PROMEDIO Hvs. G Hvs. P Gvs. P
COMPUESTO H G P Valorp | Valorg | Valorp | Valerg | Valorp | Valorg

Glutatién-red. | 2,34 | 151 0,81 0,3303 | 0,2821 | 0,0319 | 0,0249 | 0,0366 | 0,0456

Glutation-ox. 1,391 104 ;| 066 | 06432 | 0,3963 | 0,0205 | 0,0183 | 0,0023 | 0,0070

Acido
ascorbico 132§ 1,15 0,51 0,0879 | 0,1516 | 0,0035 | 0,0043 0,051 0,0523

Acido urico 121§ 1,11 0,85 | 0,0536 | 0,138 | 0,0005 | 0,0011 | 0,0398 | 0,046

3. Aminoacidos

Consistente con la degradacién de la proteina huésped debido ai dafo del
tejido, los niveles de expresién de una variedad de metabolitos de aminoacidos y
aminoacidos libres fueron incrementados por las enfermedades periodontales.
Haciendo referencia a la Tabla 3 mas adelante, se tabulan los perfiles de
expresion diferencial para los productos intermedios de la trayectoria de
degradacién de la purina.

Con relacién a la isoleucina, en el presente estudio, hubo un incremento de
1,21 veces en los niveles de isoleucina entre los sujetos con gingivitis y los
saludables, y un incremento de 1,92 veces entre los sujetos con periodontitis y los
saludables. Con relacion a la leucina, hubo un incremento de 1,12 veces en los
niveles de leucina entre los sujetos con gingivitis y los saludables, y un incremento
de 2,02 veces entre los sujetos con periodontitis y los saludables. Con relacién a
la lisina, hubo un incremento de 1,2 veces en los niveles de lisina entre los sujetos
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con gingivitis y los saludables, y un incremento de 2,79 veces entre los sujetos
con periodontitis y los saludables. Con relacién a la fenilalanina, hubo un
incremento de 1,09 veces en los niveles de fenilalanina entre los sujetos con
gingivitis y los saludables, y un incremento de 1,61 veces entre los sujetos con
periodontitis y los saludables. Con relacién a la tirosina, hubo un incremento de
1,04 veces en los niveles de tirosina entre los sujetos con gingivitis y los
saludables, y un incremento de 1,41 veces entre los sujetos con periodontitis y los
saludables. La regulaciéon por incremento de estos aminoacidos en los sitios de
las enfermedades en el presente estudio indica la degradacion de las proteinas
huésped debido a la infeccion bacteriana.

Ademas, la putrescina y la cadaverina (1,5-diaminopentanc), dos
poliaminas y los productos finales de la degradacion del aminoacido, se encontrd
que eran reguladas por incremento por las enfermedades periodontales. Con
relacion a la putrescina, hubo un-incremento de 1,42 veces en los niveles de
putrescina entre los sujetos con gingivitis y los saludables, y un incremento de
2,75 veces entre los sujetos con periodontitis y los saludables. Con relacion a la
cadaverina, hubo un incremento de 1,43 veces en los niveles de cadaverina entre
los sujetos con gingivitis y los saludables, y un incremento de 2,88 veces entre los
sujetos con periodontitis y los saludables. Mientras que la putrescina puede ser
producida tanto por las trayectorias de mamiferos como bacterianas, la cadaverina
es casi exclusiva de origen bacteriano (Fothergill y Guest, 1977). La cadaverina
es sintetizada a partir de la lisina por la lisina descarboxilasa bacteriana y los
niveles de expresion elevados pueden indicar grados de infeccion bacteriana.

La Gnica excepcion a la expresion incrementada de los aminoacidos en el
presente estudio fue la glutamina, que exhibid una clara disminucién con la
progresion de la enfermedad. Hubo una disminucion de 0,84 veces en los niveles
de glutamina entre los sujetos con gingivitis y los saludables, y una disminucién de
0,60 veces entre los sujetos con periodontitis y los saludables. Una explicacién
posible es que la glutamina fue consumida rapidamente por la bacteria como la
fuente principal de nitrégeno. Otro aminoéacido portador de nitrégeno, el
glutamato, también mostrd disminuciones en la enfermedad, aunque sus cambios
estuvieron por encima del corte estadistico (datos no mostrados). Otra
explicacidén es que en adicién a su presentacion en las proteinas, 1a glutamina se
presenta en cantidades significativas como un dipéptido de glutamina libre. La
bacteria P. ginivalis ha sido reportada de metabolizar péptidos en vez de

aminoacidos simples y este decrecimiento de la glutamina libre es consistente con
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la utilizacion significativa de dipéptidos por la bacteria antes de su degradacion en
aminoacidos simples.

Tabla 3
Aminoacidos
PROMEDIO Hvs.G Hvs.P Gvs.P
COMPUESTO H G P Valor p | Valor g | Valor p | Valor q | Valor p | Valorg
Isoleucina 0,91 11 1,75 | 0,0688 | 0,1447 0 0,0002 | 0,0195 | 0,0283
Leucina 101 | 1,13 2,04 | 0,0802 | 0,1447 0 0,0002 | 0,0054 | 0,0121
Lisina 1,00 1,2 2,79 | 0,1628 | 0,197 0 0 0,0002 | 0,0021
Fenilalanina 0,88 | 1,07 1,58 | 0,1005 { 0,1516 0 0,0002 | 0,0131 | 0,0215
Tirosina 101 | 1,05 1,42 0,375 | 0,2853 | 0,0013 | 0,0021 { 0,0166 | 0,0253
Putrescina 0,81 | 1,15 2,23 | 0,0126 | 0,0685 0 0,0001 | 0,0009 | 0,0042
Cadaverina 075 | 1,07 216 | 0,0051 | 0,0549 | 0,0003 | 0,001 0,0616 | 0,0597
flutamina 1,32 | 1,11 078 | 0,2167 | 0,2257 | 0,0033 | 0,0043 | 0,0027 | 0,0075
cido 4-

quanidino 0,70 (1,28 | 168 0,0057 | 0,0549 | 0,0019 | 0,0028 | 0,6566 | 0,2792
butanoico

4. Ciclo de la urea

La degradacién de las proteinas en aminoacidos libera amoniaco que luego
debe ser convertido por medio de los organismos en formas nitrogenadas menos
toxicas. En los humanos, el ciclo de la urea funciona para convertir el amoniaco
en urea y otros productos finales. Los productos intermedios y los productos
finales del ciclo de la urea, incluyendo la putrescina y el acido 4-
guanidinobutanoico, de manera significativa fueron regulados por incremento.
Con referencia a la Tabla 3 antes mostrada, se tabulan los perfiles de expresién
diferencial para los productos intermedios de la trayectoria de la urea. Con
respecto a la putrescina, conforme se discutié anteriormente, hubo un incremento
de 1,42 veces en los niveles de putrescina entre los sujetos con gingivitis y los
saludables, y un incremento de 2,75 veces entre los sujetos con periodontitis y los
saludables. Con respecto al &cido 4-guanidinobutanocico, en el presente estudio,
hubo un incremento de 1,83 veces en los niveles del acido 4-guanidinobutanoico
entre l0s sujetos con gingivitis y los saludables, y un incremento de 2,33 veces
entre los sujetos con periodontitis y los saludables.

5. Carbohidratos

Los cambios en la expresion de una variedad de metabolitos en
carbohidratos y azlcares ilustran ademas las interacciones entre el tejido huésped
y la bacteria. Con referencia a la Tabla 4 a continuacién, los niveles disminuidos

de tri y di-sacaridos incluyendo maltotriosa, maltosa y maltotriitol, en los sitios de
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las enfermedades podria ser el resultado del consumo bacteriano de estos
nutrientes dietéticos en circulacion. Hubo una disminucién de 0,90 veces en los
niveles de maltotriosa entre los sujetos con gingivitis y los saludables, y una
disminuciéon de 0,59 veces entre los sujetos con periodontitis y los saludables.
Hubo una disminucion de 0,83 veces en los niveles de maltosa entre los sujetos
con gingivitis y los saludables, y una disminucioén de 0,72 veces entre los sujetos
con periodontitis y los saludables. Hubo una disminucién de 0,86 veces en los
niveles de maltotriitol entre los sujetos con gingivitis y los saludables, y una
disminucién de 0,43 veces entre los sujetos con pericdontitis y los saludables.

La degradacién de estos tri y di-sacaridos resulta en niveles incrementados
del producto final, la glucosa. Con referencia a la glucosa, hubo un incremento de
1,35 veces en los niveles de glucosa entre los sujetos con gingivitis y los
saludables, y un incremento de 1,96 veces entre los sujetos con periodontitis y los
saludables. La glucosa incrementada, que es altamente regulada por las
trayectorias bioquimicas, resulta de este modo en la regulacién por incremento del
ciclo de Krebs y la expresion incrementada de los productos intermedios
incluyendo a-cetoglutarate. Hubo un incremento de 1,65 veces en los niveles de
a-cetoglutarato entre los sujetos con gingivitis y los saludables, y un incremento de

3,15 veces entre los sujetos con periodontitis y los saludables.

Tabla 4
Carbohidratos
PROMEDIO Hvs.G Hvs.P Gvs.P
COMPUESTO H G P Valor Valor Valor Valor Valor Valor
P q_ P q p q
Maltotrinsa 135 1122 [ 0,74 {1 05129 | 0,3566 | 0,008 | 0,0015 | 0,0007 | 0,0038
Maltosa 12 11,111 0,86 4 07274 | 04214 | 0,0203 | 0,0183 | 0,0103 | 0,0178
Maltotriitol 1,39 1 12 { 0,63 | 06355 | 0,3621 | 0,0002 | 0,0006 | 0,0001 | 0,0017
Glucosa 1,1 149 {1 216 | 0,0158 | 0,0705 | 0,0009 | 00016 | 0,0654 | 0,0601
a-cetoglutarato 0562 0861164 [ 0001 | 0,0244 | 0,0013 | 0,0022 | 0,2712 | 0,1627

No conocidos

Se observaron también una variedad de compuestos no conocidos que
mostraron una relacién entre la identidad del metabolito y el nivel del metabolito
para el estado bucal saludable, de gingivitis y de la enfermedad periodontal, tal

como se muestra en la Tabla 5.

41
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Tabla &
Hvs. G Hvs.P Gvs.P PROMEDIO

COMPUESTO | Valorp | Valorq | Valorp q P Q H G P
Dental 10461 0,00561 | 0,0549 | 2,00E- 700E- | 00365 | 00456 | 0,89 | 1,25 | 1,96

04 04
Dental 3138 0,0161 0,0705 0 2,00E- 0,0021 00068 | 031 | 0,46 | 1,91

04

Dental 2038 0,0389 0,1218 5,00E- 0,004 0,0082 06,0151 1,54 1.1 0,72

04
Dental 10864 0.7207 0,4203 0,0051 0,0058 2,00E- 0,0021 1,37 | 1,09 | 0,56

04
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REIVINDICACIONES

Un metodo para diagnosticar salud oral en un sujeto, caracterizado porque
comprende:

a. colectar una muestra de fluido crevicular gingival del sujeto;

b. detectar un nivel de uno 0 mas metabolitos en la muestra de fluido
crevicular gingival; y

¢. diagnosticar al sujeto que tiene una enfermedad periodontal o
estado oral saludable con base en el nivel del metabolito detectado,

en donde el metabolito detectado es al menos un compuesto elegido
de: un compuesto generado por el metabolismo de aminoacidos, un
compuesto generado en el ciclo de la urea, un compuesto generado en la
conversion de glutationa, un compuesto generado en el metabolismo de
lipidos, un compuesto generado en el metabolismo de lipidos, un
compuesto generado por el metabolismo de acido nucleico, vitaminas y

cofactores.

Un método para diagnosticar salud oral en un sujeto, caracterizado porque
comprende:

a. colectar una muestra de fluido crevicular gingival del sujeto;

b. detectar un nivel de unc o mas metabolitos en la muestra de fluido
crevicular gingival;

¢. comparar €l nivel de metabolito detectado en la muestra de fluido
crevicular gingival con un nivel de referencia de metabolito para generar un
nivel diferencial, en donde el nivel de referencia de metabolito corresponde
a uno mas de los siguientes: nivel de referencia periodontal o nivel de
referencia saludable,

en donde el metabolito detectado es al menos un compuesto elegido
de: un compuesto generado por el metabolismo de aminoacidos, un
compuesto generado en el cilclo de la urea, un compuesto generado en la
conversion de glutationa, un compuesto generado en el metabolismo de
lipidos, un compuesto generado en el metabolismo de lipidos, un
compuesto generado por el metabolismo de acido nucleico, vitaminas y
cofactores; y

d. basado en la comparacién, diagnosticar el estado de salud oral del

sujeto.
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E! método de conformidad con la reivindicacién 2, caracterizado porque el
nive! diferencial del metabolito detectado y el nivel de referencia periodontal

se correlaciona con la enfermedad periodontal.

El método de conformidad con la reivindicacion 2, caracterizado porque e!
nivel diferencial del metabolito detectado y el nivel de referencia saludable

se correlaciona con un estado oral saludable.

Un método de para monitorear la enfermedad periodontal en un sujeto que
comprende:

a. detectar un primer nivel de al menos un metabolito en una primera
muestra de fluido crevicular gingival colectada del sujeto en un primero
punto de tiempo;

b. detectar un segundo nivel de al menos un metabolito en una
segunda muestra de fluido crevicular gingival colectada del sujeto en un
segundo punto de tiempo;

¢. comparar el primer nivel de metabolito detectado con el segundo
nivel de metabolito detectado,

en donde un nivel diferencial del segundo nivel de metabolito
detectado con relacién al primer nivel de metabolito detectado indica un

cambio en la enfermedad periodontal del sujeto.

El metodo de conformidad con la reivindicacién 5, caracterizado porque el
nivel diferencial corresponde a una disminucién en el segundo nivel de
metabolito detectado con relacién al primer nivel de metabolito detectado
que indica una disminucién de la enfermedad periodontal del sujeto, y en
donde al menos un metabolito es al menos un miembro elegido de: inosina,
xantina, guanosina, guanina, leucina, isoleucina, lisina, metionina,
fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptofano, tirosina, valina, acido
fenilacético, 4acido a-hidroxioscaproico, acido 5-amino valérico, colina,

glicerol-3-fosfato, y acido N-acetilneuraminico.

El método de conformidad con la reivindicacién 5, caracterizado porque el
nivel diferencial corresponde a un incremento en el segundo nivel de
metabolito detectado con relacién al primer nivel de metabolito detectado
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que indica una disminucién de la enfermedad periodontal de! sujeto, y en
donde al menos un metabolito es al menos un miembro elegido de: acido

trico, acido ascorbico, y glutamina.

Un método para determinar una eficiencia de un compuesto de prueba til
en el tratamiento del desarrollo periodontal en un mamifero, que
comprende las etapas de:

detectar el nivel de uno 0 metabolitos después de un tratamiento en
una muestra de fluido crevicular gingival, colectada de un sujeto después
del tratamiento con un compuesto de prueba,

comparar el nivel de metabolito de post-tratamiento con uno o mas
de los siguientes: niveles de metabolito de pre-tratamiento del suijeto,
niveles de referencia periodontal y nive! de referencia saludable y,

determinar la eficiencia del compuesto de prueba con base en la

comparacion.

El método de conformidad con la reivindicacion 8, caracterizado porque el
nivel de metabolito de pre-tratamiento se puede obtener por etapas que
comprenden:

detectar un nivel de metabolito de pre-tratamiento de una primera
muestra de fluido crevicular gingival colectada del sujeto en un primer punto
de tiempo; y

aplicar un dentrifico que contiene el compuesto de prueba a una
cavidad oral del sujeto de acuerdo con un protocolo prescrito;

en donde el nivel de metabolito de post-tratamiento se detecta en un

segundo punto de tiempo.

El metodo de conformidad con la reivindicacidn 8, caracterizado porque
adicionaimente comprende: determinar si el compuesto de prueba bajo-
regula al menos un miembro elegido de: inosina, xantina, guanosina,
guanina, leucina, isoleucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina,
treonina, triptofano, tirosina, valina, &acido fenilacético, acido a-
hidroxioscaproico, acido 5-amino valérico, colina, glicerol-3-fosfato, y acido

N-acetilneuraminico.

El metodo de conformidad con la reivindicacion 9, caracterizado porque
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adicionalmente comprende:

determinar si el compuesto de prueba sobre-regula al menos un
miembro elegido de: acido drico, glutationa reducida, glutationa oxidada,
acido ascorbico, y glutamina.

Un método para identificar un compuesto de prueba util en el tratamiento
de la enfermedad periodontal en un mamifero, caracterizado porque el
método comprende poner en contacto una célula con el compuesto de
prueba y determinar si el compuesto de prueba bajo-regula al menos un
miembro elegido de: inosina, hipoxantina, xantina, guanosina, guanina,
leucina, isoleucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina,
triptofano, tirosina, valina, acido fenilacético, acido a-hidroxioscaproico,
acido 5-amino valérico, colina, glicerol-3-fosfato, y acido N-

acetilneuraminico.

Un método de conformidad con la reivindicacién 12, caracterizado porque
adicionalmente comprende:

determinar si el compuesto de prueba sobre-regula al menos un
miembro elegido de: acido urico, glutationa reducida, glutationa oxidada,

acido ascorbico, y glutamina.

Un método para identificar un sujeto de prueba como un respondedor o no
respondedor a agentes terapéuticos mientras usa un protocolo de cuidado
estandar, caracterizado porque comprende las etapas de:

generar un perfil de metabolitoc de una muestra de fluido crevicular
gingival colectada del sujeto de prueba, en donde el perfil de metabolitos
incluye la identidad de metabolito y nivel de metabolito;

comparar el perfil de metabolito del sujeto de prueba con un perfil de
metabolito de respondedor de referencia y un perfil de metabolito de no
respondedor de referencia,

en donde el perfil de metabolito de respondedor de referencia se
genera de un sujeto respondedor de referencia el cual muestra regresion
de la enfermedad periodontal mientras usa un dentrifico que contiene un
agente terapéutico estandar de acuerdo con el protocolo de cuidado
estandar,

en donde el perfil de metabolito de no respondedor de referencia se
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genera de un sujeto no respondedor de referencia el cual no muestra
cambio en la enfermedad periodontal mientras usa un dentrifico que
contiene un agente terapéutico estandar de acuerdo con el protocolo de
cuidado estandar; y

con base en la comparacion, identificar el sujeto de prueba como
respondedor a los agentes terapéuticos o no respondedor a agentes

terapéuticos.

El método de conformidad con la reivindicacion 14, caracterizado porque el
sujeto respondedor de referencia, el agente terapéutico estandar bajo-
regula al menos un miembro elegido de: inosina, hipoxantina, xantina,
guanosina, guanina, leucina, isoleucina, lisina, metionina, fenilalanina,
prolina, serina, treonina, triptofano, tirosina, valina, acido fenilacético, acido
a-hidroxioscaproico, acido 5-amino valérico, colina, glicerol-3-fosfato, y

acido N-acetilneuraminico.

El método de conformidad con ta reivindicacidn 14, caracterizado porque
para el sujeto respondedor de referencia, el agente terapéutico estandar
sobre-regula al menos un miembro elegido de: acido Urico, glutationa

reducida, glutationa oxidada, acido ascérbico, y glutamina.

Un método para identificar un sujeto de prueba como un respondedor o no
respondedor al desarrollo de enfermedad periodontal mientras sigue un
protocolo no de cuidado estandar, caracterizado porque adicionalmente
comprende las etapas de:

generar un perfil de metabolito de la muestra de fluido crevicular
gingival colectada del sujeto de prueba, en donde el perfil de metabolito
incluye la identidad de metabolito y nivel de metaboiito;

comparar el perfil de metabolito del sujeto de prueba a un perfil de
metabolito de respondedor de referencia y un perfil de metabolito de no
respondedor de referencia,

en donde el perfil de metabolito de respondedor de referencia se
genera de un sujeto respondedor de referencia el cual desarrolla
enfermedad periodontal mientras sigue el protocolo no de cuidado
estandar,

en donde el perfil de metabolito de no respondedor de referencia se

a4¥
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genera de un sujeto no respondedor de referencia el cual no desarrolla
enfermedad periodontal mientras sigue el protocolo no de cuidado
estandar; y

con base en la comparaciéon, identificar el sujeto de prueba como
respondedor al desarrcllo de enfermedad periodontal o no respondedor al
desarrollo de enfermedad pericdontal.

El método de conformidad con la reivindicacion 17, caracterizado porque
para el sujeto respondedor de referencia, el protocolo no de cuidado
estandar sobre-regula al menos un miembro elegido de: inosina,
hipoxantina, xantina, guanocsina, guanina, leucina, isoleucina, lisina,
metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptofano, tirosina, valina,
acido fenilacético, acido a-hidroxioscaproico, acido 5-amino valérico, colina,

glicerol-3-fosfato, y acido N-acetilneuraminico.

El método de conformidad con la reivindicacién 17, caracterizado porque
para el sujeto no respondedor de referencia, el protocolo no de cuidado
estandar bajo-regula al menos un miembro elegido de: acido drico,

glutationa reducida, glutationa oxidada, acido ascérbico, y glutamina.

Un kit para el cuidado bucal que comprende:

una o mas tiras de recoleccién del fluido crevicular gingival para recolectar
una muestra de fluido crevicular gingival y para la recuperacion de los
metabolitos contenidos en la muestra de fluido crevicular gingival,

un diagnostico de ta salud bucal de un sujeto en base al método de la

Reivindicacién 5.

Una compeosicidon dentifrica que comprende:

una cantidad efectiva de un agente terapéutico de metabolitos para la salud
bucal, caracterizada porque el agente terapéutico genera un cambio en los
niveles de metabolitos durante un periodo de tiempo de por lo menos un
mes, caracterizada porque el cambio en el nivel de metabolitos es por lo
menos 5 por ciento mayor que un cambio correspondiente en los niveles de
referencia de metabolitos efectuados por medio de una composicién
dentifrica de control.
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La composicion dentifrica de la reivindicacién 18, caracterizada porque el

dentifrico de control contiene Triclosan.

Un método para la deteccidn de metabolitos correspondiente a la
enfermedad periodontal en la cavidad bucal de un sujeto que comprende
las etapas de:

la aplicacién de un dentifrico que contiene una composicién indicadora de
metabolitos a una o mas secciones de prueba en la cavidad bucal,
caracterizado porque dicho dentifrico contiene una composicion indicadora
de metabolitos que presenta un indicador discernible al usuario luego de la
exposicion a un metabolito y un nivel de metabolitos asociado con la

enfermedad periodontal.

Un dentifrico indicador de metabolitos que comprende:

una composicion indicadora de metabolitos que presenta un indicador
discernible al usuario luego de la exposicion a un metabolito y un nivel de
metabolitos asociado con la enfermedad periodontal.

La composicidn dentifrica indicadora de metabolitos de acuerdo con la
Reivindicacion 24, caracterizada porque el indicador discernible al usuario
corresponde a un cambio en el color del dentifrico indicador de metabolitos.

La composicion dentifrica indicadora de metabolitos de acuerdo con la
Reivindicacion 24, caracterizada porque el metabolito es por lo menos un
compuesto que se escoge de: un compuesto generado mediante el
metabolismo de los aminoacidos, un compuesto generado en el ciclo de la
urea, un compuesto generado en la conversion del glutatiéon, un compuesto
generado en el metabolismo de los lipidos, un compuesto generado en €|
metabolismo de los carbohidratos, un compuesto generado mediante el

metabolismo del acido nucleico, vitaminas y co-factores.

La composicién dentifrica indicadora de metabolitos de acuerdo con la
Reivindicacién 24, caracterizada porque el nivel de metabolitos es indicativo
de la regulacion por incremento de uno 0 mas de los siguientes: inosina,
hipoxantina, xantina, guanosina, guanina, leucina, isoleucina, lisina,

metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina, valina,
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acido fenilacético, acido a-hidroxiisocaproico, acido 5-amino valérico,

colina, glicerol-3-fosfato y acido de N-acetilneuraminico.

La composicidn dentifrica indicadora de metabolitos de acuerdo con la
Reivindicacion 24, caracterizada porque el nivel de metabolitos es indicativo
de la regulacién por disminucidn de uno o mas de los siguientes: acido

urico, glutatién reducido, glutation oxidado, acido ascérbico y glutamina.



REIVINDICACIONES MODIFICADAS

Un método para diagnosticar salud oral en un sujeto, caracterizado porque
comprende:

a. colectar una muestra de fluido crevicular gingival del sujeto;

b. detectar un nivel de uno o mas metabolitos en la muestra de fluido
crevicular gingival; y

¢. diagnosticar al sujeto que tiene una enfermedad periodontal o
estado oral saludable con base en el nivel del metabolito detectado,

en dende el metabolito detectado es al menos un compuesto elegido
de: un compuesto generado por el metabolismo de aminoacidos, un
compuesto generado en el ciclo de la urea, un compuesto generado en la
conversion de glutationa, un compuesto generado en el metabolismo de
lipidos, un compuesto generado en el metab-olismo de lipidos, un
compuesto generado por el metabolismo de acido nucleico, vitaminas vy
cofactores;

y en donde al menos un compuesto se selecciona de:
isoleucina, leucina, lisina, fenilalanina, tirosina, cadaverina, glutamina, acido
4-guanidino-butanoico, maltotriosa, maltosa, maltotriol, a-cetoglutarato,
inosina, xantina, guanosina, guanina, Aacido urico, uridina, metionina,
prolina, serina, treonina, triptofano, valina, acido fenilacético, acido a-
hidroxioscaproico, acido 5-amino valérico, colina, glicerol-3 fosfato, 4dcido N-

acetilneruaminico, acido ascorbico.

Un método de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizado porque la
etapa c) de diagnosticar al sujeto que tiene una enfermedad periodontal o
estado oral saludable comprende:

comparar el nivel de metabolito detectado en la muestra de fluido
crevicular gingival con un nivel de referencia de metabolito para generar un
nivel diferencial, en donde el nivel de referencia de metabolito corresponde
a uno mas de los siguientes: nivel de referencia periodontal o nivel de
referencia saludable;

y en donde, con base en la comparacion, proporcionar un diagnostico
del estado de salud oral del sujeto.

El método de conformidad con la reivindicacion 2, caracterizado porque el

=



nivel diferencial del metabolito detectado y el nivel de referencia periodontal

se correlaciona con la enfermedad periodontal.

El método de conformidad con la reivindicacion 2, caracterizado porque el
nivel diferencial del metabolito detectado y el nivel de referencia saludable

se correlaciona con un estado oral saludable.

El metodo de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizado porque el
metodo se usa para monitorear la enfermedad periodontal en un sujeto, en
donde el monitoreo comprende:

a. detectar un primer nivel de al menos un metabolito en una primera
muestra de fluido crevicular gingival colectada del sujeto en un primero
punto de tiempo;

b. detectar un segundo nivel de al menos un metabolito en una
segunda muestra de fluido crevicular gingival colectada del sujeto en un
segundo punto de tiempo;

c. comparar el primer nivel de metabolito detectado con el segundo
nivel de metabolito detectado,

en donde un nivel diferencial del segundo nivel de metabolito
detectado con relacidn al primer nivel de metabolito detectado indica un

cambio en la enfermedad periodontal del sujeto.

El método de conformidad con la reivindicacion 5, caracterizado porque el
nivel diferencial corresponde a una disminucién en el segundo nivel de
metabolito detectado con relaciéon al primer nivel de metabolito detectado
que indica una disminucioén de la enfermedad periodontal del sujeto, y en
donde al menos un metabolito es al menos un miembro elegido de: inosina,
xantina, guanosina, guanina, leucina, isoleucina, lisina, metionina,
fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptofano, tirosina, valina, &cido
fenilacético, acido a-hidroxioscaproico, acido 5-amino valérico, colina,

glicerol-3-fosfato, y acido N-acetilneuraminico.

El método de conformidad con la reivindicacion 5, caracterizado porque el
nivel diferencial corresponde a un incremento en el segundo nivel de
metabolito detectado con relacion al primer nivel de metabolito detectado

que indica una disminucién de la enfermedad periodontal del sujeto, y en
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donde al menos un metabolito es al menos un miembro elegido de: acido
urico, acido ascérbico, y glutamina.

El método de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizado porque el
meétodo se usa para determinar una eficiencia de un compuesto de prueba
util en el tratamiento del desarrollo periodontal en un mamifero, en donde:

la muestra de fluido crevicular gingival en la cual el nivel de uno o
metabolitos se detecta, se colecta de un sujeto después del tratamiento con
un compuesto de prueba,

en donde el nivel de metabolito de post-tratamiento se compara con
uno o mas de los siguientes:

niveles de metabolito de pre-tratamiento del sujeto, niveles de
referencia periodontal y nivel de referencia saludable y en donde,

la eficiencia del compuesto de prueba se determina con base en la
comparacion.

El método de conformidad con la reivindicaciéon 8, caracterizado porque el
nivel de metabolito de pre-tratamiento se puede obtener por etapas que
comprenden:

detectar un nivel de metabolito de pre-tratamiento de una primera
muestra de fluido crevicular gingival colectada del sujeto en un primer punto
de tiempo; y

aplicar un dentrifico que contiene el compuesto de prueba a una
cavidad oral del sujeto de acuerdo con un protocolo prescrito;

en donde el nivel de metabolito de post-tratamiento se detecta en un
segundo punto de tiempo.

El método de conformidad con la reivindicacion 8, caracterizado porque
adicionalmente comprende: determinar si el compuesto de prueba bajo-
regula al menos un miembro elegido de: inosina, xantina, guanosina,
guanina, leucina, isoleucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina,
treonina, triptofano, tirosina, valina, A&cido fenilacético, é&cido a-
hidroxioscaproico, acido 5-amino valérico, colina, glicerol-3-fosfato, y acido
N-acetilneuraminico.

El método de conformidad con la reivindicacién 9, caracterizado porque
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adicionalmente comprende:
determinar si el compuesto de prueba sobre-regula al menos un
miembro elegido de: acido urico, glutationa reducida, glutationa oxidada,

acido ascorbico, y glutamina.

Un método para identificar un compuesto de prueba util en el tratamiento de
la enfermedad periodontal en un mamifero, caracterizado porque el método
comprende poner en contacto una célula con el compuesto de prueba y
determinar si el compuesto de prueba bajo-regula al menos un miembro
elegido de: inosina, hipoxantina, xantina, guanosina, guanina, leucina,
isoleucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptofano,
tirosina, valina, acido fenilacético, acido a-hidroxioscaproico, acido 5-amino

valérico, colina, glicerol-3-fosfato, y acido N-acetilneuraminico.

Un método de conformidad con la reivindicacién 12, caracterizado porque
adicionalmente comprende:

determinar si el compuesto de prueba sobre-regula al menos un
miembro elegido de: acido urico, glutationa reducida, glutationa oxidada,

acido ascérbico, y glutamina.

Un método para identificar un sujeto de prueba como un respondedor o no
respondedor a agentes terapéuticos mientras usa un protocolo de cuidado
estandar, caracterizado porque comprende las etapas de:

generar un perfil de metabolito de una muestra de fluido crevicular
gingival colectada del sujeto de prueba, en donde el perfil de metabolitos
incluye la identidad de metabolito y nivel de metabalito;

comparar &l perfil de metabolito del sujeto de prueba con un perfil de
metabolito de respondedor de referencia y un perfil de metabolito de no
respondedor de referencia,

en donde el perfil de metabolito de respondedor de referencia se
genera de un sujeto respondedor de referencia el cual muestra regresiéon de
la enfermedad periodontal mientras usa un dentrifico que contiene un
agente terapéutico estandar de acuerdo con el protocolo de cuidado
estandar, '

en donde el perfil de metabolito de no respondedor de referencia se

genera de un sujeto no respondedor de referencia el cual no muestra
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cambio en la enfermedad periodontal mientras usa un dentrifico que
contiene un agente terapéutico estandar de acuerdo con el protocolo de
cuidado estandar; y

con base en la comparacion, identificar el sujeto de prueba como
respondedor a los agentes terapéuticos o no respondedor a agentes
terapéuticos.

El método de conformidad con la reivindicacion 14, caracterizado porque el
sujeto respondedor de referencia, el agente terapéutico estandar bajo-
regula al menos un miembro elegido de: inosina, hipoxantina, xantina,
guanosina, guanina, leucina, isoleucina, lisina, metionina, fenilalanina,
prolina, serina, treonina, triptofano, tirosina, valina, acido fenilacético, acido
a-hidroxioscaproico, acido 5-amino valérico, colina, glicerol-3-fosfato, y

acido N-acetilneuraminico.

El método de conformidad con la reivindicacion 14, caracterizado porque
para el sujeto respondedor de referencia, el agente terapéutico estandar
sobre-regula al menos un miembro elegido de: acido (rico, glutationa

reducida, glutationa oxidada, acido ascérbico, y glutamina.

Un método para identificar un sujeto de prueba como un respondedor o no
respondedor al desarrollo de enfermedad periodontal mientras sigue un
protocolo no de cuidado estandar, caracterizado porque adicionalmente
comprende las etapas de:

generar un perfil de metabolito de la muestra de fluido crevicular
gingival colectada del sujeto de prueba, en donde el perfil de metabolito
incluye la identidad de metabolito y nivel de metabolito;

comparar el perfil de metabolito del sujeto de prueba a un perfil de
metabolito de respondedor de referencia y un perfil de metabolito de no
respondedor de referencia,

en donde el perfil de metabolito de respondedor de referencia se
genera de un sujeto respondedor de referencia el cual desarrolla
enfermedad periodontal mientras sigue el protocolo no de cuidado estandar,

en donde el perfil de metabolito de no respondedor de referencia se
genera de un sujeto no respondedor de referencia el cual no desarrolla

enfermedad periodontal mientras sigue el protocolo no de cuidado estandar;
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con base en la comparacion, identificar el sujeto de prueba como
respondedor al desarrollo de enfermedad periodontal o no respondedor al

desarrollo de enfermedad periodontal.

El metodo de conformidad con la reivindicacion 17, caracterizado porque
para el sujeto respondedor de referencia, el protocolo no de cuidado
estandar sobre-regula al menos un miembro elegido de: inosina,
hipoxantina, xantina, guanosina, gquanina, leucina, isoleucina, lisina,
metionina, fenilalanina, prolina, serina, trecnina, triptofano, tirosina, valina,
acido fenilacético, &cido a-hidroxioscaproico, acido 5-amino valérico, colina,
glicerol-3-fosfato, y acido N-acetilneuraminico.

El método de conformidad con la reivindicacién 17, caracterizado porque
para el sujeto no respondedor de referencia, el protocolo no de cuidado
estandar bajo-regula al menos un miembro elegido de: acido Urico,

glutationa reducida, glutationa oxidada, acido ascérbico, y glutamina.

Un kit para el cuidado oral, caracterizado porque comprende:

una o mas tiras de coleccién de fluido crevicular gingival para
colectar una muestra de fiuido crevicular gingival y para recuperar los
metabolitos contenidos en la muestra de fluido crevicular gingival;

un diagnostico de una salud oral del sujeto con base en el método de

conformidad con la reivindicaciéon 5.

Una composicién dentrifica, caracterizada porque comprende:

una cantidad efectiva de un agente terapeutico de metabolito de
salud oral, en donde el agente terapéutico efectia un cambio en los niveles
de metabolitos durante un periodo de tiempo de al menos un mes en donde
el cambio de nivel de metabolito es al menos 5 por ciento mayor que un
cambio correspondiente de niveles de referencia de metabolito efectuado

por una composicién dentrifica de control.

La composicién dentrifica de conformidad con la reivindicaciéon 21,

caracterizada porque el dentrifico de control contiene Triclosan.



23.

24,

25.

26,

27.

Un método para detectar metabolitos correspondiente a la enfermedad
periodontal en una cavidad oral del sujeto, caracterizado porque comprende
las etapas de: aplicar un dentrifico que contiene una composicién
indicadora de metabolito a una 0 mas secciones de, prueba en la cavidad
oral, en donde el dentrifico contiene una composicion indicadora de
metabolitc que presenta un indicador discernible por el usuario en
exposicion a un metabolito y un nivel de metabolito asociado con la

enfermedad periodontal.

Un dentrifico indicador de metabolito, caracterizado porque comprende: una
composicién indicadora de metabolito la cual presenta un indicador
discernible por el usuario en exposicidon a un metabolito y un nivel de

metabolito asociado con la enfermedad periodontal.

La composicion dentrifica indicadora de metabolito de conformidad con la
reivindicacién 24, caracterizada porque el indicador discernible por el
usuario cofresponde a un cambio de color del dentrifico indicador de
metabolito.

La composicién dentrifica indicadora de metabolito de conformidad con la
reivindicacion 24, caracterizada porque el metabolito es al menos un
compuesto elegido de: un compuesto generado por metabolismo de
aminoacidos, un compuesto generado en el ciclo de urea; un compuesto
generado en la conversion de glutationa; un compuesto generado en el
metabolismo de lipidos; un compuesto generade en el metabolismo de
carbohidratos; un compuesto generado por el metabolismo de acido

nucleico; vitaminas, y co-factores.

La composicién dentrifica indicadora de metabolito de conformidad con la
reivindicacion 24, caracterizada porque el nivel de metabolito es indicativo
de la sobre-regulacion de uno o mas de los siguientes: inosina, hipoxantina,
xantina, guanosina, guanina, leucina, isoleucina, lisina, metionina,
fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptofano, tirosina, valina, acido
fenilacético, acido a-hidroxioscaproico, acido 5-amino valérico, colina,
glicerol-3-fosfato, y acido N-acetilneuraminico.



28.
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La composicion dentrifica indicadora de metabolito de conformidad con la
reivindicacion 24, caracterizada porque el nivel de metabolito es indicativo
de la bajo-regulacién de uno o mas de los siguientes: acido urico, glutationa

reducida, glutationa oxidada, acido ascorbico, y glutamina.
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JAHNGEN E G E ET AL: "High-performance liquid chromatography
analysis of purine nucleosides in human gingival crevicular
fiuid"ARCHIVES OF ORAL BIOLOGY, vol. 29, no. 8, 1 January 1984,
pages 607-610, XP022869284ISSN: 0003-9969

DATABASE MEDLINE [Online] US NATIONAL LIBRARY OF MEDICINE
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"Effectiveness of a triclosan/copolymer dentifrice on microbiological and
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CHAPPLE | L C ET AL: "Glutathione in gingival crevicular fluid and its
relation to local antioxidant capacity in periodonta! health and
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1 The present application relates to: methods of diagnosing/monitoring
periodontal disease; methods of screening compounds for treatment of
periodontal disease; methods of evaluating the periodontal disease
development, and an oral care kit, all of which use the level of a metabolite
compound compound chosen from: a compound generated by amino acid
metabolism, a compound generated in urea cycle; a compound generated in
glutathione conversion; a compound generated in lipid metabolism; a
compound generated in carbohydrate metabolism; a compound generated by
nucleic acid metabolism; vitamins; and co-factors; and wherein the at least
one compound is selected from: isoleucine, leucing, lysine, phenylalanine,
tyrosyne, cadaverine, glutamine, 4-Guanidinobutanoic acid, maitotriose,
maltose, manotriol, alpha-ketoglutarate, inosine, xantine ,guanosine, guanine,
uric acid, uridine, methionine proline, serine threonine, tryptophan, valine
Phenylacetic acid, alpha-hydroxyisocaproic acid, 5-aminovaleric acid, choline
glycercl-3 phosphate, N-acetylneuraminic acid, ascorbic acid.

The subject-matter of the present application is based on the finding that the
listed metabolite compounds are biomarkers for periodontal disease in
human gingival crevicular fiuid. Such a finding is not anticipated by any
disclosures in known prior art documents and is thus novel. The subject-
matter of claim 1 fulfills the requirements of Article 33 (2) PCT.

2 Methods of diagnosing/monitoring periodontal disease which use the level of
metabolite compounds in gingival crevicular fluid as target/marker for
periodontal disease are disclosed in the following documents:

D2 describes the use of bicmarkers of oral /periodontal disease that can be
identified at the tissue, celiular, and molecular levels and that are measurabie
in oral fluids such as saliva and gingival crevicular fluid. Biomarkers identified
from these biologic fluids include microbial, host response, and connective
tissue-related molecules that can target specific pathways of focal alveolar
bone resorption: some specific examples of metabolite compounds are
presented in table 3.

The use of raised levels of the carbohydrate metabalite glucose in gingival
crevicular fluid as marker for periodontal disease is shown in document D3
(pages 79-83).

In D4 (pages 218-225), the analysis of gingival crevicular fluid as applied to
the diagnosis of oral and systemic diseases. The study of GCF has focused
on defining the pathophysiology of periodontal disease, and identification of a
potential diagnostic test for active periodontitis. The majority of markers

Form PCT/Separate Sheel’409 (Sheat 3) (EPO-April 2005)
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identified as potential candidates for such a test are measures of
inflammation: prostaglandin E2 neutrophil elastase, and the lysosomal
enzyme beta-glucuronidase.

D6 shows that Inosine monophosphate (IMP) and hypoxanthine are markers
of periodontal disease state: Samples of human crevicular fluid were collected
and analysed by high-performance liquid chromatography (HPLC) for purine
nucleotides, nucleosides and bases. The chromatograms identified
specifically adenine and hypoxanthine, inosine mono phosphate (IMP) and
AMP. The document specifically suggests a correlation between IMP
amount in human crevicular fluid and periodontal disease estate (see pages
608-610).

D8 analyses glutathione in gingival crevicular fluid and its relation to local
antioxidant capacity in periodontal health and disease: the concentrations of
oxidised and reduced glutathione were determined by high performance liquid
chromatography. D8 conciudes that GSH values and total antioxidant
capacity are reduced in chronic periodontal disease (see pages 368-370).

D9 (pages 109-112) examines over 65 gingival crevicular fluid components
including host derived enzymes and their inhibitors, inflammatory mediators
and host response modifiers, and tissue breakdown products has possible
markers for progression of periodontitis.

D10 discloses glutathione and putrestine as components of gingival
crevicular fluid for the detection of periodontitis {see pages 53- 60).

D11 shows that glutathione, glucose and leukotriene B-4 are gingival
crevicular fluid markers for diagnosis of periodontal disease (see table 2 and
pages 7-9).

In D12 (page 66, figure 3) crevicular fluid samples from patients were found
to contain prostaglandin E2 (PGE2) and 5-L.O-derived products, leukotriene
B4, and the biosynthesis interaction product, lipoxin.

D13 (pages 241-243) shows changes in crevicular fluid levels of leukotriene
B-4, a lipid mediator, during the development of experimental gingivitis in
humans;

In D14, high levels of putrescine were detected in gingival crevicular fluid of
patients with periodontal disease (see pages 329-332).
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D15 (pages 389-382) found elevated concentration of leukotrienes, the lipid
derived inflammatory mediators, in the GCF of subjects with high dental
plagque index, supporting an increased leukotriene formation in periodontitis;
and D16 established increased lipid peroxidation in the gingival crevicular
fluid in periodontitis {see page 378).

The problem addressed in the present application view of the known prior art
is the provision of other metabolite markers/ targets for periodontal disease in
gingival crevicular fluid. This problem is addressed by using using one or
more of the metabolites: isoleucine, leucine, lysine, phenyialanine, tyrosyne,
cadaverine, glutamine, 4-Guanidinobutanoic acid, maltotriose, maltose,
manotriol, alpha-ketoglutarate, inosine, xantine ,guanosine, guanine, uric
acid, uridine, methionine proline, serine threonine, tryptophan, valine
Phenylacetic acid, alpha-hydroxyisocaproic acid, 5-aminovaleric acid, choline
glycerol-3 phosphate, N-acetylneuraminié acid, ascorbic acid.

The solution to this problem proposed in claim 1 of the present application is
not considered as involving an inventive step for the following reasons;

The subject-matter of the present application was restricted by the applicant
to the metabolite markers not already disclosed in the prior art. The subject-
matter of claim 1 consists in the selection of a panel of 23 metabolite
compound biomarkers from the ones described in the application. Such a
selection can only be regarded as inventive, if the selected markers present
unexpected effects or properties in relation to the prior art. However, no such
effects or properties are indicated in the application. Hence, no inventive step
is present in the subject-matter of claim 1 (Article 33 (3) PCT).

3 The subject matter of claims 21-22, relating to a dentifrice compaosition, is
anticipated by the documents D5 and D7, from the same applicant, disclosing
dentifrices containing triclosan.

D5 claims an oral care composition containing a synergistic anti plaque/anti
gingivitis combination of a non ionic halogenated diphenyl ether compound
such as Triclosan and an extract of Magnolia Officinalas containing honokiol
and magnolol (see abstract and claims).

D7 describes the effectiveness of a triclosan/copolymer dentifrice on
microbiological and inflammatory parameters; a novel, multi benefit, oral-care
technoiogy based on triclosan--a broad-spectrum antibacterial agent--and a
polyvinylmethylether/maleic acid copolymer. This unique combination of

Farm PCT/Separate Sheet’409 (Sheet 5) {EPQ-April 2005)
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agents is found in Colgate Total, a clinically proven efficacious dentifrice for
control of dental plaque and gingivitis: data are presented that demonstrate
the anti-inflammatory effects of triclosan on specific cytokines, the interruption
of inflammatory pathways, and the inhibition of bone resorption (see abstract).

Thus claims 21-22 are not novel (Article 33 (2) PCT).

4 The above comments (items 1 and 2) also apply to the subject-matter of the
independent claims 1, 12, 14 and 17, and to the the claims dependent
thereon (Articles 33 (2) and (3) PCT).

5 Although claims 1, 12, 14 and 17 have been drafted as separate independent
claims, they appear to relate effectively to the same subject-matter and to
differ from each other only with regard to the definition of the subject-matter
for which protection is sought and/or in respect of the terminology used for the
features of that subject-matter. The aforementioned claims therefore lack
conciseness and as such do not meet the requirements of Article 6 PCT.

6 Claims 23-28 are not supported by the description as required by Article 6
PCT, as their scope is broader than justified by the description and drawings.
The reasons therefor are the following: The vague statements in the
description as to the possible usefulness of the metabolite indicator dentifrice,
are not supported by any specific examples. The only example contained in
the application relates to metabolite expression profiling technology with GC/
MS and LC/MS analysis and comparison with reference library entries. No
examples are given for indicator dentifrices specific compositions. The present
application does not disclose indicator dentifrices in a manner sufficiently clear
and complete for them to be carried out by a person skilled in the art.
Therefor, the subject-matter of claims 23-28 as a whole is regarded as being
merely theoretical, and does not satisfy the requirements of Article 5 PCT.
Further more, the attention of the applicant is called to the contents of D1,
relating to a system and method for detecting substances related to oral
health: D1 relates to a low cost and portable system and method for detecting
substances related to oral health. In one example embodiment, the system
includes a sensor that is incorporated into an oral heaith care device (like a
toothbrush/finger glove/ dental implement). The sensor detects bacterial and/
or chemical leveis that are within a mouth in order to provide an indication as
to the presence of oral malodor and/or bacteria within the mouth (see abstract
and claims).
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What is claimed:

1, A method for diagnosing oral health in a subject comprising;

a. collecting a gingival crevicular fluid sample from the subject;

b. detecting & leve] of one or more metabolites in the gingival crevicular fluid
sample; and

c. diagnosing the subject a having periodontal disease or healthy oral status
based on the level of the detected metabolite,

wherein the detected metabolite is at [east one compound chosen from: a compound
generated by amino acid metabolism, 8 compound gencrated'in the urea c¢ycle, a compound
generated in glutathione conversion, a compound generated in lipid r;-letabolimn, a
compound generated in lipid metabolism, a compound generated by nucleic acid
metabolism, vitaming and cofactors;

and wherein the at least one compound is selected from:

isoleucine, Jeucine, lysine, phenylalanine, tyrosine, cadaverine, glutamine, 4-
guanidino-butanoic acid, maltotriose, maltose, maltotriol, u-ketoglutarate, inosine, xanthine,
guanosine, guanine, uric acid, uridine, methionine, proline, serine, theronine, tryptophan,
valine, phenylacetic acid, a-hydroxyioscaproic acid, 5-amino valeric acid, choline, glycerol-

3 phosphate, N-acetylneruaminic acid, ascorbic acid.

2. A method according to claim {, wherein step ¢} of diagnosing the subject a having
periodental diseasc or healthy oral status comprises:

comparing the level of detected metabolite in the gingival crevicular fluid sampls to
& metabolite reference level to thereby generate a differential level, wherein the metabolite
reference tevel corresponds to one or more of the following: periodental reference level or
healthy reference level, l

and wherein, based on the comparing, providing 2 diagnosis of the subject's oral
health stafus.
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3. The method of claim 2, wherein the differential level of the detseted metabolite and

the periodontal reference level correlates with periodontal disease,

4, The method of claim 2, wherein the differential level of the detected metabolite and
the healthy reference level correlates with healthy oral status.

5. The methad of claim 1, wherein the method is used for monitoring periodontal
disease in a subject, whercin the monitoring comprises!

a. detecting a first level of at least one metabolite in a first gingival crevicular flujd
sample collected from the subject at a first point in time;

b. detecting second level of at least one metabolite in a second gingival crevicular
fluid sample collected from the subject at a second point in time;

¢. comparing the first detected metabolite level to the second detected metabolite
level,

wherein a differcntial level of the second detected metabolite leve] relative to the
first detected metabolite level indicates a change in periodantal disease of the subject.

6. The method of claim S, wherein the differential level corresponds to a decrease in the
second deteeted metabolite level relative to the first detocted metabolite level indicating a
decrease in the periodontal disease of the subject, and whetein the at least one metabolite is
at least one member chosen from: inosine, xanthine, guanosine, guanine, leucing, isoleucine,
lysine, methionine, phenylalanine, proline, serine, threonine, tryptophan, tyrosine, valine,
phenylacetic acid, a-hydroxyioscaproic acid, 5-amino valerio acid, choline, glycerol-3-
phosphate, and N-acetylneuraminic acid,

1. The methed of claim 5, wherein the differential level corresponds an increase in the
second detccted metabolite level relative to the first detected metabolite level indicating a
decrease in periodontal disease of the subject, and wherein the at least one metabolite is at

least one member chose from; uric acid, ascorbic acid, end glutamine,
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8. The method of claim 1, which method is used for determining an efficiency of a test
compound useful in treating periodontal development in a mammal, wherein;

the gingival crevicolar fluid sample in which the level of one or metabolites is
detected, i8 collected from a subject after treatment with a test compound,

whereln the post-treatment metabolite level is compared 1o one or more of the
following:

pre- treatment metabolite levels of the subject, periodontal reference levels and
healthy reference level and wherein,

the efficiency of the test compound is determined based on the comparison.

9. The method of claim 8, wherein the pre-treatment metabolite level may be obtained
by steps comprising:

detecting a pre-treatment metabolite level of a first gingival crevicular fluid sample
collected from the subject at a first point in time; and

applying a dentifrice conlaining the test compound to an oral cavity of the subject
according to 2 prescribed protocol;

wherein the post-treatment metabolite level is detected at a second peint in time.

10.  The method of claim 8, further comprising: determining whether the test compound
down-regulates at least one member chosen from: inosine, xanthine, guanosine, guanine,
leucine, isoleucine, lysine, methionine, phenylalanine, proline, serine, threonine, tryptophan,
tyrosine, valine, phenylacetic acid, a-hydroxyioscaproic acid, 5-amino valeric acid, choline,

glycreol-3—phosphate, and N-acetylneuraminic acid.

1. The method of claim 9, further comprising: '
determining whether the test compound up-regulates at least one member chose
from: uric acid, reduced glutathione, oxidized glutathione, ascorbic acid, and glutamine.

12, Amethod of identifying a test compound useful in treating periodontal disease in a

memmal, the method comprising contacting 1 cell with the test compound and determining
32

ration: 01.02.2011 11-42:34 - 01.02.2011 13:43-49. This page 20 of ZAMENDED SHEETo17 714749
Received at the EPO on Feb 01, 2011 11:48:49. Page 20 of 24

57 OF:03201



Printed: 23-02-2011. CLMSPAMD PCT/US 2009/039 184
ioFeb. 2010 1044 Jage White & Farrer No. 2436 P 2
PCT/US 2009/039 184 - 01-02-2011

whether the test compound down-regulates at least one member chose from: inosine,
hypoxanthine, xanthine, guanosine, guanine, leucine, isoleucine, Iysie, methionine,
phenylalanine, proline, serine, threonine, tryptophan, tyrosine, valine, phenylacetic acid, o-
hydroxyioscaproic acid, 5-amino valeric acid, choliné, glycreol-3-phosphate, and N

acetylneuraminic acid,

13, A method of claim 12, further comprising;
determining whother the test compound up-regulates at least one member chose
from: uric acid, reduced glutathione, oxidized glutathione, ascorbic acid, and glutamine,

14, Amethod of identifying a test subjectas a responder or non-responder to therapeutic
agents while using a standard care protocol, comprising the steps of:

generating a metabolite profile of a gingival crevicular fluid sample collected from
the test subject, wherein the metabolite profile includes the metaboliie identity and
metabolite Jevel; I

comparing the metabolite profile of the test subject to a reference responder
metaholite profile and a reference non-responder metabolite profile,
wherein the reference responder metabolite profile Is generated from a reference responder
subject which showed regression of periodontal discase while using & dentifrice containing &
standard therapeutic agent according to the standard care protocol,

wherein the reference non-responder metabolite profile is generated from a roference

non-responder subject which showed no change in periodontal disease while using a
dentifrice containing a standard therapeutic agent according to the standard care protocol;
and

besed on the comparing, identifying the test subject as responder to therapeutic

agents or non-responder to therapeutic agents.

15 The method of claim 14, wherein for the reference responder subject, the standard
therapeutic agent down-regulates at least one member chose from: inosine, lrypoxanthine,

xanthine, guanosine, guanine, leucing, jsoleucine, lysic, methionine, phenyllalanine, proline,
33
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senne, threonine, tryptophan, tyrosine, valine, phenylacetic acid, o-hydroxyioscaproic acid,

S-amino valeric acid, choline, glycreol-3-phosphate, and N-acetylneuraminic acid,

16.  The method of claim 14, wherein for the reference responder subject, the standard
therapeutic agent up-regulates at least ane member chose from: ric acid, reduced
glutathione, oxidized glutathion, ascorbic acid, and glutamine,

17, A mgethod of identifying a test subject as a fcsponder or non-responder to periodontal
disease development while following a standard non-care protacol further comprising the
steps of; '

generating a metabolite profile of the gingival crevicular fluid sample collected from
the test subject, wherein the metabolite profile includes the metabolite identity and
metabolite level;

comparing the metabolite profile of the test subject to a reference responder
metabolite profile and a refercnce non-responder metabolite profile,

wherein the reference responder metabolite profile is generated from a reference
responder subject which developed periodontal disease while following. the standard non-
care protocol

wherein the reference non-responder metabolite profile is gencrated from a reference

. non-respander subject which failed to develop periodontal disease while following the
standard non-cere protocol; and

based on the comparing, identifying the test subject as responder to periodonta)
disease development or non-responder to periodontal disease development.

18.  The method of claim 17, wherein for the reference regponder subject, the standard
nan-care protocol up regulates at least one member chose from: inosine, hypoxanthine,
xanthine, guanosine, guanine, leucine, isoleucine, lysine, methionine, phenyllalanine,
proline, serine, threonine, tryptophan, tyrosine, valine, phényl acetic acid, o-
hydroxyioscaproic acid, 5-amine valeric acid, choline, glycreol-3-phosphate, and N-

acetylnenraminic acid,
34
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19.  The method of claim 17, whersin for the reference non-responder subject, the
standard non-care protocol down-regulates at least one member chose from: uric acid,
reduced glutathione, oxidized glutathione, ascorbic acid, and glutamiﬁé.

20.  An oral care ldt comprising:

one or more gingivitis crevicular fluid collection strips for collecting a gingival
crevicular fluid sample and for recovery of metabolites contained in the gingival crevicular
fluid sample;

a diagnosis of a subject's oral health based on the method of claim 5.

21, A dentifrice composition ¢comprising:

an effective amount of an oral health metabolite therapeutic agent, wherein the
therapeutic agent effects a change in metabolite levels over a time period of at least one
month wherein the change metabolite level is at Ioast 5 percent greater than a corresponding
change in metabolite reference levels effected by a control dentifrice composition,

22.  Thedentifrice compogition of claim 21, wherein the control dentifrice containg
. Triclosan.

23, A method to detect aetabolites corresponding to periodontal disease in a subject's
oral cavity comprising the steps of: applying a dentifrice containing a metabolite indicating
composition to ons or more sections of, test in the oral cavity, wherein sald dentifrice
containg & metabolite indicating composition which presents a user discernable indicator
upon exposurs to a metabolite and a metabolite level associated with periodontal disense.

24. A metabolite indicating dentifrice comprising: a mctabolite indicating composition
which presents a wser discemnable indicator upon exposure to a metabolite and a metabolite

level associated with periodontal disease,

35

ration: 01.02.2011 11:42:34 - 01.02.2011 11:45,43. This page 23 of 2AMENDED SHEET 831172857
Received at the EPO on Feb 01, 2011 11:48:48. Page 23 of 24

617 01-02-2011;



, Printed: 23:02:2011 CLMSPAMD PCT/US 2009/039 184

”

IoFeb, 2011 10:42 Page White & Farrer No. 2936 P 24

PCT/US 2009/039 184 - 01-02-2011

25.  The metabolite indicating dentifrice composition of claim 24, wherein the uger

discernable indicator corresponds to a change in color of the metabofite indicating dentifrice.

26.  The metabolite indicating dentifrice composition of claim 24, wherein the metabolite
is least one compound chosen from: a compound generated by amino acid metabolism, &
compound generated int urea cycle; a compound generated in glutathione conversion; a
compound generated in lipid metabolism; a compound generated in carbohydrate

metabolism; & compound generated by nucleic acid metabolism; vitamins; and co-factors.

27.  The metabolite indicating dentifrice composition of claim 24, wherein the metabolite
level is indicative of up regulation of one or more of the following: inosine, hypoxanthine,
xanthine, guanosine, guanine, leucine, isoleucine, lysie, methionine, phenyllalenine, proline,
serine, throonine, tryptophan, tyrosine, valine, phenylacetic acid, a-hydroxyioscaproic acid,
S-amino valeric acid, choline, glycreol-3-phosphate, and N-acetylneuraminic acid.

28.  The metabolite indicating dentiftice composition of claim 24 wherein the metabolite

level i3 indicative of down regulation of one or more of the following: wric acid, reduced
glutathione, oxidized glutathione, ascorbic acid, and g!utaminc.
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o . Attorney Docket No.: 8207-00-OC

ASSIGNMENT

WHEREAS, WE, Virginia M. Barnes, Harsh M. Trivedi, Tao Xu (below referred to as
ASSIGNORS), residing, respectively, as set forth hereinafter, have made an invention for
which application for Letters Patent was filed in the United States Patent and Trademark
Office as Application Serial No. PCT/US09/39184 filed April 1, 2009 naming the
ASSIGNOR(S) as inventor(s), and entitled “"METABOLITES FOR ORAL HEALTH AND
USES THEREOF": and

WHEREAS, Colgate-Palmolive Company, a corporation duly organized and existing
under the laws of the State of Delaware, United States of America and having its principal
office and place of business at 300 Park Avenue, New York, New York 10022, and offices and
place of business at 909 River Road, Piscataway, New Jersey 08835 (below referred to as
“ASSIGNEE"), is desirous of obtaining the entire right, title and interest in and to the
aforesaid invention and patent application and corresponding patent rights worldwide;

NOW, THEREFORE, in consideration of good and valuable consideration, the receipt
and sufficiency of which is hereby acknowledged, ASSIGNOR(S), by these presents do sell,
assign and transfer lo ASSIGNEE, the full and exclusive right, title and interest in and to the
aforesaid invention, the aforesaid Patent Application and all corresponding patent
applications, all divisional, continuation, continuation-in-part, reissue, reexamination, and
any additional patent applications which claim priority to the aforesaid Patent Application,
and all Letters Patent or comparable rights issuing thereon in the United States and in all
foreign countries, together with the right(s) of priority under the International Convention for
the Protection of Industrial Property, Inter-American Convention Relating to Patents, Designs
and Industrial Models, and any other international agreements to which the United States of
America adheres, and the ASSIGNOR(S) hereby authorize and request the United States
Comumissioner of Patents and Trademarks and all foreign Patent Offices to issue all Letters
Patent or comparable rights issuing on any application as aforesaid to ASSIGNEE, or to its
successors, assigns or legal representatives;

ASSIGNOR(S) hereby covenant that ASSIGNOR(S) have full right to convey the entire
interest herein assigned, and that ASSIGNOR(S) have not executed, and will not execute, any
agreement in conflict herewith;

ASSIGNOR(S) agree to communicate to ASSIGNEE or to its successors, assigns or legal
representatives any and all facts known to them or any of them respecting said invention, and
without further remuneration to testify in any legal proceeding, sign all lawful papers,
execute all divisional, continuation, continuation-in-part, reissue and reexamination
applications, make all rightful oaths and generally do all lawful acts to aid ASSIGNEE or its
successors, assigns or legal representatives to obtain and enforce proper patent protection for
said invention in all countries and to enhance or perfect ASSIGNEE's title in and to the
invention and patent rights therein.

ASSIGNOR(S) hereby authorize attorneys for ASSIGNEE to enter on this document
any applicable serial numbers and filing dates after ASSIGNOR(S) execution of this
document.

This Assignment is effective as of: April 1,2009.
{date of filing)
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IN TESTIMONY WHEREOF, | hereunto set my hand and seal this \5 dav of

Halgm—— 0t e f

Virgin in M, Barnes

Address: 115 Back Brook Road
Ringoes, New Jersev 08551

State of M&u‘/ Jerse
County of /¥ m{?’/ﬁe’

On this day of e 20/7 before me, a Notary
Public in and for the State and Codnty aforesaid, personally appeared the above
signatory, known to me to be the person of that name, who executed the foregoing

instrument in my presence.
g NOTARY PUBLiC

- . CHRISTINE E. BRISCOE
B NGTARY PUBLIC OF NEW JERSEY
T 1.D. # 2382679
L Commission Expires 2/24/2014
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IN TESTIMONY WHEREQF, 1 hereunto set my hand and seal this _& €__day of
4 L -
i f 202

r - /-;((“/ // f,.f,f..?"%

Harsh M. Trivedi

Address: 30 Burniston Court
Hillsbhorough, NJ 08844

State of 72 e}/ﬂf/ f
County of }"! //,‘7

Onthis 2/ dayof (:é/ //JQJJ 204z before me, a Notary
Public in and for the State and® Countv aloresaid, personally appeared the above

signatory, known to me 1o be the person of that name, whoe executed the foregoing
instrument in my presence.

(,% w-@t"in;/c, / Sl

NOTARY PUBLIC
CHBIR™ = * 8008
NC™:e- EW JERSEY
I 79

Commission ca, .25 2/2412614
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Tao Xu
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Fast Brenowielr NO8816 AR L ueh seipp (
State of
Counly of .
On this llﬂ\ day of A‘_l) !*-U‘L 20,1_@ befare me, a Nolary

Public in and for the Slate and County aforesaid, personally appeared the above
signatorv, known o me to be the person of that name~¥lid executed the foregoing
instrument in my presence, B L el
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TRADUCCION AL ESPANOL DEL DOCUMENTO DE CESION A COLGATE-
PALMOLIVE COMPANY firmado por los cedentes y el cesionario.

APOSTILLA
(Convencién de la Haya del 5 de octubre de 1961)

1. Pais: Estados Unidos de América
2. Este documento publico
ha sido firmado por EMILY LANG
3. actuando en capacidad de NOTARIO PUBLICO DE NEW JERSEY
4. lleva el sello/timbre de EMILY LANG, NOTARIO

Certificado
5. en Trenton, New Jersey
6. el 14 de julio de 2011
7. por Andrew P. Sidamon-Eristoff, Tesorero de Estado
8. No. A431487
9. Sello/timbre
10.Firma
(Firma)

Hay un sello que dice:
EL GRAN SELLO DEL ESTADO DE NEW JERSEY

Certificado Namero: 121016751
Verifique este selflc en linea en
https./Awvwwi state nj.us/TYTR StandingCert/JSP/Nerify Cert.jsp
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Yo, Michele Konrad de COLGATE-PALMOLIVE COMPANY, por {a presente
declaro que la copia anexa es una fotocopia verdadera de la cesién de la
solicitud de patente internacional No. PCT/US20098/039184 presentada el 01
de abril de 2009.

(firma)
Michele Konrad
Asistente Legal Senior - Patentes
Colgate-Palmolive Company

Suscrito y jurado ante mi este 05 de julio de 2011.

{firma)

Hay un sello que dice:

EMILY LANG

Notario Publico

Estado de New Jersey

Mi comision vence el 30.Nov.2013

Hay un sello seco que dice:
EMILY LANG

Notario Publico

New Jersey



Expediente de abogado No. 8207-00-0C

CESION

CONSIDERANDO QUE NOSCTROS, Virginia Barnes, Harsh M. Trivedi y Tao Xu (referidos abajo
como CEDENTES) residentes respectivamente como se establece mas adelante, hemos hecho una invencion
para la cual se presenté una solicitud para Titulo de Patente de los Estados Unidos en la Oficina de Patentes y
Marcas de los Estados Unidos, bajo el serial No. PCT/US2008/039184 el 01 de abil de 2009, titulada
METABOLITOS PARA LA SALUD BUCAL Y USOS DE LOS MISMOS; y

CONSIDERANDQ QUE, Colgate-Palmolive Company, una corporacién debidamente organizada y
existente bajo las leyes del Estado de Delaware, Estados Unidos de América y que tiene sus oficinas principales
y lugar de operacion en 300 Park Avenue, New York, New York 10022, y oficinas y sede de negocios en 809
River Road, Piscataway, New Jersey 08855 (referida abajo como el “CESIONARIQ") desea obtener la totaiidad
det derecho, titlulo e interés en y para la invencion y solicitud de palente mencionada arriba v l0s
correspondientes derechos de patente alrededor del mundo.

AHORA POR LO TANTO, en consideracién de fa consideracién buena y valiosa, el recibe v la
suficiencia de la cual se reconocen por medio de la presente, el (los) CEDENTE(S) por la presente vende, cede y
transfiere al CESIONARIOC el derecho total y exclusivo, titulo e interés en y para la invencion arriba mencionada,
la mencionada Solicitud de Patente de los Estados Unidos y todas las soliciudes de patente extranjeras
cormespondientes, todas las divisionales, continuaciones, continuacion parcial, reemisiones, reexaminaciongs y
cualquier solicitud de Estados Unidos adicional, que reivindique la prioridad para la mencionada salicitud de
Estados Unides, y todos los Titulos de Patente o derechos comparables que se emitan a partir de esta en los
Estades Unidos y en todos los paises extranjeros, junio con el{los) derecho(s) de prioridad bajo la Convencién
Internacional para la Proteccion de la Propiedad Industrial, Convencion Interamericana con Relacion a Patentes,
Disefios y Modelos Industriales, y cualquier acuerdo internacional para el cual los Estados Unidos haga parte, y
el(los) CEDENTE(S) por ia presente autoriza y solicita al Comisionado de Patentes y Marcas de los Estados
Unidos y todas las Oficinas de Patentes extranjeras a emitir todos ios Titulos de Patentes o derechos
comparables que se emitan sobre cualquier solicitud como se menciond anteriormente al CESIONARIO, o sus
sucesores, representantes legales y a quienes para tal efecto designe;

EL{LOS} CEDENTE(S), acuerda que elflos) CEDENTE(Sj tiene pleno derecho para comunicar fa
totalidad del interés aqui cedido y que el{los} CEDENTE(S) no ha ejecutado y no ejecutara, ningun acuerdo en
canflicto con el presente;

EL(LOS) CEDENTE(S) acuerda comunicar al CESIONARIO o a sus sucesares, representantes legales
y a quienes para lal efecto designe, cualquiera y todos los hechos conocidas por ellos o por cualquiera de ellos
respecto a dicha invencion y sin remuneracion adicional para testificar en cualquier proceso legal, firmar todos los
papeles legales, ejecutar todas las solicitudes de divisional, confinuacion, continuacion parcial, reemisién y
reexaminacion, hacer todos los juramentos correctos y en general, hacer todos los actos legales para ayudar al
CESIONARIO o sus sucesores, representantes legales y a quienes para tal efecto designe, para obtener y hacer
valer la proteccién de patente apropiada para dicha invencién en todos los paises y para mejorar o perfeccionar
¢l derecho del CESIONARIO en y para fa invencién y derechos de patente de la misma.

EL(LOS) CEDENTE(S) por la presente autoriza a los abogados de! CESIONARIO a ingresar en este
documento cualquier nimero de serie aplicable y fechas de presentacion después de la ejecucion por parte
del(los) CEDENTE(S) de este documento.

Esta Cesion es efectiva desde: Abril 1, 2009
(fecha de presentacion)

{Hoja 1 de 4)
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EN TESTIMONIO DE LA CUAL, he puesto mifirma y selloel __ 03 de __mayo  de 2010.

(firma)
VIRGINIA BARNES
Direccidn: 115 Back Brook Read
Ringoes, New Jersey 08551 US

Estado de New Jersey
Condado de Middiesex

Bl _03 de__mayo_ de 2010, ante mi, un Notario Publico en y para el Estado y Condado antes

mencionados, comparecid personalmente el arriba firmante, a mi saber 'a persona de ese nombre, quien ejecutd

el instrumento anterior en mi presencia.

{firma)
NOTARIQ PUBLICO

Hay un sello que dice:

CHRISTINE E. BRISCOE

Notario Publico de New Jersey
Identificacion No. 2382679

Mi Comisién vence el 24 de febrero de 2014
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EN TESTIMONIO DE LA CUAL, he puesto mifrma y selloel __ 20 de __abril_ de 2010,

(firma)
HARSH M. TRIVEDI
Direccion: 30 Burniston Court
Hillsborough, New Jersey 08844 US

Estado de MNew Jersey
Condado de Middlesex

El _20 de __abrl _ de 2010, ante mi, un Notario Piblico en y para el Estado y Condado antes
mencionados, comparecio personalmente el arriba firmante, a mi saber la persona de ese nombre, quien ejecutd

el instrumento anterior en mi presencia.

firma
NOTARIO PUBLICO

Hay un sello que dice:

CHRISTINE E. BRISCOE

Notario Publico de New Jersey
Identificacién No. 2382679

Mi Comision vence el 24 de febrero de 2014
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EN TESTIMONIQ DE LA CUAL, he puesto mifirma y selloel __ 12 de__abril _ de 2010.

{fima)
TAQ XU
Direccion: 160 Pine Street
Newton, MA 02466 US

Estado de
Condado de

El_12__de __abrit _ de 2010, anie mi, un Notarioc Pdblico en y para el Estado y Condado antes

mencionados, comparecié personalmente el arriba firmante, a mi saber la persona de ese nombre, quien ejecutd

el instrumento anterior en mi presencia.

{selio)
NOTARIO PUBLICO
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Br_igard- & Castro

‘BANTA FE DE BOGOTA - COLOMBIA
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Hembrolames! a1 RAMIRO CASTRO DUQUE ylo JUAN

PABLO CADENA SARMIENTD yio BEATRIZ
JARAMILLO &, ‘
de  Sdntalé de -Bogord, Colombia, ppoderados

veideddros v legales con peder especial, arnplio y
suliciente, para recabar de los oflcines v autoridades
colembianas admnistratlvas, judiciales v de policfa, en
cualawer instancla o recurso, |a abtencion e patentes
de nvencién, reglstros de margas, disefios mdustriales,
modolos de ulilided, depésitos da nombres comerclales
Y enserias, registros de derechos de autor vy contreros
sobre los musmos,, obtencuin de cartificados de
obtentor de varledades vegetales, as| como gus
prérrogas, renovaclones, enolaciones de traspaso,
cembios de nombre y/o domiclo; slabsrar, wemitar ¥
reqistrar - contfato:  de  licencls v  licencies  de
cudlesquiera clases; intervenir como demandaniz o
como demgndado en cuslquler instancia ¥ fecurso ante
cualouier fusz, corporacién, funcionario pYblice o
avtonfad en ncrionas judicisles, administrativas y de
oolicia tales como: oposiciones al registro de marces;
acciones  de  caducldad, cancelaclén ¥ nulidad;
acciones reivindicatorlss, acciones derivadas de lg
ohtencidn o explotecidn de licengips: aganes de
competenzia deslesl; demoandas peneles; acclones de
indemnizacion do perjuicics, Jeclamos y obsarvacignes
@ solicliudes de patentes, disefios industriales, modalos
de wtilidad, en el elereicio de medidag cattalares y an
oiras acclores o medidas similzres.

A este efecto. lofsl  faeultolamos) para  alevar
formular descripelonns, anmisndas,
ptetestas, declarsciones, oposiciones, canceloclones,
nulidades, apelaclones y reclamos; pagar Irmpuestas,
cluotas ¥ gravimenes prescritos por la ley: renunciar o
desistic & derechos concedidos D en curso e
cancesiin; recibic toda clase de documentas v valores
dando el doscargp respsctive, vy, en general, para g4
ante dichas autendados todes fos pasos nacesarigd
ofecto indicedo y romar todas Jas medidas
creveratl canducentes al resguarde deé s |

ntereses), con todas. las demds Ffacultades
nacessrias.

Este pddar comprende la taculiad
confirmar en mi {nuestro) nombre:do a
coma la facultad de desistir, raasigir, bR
la de sustiturlo en todp o en parte
sustitciones.  Asrmisma nombrofarnog] a:
CASTRQ DUQUE vylo JUAN PABLO G
SARMIENT D y/o BEATRIZ JARAMILLO 8. i
domiciliadols) en la Carrers 7 No, 16-56 G 9, mis
Inuesrodl  apoderados en Colombla, con Taculindes

para regbir  noiificaciones Y doemignar apoderades
udiciales o extraudicialas,

Otorgade v firmado en

hey de “CE PRES'DENT &
fee TRADEMARK
":l‘ombre

T 3882708

KSTRIATE GENERAL COUNSEE =0T 2 8 B8 oy o o,

. L

OCT. 23 26001 B1:659H P2
3

POWER OF ATTORNEY

I {We)

s
domiciled ig DLGATE*PAMDLIVE COMPANY
N:Tpoxjation, of 300 Pary Avomue,

" York, New York 100ge, "y, g, 4.
Heraby appoint RAMIRG CASTRG DUQUE  andlor
JUAN PABLO CADENA SAAMIENTO andfor BEATRIZ
JARAMILLO S, .
of Santafé de Bogors, Golomble, ry (owr) tue and
lawful attorneys with special, ample and sufficlert
power to obten from the Colombian admunistrarive,
judicial and police offices and authorities, in any
Instance, privilages of patents of invention, reglsuation
of trademarks, Industrisl designe and utility models;
regisiration  of commereial nemes and  emblems,
ragistration of copyright and contracts ralated thereto,
centificateg of gbtainars of vagetablar varigties, as well
o8 extensions, repewals and recordal ) Aasslgnments
and changes of name and domicle reioted to the
above: to prepard, prosacute and register licenses of
any kind; 1o act as plalntiff or defendant in any
Instance  of recourse, and before any dne,
curporation, public official or authority in Judiciat,
edministrative and police setions, such as: oppositions
to the registration of trademarks; cadueity, cancellation
and nullity actiens; claim scdons dedved from the
obiaining or explotation of licenses, scton of snfair
competition; penal demands, actions of indemnilas far
damages: claims  or observatons on  patent
applications, models, Industrial designs and  wdfity
madels; in the exercise of preventive measures: and in
other ashons or aimilar proceedings.

» & Delaway

To that effect they are hereby empowered 1o fita
applieations, . formulate descriptions, amengdments,
protests,  declatations, eppositions.  concellations,
aullities, appesls and claims; to pay taxes, quotas and
assessmems preseribad by law, rennunce or wave the
nghte granted gria-the progess of granting; to receive
o kind oiadafurvg,rand velvebles, guing the

4 LoBtaint, and, in peneral, 1o 1ake
as the necessary 3leps to such |
. moaasures that they may deemt
e safeguard of my (oun) int_gLeéer
ther viecessary legal powers! i

A lhe faculty.__’ “ratlty or gaptirm
pmmis)srgﬁ'r"ny lawr) behglf..and
ower yiivhole or in part.and o
efﬁﬁé same-time | (Wel hereby
AETRO DUGUE andfor JUAN
¥* SARMIENTO  and/or BEATRIZ

Granted and signed n New York, N-'g-

Signature M %7/’

Name

SCOTT E THOMPSON -




CERTIFICADO NOTARIAL {SOCIEDAD)

i

Hoy de ' de
persoastmenta comparecd ante my/

8 quign €oNo2Go, y ds quien me consta que Femd el
anterior documento, debidemente jucamentado declerd
y dijo que €l as

de
Seciedad legalmente ¢onstawda para un perlodo de

duracién que aoun no ha terminndo; q'.m_el daclarante
estd auidrlzade por dicha ¢compaiia pera confery sate

poder; que ¢l sello estampado por € sl pia da tal poder,

an nombré y représentacidn de ld expreseds compafifa,
e al selio oficial de alle; v que el objeto para al cuai 58
confiere este Insteumento st comprendido dentro del
de Ja socledad.

€l suseriio Notarlo [vace constar que tyvo a 14 visia lag
" pruebas de |a exlstenaia de la socledad, '

Esiado de '
con fecha

v que quien confisre of presente peder es sy
reprasentante. '

Notarie Pdblice (sello}

CERTIFICADO MOTARIAL
PERSONA NATURAL 4

Hoy de de

., campareciéeron)
ante ml

a quien les) conozco y me consta que estsonl lalsl
persanalst Firmante(s) del documanto que precede vy
quienies} daclaraln) que otargsn el musma para las
fines y propdsites que entdl $8 expresan,

Notario Pablica (zello)

LEGALIZACION POR APOSTILLA ES REQUERIDA.

otary Public, State of New York

NOTARIAL CERTIFICATE {CORPQRATION}

on s T 2 0 IWday of of

personally appeared hefore me

to me known, anasgﬁlﬁlmyﬁgyme person who

gigned tha foregoing instrument who being by me duly
sworn did depose and say that he [she) is the

VICE PRESIDENT &
of ASSOCIATE GENERAL COUNSEL
TRADEMARK

COLGATE-PALMOLIVE COMFANY

Which is lagally constituted for a term not yat expued,
that deponent 15 authorlzed by said Campany to confer
this Power of Attorney: that the saal affixed hereunto
by tha depanent in tha name and on behalf af said
Corporation s the corporate sesl thereof; and that the
purpese for which thls nstrument 15 grented s
included within the corporate purpose of company.

The undersigned Notary Public tttests that ha has saen

the documents thet- prove the —existence of the
company,

Delaware
May 13, 1997

State of
under data of

and that he {she] who grants the presont powet of
attocney 1z Its‘Representative.

ROSIE 5: DIZON
No. 31-40449TRRIAL CERTIFICATE

glified in New YoMACUBALYPERSON

slon Expires Aug. 18, 2002

On :him 28 day of of

personally appeared before me
SCOTT E THOMPSON

who islare) known:to me and who [ attest exacuted
the forggeoing decument and ha Qggw-i'dgpiargq’, ha
t’mev'éam[s] the document for thé uses.aiv

therein expressed. Tl

ROSIE S. DIZON

’ ] of New York
LEGALIZATION BY Msﬁl_ﬂﬁ‘%“%%l?ﬁ 17

Qualifiad in New York Gounty
Cammission Expires Aug. 15, 2002
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. e L. .

et " (OB T - Form 1 *
. ::,n.ti:c" e Yok lr?,» ﬂ._-j £ ™
ity of Wew Yok, - = &, e
‘T, NORMAM DMAN, Co#ilty Clerk and Clerk of the Supreme Court of the State of

New York, Jo and for the Co 23 otk, & Court of Record, having by Inw z segl,
3 DO-HERE_BY;%ERTLFY pursuant to the Execudve Lew of the State of New York, that

Sl S Dizeno.

- N

whoge name Is subscribed to the annexed affidavie, deposilion, certificate of acknowledgment or proof, was at the
tim} of tekring the same # NOTARY PUBLIC |o gsd for the Stute of New York duly ¢comnissioned, sworn and
qualified to act as suchj that pursuant to law, s commisshon ot a certificate of his efcial character, 'with hie
tutogreph slgnature hay been fled in my office; that st the Hme of taking such proof, scknowledgment or cath, he
wag duly nu(mﬂ!ed 1o ke the samc; that | am well sequainted with the hendwdring of such NOTARY PUBLIC
¢1 hive compared the ¢ignature dn the annexed lnstrument with hls avtograph slgnature deposited In my office, and
1 beleve chet such simature Is genuine,

IN WITNESS WHEREQF, 1 have heteunto set my hand aflixed sy official seal this

0ET.30700 '

- FEE PAID $3.00

2

LA~

County Clerk and Clerk of /Ga Sugreme Courl, New York County




Apostille

(Convention de La Hays du 5 Octobre 1964)

1.  Country: United States of America
This public document
2. has been signed by Norman Goodman

acting in the capacity of County Clerk
bears the seal/stamp of the county of New York

C'ertlﬁed
5. AtNew York,New York 6. the 30th day of Octaber 2001

7. by Special Depity Secretary of State, State of New York
8. No. NYC-37865408 |

3. Seéal/Stamp 10.  Signature

~ Aqil M. Qureshi
: d\ ' Speciaf Deputy Secretary of State

O 135595 REL { REV: Z/t/0e)




. domicitada en 300 Yark Avenue, New York, New York, Estac

TRADWCCION SIMPLE Al ESPAROL dei Certificado Notanal yella apostilla que vienen

Jjunto con el poder dado por Colgate-Palmolive Company, a Delaware Corporation,

os Unidos de América a
Ramire Castro Duque y/o Juan Pablo :Cadena Sarmiento y/o Beatriz Jaramillo S,

domiclliados en la Carrera 7 # 16-56 P. g, Bogota.

Certificado Notarial

Estado de New York }

) 88.
Condado de New York )

252373

Yo, NORMAN GOODMAN, Oficial del Condado y Oficial de [a Corte

Suprema de! Estado de New York, en y para el Condado de New York, un Tribunal
de Registros, que tiene un seilo por ley. '

CERTIFICO POR MEDIO DE LA PRESENTE de acuerdo con Ia Ley
Ejecu_ti\‘_ra del Estado de New York, que

Rosie 8, Dizgn . v

calificado para actuar como tak que de acuerdo con la fey, una comision o un
certificado de este cardcter o :

grai’a depositada en m oficina, y creo que tal
COMO TESTIGO
oficial este

30 de Octubre de 2001
TARIFA:PAGADA $3:00

DE LO MISMO, he fijado al presente mi firma t mi sello

(Firma);
Oficial del Condado y Oficlal de 1a Corte Suprema, Condado de New York




—_———

APOSTILLE

(Convencion de La Haya del 5 de Octubre de 1961)

. Pais: ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

Este documento publico

- ha sido firmado por Noerman Goodman
- actuando en capacidad de Oficial del Condado

. lleva €l sello/timbre del condado de New York

CERTIFICADOQ

. en New York, New York 8. el 30 de Octubre de 2001

7. por Secretario de Estado Encargado Especial, Estado de New York

. No, NYC-97865408

.-Sello/Timbre 10, Firma

(Firma)
Aquil M. Qureshi L
‘ Seeretario g R Estado L8

~
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NCIA D INDUSTR1A v COMERCIO

IllllllllillllllflllllllIlgﬂlllllllll

0.11.116181.
Fecha: 2011.09.05 16'181 0

Tra. 11 PATENTElYli‘ls

A Eva: 379 4

———

Indicacién que se solicita una patente.

Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Descripcién de la invencion

Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de las tasas establecidas (De ser ef caso formato de descuento)

Completa - D ' Incompleta D

PATENTE DE INVENCION PCT {ZJ MODELO DE UTILIDAD PCT I:] Art.33 Decision 486/00, Circular Unica

b
iy

]
4

Indicacién que se solicita una PCT

Copia de la solicitud en espafiol, tal como fue presentada inicialmente {capituio descriptivo,
reivindicatorio, resumen}

Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de las tasas establecidas {de ser el caso formato de descuento)

Completa l_—_] tncompleta l:l

DISENO INDUSTRIAL [ | (Art. 119 Decisin 486/00)

L
ml

]
L]

indicacién que se solicita Disefic industrial
Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud

Representacion grafica y fotografica del Disefio industrial o muestra del material que incorpora el

disernio
Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa I:‘ Incompleta D

ESQUEWA DE TRAZADO || (Art. 2 Decisién 486/00)

HANREEN

Indicacidn gue se solicita un esquema de trazado
Datos de idenfificacién del solicitante o de la persona que presenta fa solicitud
Representacidn gréfica de un esquema de trazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa I:] Incompleta I:l

Fi02-FO8 (2009-11-18)

Dap. 2020 piR N
) ct. 44 -NUEVASCR
MODELO DE UT.. | PRESENTACION  Fome) o SENACIONAL




