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DILIA RODRIGUEZ D° ALEMAN, en mi condicion de ppoderada de la sociedad
solicitante, por el presente escrito doy respuesta a su auto notificado por estado de 26
de enero de 2006 y vence 24 de abril de 2006 y me permito presentar las siguientes

-aclaraciones:

Como respuesta a las objeciones realizadas en la accion dficial, que objeta la claridad
de invencion y cuestiona que el objeto de una de sus re:vindicaciones, el solicitante
presenta nuevo capitulo reivindicatorio, que reemplaza el original que obra en la
solicitud, y fue redactado para remediar las observaciones efectuadas por ese

Despacho.
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El nuevo capitulo reivindicatorio se ajusta a las disposicionies del articulo 34, toda vez

que las modificaciones efectuadas solo precisan y clarifican

Asi las cosas, en el nuevo capitulo reivindicatorio la expresi
sido modificado por “solvente organico” y la expresion
modificada por “agente absorbente”. Adicionalmente, los

menos” y “fuente de planta” han sido eliminados.

Siguiendo con cuestionamientos realizados por falta de

objeciones sobre el titulo, el solicitante ha decidido elimina

el objeto de la invencién.

on “extractante organico” ha
medio absorbente” ha sido

rerminos “analogos”, “por lo

claridad, conforme a sus
r la palabra “PACLITAXEL"

del titulo de la invencion, siendo el nuevo titulo “AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE
TAXANOS MEDIANTE CROMATOGRAFIA DE BAJA PRESION DE PREPARACION

ES UNA INVENCION

A

En relacion con el cuestionamiento que ese despacho realiz6 a la reivindicacion 4

indicado que su objeto no es patentable toda vez que se trata de compuestos aislados

de la naturaleza, nos permitimos enfatizar que el objeto

de la invencion en ningun

momento y de ninguna manera es el compuesto o compuestos aislados.

Respetuosamente, le recordamos a ese despacho que el de acuerdo con el articulo 51

_el alcance de la proteccion estd especificamente dado por las reivindicaciones, y la

reivindicacion 4 es muy clara en establecer en su preampulo que su alcance es un

método de aislamiento de taxanos, y no esta dirigida ni hace mencion al compuesto.

Siendo asi es claro que el método de aislamiento de

patentable, siempre y cuando sea novedoso, inventivo y

la presente invencion es

tenga aplicacion industrial,

puesto que ni es una materia aislada de la' naturaleza ni es un'procedimiento

esencialmente bioldgico que son las excepciones que el articulo 15 de la Decision 486,
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establece por no ser consideradas una invencion.

Ahora bién, el que se caracterice del método indicando que
planta que se selecciona entre un grupo reducido a 5 esp
ser interpretada en el sentido que se esta protegiendo la ¢
en la naturaleza, es decir, los compuestos que dicha pl

elaborado tales como los taxanos.

La unica interpretacion valedera y posible de la reivindica
esta reclamando un método que el desarrollé y que como
establecido que cumpliendo la condicién de que la fuente
baccata, Taxus walichiana, Taxus yunnanensis y Taxus car
‘mejor, asi que esta en.su derecho de especificar y p
caracteriza porque comprende las etapas mencionadas e
adicionalmente cumple con la condicién de que la fuente de
5 plantas mencionadas anteriormente.

Adicionalmente, nos permitimds manifestar que una
perfectamente una caracteristica valida para definir un pro
o no lleva a que el proceso cumpla de una mejor manera cq
la condicion de que la fuente de los taxanos sea una de las
optimizacion del aislamiento y la obtencion de taxa
.reivindicado, asi que es absolutamente valedero relvmdicar

dicha caracterlstlca

Siendo asi no hay razén para que el método de la reivindic

patentable.

Por lo tanto, se solicita respetuosamente a la Oficina de ¥

todas las objeciones.

0

la fuente de taxanos es una
ecies de plantas, no puede
lanta o la materia existente

anta de manera natural ha

cidn 4 es que el solicitante
parte de dicho desarrollo ha
sea Taxus brevifolia, Taxus
adensis el método funciona
roteger el método que se
n la reivindicacion 1 y que

» |os taxanos'sea una de las

condicion del proceso es
ceso, pues su cumplimiento
N Su objetivo, en este caso,
citadas plantas garantiza la
nos mediante el proceso

el proceso que cumple con

acion 4 no sea considerado

Patentes Colombiana retirar
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Agradezco continuar con el presente tramite.

Senor Jefe,

DILIA RODR\\GUE; D'ALEMA '

MRO/SR
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5) DESCRIPCION DE LA CORRECCION O MODIFICACIC

N SOLICITADA:

Se presenta nuevo capitulo reivindicatorio que reemplaza el anterior.

Se cambia el titulo como: AISLAMIENTO Y PUR

FICACION DE TAXANOS

MEDIANTE CROMATOGRAFIA DE BAJA PRESION DE PREPARACION

INDUSTRIAL EN UNA COLUMNA DE RESINA POLIMERI

CA.
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REIVINDICACIONES:

Un método para aislar y purificar analogos de taxano

contiene taxanos, que comprende los pasos de:

. extractar una fuente de taxanos en un solvente orge

recubrir un agente absorbente débil con dicho

agente en una columna, conteniendo la referig

absorbente;

eluir, en una primera etapa, con una mezcla de

presion de entre 10 y 20 psi para generar fi

compuestos de taxano;

un licor madre; concentrar dicho licor madre; y

eluir, en una segunda etapa, con una mezcl

mencionado licor madre a través de una resina p¢

segundo compuesto de taxano.

El método, como se ha expuesto en la reivi
adicionalmente el paso de eliminar impurezas de lign

primera etapa.

El método, como se ha expuesto en la reivindicacion

de dichos taxanos es una planta.

El método, como se ha expuesto en la reivindicacion
es seleccionada a partir de un miembro del grupc

brevifolia, Taxus baccata, Taxus walichiana, Taxu

cristalizar dichas fracciones para proveer un comp

a partir de una fuente que
1Nico;
solvente y cargar dicho

ja columna un material

solvente organico a una

acciones que contienen
uesto de taxano sélido y
a de solvente polar el

blimérica para proveer un

ndicacion 1, incluyendo

ano y flavonoide en dicha

1, en donde dicha fuente

3, en donde dicha planta

) que comprende Taxus

canadensis.

El método, como se ha expuesto en la reivindicag
taxanos incluyen 13-acetil-9-dihidrobaccatin i, 10 de

lll, cefalomanina, paclitaxel.

S _yunnanensis y Taxus

sion 3, en donde dichos

acetilbaccatin lll, baccatin




6. El método, como se ha expuesto en la reivindicacién 1, en donde dicho

solvente organico comprende diclorometano.

| 7. El método, como se ha expuesto en la reivindicacion {1, en donde dicho agente

absorbente de producto comprende Celite 545.

8. El método, como se ha expuesto en la reivindicacion 1, en donde dicho

material absorbente comprende oxido de aluminio.

9. El método, como se ha expuesto en la reivindicaciéon |1, en donde dicha mezcla

de'solvente organico de la primera etapa comprende hexano y acetona.

10.Un método de aislar y purificar taxanos a partir de juna fuente que contiene

taxanos, qué comprende los pasos de:

. proveer una fuente de dichos taxanos;

« extractar dichos taxanos a partir de dicha fuente en un solvente organico
para proveer una capa organica que contenga compuestos de taxano;

. tratar un material de soporte con dicha capa organi¢a;

= proveer una columna de baja presiéon conteniendo un material absorbente;

» eluir, en una primera etapa, un solvente organico g través de dicha columna
para eluir fracciones de taxano purificado;

- cristalizar dichas fracciones de taxano para proveer un primer compuesto
taxano y un licor madre; ;

. eluir, en una segunda etapa, dicho licor madre a través de una resina
polimérica en una columna cromatografica para purificar y eluir un segundo
compuesto taxano y un tercer compuesto taxano; y

= recoger los compuestos taxano separados.

11.El método, como se ha expuesto en la reivinﬂicacién 10, incluyendo

adicionalmente la etapa para eliminar impurezas dg lignano y flavonoide en

dicha primera etapa.




12.El método, como se ha expuesto en la reivin

dicacion 10, incluyendo

- adicionalmente la etapa de moler dicha fuente de taxanos y extraer con

metanol.

13.El método, como se ha expuesto en
adicionalmente la etapa de mezclar extracto con

evaporar para formar un concentrado.

la reivin

dicaciéon 12,, incluyendo

carbon de leda, filtrar y

14.El método, como se ha expuesto en la reivindicagion 13, en donde dicho

material de soporte consiste en Celite 545.

|

15.El método, como se ha expuesto en la reivindicacion 1, en donde dicho

solvente organico comprende una mezcla de acetona

y hexano.

16.El método, como se ha expuesto en la 'reivindicaci(’)n 15, en donde dicho

solvente organico es pasado por dicha columna a ung

psi.

17.EI método, como se ha expuesto en la reivi

adicionalmente el paso de recoger y analizar dichas

cromatografia de capa fina.

presidon de entre 10 y 20

ndicacidon 1, incluyendo

fracciones de taxano por

18.Un método de aislamiento y purificacion de taxanos a partir de una fuente que

contiene taxanos, que comprende los pasos de:

. proveer una fuente de dichos taxanos;

. extraer los referidos taxanos de dicha fuente en un solvente organico para

proveer una capa organica que contenga compuestos de taxano;

. tratar un material de soporte con la capa organica;

« proveer una columna de baja presion conteniendo Un material absorbente;

- eluir, en una primera etapa, a una presion de entre 10 y 20 psi, un solvente

organico a través de dicha columna para eluir fracciones de taxano




e
5y

purificado y eliminar impurezas de flavonoide y lignano;

cristalizar dichas fracciones de taxano para proveer un primer compuesto
taxano y un licor madre;
eluir, en una segunda etapa, a una presion de 30 psi, el mencionado licor
madre a través de una resina DVB poliestireno en una columna
cromatografica para purificar y eluir por lo menos un segundo compuesto
taxano y un tercer compuesto taxano
eluir, en una tercera etapa, dicho segundo compuesto de taxano y dicho
tercer compuesto de taxano a través de una columna de gel de silice de fase
normal para purificar dicho segundo taxano y el referido tercer taxano; y

recolectar los compuestos taxano separados.

19.El método, como se ha expuesto en la reivindicaciéon 18, en donde dicho
segundo compuesto taxano comprende baccatin Ill y dicho tercer compuesto

taxano comprende 10-deacetilbaccatin Ili.

20.El método, como se ha expuesto en la reivindicacidon 18, en donde dichos

compuestos tienen una pureza de 98%.
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PRUEBAS, ANALISIS Y CONTROL FARMACEUTICOS

cién manual. Estos se basan en la suposicién de que
la forma del pico es gaussiana y mientras no dan la
verdadera superficie del pico, los resultados obteni-
dos son proporcionales a ¢ila ¥ pueden ser utilizados
con igual confianza. Algunos de los métodos usados
para la integracién son:

va de calibraci6n. Después se inyecta la solucil . <u sencillez y capacidad para obtener sepa-
b

cida, sc determina la superficie del pico ¥ se hali ;i de alta resolucién. Se pueden desarrollar z‘e):
tracion por interpolacién. Este método es muy 3 nes pasadas en caracteristicas tan dlvel}gs o
es necesario que el analista tenga experiencia e k.- Jaridad de los solu?os, su natut"a!eza ién ca-,
Jeringas en el orden del microlitro © que se uge § = molecular, su capalelad de palTlClén o su
automdtico, dado que los volimenes inyectadog ara formar complgoé dc? afinidad. 2 g
nocerse con exactitud. También se supone que } K érmino cromatografia liquida se usa en lz; x>
tros de los instrumentos pcrmanecen constanteg " ad para referirse a los métodos en los cua .
periodo en el cual se introducen las mues, acion se produce dentro de una columna em[;a_
que no siempre es vilida. , &1, £l material de empaque es !a fase e(SitaCrl‘(.)vas
Estandarizacién interna. Para obviar la difi3 2 sede ser un sélido con capacndade§ adsorty o
introducir cantidades medidas con Precision deni g Bexclusion 0 un soporte 1r‘1ert.e l'CVCSt.ldO con ulu-
CG, se puede usar el método del estdndar interng,’ fiquida. Se usa una fase IIQ}llda mévil ‘;0’;10:&
cedimiento requiere dos estandares: el estindar 8 Aunque las cromatograflaf en capa efga ):
Que es una muestra pura del compuesto que se va 398 Bl utilizan una fase mévil liquida y una fase es
y el estdndar interno. Este normalmente es una g §naria s6lida, difieren en que las separaciones tie-
que eluye en una posicién cercana a la sustancia qﬁ Mugar en una superficie plana en vez de en una
be analizar y estd bien resuelto (R, > 1,25}, pero que'§ A ) "
de convertirse en la sustancia que se analiza bajo | a cromatografia liquida plfed.e reallzafsc utih-
ciones del andlisis. Se prepara una serie de solucion o dos métodos: 1) el progedlmlel‘lto sldstea (,iess—
contienen cantidades variadas del estindar analitico lado por Tswett, denommadg cro.malograﬁa, t;
dades constantes del estdndar interno. Se efectia crogy himna abierta, en el cual se deja fluir }a fan: movi
grama de éstas y se determina una curva de calibracidgy 4vés de la columna empaquetada l?ajo la .ll’\ﬂllen'
diante Ia graficaci6n del cociente de fag superficies {8 fde la gravedad o, a lo sumo, Pa_[a premén], po‘i
dos picos versus los cocicntes de Sus concentracione bmplo 50 a 100 psi, o 2) el procedimiento en el cua
disuelve entonces el desconocido en en solvente ade Ffuerza la fase movil a través (’ic.la coltimna cmga_
se agrega la misma cantidad del estdndar interno yse Btada bajo alta presion. Este ditimo metodq se de-
el cromatograma de 1a mezela, Se calcula el cociente &3 bmina cromarografia liquida de alfg rcn'dmuemo
superficies e, interpolando en la curva de calibracién, sé gPLC) debido a que se obtienen eficiencias extre-
termina la cantidad del desconocido. Esta es Ia técnic pdamente altas (tanto como 50.000 plat9§ por me=
s& utiliza mds a menudo para el andlisis cuantitativo § B) o cromatografia liquida de alta presion, dcblﬁiO
diante la CG debido & que no es necesario conocer laci as altas presiones requeridas (1 .OOQ a 3.000 psi).
dad exacta de la solucién inyectada. La préctica us b la HPLC, el didmetro tipico de particula es 10 um
preparar una solucién del estindar interno en el solvé Fnenos, y como resultado las columnas son cmpat
empleado para disolver los estindares de referencia 0 § Pctadas de mancra mas ajustada y desarrollan/al_tas
muestras, con lo cual se aseguran cocientes invariables 38 fropresiones que necesitan bombear la fase mévil a
las superficies de los picos estindar o de las muestras avés de la columna. X
respecto a la del estdndar interno.  Ya sea que se utilizan métodos de la. ’HPLC o de
blumna abierta, el modo de separacién dcpgnde
incipalmente de la naturalczg de la fase esta.c‘lonill-
2. Hay cinco modos disponibles: la adspfcnon. a
ici6n, el intercambio idnico, la exclusién fie ta-
0 y la afinidad. Cada uno de ellos se analiza en
talle a continuacion.
E: Cromatografia de adsorcién. En este m(zdo de
fomatografia liquida, como en la cromatografia gas-
Blido, los solutos son retenidos como resultado de la
<¥pacidad de la fase estacionaria para unirse a elios
poralmente, a nivel dc su superficie activa. !.as
gUerzas involucradas suelen ser relativamente débx!es
y's6lo son eficaces sobre distancias cortas. Estas in-
Wyen las fuerzas de van der Wa:'xls y de London, in-
acciones dipolo y dipolo inducidas con grupos po-
pres sobre la superficie activa, fuerzas de trans'feren-
1 de carga y uniones hidr6geno. Con este tipo de
0i6n, denominada adsorcion fisica, la Snergfa re-
Ruerida para romper las uniones es pequefia y 1a fase
MOvil, mediante su capacidad para disolver y despla-
los solutos, puede contrarrestar eficazmente estas
t‘;I'I.as atractivas. Por lo tanto, un proceso cromato-

Triangulacién. Se trazan tangentes a los puntos de in-
flexi6n del pico desde la linca de base hasta el punto donde
§€ encuentran por encima del pico. El tercer lado del tridn-
gulo se dibuja a lo largo de la linea de base y la superficie
se determina multiplicando el ancho de la base por la mitad
de la altura. El valor resultante es igual al 96% de la super-
ficie real del pico gaussiano.

Altura multiplicada por el ancho a nivel de la mitad
de la altura. Se unen con una linea recta las porciones de la
linea de base del cromatograma antes y después del pico. Se
mide la altura desde esta base y se multiplica por el ancho a
la mitad de Ia alura. El resultado es igual al 84% de la su-
perficie verdadera.

Altura. Si se controlan rigurosamente las condiciones
de temperatura y velocidad de flujo, la altura del pico pro-
ducido por una cantidad dada de soluto seri constante de
una corrida a otra. Por lo tanto puede ser usada directamen-
te como una estimacién de la superficie.

Corte y pesada. En este método se cortan los picos con
tijeras y se pesan en una balanza analitica. Aunque esto es
muy tedioso. es mds preciso que cualquiera de los tres pro-
cedimientos anteriores, Si los picos son extremadamente es-
trechos se los puede trazar sobre una hoja delgada de alumi-
nio o plomo de grosor uniforme, antes de cortarlo, con el fin
de aumentar la cantidad que serd pesada.

Integracién por computadora. La computadora, o in-
tegrador, convierte el voltaje andlogo producido por el de-
tector en una cantidad digitalizada Y computa los resultados.
Este es por lejos el método mis preciso. y se puede aplicar
a picos cuya forma no es idealmente gaussiana.

ras, pre

Una vez que se han determinado las superficies
relativas de los picos del cromatograma, estos datos,
que son proporcionales a la concentracién de cada
una de las especies, deben usarse para determinar las

concentraciones exactas. Esto se lleva a cabo de tres
maneras:

Cromatografia liquida _ !

Aunque Michael Tswett publicé en 1906 un tg
bajo completo sobre Ia cromatografia liquida, eng
cual explicé claramente la naturaleza del procesoy
Su apreciacion acerca de su potencial, el método’
fue adoptado ampliamente hasta después de muchy
aiios de su publicacién. En 1941, Martin y Syng!
quienes no habian tenido éxito aj usar la extraccig
Por contracorriente para la separacién de aminoff
dos en muestras de lana, desarrollaron un proceso §
cromatografia liquida en el cual utilizaron una Y
lumna empaquetada que contenia gel de silice satul
do en agua y una fase mévil de butanol-clorofo !
Estos autores perfeccionaron las técnicas experimy
tales y explicaron los aspectos tedricos del pro
miento tan detenidamente que en 1952 se les otof
el Premio Nobel por este trabajo. Desde entoncesy
cromatografia liquida se ha convertido en una deg
técnicas mds verstiles de las que dispone el anali§

Normalizacién de Ia superficie. Se supone que cada
sustancia de la mezcla inyectada produce un pico separado
en el cromatograma. Ei peso del material en cualquier pico
se determina mediante el cociente de su superficic de pico
respecto de la suma de las superficies totales de todos los pi-
cos y multiplicando esto por el peso total del soluto en la
cantidad inyectada. Este método se usa poco dado que la
presuncién inicial usualmente no es vélida.

Estandarizacién externa. Se disuelve un material es-
tdndar de referencia puro correspondiente a la sustancia que
§€ va a determinar en un solvente a una concentraci6n cono-
cida. Se inyectan en forma sucesiva cantidades exactamen-
te medidas de esta solucién, porejemplo, 1,2,3,4y 5 uL.
Las superficies de cada uno de los picos producidos se gra-
fican versus la masa del soluto inyectado y se hace una cur-
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Cuadro 32-1. Adsorbenies '.usados;en la cromato-
grafia en columna

Sacarosa (el mds débil)

Almidén

Inulina

Talco

Carbonato de calcio

Fosfato de calcio

Magnesia

Gel de silice

Silicato de magnesio

é:\l:lr)n(;: : (el mds fuerte)

gréfico eficiente puede estar b‘a‘sado enla completefn-
cia que existe entre la disolucién dgl solutofen a tg:
se mévil y la fijacién a la superficie de la ase es :
cionaria. Sin embargo, cuando se forman umgnc
quimicas mds fuertes entre los so}utos y e_l Fdsor fen-
te, como en el proceso de quimzoadsorczon,‘la afs_e
mévil no estd capacitada para proveer energia sufi-
ciente para desadsorber los solutos. En este caS(I),tr:;
se llega al equilibrio entre las dog fases y los solu os
son adsorbidos en forma 1rrever51lblse o dan picos
i6 satisfactorios y con colas.
clU(Eﬁnerl]ocuadro 32-1 se enumeran algunas de las
sustancias mds comunes que h'an sido gsadas cc};mo
adsorbentes, entre la gran variedad existente. _arla
determinar la utilidad de un adsorbente potencial,
adem4s de la adsortividad son de fungamcntal im-
portancia el drea de superficie,'el tamafio de lz}s par;
ticulas y la actividad superficial. Es necesaria utr;e
gran superficie para proveer un contacto eficaz cndel
las dos fases y asegurar un intercambio frecue:nteAt
soluto. Aunque los proveedores de adsorbentes ci :n:
superficies de 5 a 200 m%/g, estos valores pueden lsss
menores que la superficie efectiva real, dado que s
métodos de medicién usados no toman en cuer]ta le
forma exacta la naturaleza porosa de las pamculas
adsorbentes o la forma verdadera de las molféct; as
de soluto. Es importante el tamaiio de _]a.s particulas,
no s6lo como un indicador de .la sup.erflcw, sino tam-
bién porque determina la resistencia de la c?lummj
empacada al flujo del solvente. Mientras que las par
ticulas muy pequeiias pueden proveer una gran su-
perficie para la interaccién de los solutos, pue e:
empacarse tan ajustadamente que no se alcan_ce ug
velocidad de flujo razonable sin ut1h7.,ar técnicas de
alta presi6n con una pérdida consecutiva Qe la capa-
cidad de 1a muestra. Las particulas cuyo didmetro es
del orden de los 75 a 150 wm son utiles para la cro;
matografia de columna abierta ya que proveen t\‘l:i A
gran superficie con buena permeabilidad. La ac [l'vo
dad superficial se refiere a la energia del sitio ac ld
del adsorbente y puede variar segiin la na'turaleza ei
la sustancia y la cantidad de agua adsorbida. C(l)n es
fin de proporcionar una superficie re.producﬂ; e t:-
habitual -activar un adsorbente mediante ca CL
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+ Cuadro 32-2, Caractertsticas de los solventes usa-

~

Cuando se elige un solvente para upg

Valor fase estaci :
Pardmen : acionaria,
Solvente e{uotrd- Constante de "o plo,siun grupo de compuestos muy POlarei)zr) E
pico, E*  dieléctrica solubilidad pa;:ar‘se usando gel de silice, el solvente debe?b‘e
Heptano suticientemente polar para superar la fy ;
0,00 192 existente entre | erte atraacy
Hexano E 74 re los solutos y la superficj R
0,01 1.88 sultardn altos tj Superticie o s
Isoctano 001 £ 73 0s tiempos de retencién. Si se debeqo
Ciclohexano P 2.3;1 70 zar una mezcla de solutos menos polares es NCee
Tetracloruro de carbono 0,18 22 o usar un solventc mds débil para permitir up ¢ ocesar
Tolueno 0-29 2.33 8.6 retencién mds prolongado en la colu un tiempgg:
” » : i 2 mna NE:
g; l:C;?l(i)co 032 227 g; ::glt}d_ad (f/le gquﬂlbrac,ones entre las fases yPn]aj :
0,38 433 isis mds detallado de los mé g o
Cloroformo 3 74 . métodos utilizadog:
0,40 48] correlacionar la estructura d o
Cloruro de metile Y 9.1 ; tura del soluto con el tie
Tetrahidrofurano no (()):g ;7; ;g 9% Zféinzfn cuanqo (sje utiliza la cromatografia de ag
/ 9, , Se recomienda el t 3
3?:::2 8352 207 - 9,:: grafia). exto de Synder (véase Bil,
A . 225 - 9 Cromato ot P
Azc::ttz;(:t(rjﬁ: e g%‘g 6.02 32 cromatograﬁ'g Eg?dgekza;z“f"-dfin esta forma je
R K * s zcClas de soluto, ;
Piridina 37.50 11,8 ran de acuerd A S se Sep;.
0,71 1230 0 con las tendencias relativas
é;:rrlc;?anol 082 2033 llg; componentes para dividirse entre una fase m?siﬂq?
Motano] 898;3 24,30 1 122 (lilgacf:;f)ec e(sjtacnobnana que consta de una capa de lig “3‘
o . \ 32,70 ada sobre la superfici S
Acido acético largo 6,15 12,9 o unida a él. El liquid b de un soporte s6lidg
Agua largo 78, 24 o temad quido estd presente como una cafig *
g 8,54 210 madamente delgada, de modo que la equilibraa

;r:segtec; pa[r_a e);peler la mayor parte del agua y enton
activarlo hasta un niv \
52 el deseado medi
€Xposicién a un clim oo fo
2 de humedad ¢ i
onocida, con |
cual vuelve una cantj i e &1
antidad con
s ocida de humedad al
” sl?lri\;e l(;s aldsorbentcs cominmente usados, e] gel
¥ la alimina poseen superficies ricas o
'yl perficies ricas en
pos oxhidrile y dtomo f L
s de oxigeno y i
; X por lo tanto in-
ézrrzi)céclonan‘ fudcnemente con los solutos polares. El
1, activado a 1.000 °C .
[ para hacerlo no reacti
e activo
n los compuestos polares, posee una superficie

MUy porosa que retarda el proceso de adsorcidn-de- -

|
sa 16 A
} soc:cs%rjxir;y lo hace més susceptible a la quimioad-
- Las separaciones sobre carbg
¢ arbén se basan pri
cipalmente en el pe AT
$0 molecular; 4
| i e ar; los compuestos mds
’ grandes nen més fuertemente. El silicato de
| e gs i“clao[ (;))o§ee L;nz superficie dcida caracteristica de
| S wsolubles y es simi imi
| s similar a la algmi
L na
| cuagto a sus propiedades adsortivas. o
} n el cuadro 32-2 se ofrece una lista de los sol-
| Iv‘ent.(:,js mds comdnmente usados en la cromatografia
‘ iquido-sélido catalogad
| L 0gados en un orden estdnd.
ecir de acuerdo con f: i rcion
su energia relativa de i
< : adsorcién
} g(()); unédad de superficie sobre alimina. Un listado
- [ sttf se denomina serie eluotrépica y aunque
C s
‘ men(:ncrglas relativas de adsorcién difieren ligera
J i -
F e ehsobre otras superficies, la eleccién de solven-
| excse 'ace usualmente de acuerdo con esta serie. Una
“ o ;(ﬁ)c.l(fn aesto, se hace en el caso del carbén, don
1do a su tendencia a ad ias n )
sorber susta
By e ncias no po-
evierte el
orden de la fuerza del solvente.

en particular se deben considerar Jas Ppropi
los solutos y también Ia g

tcel(;n enctlre lgs‘ fases se pue{ie alcanzar répido median.
a re uccidn de la difusién de los solutos en la fa.
rs:]gstacnonana‘ La §uperﬁcie del soporte s6lido a men
o (;) selgrafa, por ejemplo, media_nte sililacién, con e]
¢ climinar los efectos adsortivos. 4

_ /]\unque fue utilizada con éxito en muchos anélif
f;s[;az;(ecro?qtografia de panipién liquido-liquido has-r
ce re auvamcpte poco tiempo no se consideraba

un rpetpdo conveniente para uso experimental. La fas
se llgmda debia ser colocada sobre el 50, one. sél':.‘
medlqntc la evaporacién de una solucién gpor meiii:
de‘lg inyeccion de ésta sobre la columna con la fase
mévil fluyendo. En cualquiera de los casos, era difi-
cil obtener fascs estacionarias estables y réproduc;-
bles. Ademds, la eleccién de la fase mé6vil estaba ne-

cpbertura vll’quida tenia solubilidad limitada. Por.
ejemplo, si se debfa usar un polietilenglicol ara 1”0?
veer una fase estacionaria muy polar, era r?ecesl;ﬁ

una fase mévil de hexano o algin otr(’) hidrocarburo :

de muy baja polaridad. Incluso en este caso, la fase’; . '

estacionaria liquida debia ser despegada lentamente -
pero en forma continua de la columna, con lo cual se-
(r;llof(_ilﬁgaban las caraterfsticas de la séparacién. Con®,
o, \1/nl e prevenir gl despegado, se saturaba la fase§

1l con el material de la fase liquida o se insertaba™

una
precolumna con una elevada concentracién de lﬂj‘ ;

f::cah?mda sobre un soporte sélido, dentro del siste-
ntes de la columna analitica, En cualquier caso}4;

se cambiaba la naturaleza de la fase mévil y los coe¥, 2

ﬁcx;:znte.s de particién se hacfan menos favorables
preseict;zl:)t:mente se han sol}xcionado los proble
At porlfases estacionarias inestables g
s & sarrollo de }a cromatografia de fase unis

» en la cual 1a fase liquida se halla siempre unid

cesariame ingi
sariamente restringida a aquellas en las cuales la'; p

R-jicamente a la superficie del soporté Eélido. El
Jet e sl
‘n la supe . s
e el cual se pueden unir varias sustancias utili-

~do agentes sililantes sustituidos adecuadamente.
. ejemp10, el cloruro de octadecildimetilsililo reac-
R - ;na con el gel de silice para formar una fase esta-
~naria estable y no polar denominada ODS (octade-
“1ililo). Debido a los efectos estéricos, no todos los
pos oxhidrilo del gel de silice se derivan por el
tivo ODS, de modo que a los que quedan se los
> reaccionar con cloruro de trimetilsililo en un
& roceso denominado cobertura (o cobertura final)

reducir los efectos de la adsorcién. Las fases
idas son ventajosas dado que se pueden reproducir
ote a lote y la superficie no cambia durante el pro-
¥ w50 cromatogrifico. Presentan las desventajas de ser
& earas y eficaces sélo en un intervalo de pH dentro del
cual el esqueleto del gel de silice es estable, usual-
J/3R% gente un pH de 2 a 7. Sin embargo, si se compara
2% ¢on los inconvenientes del método anterior estas des-
ventajas no son muy restrictivas y el desarrollo de
auevas fases unidas usando un soporte polimérico es-
- table por encima de un intervalo de pH de 1 a 13 pro-

mete aliviar este problema.

La cromatografia de particion puede llevarse a ca-
bo de dos maneras: en fase normal o en fase inverti-
da. En el modo de fase normal la fase estacionaria es
una sustancia polar, como el polietilenglicol o la su-
: -perficie de silice no tratada, y la fase mévil es no po-

% *lar, por ejemplo, hexano. Bajo estas circunstancias
3 > los compuestos polares se retardan de modo prefe-

rencial y las sustancias no polares eluyen mds répida-
mente. En la cromatografia de fase invertida la fase

'+ estacionaria es no polar, por ejemplo, ODS, y la fase

mévil es polar, usualmente una mezcla de agua. me-
: tanol y acetonitrilo juntos o por separado. Los com-
¢ ¥ puestos no polares se retienen mds fuertemente por
este sistema, mientras que los solutos polares eluyen
primero. Las separaciones de fase invertida son los
métodos que se usan con méds frecuencia en la HPLC.

—

%

5!

sl
f; Debido a la eficiencia y la disponibilidad de los

+£% materiales de fase invertida, especialmente el ODS o
el tipo C-18, se han efectuado intentos de usarlos pa-
¢ ra separar mezclas de compuestos iénicos, por ejem-
" plo, amino4cidos. Normalmente estos compuestos no
s, serian retenidos en un empaquetamiento de fase in-
+ 4. vertida, dado que son demasiado polares para sepa-
4 rarse en forma apreciable sobre la fase estacionaria
no polar. Se han desarrollado varias técnicas, las cua-
les implican alterar la fase mévil para permitir una
¢ Cromatografia satisfactoria de compuestos iénicos
3 ¢ Usando estas fases estacionarias. Estos métodos se
L. denominan cromatografia de supresidn idnica, cro-
i Matografia de apareamiento idnico o cromatografia
) de “jabon”.
1 La supresi6n i6nica se utiliza para sustancias tales
= como los 4cidos débiles (pK, > 2) y bases débiles
. (PK, < 8), que s6lo estén parcialmente ionizados a los
valores neutros de pH caracteristicos de las fases m6-

o
5,
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viles usuales. Por'ejemplo, un 4cido carboxflico con

ice, con su alta poblacién dé grupos oxhidri; © pK,;=5enunpH = 7 estard presente en forma ioni-
rficie, proporciona un medio excelente  zada y no ionizada con ‘prédominio del carboxilato

anidnico en una relacién de 100 a 1. Con el fin de au-
mentar la retencién de la sustancia en un sistema de
fase invertida, se puede ajustar ¢l pH de la fase mé6-
vil a un valor lo suficientemente bajo como para su-
primir la ionizaci6n del 4cido, por ejemplo, pH < 3.
Esto hace que predomine el 4cido libre y, dado que es
mucho menos polar que el ani6n, ser capaz de divi-
dirse dentro de la fase estacionaria.

Para 4cidos o bases mds fuertes que permanecen
ionizados en el intervalo de pH (2 a 7) en el cual €l
silice es estable, la cromatografia de apareamiento
iénico es la técnica de eleccién. En este método se
agrega a la fase mévil un reactivo que se disocia pa-
ra dar iones de carga opuesta respecto de los solutos.
Aunque ¢l mecanismo de accién ain no ha sido com-
pletamente explicado, los iones agregados pueden in-
teractuar con los solutos cargados de dos maneras.

Primero, pueden combinarse directamente con los
solutos cargados para formar pares iénicos no polares
que se dividirdn con més facilidad en la fase estacio-
naria.

Alternativamente, el extremo no polar del reacti-
vo de apareamiento i6nico puede dividirse dentro de
la fase estacionaria y su extremo polar queda exten-
dido desde la superficie en la fase mévil, donde actia
como un intercambiador de iones.

En cualquiera de los casos, la retencién de solutos
i6nicos en los materiales de la fase invertida esté au-
mentada. Los ejemplos de reactivos de apareamiento
iénico son el 4cido heptanosulfénico, utilizado para
especies catiGnicas, como las aminas protonadas y el
hidréxido de tetra-n-butilamonio, que se aparea con
sustancias aniénicas.

El tercer método, la cromatografia de “jabon”, es

realmente una forma de apareamiento i6nico en la
cual ¢l reactivo agregado es un detergente o un jabon.
Los ejemplos son el laurilsuifato de sodio para los ca-
tiones y el cloruro de cetiltrimetilamonio para los
aniones. La cromatografia de jabén es especialmente
(itil para separar proteinas, dado que el jabén no s6lo
neutraliza la carga en la molécula sino que ademds
afecta la conformacién de la protefna de una forma
que le permite interactuar més favorablemente con la
fase estacionaria. Los aspectos précticos de la croma-
tografia de apareamiento i6nico se tratan con més de-
talles en el texto de Gloor y Johnson.?

Otra técnica especial que puede utilizarse con la
cromatograffa de particion es la formacién de com-
plejos de iones metdlicos. En este proceso se agrega
una pequefia cantidad de un ion metélico, por ejem-
plo, Ag*, a la fase mévil en la cromatografia de com-
puestos olefinicos. La plata i6nica interactia con los
dobles enlaces, forma complejos de transferencia de
carga y altera el comportamiento de partici6n del so-
luto olefinico. Esta técnica es dtil para separar mez-
clas de compuestos que difieren en la extensién y la
colocacién de 14 insaturacién.
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. Cromatografia de Intercambio ignico. Aunque

las técnicas de apareamiento

fes y actifan sélo cq :
“ mo un esqu,
ser dtiles en muchog €asos o L o

i6nico han demostrado
para separar mezclas de

i 3 CO$ no
S, Io que produce un tntercambiador cqy; o,

te, es’ decir uno en el que los contraion, gy
gxtra{dos con facilidad de Jog iones SR
limerizacién se usa 4cido met :
o o t:cno,_cl c‘opoh’mcro resultante
m boxilicos adosados af esqueles
intercambiador cationico deép,

los contraiones o se disocian a yp PH ba;j

fom.larse resinas imercambiadoras anioni, e
partir del mismo esqueleto sj se introduc
funf:lonales de tipo amina Cuaternaria, mj i
la§ intercambiadoras anidnicas a’e’bile.ar’urtx'l]l s
minas como log 8TUpos ionizables "
Se emplean muchas otrg .
ponentes esqueléticos ¥ como grupos funcionaleg

ca.rpono, como el dextrano
\t,x.t;hzag como la matriz insoluble cam

; . ;
ad de unaresina. Por ejemplo, los jones solut

carga iti i
dorgdepcoas,l_nva, el Material se denomina intercambpiq
‘ones; si poseen car- i :
c } S 4 ne ]
cambiador de aniones, R un Biters
_ Los polimeros inorg,
tipo de Cromatografia son aluminosilica

. sten en for

b ¢ grupo qu 'ma natural

e odrzman l?w/nu.s, mientras que los sintéticos
sarroliaron para pri e

2 oveer estructuras

dan'zadas €on tamanios de poro const faman

tamices moleculares., Debido a sug baj

para el intercambio i6nico, estas sustancias j

lr.ar. Esto puede ser j| ustrado
1zado para purlﬁcar agua mediante sy pasaje a través -

d -
anllma Tesina Mixta. Usando cloruro de sodio como
aminante tipico, el mecanismo es:

-~ S o

(D RESINA — SO;H + Na* = RESINA _ SO,Na + H,
(2) RESINA — N(CH,),0H + ¢f- =

entrecruzamientg Como x 2, x 4, x 6, etc '
'y‘
RESINA — N(CH,),C1 + o a3)7§

ponde a Porcentaje inicial de Dy T ey

Ben la mezcla de

reaccién.
Dado que 1os i
copol, i i ecesd: '
e propiads PO xmeros.de estireno-DVB no tie- El agua d. B
intrinsecag Intercambiadoras de io- i oo i Seles - ymente ala n -

11a para hacer fases mdéviles para la HPLC se prep:

Nico sobre cada uno de los anillos bencénj 03

: fijos. Sj €nliy vhs
acrilico en lugar do o

tiene grupos 4cidog oz %
to y funciona Comgq §
i, 0 sea, uno €n e} '

cen grupgy

2an poligh

ra intercambio de iones. Los polimeros de hidratol{daeJ
¥y la celulosa, cuando gg,

mbian la selectis’

pediante una columna de intercambio i6nico, segui-
42 por un pasaje a través de una columna de adsor-

i cion de carbon para extraer los compuestos orgénicos

30 jonizables y que luego se microfiltran para excluir
paterias particuladas y bacterias.

« +  En una mezcla de iones de soluto de carga dife-
% -rente, se retiencn con preferencia las especies mds al-

igamente cargadas. De este modo, en una resina de
{écido sulfénico, la alimina se fija con m4s fuerza que
igl calcio y éste mds fuertemente que el sodio. La fi-

& “jacién de especies con carga negativa a las resinas de

intercambio de aniones fuertes sigue la misma ten-
:dencia. Si se consideran sustancias de carga igual, la
retencién se relaciona con el tamaiio de los iones hi-
idratados: los mds pequeiios se retienen mis fuerte-
mente. Dado que los elementos més pequeiios de la
tabla periGdica fijan mds moléculas de agua, sus io-
nes hidratados son mds grandes y por lo tanto para
Jos metales alcalinos el orden de retencién es Cs* >
$Rb*> K* > Na* > Li*.

Otro pardmetro que afecta la retencién es la natu-
" raleza de los sustituyentes adosados a la porcién car-
_ gada de la especies de soluto. Las resinas de poliesti-
© reno muestran preferencia por los jones que contie-
" men grupos aromdticos por sobre los grupos alif4ti-
cos porque, ademds de la unién debida a las fuerzas
electrostdticas del intercambio iénico, los grupos aro-
méticos del soluto interactian directamente con el es-
queleto de la resina.

Los cromatogramas de intercambio iénico pue-
den desarrollarsc por desplazamiento o por métodos
de elucién. En el primer caso, uno de los iones, que
es retenido mds fuertemente que cualquiera de los
otros contenidos en ¢l soluto, desplaza a éstos de la
Tesina y resulta una serie continua de bandas (véase
fig. 32-4). En el método de elucién, el agente elu-
yeate es un ion para el cual la resina tiene menos se-
lectividad que para el resto de los del soluto. La
transferencia de los iones de soluto hacia la resina y
desde clla depende de sus cquilibrios de intercambio
con el ion cluyente. El cromatograma resultante
consta de una seric de picos gaussianos separados,
€omo se observa en la figura 32-5.

Las fases méviles que se utilizan en la cromato-
graffa de intercambio iénico usualmente son solucio-
hes salinas acuosas que pueden ser tamponadas a un
PH deseado o ajustadas a una fuerza i6nica constan-
te. La eleccién de la fase mévil depende del conoci-
miento sobre la selectividad de la resina para los io-
fes de soluto y de la influencia de los equilibrios de
la solucién debidos al pH o formacién de complejos.
Pueden emplearse solventes mixtos acuosos-organi-
Cos o solventes orgdnicos si la fase estacionaria no se
altera. Para las separaciones dificiles se utiliza la elu-
Cién por gradiente.

El cromatoenfocado, descrito por primera vez
en 1978 por Sluyterman y Elgersma¥, es un méto-
do especial de cromatografia de intercambio i6ni-
€0 de gran utilidad para la separacién de mezclas
de proteinas. En este caso se agrega un buffer ajus-

)
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tado a un pH especifico a una, columna de inter-
cambio aniénico ajustada previamente a un pH di-
ferente. A medida que se mezclan los buffers, se
forma un gradiente de pH a lo largo de la columna,
que va desde el pH inicial en el extremo final has-
ta el pH del buffer agregado en el comienzo. Si el
pH en el comienzo de la columna es menor que el
punto isoeléctrico de la proteina que se analiza,
llevard una carga positiva y no interactuard con el
intercambiador de aniones. En su lugar, migrard a
lo largo de la columna hasta un punto en el cual el
pH es sélo mayor que el punto isoeléctrico, mo-
mento en el cual adquirird una carga negativa y se
fijard a la resina. De este modo, se dispondrd un
grupo de proteinas en la columna en orden de sus
puntos isoeléctricos. A medida que el gradiente de
PH se mueve hacia abajo en la columna, las protei-
nas migrarén hacia la parte inferior y permanece-
rdn cargadas negativamente hasta que cada una de
ellas eluya de la columna en su punto isoeléctrico.
Por lo tanto, es posible fraccionar mezclas comple-
jas de proteinas si se utiliza este método de separa-
cién.

Cromatografia por exclusién de tamafio. La

cromatografia por exclusién de tamario, también
denominada cromatografia en gel, es una técnica
eficiente para separar grupos de solutos que se basa
en su tamaiio efectivo en solucién. Las fases esta-
cionarias utilizadas para lograr estas separaciones
son polimeros que han sido entrecruzados de modo
que formen una red abierta con numerosos poros de
tamafio uniforme. El grado de entrecruzamiento se
controla cuidadosamente para obtener una serie de
geles con diferentes tamafios de poro e intervalos de
fraccionamiento. Cuando se hace pasar una fase
mévil que contiene una mezcla de solutos de diver-
S0s tamaiios a través de una columna de estos mate-
riales, las moléculas demasiado grandes para entrar
dentro de los poros son “excluidas” y permanecen
en la fase mévil. Por lo tanto, son eluidas con rapi-
dez cerca del volumen de elucién. Las moléculas de
menor tamaiio pueden difundir libremente dentro y
fuera de los poros de modo que, en efecto, su tra-
yectoria a través de la columna es mis larga y elui-
rdn mds tarde como se muestra en la figura 32-10.
El grado de retencién depende del tamafio de las
moléculas incluidas respecto del tamaiio de los po-
ros. De este modo, las moléculas més pequeiias pe-
netrardn a todos los poros, mientras que las de tama-
fio intermedio, debido a la velocidad de la fase mé-
vil, no tendrén suficiente tiempo para difundir den-
tro de todos los poros en los cuales penetrarian nor-
malmente y por lo tanto serén retenidas con menor
eficacia. El resultado es un cromatograma que cons-
ta de un pico inicial que contiene todas las sustan-
cias totalmente excluidas, seguido de un grupo de
picos que representa todas las sustancias que han si-
do retenidas de modo parcial y separadas y por tlti-
mo otro pico causado por todos los solutos incluidos
totalmente.
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cos. Si cada miembro de los pares mencionados se
une de manera permanente a una matriz cromato-
gréfica, podré extraer el otro de una solucidn sin in-
teractuar de manera significativa con ningin otro so-
luto de fa mezcla. Dado que la unién molécula blan-
co-ligando es reversible, se puede hacer pasar una
fase mgvil adecuada a través de la columna para di-
sociar el par y eluir la sustancia purificada. Un ejem-
plo de la utilidad de esta técnica es la purificacién
del interferén A para realizar estudios estructurales y

pruebas clinicas.®

Factores experimentales e instrumental

Cromatografia en columna clisica. El equipo
experimental para realizar este tipo de cromatografia
es relativamente sencillo. La columna dentro de la
cual se empaca la fase estacionaria consta de un tubo
de vidrio o teflén, tipicamente de 10 a 50 mm de did-
metro y 5 a 100 cm de largo, aunque se han usado co-
lumnas mucho més largas y anchas para separaciones
dificiles y trabajos preparativos. El fondo de la co-
lumna se ajusta con una.llave u otro mecanismo que
restrinja el flujo con el fin de proporcionar control
sobre la velocidad de flujo de la fase mévil. El mate-
rial de empaquetamiento se soporta dentro de la co-
lumna mediante un disco de vidrio poroso o una pie-
2a de lana de vidrio.

El relleno se puede introducir en la columna en la
forma de un polvo seco o como una suspensi6n en la
fase mévil. En cualquiera de los casos, es esencial
que el lecho cromatogréfico sea uniforme, sin burbu-

fase mévil. Si se empaca en forma seca, la fase esta-
cionaria se introduce en-pequeiias cantidades y se
deja asentar con la ayuda de un suave golpeteo o una
vibracién fuera de la columna. Si se usa una técnica
de introducir una suspension, se deja abierta la llave
para que el solvente fluya a través del material séli-
do y se agrega solvente, cuando sea necesario, para
evitar que se seque la columna, mientras que se dan
golpecitos para disipar las burbujas de aire. Cuando
el lecho cromatogréfico ha alcanzado la altura de-
seada, se cierra la llave y se deja una capa de fase
mévil encima del lecho. Cuando sc usa la suspen-
sién, se puede utilizar presién positiva, vacio o una
varilla para asegurarse que el material esté firme-
mente empacado.

La muestra se coloca en la parte superior de la co-
lumna de dos maneras. Puede mezclarse con una pe-
queifia porcién de la fase estacionaria, que entonces se
empaca como antes, o puede disolverse en la fase
mévil y depositarse sobre el empaquetado después
que se ha dejado correr la fase mévil una corta dis-
tancia dentro de la fase estacionaria. Se agrega luego
més fase mévil y se abre la llave para que comience
a fluir la fase mévil. Entonces se puede desarrollar el
cromatograma dejando que fluya el solvente desde
un reservorio bajo la fuerza de la gravedad o introdu-
ciéndolo a baja presién por medio de una bomba pe-
ristdltica. El efluente que sale de la columna se rcco-
ge en fracciones en funci6n del tiempo o del volumen

y los eluidos se analizan para buscar la presencia de
los diversos solutos.

Cromatografia liquida de alto rendimiento.
Debido a que se requieren presiones relativamente al-
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Como resultado del examen de fondo, realizado con fundamento en el articulo 45 de
la Decision 486 de la Comision de la Comunidad Andina, se le comunica:

Documentos estudiados:

Los textos estudiados fueron la descripcion (Folios: 32 a 52) y las reivindicaciones
modificadas 1 a 20 (Folios: 135 a 138); asimismo, los documentos adjuntados y
respuesta a los conceptos técnicos 040 y 041 (folios: 105 a 133).

La presente solicitud reivindica prioridad americana N° US9.226192 de 07 de enero
de 1999 y cumple con lo establecido en los articulos 9, 10 y 11 de la Decisién 486 de
la Comisién de la Comunidad Andina.

Objeto de invencion:

La presente solicitud se titula: “Aislamiento y purificacién de paclitaxel y otros
taxanos mediante cromatografia de baja presidén de preparacion industrial en una
columna de resina polimérica”.

El objeto de la presente solicitud se refiere a una técnica de separacién y mas
particularmente la presente solicitud se refiere a técnicas para separar paclitaxel y
otros taxanos relacionados.

Segun la descripcidn, el paclitaxel es un farmaco quimioterapéutico bien conocido
para el tratamiento de varios canceres metastasicos. Ha sido probado porla FDA yla
HPB para el tratamiento de canceres de ovario y de mama.

El componente es un producto natural, extraido primariamente de la corteza del arbol
de tejo del Pacifico. Taxus brevifolia, y también es encontrado en T. Baccata, T.
Walichiana, T. Yunnanensis y T. Canadensis.

La concentracidn del paclitaxel en varias materias primas es tipicamente baja, por
ejemplo en el orden de entre 0,0004 y 0,01% (p/p) en la corteza del tejo del Pacifico.
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Dicha baja concentracién hace que la extraccion y la purificacién del componente a
un grado farmacéutico a partir de la materia prima sean un gran desafio y, hasta
ahora, que no sean practicas a escala comercial. Se han desarrollado varias técnicas
de cromatografia de columna de baja y alta presion, para purificar el paclitaxel a
partir de un extracto crudo de materia prima.

De acuerdo con la presente solicitud la fuente inicial de taxanos fue el material de
planta Taxus canadensis que es abundante en el este de Canada. Se utilizaron las
ramillas y espinas del Taxus canadensis o una mezcla de ellas. El material puede ser
natural o deshidratado.

Lo que se reivindica como novedoso es lo siguiente:

Un método para aislar y purificar analogos de taxano a partir de una fuente que
contiene taxanos, que comprende los pasos de:

* Extractar una fuente de taxanos en un solvente organico.

* Recubrir un agente absorbente débil con dicho solvente y cargar dicho agente en
una columna, conteniendo la referida columna un material absorbente.

* Eluir, en una primera etapa, con una mezcla de solvente organico a una presion de
entre 10 y 20 psi para generar fracciones que contienen compuestos de taxano.

* Cristalizar dichas fracciones para proveer un compuesto de taxano solido y un licor
madre; concentrar dicho licor madre, y

* Eluir, en una segunda etapa, con una mezcla de solvente polar el mencionado licor
madre a través de una resina polimérica para proveer un segundo compuesto de
taxano.

El objeto de la solicitud definido anteriormente se clasificd en la IPC C07D 305/14;
A61K 31/335.

Claridad de la solicitud:

El articulo 30 de la Decisiéon 486 de la Comision de la Comunidad Andina establece que: “Las
reivindicaciones definiréan la materia que se desea proteger mediante la patente. Deben ser claras y
concisas y estar enteramente sustentadas por la descripcion.

Las reivindicaciones podran ser independientes o dependientes. Una reivindicacién sera independiente
cuando defina la materia que se desea proteger sin referencia a otra reivindicacién anterior. Una
reivindicacion seréa dependiente cuando defina la materia que se desea proteger refiriéndose a una
reivindicacion anterior. Una reivindicacion que se refiera a dos o mas reivindicaciones anteriores se
considerara una reivindicacion dependiente miitiple.”

De acuerdo con lo anterior, analizando el nuevo capitulo reivindicatorio, se observa
que todavia tiene varios términos que son muy generales y ambiguos, creando
confusién, como por ejemplo: "fuente que contiene taxanos" (cual es dicha fuente),
"solvente organico" (a cudl se refieren), "agente absorbente débil" (no se menciona
cual), "por lo menos", entre otros.

En la reivindicacion 18 (folios: 137 y 138) se mencionan unos pasos del proceso muy
generales, que conllevan a confusién, como por ejemplo: "eluir, en una segunda
columna, a una presion de 30 psi... para purificar y eluir por lo menos un segundo
compuesto taxano, y un tercer compuesto taxano”, no se mencionan cudles
compuestos son ni el solvente empleado. Ademas, no se emplean las unidades de
medida acordes con el Sistema Internacional. Los siguientes dos pasos, también son
muy generales.
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Es una invencion:

El articulo 15 de la Decision 486 de la Comisién de la Comunidad Andina establece: “No se consideran
invenciones: a) los descubrimientos, las teorias cientificas y los métodos mateméticos; b) el todo o
parte de seres vivos tal como se encuentran en la naturaleza, los procesos biolégicos naturales, el
material biolégico existente en la naturaleza o aquel que pueda ser aislado, inclusive genoma o
germoplasma de cualquier ser vivo natural; ¢) las obras literarias y artisticas o cualquier otra protegida
por el derecho de autor; d) los planes, reglas y métodos para el ejercicio de actividades intelectuales,
Juegos o actividades econémico-comerciales; e) los programas de ordenadores o el soporte Iégico,
como tales; y, f) las formas de presentar informacion.”

Las reivindicaciones: 3, 4, 5 (folio: 135), 19 (folio: 138) que mencionan que la fuente
de taxanos es una planta, seleccionada de un grupo de especies de las mismas, y se
dice que los compuestos taxanos son: 13-acetil-9-dihidrobaccatin Ill, 10
deacetilbaccatin lll, baccatin i, cefalomanina, paclitaxel, indica que el método que
se esta protegiendo emplea material bioldgico existente en la naturaleza (las plantas
o partes de ellas) y lo que se trata de hacer es aislar los compuestos que tienen
dichas plantas, por lo cual se puede decir que los compuestos aislados y purificados
no se consideran invenciones.

Determinacion del estado de la técnica:

El articulo 16 de la Decisién 486 de la Comision de la Comunidad Andina establece que "El estado de
la técnica comprendera todo lo que haya sido accesible al ptblico por una descripcion escrita u oral,
utilizacién, comercializacién o cualquier otro medio antes de la fecha de presentacion de la solicitud de
Patente o, en su caso, de la prioridad reconocida.

Sdlo para el efecto de la determinacién de la novedad, también se consideraré dentro del estado de la
técnica, el contenido de una solicitud de patente en tramite ante la oficina nacional competente, cuya
fecha de presentacion o de prioridad fuese anterior a la fecha de presentacion o de prioridad de la
solicitud de patente que se estuviese examinando, siempre que dicho contenido esté incluido en la
solicitud de fecha anterior cuando ella se publique o hubiese transcurrido el plazo previsto en el articulo
40",

Considerando que la fecha de presentacion de la primera solicitud de patente de la
cual se reivindica prioridad es: 07/01/1999, se buscaron documentos del estado de la
técnica relacionados, con fecha de publicacién anterior a esta.

Se hizo la busqueda de documentos relevantes en el estado de la técnica,
entendiendo como estado de la técnica la definicion provista en el articulo 16 de la
Decision 486 de la Comision de la Comunidad Andina y las excepciones fijadas en el
articulo 17 de la misma.

Se encontr6 como anterioridades (documentos cuya fecha de publicacién es anterior
a la fecha de presentacién de la primera solicitud de patente sobre la cual se
reivindica prioridad o de la fecha de presentaciéon de esta solicitud) que pueden
afectar la patentabilidad del objeto de la presente solicitud:
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. Fecha de
Ne° Documento Titulo Publicacién
, 1 A new taxane diterpenoid from
1 Articulo 1 Taxus mairei 1998
Isolation and semi-synthesis of a
2 Articulo 22 bioactive taxane from Taxus 1996
Canadensis
, 3 Taxol and related taxones. i.
3 Articulo 3 Taxones of Taxus brevifolia bark 1993
5 4 Studies on Pteridium aquilinum
i Adiculo 4 var. Latiusculum V. 1985
. 5 Diterpenoid alkaloids from
5 Articulo 5 Aconitum crassicaule 1987
6 Libro® Remington Farmacia 1995

Evaluacion de los requisitos de Patentabilidad:

El Articulo 14 de la Decision 486 de la Comision de la Comunidad Andina el cual establece: "Los
Paises Miembros otorgaran Patentes para las invenciones, sean de producto o de procedimiento en
todos los campos de la tecnologia siempre que sean nuevas, tengan nivel inventivo y sean
susceptibles de aplicacién industrial”.

Se procedid a evaluar los requisitos de novedad, nivel inventivo y aplicacién industrial
con el fin de establecer la patentabilidad de la invencién reivindicada en la solicitud
en estudio.

Evaluacién de Nivel Inventivo:

El articulo 18 de la Decisién 486 de la Comisiéon de la Comunidad Andina establece que "Se
considerara que una invencién tiene nivel inventivo, si para una persona del oficio normalmente
versada en la materia técnica correspondiente, esa invencion no hubiese resultado obvia ni se hubiese
derivado de manera evidente del estado de la técnica”.

El Nivel Inventivo se evalud por comparacion entre lo solicitado y encontrado en el
estado de la técnica y que se relaciona con el objeto reivindicado y de acuerdo con
la definicién de nivel inventivo del Articulo 18 de la Decisién 486 de la Comision de la
Comunidad Andina.

La presente Solicitud de Patente reivindica lo siguiente:

Un método para aislar y purificar analogos de taxano a partir de una fuente que
contiene taxanos, que comprende los pasos de:

1 Shen, YC, Chen CY, Kuo YH. “A new taxane diterpenoid from Taxus mairei”. J. Nat. Prod. 26 jun. 1998; 61(6): 838-40.
2 Zamir LO, Nedea ME, Zhou ZH, Caron G, Sauriol F, Mamer O. “Isolation and semi-synthesis of a bioactive taxane from
Taxus Canadensis”. Phytochemistry. Feb. 1996; 41(3): 803-5.

3 Rao KV. “Taxo! and related taxones. 1. Taxones of Taxus brevifolia bark”. Pharm. Res. Ab. 1993; 10 (4): 521-4. Univ, Of
Florida

4 Ojika M, Kigoshi H, Kuyama H, Niwa H, Yamada K. “Studies on Pteridium aquilinum var. Latiusculum 1V. Isolation of three
p-hydroxystyrene glycosides and an efficient method for the isolation of ptaquiloside an unstable bracken carcinogen. J. Nat.
Prod. Jul-Ag. 1985; Vol. 48, N° 4: 634-636

5 Wang Feng-Peng and Pelletier S. W. “Diterpenoid alkaloids from Aconitum crassicaule”. J. Nat. Prod. Ene-Feb 1987; Vol.
50, N° 1: 55-62

6 Gennaro, A. “Remington Farmacia”. Ed. Médica Panamericana. 19 ed. Madrid (Espafia). 1995
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* Extractar una fuente de taxanos en un solvente organico.

* Recubrir un agente absorbente débil con dicho solvente y cargar dicho agente en
una columna, conteniendo la referida columna un material absorbente.

* Eluir, en una primera etapa, con una mezcla de solvente organico a una presion de
entre 10 y 20 psi para generar fracciones que contienen compuestos de taxano.

* Cristalizar dichas fracciones para proveer un compuesto de taxano sélido y un licor
madre; concentrar dicho licor madre, y

* Eluir, en una segunda etapa, con una mezcla de solvente polar el mencionado licor
madre a través de una resina polimérica para proveer un segundo compuesto de
taxano.

El documento “Remington Farmacia” (D6) (folios: 139 a 142) menciona principios
generales de la cromatografia, especialmente de la cromatografia en columnayde la
de intercambio idnico; se observa también que es conocido el empleo de solventes
organicos para eluir las muestras a separar, a una presion determinada y que el
efluente que sale de la columna se recoge en fracciones que luego son analizados,
que por lo general se hacen cristalizaciones a dichas fracciones y si es el caso, se
vuelven a correr las muestras para purificarlas o para separar mas compuestos que
quedan después .de estos procesos en las denominadas “aguas madres”.

Un método cromatografico mas eficiente es el denominado HPLC (cromatografia
liquida de alto rendimiento) el cual emplea altas presiones; dicho método es més
eficiente que el método convencional de la cromatografia en columna.

También en este documento se puede apreciar un listado de solventes cominmente
empleados para cromatografia (ver folio: 140) que, para su eleccion, se debe tener
en cuenta la polaridad del solvente, la polaridad de la muestra a separar, la
constante dieléctrica parametro de solubilidad, entre otros. También se puede
observar un listado de los adsorbentes usados en cromatografia en columna (ver
folio: 139).

Los documentos 1, 2, 3, 4 y 5 (folios: 107 a 128) mencionan algunos ejemplos de
aislamiento y purificacién de compuestos extraidos de diferentes partes de plantas
vegetales, donde se emplea la extraccion de compuestos en estado crudo,
empleando solventes convencionales como el cloroformo, el metanol, butanol,
acetato de etilo, hexano, entre otros. Entre las especies de plantas mencionadas en
dichos articulos se encuentran: Taxus mairei, Taxus canadensis, Taxus brevifolia y
los compuestos extraidos y purificados son taxanos.

Enlos documentos: 1, 2, 3y 4 se emplea la HPLC para separar las fracciones donde
estan principios activos que se desean estudiar que, como ya se menciond, dicho
método es mas eficiente que el de cromatografia en columna.

En el documento 3 (folio: 114) se observa un esquema de extracciéon de taxanos,
empleando la corteza de T. brevifolia, donde dicho método es muy semejante al
metodo reivindicado en la presente solicitud, es decir, se menciona una fuente de
taxanos (corteza de T. brevifolia), solventes organicos (cloroformo), cromatografia en
columna (CC) empleando un agente adsorbente (silica gel), la obtencién de
fracciones que luego se someten a cristalizacion.

Estos documentos le sugieren a una persona medianamente versada en la materia
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el método de extraccién con solventes y purificacion con CC y posterior cristalizacion

de compuestos, especiaimente de taxanos de la presente solicitud; es conocido por

cualquier persona medianamente versada en la materia que en una marcha

fitoquimica como la descrita y reivindicada en la actual solicitud se debe hacer una

extraccion de los compuestos a separar partiendo de una parte de una planta (hojas,
corteza, raices, etc.), empleando un solvente.

Es sabido también que se deben separar los compuestos que pueden interferir con
el estudio (flavonoides, antraquinonas, taninos, etc.) y esto se hace mediante
extracciones con solventes organicos en los cuales sean solubles dichos
compuestos; es conocido el método de cromatografia en columna para eluir el
extracto crudo obtenido, empleando el solvente adecuado, o mezcla de solventes a
unas proporciones determinadas, que generalmente se busca por ensayo y error
mediante cromatografia en capa delgada (CCD) o haciendo sistemas ternarios.

Dicha elusion se puede hacer a bajas presiones como se dice en la referencia 6 o
inclusive mas bajas, para lograr la separaciéon de los compuestos y las fracciones
deben recolectarse en un volumen también bajo para evitar que se vayan en una
misma fraccién mas de dos compuestos (por ejemplo fracciones de 15 ml) y es mas
que conocido que al final, dichas fracciones se sometan a un proceso de
cristalizacién para obtener los compuestos en estado sélido, y si es necesario, hacer
nuevamente otra cromatografia bien sea en columna o por intercambio i6nico
(empleando resinas) para separar compuestos que hayan quedado en el solvente
remanente o “aguas madres”.

La respuesta al problema técnico que se pretendia resolver, resulta obvia partiendo
de las anterioridades citadas. Ademas, en la practica normal de investigacion de
compuestos de origen vegetal es cominmente empleada la marcha fitoquimica que
involucra la extraccion de dichos compuestos en estado crudo, los cuales deben
separarse mediante métodos cromatograficos y cristalizarse para poderlos
caracterizar quimicamente por medio de técnicas analiticas bien conocidas como
son: espectroscopia, difractometria, calorimetria, etc., y asi elucidar su estructura
quimica y si es posible el comportamiento polimérfico que pueda tener.

Como se observa, el objeto de esta solicitud podria resultar obvio para una persona
del oficio normalmente versada en la materia y derivarse de manera evidente del
estado de la técnica.

Evaluacion de la Aplicacion Industrial:

El articulo 19 de la Decision 486 de la Comisién de la Comunidad Andina establece que "Se
considerara que una invencion es susceptible de aplicacion industrial, cuando su objeto pueda ser
producido o utilizado en cualquier tipo de industria, entendiéndose por industria la referida a cualquier
actividad productiva, incluidos los servicios”.

El objeto de la presente solicitud cumple con el requisito de Aplicacién Industrial.

En conclusion los requisitos de patentabilidad de la presente solicitud se encuentran
afectados asi:




N° Documento Re“:?e c‘l:'; Zc;:nes Requisito que afecta
1 Articulo 1" 1a20 Nivel Inventivo
2 Articulo 2° 1a20 Nivel Inventivo
3 Articulo 3° 1a20 Nivel Inventivo
4 Articulo 4° 1a20 Nivel Inventivo
5 Articulo 5° 1a20 , Nivel Inventivo
6 Libro® 1a20 Nivel Inventivo

En cumplimiento del articulo 45 de la Decisién 486 de la Comision de la Comunidad
Andina, se le indica que debe dar respuesta dentro del término de sesenta dias
contados a partir de la fecha de la notificacion de la presente comunicacién. Encaso
de no dar respuesta al presente requerimiento o0 si a pesar de la respuesta
subsistieran los impedimentos para la concesion, se denegara la patente.

Notifiquese el presente oficio ¢
capitulo quinto del titulg pri

rme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal ), del
la Circular Unica N° 10 de 2001.
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El anterior requerimignto _fue notificado por fijacion en lista, de
fecha 08 Ji. 20lis
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