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METODOS DE DIAGNOSTICO

ANTECEDENTES

[0001] A medida que aumenta el conocimiento sobre la erosion y se
incrementa su impacto entre los ortodoncistas y los pacientes, crece la
necesidad de abordajes con los que pueda diagnosticarse correctamente la
fuente de la erosion y puedan identificarse los individuos que presenten una
susceptibilidad incrementada a la erosion. A diferencia de las caries, que
producen lesiones profundas localizadas debajo de la superficie, a causa de
una exposicion prolongada a los acidos producidos por las bacterias, la erosion
es el resultado de la disolucion y al ablandamiento de la superficie del esmalte.
Esto puede deberse a una exposicion breve y frecuente a los &acidos
provenientes de la dieta, que se caracterizan por un pH bajo, lo que puede dar
como resultado el ablandamiento y la pérdida de minerales, especialmente en
combinacion con un lavado con una pasta dental abrasiva. Los acidos
provenientes de la dieta, tales como el acido citrico, resultan particularmente
dafinos, no solamente debido a su pH acido, sino también a su capacidad de
quelar el calcio, que da como resultado una disolucién adicional del esmalte.
[0002] La pelicula adquirida del esmalte (AEP) constituye una proteccion
natural parcial contra los ataques acidos sobre el esmalte. La AEP contiene
iones de calcio y de fosfato, proteinas y enzimas. La formacion de la pelicula es
un proceso complejo con multiples pasos, en el cual inicialmente tiene lugar la
union de las proteinas precursoras, tales como la estaterina y las proteinas
ricas en prolina, que luego sirven como sitios de union para otras proteinas
(tales como las mucinas). La maduracion abarca el entrecruzamiento y la

desfosforilacion de las proteinas de la pelicula y la union de las bacterias que



forman la placa en las Ultimas etapas, es decir, después de 2 horas. La
composicion de la pelicula depende en gran medida del contenido de saliva,
que varia con su velocidad de flujo, su estimulacién, el momento del dia o la
dieta, entre otros factores. La velocidad de flujo de la saliva afecta
notablemente el pH, los componentes ionicos y la capacidad de amortiguacion
de la saliva.

[0003] La erosion puede ser el resultado de diversas condiciones, por
ejemplo, una exposicion frecuente a los acidos provenientes de la dieta o a los
acidos gastricos o la ausencia de una cantidad suficiente de saliva
(xerostomia). Los pacientes que padecen erosion de origen gastrico
normalmente se identifican evaluando la severidad y la localizacion del dafio
erosivo (en las superficies palatales superiores), mientras que los pacientes
que padecen xerostomia suelen identificarse realizando una inspeccion visual
de la saliva y una medicién de su velocidad de flujo. Hay una relacién entre la
erosion y una ingesta incrementada de bebidas acidas, una disminucion en la
velocidad de flujo de la saliva y una reduccién en el pH o la capacidad de
amortiguacion de la saliva, que suelen ser el resultado de una disminucién en
su velocidad de flujo. Sin embargo, algunos pacientes que presentan una
velocidad de flujo salival normal y que no presentan signos de exposicion al
acido gastrico padecen dafios erosivos causados por la dieta, incluso cuando
se minimiza la exposicion a los acidos provenientes de la dieta, por lo que
podria inferirse que presentan una susceptibilidad incrementada a la erosion,
potencialmente relacionada a la AEP. Existe la necesidad de un método simple
y confiable con el que pueda identificarse este subconjunto de pacientes

altamente susceptibles con el propdésito de aplicarles un tratamiento apropiado,



particularmente en el contexto de los estudios clinicos que se realizan para
evaluar el efecto de los agentes activos para el cuidado de la boca que tienen
por objeto reducir, mitigar o controlar la erosion dental que es causada por los
acidos provenientes de la dieta.

RESUMEN

[0004] Sorprendentemente, se ha descubierto que los pacientes que
presentan susceptibilidad a la erosion del esmalte causada por la dieta se
caracterizan (1) por un nivel significativamente mas bajo de la proteina mucina
5B y/o de la proteina anhidrasa carbonica 6 y/o por un nivel significativamente
mas alto de la proteina estaterina en las muestras de saliva de toda la boca, asi
como (2) por una concentracion significativamente mas baja de las proteinas
totales, de la estaterina y/o del calcio en las muestras de la AEP, en
comparacion con los grupos de control saludables, con flujos salivales y dietas
similares. Estos factores pueden usarse para identificar aquellos pacientes que
presentan susceptibilidad a la erosion, en funcion de métodos de diagnostico
basados en el analisis de la concentracion de las proteinas totales, en el
analisis del calcio y en la identificacion de las proteinas en la saliva y en la
pelicula. Debido a que las muestras que han analizarse son muestras de saliva
y de la pelicula salival, su recoleccion es sencilla, por lo que puede obtenerse
abundante informacion relacionada con el contenido de proteinas y de
minerales.

[0005] Por consiguiente, en algunas formas de realizacion de la presente
invencion, se provee un método para identificar un paciente que presenta una
susceptibilidad incrementada a la erosion del esmalte, que comprende uno de

los siguientes pasos, 0 ambos:



(1) obtener una muestra de saliva de toda la boca del paciente y medir el
nivel de la proteina mucina 5B, el nivel de la proteina anhidrasa carbonica 6 y/o
el nivel de la proteina estaterina en la saliva, donde un nivel mas bajo de la
proteina mucina 5B, un nivel mas bajo de la proteina anhidrasa carbonica y/o
un nivel mas alto de la proteina estaterina con relacion al valor de control
respectivo son indicativos de una susceptibilidad incrementada a la erosion del
esmalte; o

(i) obtener una muestra de la pelicula adquirida del esmalte (AEP) del
paciente y medir la concentracion de las proteinas totales, de la estaterina y/o
del calcio en la AEP, donde un nivel mas bajo de cada uno de estos
componentes con relacion al valor de control respectivo es indicativo una

susceptibilidad incrementada a la erosion del esmalte.

[0006] En algunas formas de realizacion, la erosién es causada por la
dieta.
[0007] Otras areas de aplicacion de la presente invencion han de resultar

evidentes a partir de la descripcion detallada que se provee a continuacion. Ha
de comprenderse que la descripcion detallada y los ejemplos especificos,
donde se detallan formas de realizacion preferidas de la invencion, solamente
se proveen con fines ilustrativos y no tienen por objeto limitar el alcance de la
invencion.

DESCRIPCION DETALLADA

[0008] La siguiente descripcion de las formas de realizacion preferidas
se provee meramente a modo de ejemplo y no tiene por objeto limitar el

alcance de la invencion, su aplicacién o su uso.



[0009] En algunas formas de realizacion de la presente invencion, se
provee un método (el método 1) con el que puede identificarse un paciente que
presenta una susceptibilidad incrementada a la erosion del esmalte, que
comprende uno 0 mas de los siguientes pasos, por ejemplo, 2, 3, 4 6 5 de los
siguientes pasos, o bien la totalidad de ellos (6):

(1) medir la concentracion de la mucina 5B en una muestra de saliva de
toda la boca, que por ejemplo, puede ser saliva no estimulada proveniente de
la totalidad de la boca (UWMS) del paciente, donde una concentracion de la
mucina 5B mas baja que el valor de control es indicativa de una susceptibilidad
incrementada a la erosion del esmalte;

(i) medir la concentracion de la anhidrasa carbénica 6 en una muestra de
saliva de toda la boca, que por ejemplo, puede ser saliva no estimulada
proveniente de la totalidad de la boca (UWMS) del paciente, donde una
concentracion de la anhidrasa carbénica 6 mas baja que el valor de control es
indicativa de una susceptibilidad incrementada a la erosion del esmalte;

(i)  medir la concentracion de la estaterina en una muestra de saliva de toda
la boca, que por ejemplo, puede ser saliva no estimulada proveniente de la
totalidad de la boca (UWMS) del paciente, donde una concentracion de la
estaterina mas alta que el valor de control es indicativa de una susceptibilidad
incrementada a la erosion del esmalte;

(iv)  medir la concentracion de las proteinas totales en una muestra de la
pelicula adquirida del esmalte (AEP) del paciente, donde una concentracion de
las proteinas totales mas baja que el valor de control es indicativa de una

susceptibilidad incrementada a la erosion del esmalte;



(v) medir la concentracion de la estaterina en una muestra de la pelicula
adquirida del esmalte (AEP) del paciente, donde una concentracion de la
estaterina mas baja que el valor de control es indicativa de una susceptibilidad
incrementada a la erosion del esmalte; o
(vi) medir la concentracion del calcio en una muestra de la pelicula adquirida
del esmalte (AEP) del paciente, donde una concentracion del calcio mas baja
que el valor de control es indicativa de una susceptibilidad incrementada a la
erosion del esmalte.

Por ejemplo, en la invencidn se provee
1.1. ElI método 1, donde el paciente no ingiere solidos o liquidos durante al
menos una hora, por ejemplo, durante al menos dos horas antes de tomar las
muestras.
1.2. El método 1 6 1.1, donde el paciente es un paciente del que se ha
determinado que presenta una susceptibilidad incrementada a la erosion del
esmalte debido a que cumple con uno o mas de los criterios que se detallan a

continuacion.

Parametro Rango indicativo de Ia

susceptibilidad a la erosion

Mucina 5B (UWMS) < 250 pg/ml
Anhidrasa carbonica 6 (UWMS) < 35 pg/mi
Estaterina (UWMS) > 15 pg/mi

Estaterina en la AEP después de 1 hora <30 ng

Calcio en la AEP después de 1 hora < 0,001 mmol/mm?

1.3. El método 1.2, donde el paciente es un paciente del que se ha

determinado que presenta una susceptibilidad incrementada a la erosién del



esmalte debido a que cumple con al menos dos de los criterios que se
detallaron en el método 1.2.

1.4. Cualquiera de los métodos precedentes, que comprende medir la
mucina 5B, la anhidrasa carbdnica y la estaterina en una muestra de saliva de
toda la boca.

1.5. Cualquiera de los métodos precedentes, donde la muestra de la AEP del
paciente se toma colocando en su boca bloques de hidroxiapatita o de esmalte
montados en una bandeja o una férula palatal durante 0,5-2 horas, por ejemplo,
durante aproximadamente 1 hora, retirando los bloques de la boca del paciente
y recolectando la AEP de los bloques.

1.6. Cualquiera de los métodos precedentes, que también comprende
someter el paciente del que se ha determinado que presenta una
susceptibilidad incrementada a la erosion del esmalte a un tratamiento basado
en la administracion sobre los dientes de una cantidad eficaz de un agente o un
producto apropiado para prevenir o reducir la erosion de la dentina o del
esmalte seleccionado entre los siguientes:

(@) un tratamiento con fluoruro, que puede seleccionarse entre un enjuague
bucal con fluoruro o una pasta dental con una concentracion elevada de
fluoruro;

(b) una pasta dental que comprende fosfato de calcio o abrasivos con
calcio, tales como el pirofosfato de calcio, el dihidrato de fosfato de dicalcio o el
carbonato de calcio, 0 una composicion para el cuidado de la boca que
comprende L-arginina, en forma libre o de sal,

(d) un agente o un esmalte que pueden unirse a las areas donde hay

dentina expuesta;



(e) un producto para el cuidado de la boca que comprende iones de estafio;
0

) un producto para el cuidado de la boca que contiene iones de calcio.
[0010] En algunas formas de realizacion de la presente invencion,
también se provee un conjunto de elementos (kit) con el que puede
diagnosticarse la susceptibilidad incrementada a la erosion del esmalte, que
comprende medios para medir la concentracion de la mucina 5B, de la
anhidrasa carbonica 6 y/o de la estaterina, por ejemplo, que comprende
anticuerpos contra dichas proteinas, junto con instrucciones para usarlo.

[0011] En la invencién también se provee el uso de los anticuerpos
contra la mucina 5B, contra la anhidrasa carbodnica 6 y/o contra la estaterina en
la manufactura de un conjunto de elementos para diagnosticar la
susceptibilidad incrementada a la erosion del esmalte.

[0012] En algunas formas de realizacion, en la presente invencion se
proveen métodos para identificar un mamifero que presenta una susceptibilidad
incrementada a la erosion del esmalte, que comprenden

(@) obtener una muestra de saliva de toda la boca de la cavidad oral del
mamifero;

(b) medir la concentracion de uno o mas de los siguientes biomarcadores:

) la mucina 5B,

1)) la anhidrasa carbdnica 6 o

iii) la estaterina; y

C. comparar la concentracion de la mucina B, de la anhidrasa carbonica 6

y/o de la estaterina con el valor de control respectivo;



donde dicho valor de control es la concentracion del biomarcador en cuestion
en una muestra de saliva de toda la boca tomada de la cavidad oral de un
mamifero que no padece erosion en el esmalte;

donde una concentracion de la mucina 5B mas baja que el valor de control
correspondiente para la mucina 5B es indicativa de una susceptibilidad
incrementada a la erosion del esmalte;

donde una concentracion de la anhidrasa carbonica 6 mas baja que el valor de
control correspondiente para la anhidrasa carbonica 6 es indicativa de una
susceptibilidad incrementada a la erosion del esmalte; y

donde una concentracion de la estaterina mas alta que el valor de control
correspondiente para la estaterina es indicativa de una susceptibilidad
incrementada a la erosion del esmalte. En algunas formas de realizacion, la
erosion del esmalte es causada por la dieta.

[0013] En algunas formas de realizacion, la muestra de saliva de toda la
boca comprende saliva no estimulada proveniente de la totalidad de la boca.
En otras formas de realizacion, la muestra de saliva de toda la boca se obtiene
con estimulacion.

[0014] En algunas formas de realizacion, el mamifero es un mamifero
del que se ha determinado que presenta una susceptibilidad incrementada a la
erosion del esmalte debido a que cumple con uno o mas de los criterios que se

detallan a continuacion.

Parametro Rango indicativo de Ila

susceptibilidad a la erosion

Mucina 5B (UWMS) < 250 pg/ml

Anhidrasa carbonica 6 (UWMS) | < 35 ug/ml
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Estaterina (UWMS) > 15 pg/mi

[0015] En algunas formas de realizacion, el mamifero es un mamifero
del que se ha determinado que presenta una susceptibilidad incrementada a la
erosion del esmalte debido a que cumple con al menos dos de los criterios que

se detallan a continuacion.

Parametro Rango indicativo de Ila

susceptibilidad a la erosion

Mucina 5B (UWMS) < 250 ug/ml

Anhidrasa carbonica 6 (UWMS) | < 35 ug/ml

Estaterina (UWMS) > 15 pg/mi

[0016] En algunas formas de realizacion de la presente invencion, se
proveen métodos que también comprenden someter el mamifero del que se ha
determinado que presenta una susceptibilidad incrementada a la erosién del
esmalte a un tratamiento basado en la administracién de una cantidad eficaz de
un agente o un producto apropiado para prevenir o reducir la erosion de la
dentina o del esmalte en la cavidad oral de dicho mamifero.

[0017] En algunas formas de realizacién, el agente o el producto
apropiado para prevenir o reducir la erosion de la dentina o del esmalte se
selecciona entre un enjuague bucal con fluoruro, una pasta dental con una
concentracion elevada de fluoruro, una pasta dental que comprende fosfato de
calcio o abrasivos con calcio, tales como el pirofosfato de calcio, el dihidrato de
fosfato de dicalcio o el carbonato de calcio, una composicion para el cuidado de
la boca que comprende L-arginina, en forma libre o de sal, un agente o un

esmalte que puede unirse a la dentina, una composicion para el cuidado de la
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boca que comprende una fuente de iones de estafio o una combinacion de dos
0 mas de éstos.

[0018] En algunas formas de realizaciéon, se provee un conjunto de
elementos con el que puede diagnosticarse la susceptibilidad incrementada a la
erosion del esmalte en un mamifero, que comprende medios para medir la
concentracion de la mucina 5B, de la anhidrasa carbdnica 6 y/o de la estaterina
en una muestra de saliva de toda la boca tomada de la cavidad oral del
mamifero, junto con instrucciones para usarlo.

[0019] En algunas formas de realizacion, el mamifero se selecciona
entre un ser humano, un felino o un canino. En algunas formas de realizacion,
el mamifero es un ser humano.

[0020] En algunas formas de realizacion de la presente invencion, se
provee el uso de anticuerpos contra la mucina 5B, contra la anhidrasa
carbonica 6 y/o contra la estaterina en la manufactura de un conjunto de
elementos para diagnosticar la susceptibilidad incrementada a la erosion del
esmalte en un mamifero.

[0021] En otras formas de realizacion de la presente invencion, se
provee un método para identificar un mamifero que presenta una
susceptibilidad incrementada a la erosion del esmalte, que comprende

(@) obtener una muestra de la pelicula adquirida del esmalte (AEP) de la
cavidad oral del mamifero;

(b) medir la concentracion de uno o mas de los siguientes biomarcadores:

) las proteinas totales,

i) la estaterina o

iii) el calcio; y
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(c) comparar la concentracion de las proteinas totales, de la estaterina y/o
del la concentracion del calcio con el valor de control respectivo;

donde dicho valor de control es la concentracion del biomarcador en cuestion
en una muestra de la AEP tomada de la cavidad oral de un mamifero que no
padece erosion;

donde una concentracion de las proteinas totales mas baja que el valor de
control correspondiente para las proteinas totales es indicativa de una
susceptibilidad incrementada a la erosion del esmalte;

donde una concentracion de la estaterina mas baja que el valor de control
correspondiente para la estaterina es indicativa de una susceptibilidad
incrementada a la erosion del esmalte; y

donde una concentracion del calcio mas baja que el valor de control
correspondiente para el calcio es indicativa de una susceptibilidad
incrementada a la erosion del esmalte.

[0022] En algunas formas de realizacion, el mamifero es un mamifero
del que se ha determinado que presenta una susceptibilidad incrementada a la
erosion del esmalte debido a que cumple con uno de los criterios que se

detallan a continuacién, o con ambos.

Parametro Rango indicativo de Ia

susceptibilidad a la erosion

Estaterina en la AEP después de 1 hora <30 ng

Calcio en la AEP después de 1 hora < 0,001 mmol/mm?

[0023] En algunas formas de realizaciébn, se provee un conjunto de
elementos para diagnosticar la susceptibilidad incrementada a la erosiéon en un

mamifero, que comprende medios para medir el calcio, la estaterina y/o las
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proteinas totales en una muestra de AEP que se ha formado durante 1 hora o
mas.

[0024] En el contexto de la presente, los rangos se usan como medios
abreviados para hacer referencia a la totalidad de los valores que abarcan.
Cualquiera de los valores en los rangos puede ser tomado como uno de sus
limites. Por otro lado, todas las referencias que se citan se incorporan en la
presente a modo de referencia en su totalidad.

[0025] De haber un conflicto entre una definicion provista la presente
invencion y una definicion proveniente de una referencia citada, la presente
invencion ha de servir como control.

[0026] A menos que se indique lo contrario, todos los porcentajes y las
cantidades que se mencionan en la presente y en otras partes de esta memoria
descriptiva se expresan como porcentajes en peso. Las cantidades que se
describen estan basadas en el peso activo del material.

EJEMPLO

Ejemplo 1

[0027] Se llevo a cabo una prueba clinica para identificar los marcadores
de la susceptibilidad a la erosion del esmalte. Los criterios de enrolamiento
incluyeron (i) una velocidad de flujo salival superior a 0,2 ml/minuto en ausencia
de estimulacién y (ii) la ausencia de signos de dafio erosivo causado por el
acido gastrico o de una funcion salival anormal.

[0028] Se examinaron dos grupos de pacientes (n = 30 cada uno): uno
comprendié pacientes que no presentaban signos de erosion causada por la
dieta (“control”), y el otro comprendidé pacientes que presentaban signos de

erosion causada por la dieta (“erosion”). Los pacientes en ambos grupos fueron
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sometidos a una dieta similar y presentaron velocidades de flujo salival
normales. Se tomaron muestras de la AEP colocando en la boca de los
pacientes bloques de hidroxiapatita o de esmalte montados en una bandeja o
una férula palatal durante 1 hora, retirando los bloques de la boca de los
pacientes y recolectando la AEP de los bloques. También se tomaron muestras

de la AEP de los incisivos de los pacientes.

[0029] Andlisis de la mucina 5b, de la anhidrasa carbdnica 6 y de la

estaterina en la saliva. Se sometieron muestras de saliva no estimulada

proveniente de la totalidad de la boca (UWMS) a analisis de
inmunotransferencia para la mucina 5b, para la anhidrasa carbonica 6 y para la
estaterina. Se llevo a cabo un analisis semicuantitativo en el que se comparo la
intensidad de la coloracion de los anticuerpos con referencias purificadas de la
mucina 5b, de la anhidrasa carbdnica 6 y de la estaterina. Hubo
aproximadamente 25% menos mucina 5b (p < 0,05) y anhidrasa carbonica 6 (p
< 0,05) en las muestras de saliva de toda la boca que se tomaron de los
pacientes que padecian erosion que en las muestras que se tomaron de los
controles. Por otro lado, hubo significativamente mas estaterina
(aproximadamente el doble) en las mismas muestras (p < 0,001).

[0030] Contenido de proteinas totales en la AEP que se formé después

de 1 hora in situ. Mediante el uso del ensayo BCA, se compar¢ la cantidad de

proteinas totales en la AEP, que se recolectd con dispositivos Sialostrip. No
hubo diferencias en el contenido de proteinas totales en la AEP que se formé
durante mas de 2 horas en los incisivos nativos superiores de los controles y de
los pacientes que padecian erosion. En contraste, la AEP que se obtuvo de los

bloques de hidroxiapatita o de esmalte que fueron montados en férulas durante
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1 hora present6 diferencias significativas (p < 0,01 y p < 0,05, respectivamente,
n = 18 por grupo). Sobre la base de esto, puede concluirse que la AEP se
formé mas lentamente en el grupo que padecia erosion.

[0031] Estaterina en la AEP después de 1 hora de exposicion in situ.

Sobre la base del andlisis de proteinas especificas en la AEP, se determind
que hubo pocas diferencias en el nivel de la mucina o de la anhidrasa
carbonica 6 (cabe aclarar que fue posible detectar estas proteinas en
numerosos sujetos), aunque se observo una reduccion clara en el nivel de la
estaterina.

[0032] Calcio en la AEP después de 1 hora de exposicion in situ. Sobre

la base del analisis de los iones (ICP/MS) en la AEP que se formo en un disco
de hidroxiapatita durante 1 hora, se determiné0 que hubo una cantidad
significativa de calcio y de fosforo. Ademas, el nivel del calcio fue
significativamente mayor en el grupo de control que en el grupo que padecia
erosion. Mediante el uso de la misma técnica de elucion, se determin6 que se
eluyé muy poco calcio o fosforo de los discos de hidroxiapatita que no fueron
tratados con saliva, por lo que podria inferirse que el calcio y el fosforo
estuvieron asociados a una proteina de la saliva que fue absorbida.

[0033] En resumen, se recolectaron muestras de saliva y de la pelicula
del esmalte de grupos grandes de sujetos saludables y de sujetos que
padecian erosion. El uso de analisis basados en esmalte o en hidroxiapatita en
los pacientes humanos no arrojo resultados contradictorios. Por el contrario, los
resultados fueron similares en todos los ensayos que se realizaron. Es
necesario llevar a cabo un estudio mas detallado del ensayo de ICP/MS,

aunqgue hasta el momento no se ha comprobado que haya diferencias entre los



16

dos grupos. Sobre la base del analisis del perfil, puede inferirse que la pelicula
tuvo un efecto protector que difirid6 entre los grupos. La susceptibilidad
incrementada a la erosion podria atribuirse a una disminucion en la velocidad
de formacion de la pelicula. Aunque no se detectaron diferencias en la cantidad
de proteinas entre los dientes (incisivos) de los propios sujetos, si se las
detectd en los bloques de esmalte o de hidroxiapatita que se montaron en
férulas. La velocidad de formacion de la pelicula puede depender de la
concentracion de los constituyentes de la pelicula en la saliva, pero también
puede estar afectada por la degradacion causada por los microbios o por otros
factores ionicos.

[0034] Sobre la base de los ejemplos precedentes, se han desarrollado
meétodos de diagndéstico basados en el uso de uno o mas de los parametros
que se detallan a continuacion, o de la totalidad de ellos, con el objeto de
identificar los individuos que presentan una susceptibilidad incrementada a la

erosion dental.

Parametro Rango indicativo de la

susceptibilidad a la erosién

Mucina 5B (UWMS) < 250 pg/mi
Anhidrasa carbonica 6 (UWMS) < 35 pg/ml
Estaterina (UWMS) > 15 pg/mi

Estaterina en la AEP después de 1 hora | < 30 ng

Calcio en la AEP después de 1 hora < 0,001 mol/mm?




17

REIVINDICACIONES

1. Un conjunto de elementos (kit) para identificar pacientes susceptibles a
la erosion de la dentina o del esmalte, CARACTERIZADO PORQUE
comprende

(@) un dispositivo para obtener una muestra de la pelicula adquirida del
esmalte de la cavidad oral de un mamifero;

(b1) una inmunotransferencia para analizar un parametro de la saliva que se
selecciona del grupo que consiste en el nivel de la mucina 5b, el nivel de la
anhidrasa carbonica 6, el nivel de la estaterina, el nivel de la estaterina en la
pelicula 1 hora después de la adquisicion y cualquier combinacion de éstos; y/o
(b2) un ensayo colorimétrico, un ensayo de espectrometria de masa con
plasma de acoplamiento inductivo (ICP/MS) o un ensayo de absorcion atdmica
para analizar el nivel del calcio en la pelicula en la saliva 1 hora después de la
adquisicion;

(c) una solucion madre de BCA que comprende

(1) acido bicinconinico,

(i) carbonato de sodio,

(i)  bicarbonato de sodio,

(iv) tartrato de sodio y

(v) pentahidrato de sulfato cuprico de sodio; y

(d) instrucciones para identificar los pacientes susceptibles a la erosion de
la dentina o del esmalte, donde la susceptibilidad se determina sobre la base
de uno o0 mas de los siguientes niveles:

(1) un nivel de la mucina 5b inferior a 250 pg/ml,

(i) un nivel de la anhidrasa carbonica 6 inferior a 35 pg/ml,
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(i) un nivel de la estaterina superior a 15 pg/ml,

(iv)  un nivel de la estaterina en la pelicula 1 hora después de la adquisicion
inferiora 30 ng o

(v) un nivel del calcio en la pelicula 1 hora después de la adquisicion inferior
a 0,001 mol/mm?.

2. El conjunto de elementos de la reivindicacion 1 CARACTERIZADO
PORQUE

(b1) y (b2) comprenden una inmunotransferencia para analizar el nivel de la
mucina 5b, el nivel de la anhidrasa carbonica 6 o el nivel de la estaterina en la
saliva; y

las instrucciones para identificar los pacientes susceptibles a la erosion de la
dentina o del esmalte estan basadas en una determinacion de la
susceptibilidad en funcion de uno o mas de los siguientes niveles:

(1) un nivel de la mucina 5b inferior a 250 pg/ml,

(i) un nivel de la anhidrasa carbodnica 6 inferior a 35 pg/ml o

(i) un nivel de la estaterina superior a 15 pg/ml.

3. El conjunto de elementos de la reivindicacion 2, CARACTERIZADO
PORQUE las instrucciones para identificar los pacientes susceptibles a la
erosion de la dentina o del esmalte estan basadas en una determinacion de la
susceptibilidad en funcion de dos o mas de los siguientes niveles:

(1) un nivel de la mucina 5b inferior a 250 pg/ml,

(i) un nivel de la anhidrasa carbodnica 6 inferior a 35 pg/ml o

(i) un nivel de la estaterina superior a 15 pg/ml.

4. El conjunto de elementos de la reivindicacion 1, CARACTERIZADO

PORQUE las instrucciones también abarcan la indicaciéon de que el mamifero
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se abstenga de la ingesta de sélidos o de liquidos durante de un periodo de al
menos una hora antes de tomar la muestra de la cavidad oral.

5. El conjunto de elementos de la reivindicacion 1, CARACTERIZADO
PORQUE

(b1) y (b2) comprenden una inmunotransferencia para analizar el nivel de la
estaterina en la pelicula 1 hora después de la adquisicion, un ensayo
colorimétrico, un ensayo de espectrometria de masa con plasma de
acoplamiento inductivo (ICP/MS) o un ensayo de absorcion atomica para
analizar el nivel del calcio en la pelicula en la saliva 1 hora después de la
adquisicion; y

las instrucciones para identificar los pacientes susceptibles a la erosion de la
dentina o del esmalte estan basadas en una determinacion de la
susceptibilidad en funcion de uno o mas de los siguientes niveles:

(iv)  un nivel de la estaterina en la pelicula 1 hora después de la adquisicion
inferiora 30 ng o

v) un nivel del calcio en la pelicula 1 hora después de la adquisicion inferior
a 0,001 mol/mm?.

6. El conjunto de elementos de la reivindicacion 5, CARACTERIZADO
PORQUE las instrucciones para identificar los pacientes susceptibles a la
erosion de la dentina o del esmalte estan basadas en una determinacion de la
susceptibilidad en funcion de los dos niveles que se detallan a continuacion:

(iv)  un nivel de la estaterina en la pelicula 1 hora después de la adquisicion
inferiora 30 ng o

(v) un nivel del calcio en la pelicula 1 hora después de la adquisicion inferior

a 0,001 mol/mm?,
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7. El conjunto de elementos de la reivindicacion 1 CARACTERIZADO
PORQUE

(b1) y (b2) comprenden una inmunotransferencia para analizar el nivel de la
mucina 5b en la saliva; y

las instrucciones para identificar los pacientes susceptibles a la erosion de la
dentina o del esmalte estan basadas en una determinacion de la
susceptibilidad en funcion de un nivel de la mucina 5b inferior a 250 pg/ml.

8. El conjunto de elementos de la reivindicacion 1, CARACTERIZADO
PORQUE

(b1) y (b2) comprenden una inmunotransferencia para analizar el nivel de la
anhidrasa carbonica 6 en la saliva; y

las instrucciones para identificar los pacientes susceptibles a la erosion de la
dentina o del esmalte estan basadas en una determinacion de la
susceptibilidad en funcion de un nivel de la anhidrasa carbdnica 6 inferior a 35
pg/ml.

9. El conjunto de elementos de la reivindicacion 1, CARACTERIZADO
PORQUE

(b1) y (b2) comprenden una inmunotransferencia para analizar el nivel de la
estaterina en la saliva; y

las instrucciones para identificar los pacientes susceptibles a la erosion de la
dentina o del esmalte estan basadas en una determinacion de la
susceptibilidad en funcion de un nivel de la estaterina superior a 15 pg/mil.

10. El conjunto de elementos de la reivindicacion 1, CARACTERIZADO
PORQUE
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(b1) y (b2) comprenden una inmunotransferencia para analizar el nivel de la
estaterina en la pelicula en la saliva 1 hora después de la adquisicion; y

las instrucciones para identificar los pacientes susceptibles a la erosion de la
dentina o del esmalte estan basadas en una determinacion de la
susceptibilidad en funcion de nivel de la estaterina en la pelicula 1 hora
después de la adquisicion inferior a 30 ng.

11. El conjunto de elementos de la reivindicacion 1, CARACTERIZADO
PORQUE

(b1) y (b2) comprenden un ensayo colorimétrico, un ensayo de espectrometria
de masa con plasma de acoplamiento inductivo (ICP/MS) o un ensayo de
absorcion atémica para analizar el nivel del calcio en la pelicula en la saliva 1
hora después de la adquisicion; y

las instrucciones para identificar los pacientes susceptibles a la erosion de la
dentina o del esmalte estan basadas en una determinacion de la
susceptibilidad en funcién de un nivel del calcio en la pelicula 1 hora después

de la adquisicion inferior a 0,001 mol/mm?.

P.A. COLGATE-PALMOLIVE COMPANY

CARLOS A. MAGNANINI (1102)
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METODOS DE DIAGNOSTICO
RESUMEN
Métodos para identificar un mamifero que presenta una susceptibilidad
incrementada a la erosion del esmalte. Conjuntos de elementos, usos y otros

métodos basados en ellos.
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Beltem V

Reasoned statement with regard to novelty, inventive step or industrial
applicability; citations and explanations supporting such statement

1 Reference is made to the following documents:
D1 LI J ET AL: "Statherin is an in vivo pellicle constituent:
identification and immuno-quantification”,
ARCHIVES OF ORAL BIOLOGY,

vol. 49, no. 5, May 2004 (2004-05), pages 379-385,
ISSN: 0003-9969

D2 JOHANSSON ANN-KATRIN ET AL: "Comparison of factors
potentially related to the occurrence of dental erosion in high- and
low-erosion groups”,

EUROPEAN JOURNAL OF ORAL SCIENCES,
vol. 110, no. 3, June 2002 (2002-06), pages 204-211,
ISSN: 0909-8836

D3 JAGER D H J ET AL: "Effect of salivary factors on the
susceptibility of hydroxyapatite to early erosion.",
CARIES RESEARCH 2011 LNKD- PUBMED:21997255,
vol. 45, no. 6, 2011, pages 532-537, XP009162191,
ISSN: 1421-976X

D4 CHEAIB Z ET AL: "Impact of acquired enamel pellicle modification
on initial dental erosion.",
CARIES RESEARCH 2011 LNKD- PUBMED:21412002,
vol. 45, no. 2, 2011, pages 107-112,
ISSN: 1421-976X

2 Novelty

2.1 Claims 1-21 appear to be novel over the cited prior art.

3 Inventive Step

Form PCT/Separate Sheet/409 (Sheet 1) (EPO-April 2005)
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3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

D2 dislcoses comparison of salivary composition in low- and high-erosion
patient groups. It is found that urea concentration was lower in the high-
erosion group (p. 208, right-hand column, paragraph 2; Table 2).

D3 shows analysis of saliva composition and its correlation to hydroxyapatite
erosion. It is found that levels i.a. sodium and urea are correlated to erosion
(Tables 1, 2).

D4 relates to the effect of AEP protein composition and susceptibility to
erosion. It is shown that if casein and mucin are added to AEP in combination,
AEP anti-erosive effect is improved (Fig. 1).

D1 or D2 could be considered as the closest prior art documents, showing i.a.
urea as a marker for susceptibility to enamel erosion.

The difference of the subject-matter of claims 1-14 is that other markers are
identified.

Therefore, the technical problem was to find alternative markers for
susceptibility to enamel erosion.

This problem was successfully solved for the subject-matter concerning
statherin, mucin 5B and carbonic anhydrase 6 in saliva and for statherin in
AEP.

Moreover, these new markers cannot be derived from the prior art and the
subject-matter is therefore not obvious, meriting an inventive step (Art. 33(3)
PCT).

Concerning total protein content in AEP, it appears that the problem has not
been successfully solved. Paragraph [0030] reveals that there was no
difference between controls and erosion patients within on the native upper
incisors AEP collected by Sialostrip papers.

It is noted that it is also stated in paragraph [0030], that AEP covering either
hydroxyapatite or enamel blocks held within the splint did show significantly
different levels of total protein.

The present claims 15-21 do not specify the source of AEP. Therefore, the
claims cover both subject-matter that solve the technical problem (AEP from
hydroxyaatite or enamel blocks) and subject-matter that does not solve the
problem (AEP from native upper incisors). The IPEA concludes therefore that
a large part of the claims relate to a less ambitious technical problem, to the
provision of a method for measuring total protein in AEP, which is obvious
over D4.

Form PCT/Separate Sheet/409 (Sheet 2) (EPO-April 2005)
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Thus, the IPEA concludes that the subject-matter of claims 15-21, as far as
total protein concentration of AEP from native upper incisors is concerned,
lacks inventive step (Art. 33(3) PCT).

Form PCT/Separate Sheet/409 (Sheet 3) (EPO-April 2005)
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Our Ref:  9446-00-WO-OC

14 October 2013

Attn, International Preliminary Examining Authority,
European Patent Office,
P.B. 5818 Patentloan 2,
NL-2280 HV Rijswijk.
Netherlands
BY FAX ONLY

Dear Sirs,

. Intnl. Patent Appin. No, PCT/US2011/066078
Colgate-Palmolive Company

We refer to the Written Opinion of the Intemational Searching Authority dated 19 September 2012,
and to the above-identified application.

We lodge herewith an amended set of claims to replace the claims as presently on file.

Amendments

Claims 1 to 9 as presently on file are maintained,

Claim 10 has been amended so as to recite “use of a kit comprising means for measuring
concentrations of one or more of mucin 3B, carbonic anhydrase 6, and statherin in a whole mouth
. saliva sample taken from the oral cavity of a mammal, for diagnosing heightened susceptibility to
enamel erosion in a mammal”. This amendment is merely a re-wording of original claim 10 so as to
be in the “use” format which is acceptable to certain patent offices in the regional/national phases.

In light of this amendment, claims 11 and 12 have been amended so as to refer to “the yse...” rather
than “the kit...”

Claim 13 has been amended so as (o recite “use of antibodies to one or more of mucin 5B, carbonic
anhydrase 6, and statherin, for diagnosing heightened susceptibility to enamel erosion in a

Jration: 14.10.2013 12:19:23 - 14.10.2013 12:24:58. This page 8 of 14 was completed at 14.10.2013 12:22:4
tion: 1 . .10. :22:49
R~~eived at the EPO on Oct 14, 2013 12:24:58. Page 8 of 14
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2

mammal®. This amendment is merely a re-wording of original claim 13 so as to be in the “use”
format which is acceptable to certain patent offices in the regional/national phases.

New claim 14 has been added, reciting “antibodies to one or more of mucin 5B, carbonic anhydrase
6. and statherin, for use in diagnosing heightened susceptibility to ename) erosion in a mammal”.
This amendment is merely a re-wording of original claim 13 so as to be in the “medicel use” format
required by certain patent offices in the regional/national phases.

Claims 14 10 20 have been renumbered as claims 1S to 21, respectively, end their dependencies
adjusted accordingly.

Claim 20 (renumbered as claim 21) has been amended so as to recite “use of a kit comprising means
for measuring calcium, statherin and/or total protein in a sample of AEP formed over 1 hour or
more, for diagnosing a heightened susceptibility to enamel erosion in a mammal”. This amendment
is merely a re-wording of original claim 20 so as to be in the “use” format which is acceptable to
certain patent offices in the regional/national phases.

Novelty
It is noted that the ISA stated in the Written Opinion that claims 1 to 9 and claims 14 to 19
(renumbered as claims 15 to 20) are considered to be novel over the documents cited in the ISR.

It is noted that document D1 does not disclose use of the ELISA described therein for diagnosing
heightened susceptibility to enamel erosion in a mammal. It is therefore submitted that amended
claim 10 is novel over document DI.

For the same reasons, it is also submitted that amended claim 13, new claim 14 and amended claim
20 (renumbered as claim 21) are novel over document D1.

Jration: '14.10.2013 12:19:23 - 14.10.2013 12:24:58. Thi 9of 14 10. :23:
Rejeived at the EPO on Oct 14, 2013 122458, Page O of 14 - 02013 1z2M
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Inventive Step
Ttis noted that the ISA stated in the Written Opinion that claims 1 to 9 are considered to involve an

inventive step over the decuments cited in the ISR.

1t is also submitted that amended claim )0, amended claim 13 and new claim 14 all involve an
inventive step, for the same reasons as set out by the ISA in the Written Opinion regarding the

inventiveness of claim 1.

Regarding the inventive step objection to claim 14 (reoumbered as claim 15) in item 3.3 of the
Written Opinion, it is noted that paragraph (0030) of the present application (regarding total protein
content in AEP) indicates that the AEP covering either hydroxyapatite or enamel blocks mounted in
a splint (which is held in the patient’s mouth for 1 hour) did show significant differences between
the controls and the erosion patients.

It is therefore respectfully submitted that the problem as set out in section 3.4 of the Written
Opinion has been successfully solved concerning total protein content in AEP, and that claim 14

(renumbered as claim 15) of the present application involves an inventive step.

For the same reasons, it is also submitted that amended claim 20 (renumbered as claim 21 involves

an inventive step.

In light of the above, we ook forward 10 receiving a favourable IPRP,

Yours faithfully
flawnaed @ .Keeo

Howard C, Lee

Colgate-Palmolive Company

Jration: '14.10.2013 12:19:23 - 14.10.2013 12:24.58. This page 10 of 14 wa leted at 14.10.2013 12:23:
R~-eived at the EPO on Oct 14, 2013 12:24:58. Page 18 gﬂp: e 1z
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LAIM
3. A method for identifying a mammal having a heightened susceptibility to enamel erosion,
comprising:
a. obtaining a sample of whole mouth saliva from the oral cavity of the mammal;
b. measuring the concentration of one or more of the following biomarkers:
i) mucin SB;
ii) carbonic anhydrase 6; and
ili)  statherin; and
¢ comparing the mucin B concentration; the carbonic anhydrase 6 concentration;
and/or statherin concentration to a control value for each of said biomarkers;
wherein said contcol value is the concentration of said biomarker in a whole mouth saliva
sample taken from the oral cavity of 8 mammal not suffering from erosion; and
wherein a lower mucin 5B concentration relative to said control value for mucin 5B
indicates a heightened susceptibility to enamel erosion;
wherein a lower carbonic anhydrase 6 concentration relative to said control value for
carbonic anhydrase 6 indicates a heightened susceptibility to enamel erosion; and
wherein a higher statherin concentration relative to a control value for statherin indicates
a heightened susceptibility to enamel erosion,

2 The method of claim ], wherein the enamel erosion is dietary of etiology.

3. The method of claim 1 or claim 2, wherein the whole mouth saliva is unstimulated whole
mouth saliva.
4, The method of any foregoing claim, wherein the mamemal is identified as having
heightened susceptibility to enamel erosion when the mammal exhibits one or more of the
following criteria:
Parameter Range indicating
susceptibility to
erosion

Mucin 5B (UWMS) <250 pg/ml

Carbonic anhydrase 6 (UWMS) < 35 pg/ml

Statherin (UWMS) > 15 pg/ml

10

Jration: 14.10.2013 12:19:23 - 14.10.2013 12:24:55_ T, AMEN 23,
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S. The method of any foregoing claim, wherein the mammal is identified as having
heightened susceptibility to enamel erosion on the basis of exhibiting at least two of the
following criteria:
Parameter Range Indicating
susceptibility to
erosion

Mucin 5B (UWMS) < 250 pg/ml

Carbonic anhydrase 6 (UWMS) < 35 pug/ml

Statherin (UWMS) > 15 pg/mi

6. The method of any foregolng claim, further comprising the step wherein the mammal is
required to abstain from eating or drinking for at least 1 hour before the sample is taken from the
oral cavity.

7. The method of any foregoing claim, further comprising the step of treating the mammal
identified as having heightened susceptibility to enamel erosion, comprising administering to the
oral cavity of snid mammal an effective amount of an agent or product that prevents or reduces
dentin or enamel erosion.

8. The method of claim 7, wherein the agent or product thet preveats or reduces dentin or
enamel erosion is selected from: a fluoride mouth rinse; a high fluoride concentration toothpaste;
a toothpaste comprising calcium phosphate or calcium abrasives such as calcium pyrophosphate,
dicalcium phosphate dihydrate or calcium carbonate; an oral care composition comprising L-
arginine, in free or salt form; a dentln bonding agent or varnish; an oral care composition
comprising a stannous jon source; and a combination of two or more thereof.

9. ‘The method of any foregoing claim, wherein the mammal is 2 human.
10.  Use of akit comprising means for measuring concentrations of one or more of mucin 5B,

carbonic anhydrase 6, and statherin in a whole mouth saliva sample taken from the oral cavity of
a mammal, for diagnosing heightened susceptibility to enamel erosion in a mammal.

Jration: 14.10.2013 12:19:23 - 14.10.2013 12:24:58_ This page 12of AMENDED SHEET201372:24:15
R‘é':elved atthe EPO on Oct 14, 2013 12:24:58. Page 12 of 14 14/10/2013
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11.  The use of claim 10, wherein the enamel erosion is of dietary etiology.

12.  The use of claim 10 or claim 11, wherein the means for measuring concentrations of the
one or more of mucin SB, carbonic anhydrase 6, and statherin comprise antibodies thereto.

13.  Use of antibodies to one or more of mucin 5B, carbonic anhydrase 6, and statherin for
diagnosing heightened susceptibility to enamel erosion in a mammal.

14.  Antibodies to one or more of mucin 5B, carbonic anhydrase 6, and statherin, for use in
diagnosing heightened susceptibility to enamel erosion in a mammat.

15. A method for identifying a mammal having a heightened susceptibility to enamel erosion,
comprising:
a obtaining a sample of acquired enamel pellicle (AEP) from the oral cavity of sald
mammal;
b. measuring the concentration of one or more of the following biomarkers:
i) total protein;
ii) statherin; and
iif) calcium; and
c. comparing the total protein concentration; the statherin concentration; and/or the
calcium concentration to a control value for each of said biomarkers;
wherein said contro! value is the concentration of said biomarker in an AEP sample taken
from the oral cavity of a mammal not suffering from erosion; and
wherein a lower concentration of total protein relative to said control value for total
protein indicates a heightened susceptibility to enamel erosion;
wherein a lower concentration of statherin relative to said control value for statherin
indicates a helghtened susceptibility to enamel erosion; and
wherein a lower concentration of calcium relative to said control value for calcium
indicates a heightened susceptibility to enamet erosion.

6. The method of claim 15, wherein the enamel erosion is of dietary etiology.

Jration: 14.10.2013 12:19:23 - 14.10.2013 12:24:58. Thi 135TAMENDED SHEET —
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17.  The method of claim 15 or claim 16, wherein the mammal is identified as having
heightened susceptibility to enamel erosion when the mammal exhibits one or both of the

following criteria:
Parameter Range indicating
susceptibility to
| erosion
AEP 1 hour statherin <30ng
AEP 1 hour calcium < 0.001 mmol/mm®

18.  The method of any one of claims 15 to 17, further comprising the step of treating the
mammal identified as having heightened susceptibility to ename) erosion, wherein the step
comprises administering to the oral cavity of said mammal an effective amount of an agent or
preduct that prevents or reduces dentin or enamel erosion.

19.  The method of claim 18, wherein the agent or product that prevents or reduces dentin or
enamel erosion is selected from: a fluoride mouth rinse; a high fluoride concentration toothpaste;
a toothpaste comprising calcium phosphate or calcium abrasives such as calcium pyrophosphate,
dicalcium phosphate dihydrate or calcium carbonate; an oral care composition comprising L-
arginine, in free or salt form; a dentin bonding agent or varnish; an oral care composition

comprising a stannous ion source; and a combination of two or more thereof.
20. The method of any one of claims 15 to 19, wherein the mammal is a human.
21.  Use of a kit comprising means for measuring calcium, statherin and/or total protein in a

sample of AEP formed over 1 hour or more, for diagnosing a heightened susceptibility to enamel
erosion in a mammal.

13
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NOVEDAD DE LA INVENCION

Habiendo descrito la presente invencién, se considera
como novedad, y por lo tanto se reclama como propiedad lo

contenido en las siguientes:

REIVINDICACIONES

1. Un método para identificar un mamifero que tiene una
susceptibilidad aumentada a [la erosion del esmalte,
caracterizado porque comprende:

(a) obtener una muestra de la saliva entera de la boca
de la cavidad oral del mamifero;

(b) medir 1la concentracién de uno o mas de los
siguientes biomarcadores:

1) mucina 5B;

i11) anhidrasa carbodnica 6; y

i1i1) estaterina; y

c) comparar la concentracion de mucina B; la
concentracion de anhidrasa carbonica 6; y/o la concentracion
de estaterina a un valor de control de cada uno de los
biomarcadores;

en donde el valor de control es la concentracion del
biomarcador en una muestra de la saliva entera de la boca
tomada de la cavidad oral de un mamifero que no padece de

erosion; y
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2

en donde una concentracion de mucina 5B inferior
relativa al valor de control para mucina 5B indica una
susceptibilidad aumentada a la erosion del esmalte;

en donde una concentracién de anhidrasa carbdénica 6
inferior relativa al valor de control para anhidrasa
carbonica 6 indica una susceptibilidad aumentada a erosion
del esmalte; y

en donde wuna concentracion de estaterina superior
relativa a un valor de control para estaterina indica una
susceptibilidad aumentada a erosién del esmalte.

2. ElI método de conformidad con la reivindicacion 1,
caracterizado porque Qla erosion del esmalte es etiologia
dietética.

3. ElI método de conformidad con la reivindicacién 1 o
reivindicacion 2, caracterizado porque la saliva entera de la
boca es la saliva entera de la boca sin estimular.

4. EI método de conformidad con cualquier reivindicacion
precedente, caracterizado porque el mamifero se identifica
como que tiene susceptibilidad aumentada a erosion del
esmalte cuando el mamifero exhibe uno o mas de los siguientes

criterios:
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Parametro Intervalo que indica
la susceptibilidad a

la erosion

Mucina 5B (UWMS) < 250 pg/ml
Anhidrasa carbénica 6 < 35 ug/ml
(UWMS)

Estaterina (UWMS) > 15 pg/ml

5. EI método de conformidad con cualquier reivindicacioén
precedente, caracterizado porque el mamifero se identifica
como que tiene susceptibilidad aumentada a erosion del

esmalte en la base de exhibir al menos dos de los siguientes

criterios:
Parametro Intervalo que indica
la susceptibilidad a
la erosion
Mucina 5B (UWMS) < 250 pg/ml
Anhidrasa carbénica 6 < 35 ug/ml
(UWMS)
Estaterina (UWMS) > 15 pg/ml

6. EI método de conformidad con cualquier reivindicacion
precedente, caracterizado ademas porque comprende la etapa en
donde el mamifero requiere abstenerse de comer o beber por al
menos 1 hora antes de que la muestra se tome de la cavidad
oral.

7. EI método de conformidad con cualquier reivindicacion
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precedente, caracterizado ademas porque comprende la etapa de
tratar al mamifero identificado como que tiene
susceptibilidad aumentada a 0la erosion del esmalte, que
comprende administrar a la cavidad oral del mamifero una
cantidad efectiva de un agente o0 producto que previene O
reduce la erosion de la dentina o esmalte.

8. ElI método de conformidad con la reivindicacion 7,
caracterizado porque el agente o producto que previene O
reduce la erosion de la dentina o esmalte se selecciona de:
un enjuague bucal de fluoruro; wuna pasta dental de
concentracion de fluoruro alta; una pasta dental que
comprende fosfato de calcio o abrasivos de calcio tal como
pirofosfato de calcio, dihidrato de fosfato dicalcico o
carbonato de calcio; una composicién de cuidado oral que
comprende L-arginina, en forma libre o de sal; un agente de
enlace de dentina o barniz; una composicion de cuidado oral
que comprende una fuente de ion de estafio; y una combinacidn
de dos o mas de los mismos.

9. EI método de conformidad con cualquier reivindicacion
precedente, caracterizado porque el mamifero es un humano.

10. Uso de un kit que comprende medios para medir
concentraciones de wuno o0 mas de mucina 5B, anhidrasa
carbonica 6, y estaterina en una muestra de saliva entera de

la boca tomada de la cavidad oral de un mamifero, para
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diagnosticar susceptibilidad aumentada a Hla erosion del
esmalte en un mamifero.

11. El uso de conformidad con la reivindicaciéon 10, en
donde la erosion del esmalte es de etiologia dietética.

12. El uso de conformidad con la reivindicacion 10 o
reivindicacion 11, en donde 1los medios para medir las
concentraciones de uno o0 mas de mucina 5B, anhidrasa
carbonica 6, y estaterina comprende anticuerpos a los mismos.

13. Uso de anticuerpos para uno o mas de mucina 5B,
anhidrasa carbodonica 6, Yy estaterina para diagnhosticar
susceptibilidad aumentada a la erosiéon del esmalte en un
mamifero.

14. Anticuerpos para uno o mas de mucina 5B, anhidrasa
carbonica 6, y estaterina, caracterizado porque son para el
uso en diagnosticar susceptibilidad aumentada a la erosion
del esmalte en un mamifero.

15. Un método para identificar un mamifero que tiene una
susceptibilidad aumentada a [la erosion del esmalte,
caracterizado porque comprende:

a. obtener una muestra de pelicula adquirida del esmalte
(AEP) de la cavidad oral del mamifero;

b. medir la concentracion de uno o mas de los siguientes
biomarcadores:

i) proteina total;
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ii) estaterina; y

iii) calcio; vy

c. comparar Qla concentracién de proteina total; Ila
concentracion de estaterina; y/o la concentracién de calcio a
un valor de control para cada uno de los biomarcadores;

en donde el valor de control es la concentracion del
biomarcador en una muestra AEP tomada de la cavidad oral de
un mamifero que no padece de la erosion; y

en donde una concentracion inferior de proteina total
relativa al valor de control para la proteina total indica
una susceptibilidad aumentada a la erosion del esmalte;

en donde una concentracion iInferior de estaterina
relativa al valor de control para estatina indica una
susceptibilidad aumentada a la erosion del esmalte; y

en donde una concentracion inferior de calcio relativa
al valor de control para calcio indica una susceptibilidad
aumentada a la erosién del esmalte.

16. ElI método de conformidad con la reivindicacion 15,
caracterizado porque la erosion del esmalte es de etiologia
dietética.

17. El método de conformidad con la reivindicaciéon 15 o
reivindicacion 16, caracterizado porque el mamifero se
identifica como que tiene susceptibilidad aumentada a la

erosion del esmalte cuando el mamifero exhibe uno o ambos de
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los siguientes criterios:

Parametro Intervalo que indica
la susceptibilidad a

la erosion

Estaterina 1 hora AEP < 30 ng
Calcio 1 hora AEP <0.001 mmol/mm?

18. ElI método de conformidad con una de cualesquiera de
las reivindicaciones 15 hasta 17, caracterizado ademas porque
comprende la etapa de tratar el mamifero identificado como
que tiene susceptibilidad aumentada a la erosion del esmalte,
en donde la etapa comprende administrar a la cavidad oral del
mamifero una cantidad efectiva de un agente o producto que
previene o reduce la erosion de dentina o esmalte.

19. El método de conformidad con la reivindicacion 18,
caracterizado porque el agente o producto que evita o reduce
la erosion de dentina o esmalte se selecciona de: un enjuague
bucal de fluoruro; una pasta dental de concentracién de
fluoruro alta; una pasta dental que comprende Tfosfato de
calcio o abrasivos de calcio tal como pirofosfato de calcio,
dihidrato de fosfato dicalcico o carbonato de calcio; una
composicion de cuidado oral que comprende L-arginina, en
forma libre o de sal; un agente de enlace de dentina o
barniz; una composiciéon de cuidado oral que comprende una

fuente de i1on de estafio; y una combinacion de dos o mas de
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los mismos.

20. EI método de conformidad con cualesquiera de las
reivindicaciones 15 hasta 19, caracterizado porque el
mamifero es un humano.

21. Uso de un kit que comprende medios para medir
calcio, estaterina y/o proteina total en una muestra de AEP
formada durante 1 hora o mas, para diagnosticar una
susceptibilidad aumentada a la erosion del esmalte en un

mamifero.



Clarke, Modet & C°

COLOMBIA

Carrera 11 N° 86-53 Pise 6 Bogotd Colombia Tek: (57 1) 6131088 -Fax: (57 1} 6350824-Email: info@clarkemodet.com.co

PODER

Yo (nosatros), abujo lirmante(s)

en mi {nuestro) cardeler de representantes) legales de

COLGATE-PALMOLIVE COMPANY

una saciedad organizada y existente de acuerdo con las leyes de

y enactual cumplimiento de su objeto social, con domicilio en 360
Park Avenae, New York, New York 10622 Estados Unidos de
América

por ¢l presente instrumento confiere {conferimos) poder especial a favor
de SILVANA MARIA LOPEZ DIAZ, con Céduia de Ciudadania No.
22468787 de Bamanguilla, v tp. 147463 ywo CAROLINA
MERCEDES DAZA MONTALYO, con Cédula de dadania No.
60.783.790 de Palmita Valie, y 1p. 141563 con domiciliv er Bogotd,
Colombia, para que actuando en su orden en nombre del (de 1a) otorgan-
w fe () wepresenten ante cealquier entidad, avtoridad o persona,
especialienie mte las del orden Administiativo, Contencioso Adminis-
trativo, Judicial, Tribunaies de Atbitamento /o cualquier otio en 1o
referente 2 los signientes asuntos:

1) Soliciar. tamitar, oblener /o registrar coalguicra de las modalidades
de Propiedad Industrial, ales come: palentes de invencién, modelos de
wilidad;  disefios industriales, variedades vegetades; asf como  sus
renovaciones, prowrogas, transferencias, cambios de nombre vioy donici-
lio, contratos y licencias.

2} Solicitar, ramitar, obtener yio registrar secretos industriaies v know-
how.

3) ljercer acciones de oposicion, ohservacidn, reclamos, reconsideracion,
reposicion, apelacidn, cancelacion adnrinistaliva o judicial, nulidad,
proteceisn at consumidor, concesidn de licencias, proteceidn de secretos
industrigles y demds acciones y recursos relacionados con derechos
derivados de los asentos arriba indicados y en conira de Ja competencia
desical, acciones derivadas de Ta oblencidn o explotacion de licencias,
acciones de indennizacion de perjuicios. Tambign podea(n) intervenir en
Jjuicios civiles, comerciales, penales, contencioso-administrativos, wilelas
y de policis; en acciones ¢ juicios promevidos por el {Ia) mandante o en
contia el (cilaj .

4) En ¢l gjercicio de este mandato los mandatarios arriba mencionados
quedan facultados para: conciliar, cancelar, Uansigir, comprometer en
drhitros, desistin, reeibir y tomar posesion de la cosa objeto de litigio y
semaneiar o desistiv a derechos concedidos o en curse de concesién,
admitir fos lechos del progeso,

5) Ratificar o no la agencia oficiosa.

6) Asl mismo lacuito (facultamos) a los mencionados apoderados para
recibir notificaciones y designar apoederados judiciales o extajudiciales,
sustituir el presenie poder y revocar las sustituciones que hicicren.

Dado y fivmado en

o los dias de

POWER OF ATTORNEY

T (we), the undersigned
Michael ¥. Morgan

legal representative(s) of

COLGATE-PALMOLIVE COMPANY
ar organization existing uader the laws of
Delaware

and in present excention of its husiness activity, domiciled at 300 Park
Avenue, New York, New York 10022 UL.S.A.

do hereby granl POWER OF ATTORNEY 1o SILVANA MARIA LOPEY
DIAZ, identification card No. 22.468.7870f Barranquilla, and tp. 147463
and/or  CAROLINA MERCEDES DAZA MONTALVO, identification
card No. 66.783.790 of  Palmira Valle, and (p. 141563 residing in Bogotd
Columbia, 10 act in the order of thedr appoingent in behalf of grantor hefore
any entity, anthority and/or natural or juridical person, speeially before those
Administrative,  Administrative-Contentions, Jjudicial, arbitration  courts,
andfor any other, in all matiers concerning the foliowing:

1) To apply, process, obtain and/or register any of the modalities of Industrial
Property, such ast Patents of Invention, Utility Models; Designs, plant
varicties; as well as thelr renewals, assignnents, changes of name andfor
domicile, agreements and Heenses.

2) To apply, process, obtain and/or register secrets or know-liow.

3) To bring actions of opposition, ohservations, claims, reconsideration,
appeal o legal remedies, cancellations, nullity, protection (o the consumer,
granting of licenses, protection of trade seerets and other actions related wigh
rights derived [rom the above- mentioned matters and against the unlair
compelition, actions resulting from (he obaining or exploitation of ficenses,
recovering damages actions. They can also intervene or participate in Civil,
Commercial, Criminal or Contentious- Administrative Trials; the actions for
writ mandamus, police actions; in actions, lawsuils or Titigations instituted by
the grantor or against kim.

4) To the effeet of this mandate the above-named proxy are empowered (o
conciliate, cancel, setile, submit to wrbitration, withdraw and 10 receive and
Leke possession of the litigation telated ebjet and waive or renounce the rights
granted or in process of granting, admit the facis of the case.

53 To ralify or not the officious ageney.

63 1 (we) hereby appoint the afore mentioned atlomeys with powers o receive
notifications and (o designate judicial and extrajudicial aitorneys, substiture
Lhis Power of Atlorney and 1o revoke such sustitutions.

Granted and signed at Piscataway, NI LISA

on this 25 dayof  July  of 2013

%W
Michael I°. Morgan
Aszociale Paent Coungel



Attorney Docket No.: 9446-00-OC

ASSIGNMENT

WHEREAS, WE, Lynette Zaidel, Steven Miller, Guy Carpenter, Gordon Proctor,
David Bartlett and Rebecca Moazzez (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 International Receiving
Office for International Application No. PCT/US2011/66078, filed December 20, 2011, naming
the ASSIGNOR(S) as inventor(s), and entitled DIAGNOSTIC METHOD FOR DIETARY
EROSION; 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 08854 (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 to ASSIGNEE, the full and exclusive right, title and interest in and to the
aforesaid invention, the aforesaid International Patent Application and all corresponding foreign
patent applications, all divisional, continuation, continuation-in-part, reissue, reexamination, and
any additional United States Patent applications which claim priority to the aforesaid
International 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 Commissioner 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: December 20, 2011.
(date of filing)
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IN TESTIMONY WHEREOF, I hereunto set my hand and seal this ( f;? day of

cember 20(1 " W Z@M

Lgmette Zaidel
EMILY R. RHODEN
NOTARY PUBLIC OF NEW JERSEY Address: 510 Cranford Avenue
My Commission Explres 7/28/2015 Cranford, New Jersey 07016
United States of America
State of [\ & T €Al \
County of }\)@ Al ,
On this E3,%’”('g’eﬁb‘day of "t AN 20 i\ before me, a Notary Public in

and for the State and County aforesaid, personally appeared the above signatory, known to me to
be the person of that name, who executed the fore Qing- il pay presence.

NO?’KW PUBLIC
KERRY E. MONTALVO
NOTARY PUBLIC OF NEW JERSEY
My Commission Expires 7/13/2015

IN TESTIMONY WHEREOF, I hereunto K@{{r;/ hand and seal this ff b day of

ey 20//. awry,
//é’r/ﬁf' ! ‘g{;j/f/g

Steven Miller

Address: 66 Sycamore Lane
Skillman, New Jersey 08558
United States of America

County of . , i
On this _/ é day of é) Lk, 20{; , before me, a Notary Public in

and for the State and County aforesaid, personally appeared the above signatory, known to me to
be the person of that name, who executed the foregoing instrument in my presence.

Yk & me

NOTARY PUBLIC

KERRY E. MONTALVO
NOTARY PUBLIC OF NEW JERSEY
My Commission Expires 7/13/2015
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eige,
i

IN TESTIMONY WHEREOF, I hereunto set my hand and seal this day of

i 4 A Lf

/ éuy Carpenter

Address: c/o King’s College Dental Institute
Guy’s & St Thomas’ Hospital
Great Maze Pond, London, SE1 9RT

KINGDOM OF ENGIAND}SS United Kingdom

CITY OF LONDON

Onthis_Q§ day of Marcchh 2017, before me, a Notary Public in
aforesaid, personally appeared the above signatory, known to me to

Jand for the State and G
be the person of that name, who executed the foregoing instrument in my presence.

; s

NOTARY PUBLIC

Notary Public London, England (Christopher G. Higgins)
My Commission expires at Death
SAWLLE &CO.
On. Carey Lans
London EC2V BAE
Tk +44 {0120 7920 0000

IN TESTIMONY WHEREOF, I hereunto set m d seal this__ 0§ _ day of
Mar CH 20 L—

ordon Proctor

b
P

Address: c/o King’s College Dental Institute
Guy’s & St Thomas’ Hospital
Great Maze Pond, London, SE1 9RT

United Kingdom

KINGDOM OF ENGIAND}
88

CITY OF LONDON
Marcla 2012, before me, a Notary Public in

On this_O6 day of
and for the State and Céﬁﬁt—y-aforesald personally appeared the above signatory, known to me to
be the person of that name, who executed the foregoing instrument in my presence.

NOTARY PUBLIC
Notary Public London, Er (Christopher G. Higgins)

My Commi ssion axp res at Death
SAVILLE 2 CO.
Holariss
One Carey Lane

London ECIV 3AE
Tl +44 ()20 7920 0000,
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M {N TESTIMONY WHEREOF, I hereunto set my hand and seal this é day of
MG\

20 1L | &!m |

&«ﬁavid Bartlett

Address: c/o King’s College Dental Institute
Guy’s & St Thomas’ Hospital
Great Maze Pond, London, SE1 9RT

KINGDOM OF ENGIAND} United Kingdom
3 &8
@m CITY OF LONDON
%7 On this_©6 - day of Marclh 2012, before me, a Notary Public in

%ﬁé’ and for the State and Cégﬂw aforesaid, personally appeared the above signatory, known to me to
be the person of that name, who executed the foregoing instrument in my presence.

NOfQRFY_‘g)ﬂLIC
Notary Public London, England (Christopher G. Higgins)

My Commission expires at Death
SAVHLE 4 CO.
Motaries
Tre
(ondon EC2V BAE
Tot: w44 {3120 7920 0000,

IN TESTIMONY WHEREOF, I hereunto set my hand and seal this Q day of

Maccd 2041, ‘0/\

L
Rebecca Moazzez

Address: c/o King’s College Dental Institute
Guy’s & St Thomas’ Hospital
Great Maze Pond, London, SE1 9RT
United Kingdom

&% §€a+e~e£—— KINGDOM OF ENGLAND
CITY OF LONDON
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On this _Q_b_ day of Macch 2012, before me, a Notary Public in

Selog
and for the State and CoEhey- aforesaid, personally appeared the above signatory, known to me to
%oaw be the person of that name, who executed the foregoing instrument in my presence.

NOTARY PUpLIC

Notary Public London, England (Christopher G. Higgins)
My Commission expires at Death
SAVILLE & CO.
Notares
Carey Lane

London ECZV 8AE
ot +44 (0120 7920 0000
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APOSTILLE
(Hague Convention of 5 October 196 / Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

UNITED KINGDOM OF GREAT BRITAIN AND NORTHERN IRELAND

1. Country: United Kingdom of Great Britain and Northern Ireland
Pays: Royaume-Un; de Grande~8retagne et d’Irfande du Nord

This public document / Le présent acte public

2. Has been signed by Christopher Gerard Higgins
a €t signé par

3. Acting in the capacity of Notary Public
agissant en qualité de

4. Bears the seal/stamp of  The Said Notary Public

est revétu du sceautimbre de
Certified/Attesté

5 at London/a Londres 6 thelle 06 March 2012

7 by Her Majesty’s Principal Secretary of State for Foreign and Commonwealth A ffairs /

par le Secrétaire d°Etat Principal de Sa Majesté aux A ffaires Etrangeres et du Commonwealth,

3 Number/sous No J166553

10, Signature: C Lawless

el

For the Secretary of State / Pour le Secrétaire d'Erat

If this document is to be used in a Country which is net party to the Hague Convention of Sth October
1961, it should be presented to the consylar section of the mission representing that country,

An apostille or legalisation cettificate only confirms that the signature, sea] or stamp on the document is
genuine. It does not mean that the content of the document js correct or that the Foreign &
Commonwealth Office approves of the content,



Expediente del Apoderado No. 9446-00-OC

CESION

CONSIDERANDO QUE, Nosotros, Lynette Zaidel, Steven Miller, Guy
Carpenter, Gordon Proctor, David Bartlett y Rebecca Moazzez (a continuacién
referidos como los CEDENTES), con domicilio respectivamente, tal como se establece en
lo sucesivo, hemos hecho una invencion para la cual la solicitud del Titulo de Patente de los
Estados Unidos fue presentada ante la Oficina de Patentes y Marcas de los Estados Unidos
en la Oficina de Recepcion Internacional para la Solicitud Internacional No.
PCT/US2011/66078, presentada el 20 de Diciembre de 2011, mencionando a los
CEDENTES como los inventores y titulada, “METODOS DE DIAGNOSTICO” y

CONSIDERANDO QUE, Colgate-Palmolive Company, una corporacion
debidamente organizada y existente bajo las leyes del Estado de Delaware, Estados Unidos
de Ameérica y con oficinas y lugar de negocios en 300 Park Avenue, New York, New York
10022, y oficinas y lugar de negocios en 909 River Road, Piscataway, New Jersey 08854 (a
continuacion referido como “CESIONARIQO”), esta deseoso de obtener todo derecho, titulo
e interés en y para la invencion antes mencionada y solicitud de Patente asi como derechos

de patente correspondientes a nivel mundial,

AHORA, POR LO TANTO, conforme a una consideracion buena y valiosa, cuya
recepcion y suficiencia se reconocen por medio del presente, el CEDENTE(S), por la
presente vende, cede y transfiere al CESIONARIO, el completo y exclusivo derecho, titulo
e interés en y para la invencién antes mencionada, la Solicitud de Patente de los Estados
Unidos antes mencionada Yy todas las solicitudes de Patente extranjeras correspondientes,
todas las solicitudes de Patente de los Estados Unidos divisionales, de continuacion,
continuacion-en-parte, reexpedicion, reexaminacion, y cualesquiera adicionales, mismas
que reclamen prioridad a la Solicitud de los Estados Unidos antes mencionada, y todos los
Titulos de Patente o derechos comparables que se expidan sobre la misma en los Estados
Unidos y en todos los Paises extranjeros, junto con los derechos de prioridad bajo la



Convencién Internacional para la Proteccion de Propiedad Industrial, Convencién
Interamericana relacionada con Patentes, Disefios y Modelos Industriales, y cualquier otro
acuerdo internacional al cual se adhieran los Estados Unidos de Ameérica, y el
CEDENTE(S) por la presente autoriza y solicita al Comisionado de la Oficina de Patentes y
Marcas de los Estados Unidos y todas las Oficinas de Patente Extranjeras a expedir todos
los Titulos de Patente o derechos comparables en cualquier solicitud como se menciond

anteriormente al CESIONARIO, 0 a sus sucesores, asignados o representantes legales;

EL CEDENTE(S), por la presente conviene que el CEDENTE(S) tiene el completo
derecho para conferir el interés total aqui cedido, y que el CEDENTE(S) no ha ejecutado, y

no ejecutara, ningun acuerdo en conflicto con el presente;

EL CEDENTE(S) acuerda comunicar al CESIONARIO o sus sucesores, asignados,
o0 representantes legales cualquiera y todos los hechos conocidos por ellos o cualquiera de
ellos respecto a dicha invencion, y sin mayor remuneracion para testificar en cualquier
proceso legal, firmar todos los documentos legales, ejecutar todas las solicitudes
divisionales, de continuacion, continuaciones-en-parte, reexpediciones y reexaminaciones,
hacer todos los juramentos y generalmente hacer todos los actos legales para ayudar al
CESIONARIO o sus sucesores, asignados o representantes legales a obtener y hacer valer
la proteccidn apropiada de la patente para dicha invencion en todos los paises y mejorar o
perfeccionar el derecho del CESIONARIO en y para la invencién y derechos de patente del

mismo.

EL CEDENTE(S) por la presente autoriza a los abogados para que el
CESIONARIO ingrese en este documento cualquier nimero de serie aplicable y fechas de

presentacion después de la ejecucion de este documento por parte del CEDENTE(S).

Esta Cesion tiene vigencia a partir del 20 de Diciembre de 2011
(fecha de presentacidon)

(Hoja 1 de 5)



Expediente del Apoderado No. 9446-00-OC

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, Yo, he puesto mi firma y sello este dia 16 de
Diciembre de 2011.

[Rubrica]
Lynette Zaidel
EMILY R. RHODEN . ./
NOTARIO PUBLICO DE NEW JERSEY Direccion: 510 Cranford Avenue
MI COMISION VENCE EL 28/7/2015 Cranford, New Jersey 07016

Estados Unidos de América

Estado de New Jersey
Condado de Middlesex

En este dia _16  de Diciembre de 2011, ante mi, un Notario Publico en y para el
Estado y Pais antes mencionados, personalmente comparecio el arriba firmante, sabido por
mi que es la persona de ese nombre, quien ejecutd el instrumento anterior en mi presencia.

KERRY E. MONTALVO [Rubrica]

NOTARIO PUBLICO DE NEW JERSEY NOTARIO PUBLICO
MI COMISION VENCE EL 13/7/2015

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, Yo, he puesto mi firma y sello este dia 16 de
Diciembre de 2011.

[Rubrica]
KERRY E. MONTALVO H
NOTARIO PUBLICO DE NEW JERSEY Steven MI”eI’
MI COMISION VENCE EL 13/7/2015

Direccion: 66 Sycamore Lane
Skillman, New Jersey 08558
Estados Unidos de América

Estado de New Jersey
Condado de Middlesex

En este dia _16  de Diciembre de 2011, ante mi, un Notario Publico en y para el
Estado y Pais antes mencionados, personalmente comparecio el arriba firmante, sabido por
mi que es la persona de ese nombre, quien ejecutd el instrumento anterior en mi presencia.

[Rubrical
NOTARIO PUBLICO

KERRY E. MONTALVO
NOTARIO PUBLICO DE NEW JERSEY
MI COMISION VENCE EL 13/7/2015

(Hoja 2 de 5)



Expediente del Apoderado No. 9446-00-OC
EN TESTIMONIO DE LO CUAL, Yo, he puesto mi firma y sello este dia_6 de Marzo de
2012.

[Rubrica]
Guy Carpenter

Direccion:  c/o King’s College Dental Institute
Guy’s & St Thomas’ Hospital
Great Maze Pond, Londres, SEI 9RT
Reino Unido
REINO DE INGLATERRA
SS
CIUDAD DE LONDRES
Enestedia_6 de Marzo de 2012, ante mi, un Notario Publico en y para el Estado
y Pais antes mencionados, personalmente comparecio el arriba firmante, sabido por mi que
es la persona de ese nombre, quien ejecuto el instrumento anterior en mi presencia.

Notario Publico de Londres, Inglaterra (Christopher G. Higgins) Sl
Mi comisién vence a mi muerte [RUbI’IC&] _
NOTARIO PUBLICO

SAVILLE & CO.
Notarios
One Carey Lane
Londres EC2V 8AE
Tel. +44(0) 20 7920 0000

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, Yo, he puesto mi firma y sello este dia_6 de Marzo de
2012.

[Rubrica]
Gordon Proctor

Direccion:  c/o King’s College Dental Institute
Guy’s & St Thomas’ Hospital
Great Maze Pond, Londres, SEI 9RT
Reino Unido
REINO DE INGLATERRA
SS
CIUDAD DE LONDRES
Enestedia 6 de Marzo de 2012, ante mi, un Notario Publico en y para el Estado
y Pais antes mencionados, personalmente comparecio el arriba firmante, sabido por mi que
es la persona de ese nombre, quien ejecuto el instrumento anterior en mi presencia.

Notario Publico de Londres, Inglaterra (Christopher G. Higgins) P
Mi comisién vence a mi muerte [RUbnca] _
NOTARIO PUBLICO

SAVILLE & CO.
Notarios
One Carey Lane
Londres EC2V 8AE
Tel. +44(0) 20 7920 0000

(Hoja 3 de 5)



Expediente del Apoderado No. 9446-00-OC
EN TESTIMONIO DE LO CUAL, Yo, he puesto mi firma y sello este dia_6 de Marzo de
2012.

[Rubrica]
David Bartlett

Direccion:  c/o King’s College Dental Institute
Guy’s & St Thomas’ Hospital
Great Maze Pond, Londres, SEI 9RT
Reino Unido
REINO DE INGLATERRA
SS
CIUDAD DE LONDRES
Enestedia_6 de Marzo de 2012, ante mi, un Notario Publico en y para el Estado
y Pais antes mencionados, personalmente comparecio el arriba firmante, sabido por mi que
es la persona de ese nombre, quien ejecuto el instrumento anterior en mi presencia.

Notario Publico de Londres, Inglaterra (Christopher G. Higgins) Sl
Mi comisién vence a mi muerte [RUbI’IC&] _
NOTARIO PUBLICO

SAVILLE & CO.
Notarios
One Carey Lane
Londres EC2V 8AE
Tel. +44(0) 20 7920 0000

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, Yo, he puesto mi firma y sello este dia_6 de Marzo de
2012.

[Rubrica]
Rebecca Moazzez

Direccion:  c/o King’s College Dental Institute
Guy’s & St Thomas’ Hospital
Great Maze Pond, Londres, SEI 9RT
Reino Unido
REINO DE INGLATERRA
SS
CIUDAD DE LONDRES

(Hoja 4 de 5)



Expediente del Apoderado No. 9446-00-OC

Enestedia_6 de Marzo de 2012, ante mi, un Notario Publico en y para el Estado
y Pais antes mencionados, personalmente comparecio el arriba firmante, sabido por mi que
es la persona de ese nombre, quien ejecuto el instrumento anterior en mi presencia.

Notario Publico de Londres, Inglaterra (Christopher G. Higgins) Sl
Mi comisién vence a mi muerte [RUbI’IC&] _
NOTARIO PUBLICO

SAVILLE & CO.
Notarios
One Carey Lane
Londres EC2V 8AE
Tel. +44(0) 20 7920 0000

(Hoja 5 de 5)



APOSTILLA

(Convencion de la Haya del 5 de octubre de 1961)
REINO UNIDO DE GRAN BRETANA E IRLANDA DEL NORTE

1.- Pais: Reino Unido De Gran Bretafia e Irlanda del Norte

2.- Este documento publico ha sido firmado por: Christopher Gerard Higgins

3.- Actuando en su capacidad de: Notario Publico

4.- Porta el sello/estampa de: EI Notario Publico mencionado
CERTIFICADO

5.- En Londres
6.- el 6 de Marzo de 2012

7.- por Secretario de Estado Principal de Su Majestad para Asuntos Extranjeros y de
Commonwealth

8.- Numero J166553

9.- Sello/Estampa: 10.- Firma:

(Firma ilegible)
C. Lawless

Sello redondo que dice:
OFICINA DE ASUNTOS
EXTRANJEROS Y
COMMONWEALTH
LONDRES

Para el Secretario de Estado

Si este documento va a ser utilizado en un pais que no sea parte de la Convencién de la Haya del 5 de
Octubre de 1961, se debiera presentar a la seccién consular de la misién que represente a ese pais.
Una apostilla o certificado de legislacion solamente confirma que la firma, sello o estampa en el documento
es genuina. Esto no significa que el contenido del documento sea correcto o que la Oficina de Asuntos
Extranjeros y Commonwealth apruebe el contenido.



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
o P

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA

No. 14 - 0058436

Bogota D.C., Junio 04 de 2014 - 07:44:01

RECIBIDO DE : CLARKE MODET

NI 830.008.643

TIPO PAGQ

BANCO

*** Soporte del Pago ***
CUENTA No PAGO

EECHA PAGQO VR PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 596597595

03/06/2014 99.651.000.00

*** Conceptos Pagados ***

CANT _RENTISTICO CONCFPTO Ve UNDITARIO  Vr CONCEPTO
1 50005-01-01 SOLICITUDES 1&%%&%% DE SOL. DE PATENTE DE 515.000.00 515.000.00
$515.000.00

-
SON: **QUINiENTOSQ NCE MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

\ Il
L]

Responsable: __\
_*** *_ s

Recibo de Caja Aplicadd al Expediente No.

/

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Plsos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombla

Web: www.sic.gov.co e-mal: Info@slc.gov.co Cenmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240

. Junio 4 de 2014 - 07:44:16




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
wifia

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA

No. 14 - 0062402

Bogota D.C., Junio 12 de 2014 - 10:20:23

RECIBIDO DE : CLARKE MODET

NI 830.008.643

TIPO PAGO BANCO

*** Soporte del Pago ***
CUENTA No PAGO

FECHA PAGQO VR PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 596597606

12/06/2014 9.393.000.00

CANT RENTISTICO

*** Conceptos Pagados ***
CONCEPTQ

Vr UNDITARIO  Vr CONCEPTQ

11 50005-01-01 SOLICITUDES

1607 REIVINDICACION PATENTE UNITARIA
10 INIC

31.000.00 341.000.00

$341.000.00

SON: **TRESCIENTO?C ARENTA'Y UN MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

///

/o

59*S£onsable:

Recibo de Caja Aplicado al Expediente No.

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogot4, D.C.- Colombia

Web: www.slc.gov.co e-mai: Info@slc.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linca: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240

o Junlo 12 de 2014 - 10:20:25




