PEIIIORIO ]
T skt i
satleatamn ¢ wielen]l deoviend reldvs: 9l

W =5

01 18871

FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE
2000-3
1) SOLICITUD DE:

Xlpatente de invencion [ Patente de Modelo de

Nombre: BAKER NORTON / 1DENTIFICACION
PHARMACEUTICALS, INC. ce. El NIT: D

Direccién: 4400 Biscayne Boulevard,

Miami, Florida 33137-3227 ce I oo OO
: Fax: i
Eﬂm ax NUMERO

Domicilio: Miami, Florida 7 |
3) Nombre: DILIA MARIA P, IDENTIFICACION |
REPRESENTANTE |RODRIGUEZ D’ALEMAN X1 . 0
O APODERADO  |Direccion: Carrera 11 N°. 9343  |C-C. | NIT:

Of. 404 Santafé de Bogota D.C.

(74)
Telstono: 6350836 Fax sasoezd |C€ 1 otRo [
E. Mail ,
modet@clarkemodet NUMERO: 41.654.882
ek 3 COM-%\ TP- 20824 CSJ
4) _ IDENTIFICACION
. |INVENTOR (ES)  |Nombre:Jian LIU . s

Diraccién: 470 Cherry Avenue,
Fredericton, New Brunswick, E3A

5N9, Canada ce [J omro [
Feiéfono Fax NUMERO

Domicilio: New Brunswick, »
Canada

5)Titulo (54) PROCESO PARA PREPARAR PACLITAXEL Y 13-ACETILS-
DIHIDROBACATIN M

6) Clasificacién internacional {51) 237

7) PRIORIDAD 33) Pils de Origen | (32) Fecha  |(31) NGmero de
- Solicitud

st [X] nol[] [EetadosUnidos [Marzo 10,2000 108/522,625

8) Para publicar a partir de [a fecha de la presente solicitud a los:
6 meses D 12 meseas 18 meses D Otro D




Industria y Comell‘lf)

SUPERINTENDENCIA

—— —

C e i 1 Tl

Hpsicaiun § weitl ey

—pa-vy 1DIWETT
Frue whmi) CORL h..'gm:a g & molsimk Al Proxpin
1 - Lk S LA

KIT : B80017508%-2

Tesdus W

RECIBO OFICIAL DECAJA : 01 - 13,157 I
FECHA t FEBRERD 27 DE 2001 LeptEATC1d: o p1¥loNR

it CONSIGNACTION it

- \

DEPASITANTE TIPO PAGD ' DANCO CUENTA Ho. PAGD FECHA P50 Vr. PAGD

CLARKE MODET Y CO. COLOMBCONSIGNACION  BANCO POPULAR  030-00110-& 3143283 26/02/2001 1,369,920.90

1wt CORCEPT D thnn

CAHT. RENTISTICO CONCEPTO TOTAL CONCEPTO
1 30003-01-01 SoLICITUDES 1 TRANITES DE SOL. DE PATENTE BE IN 355, 540,00
'i : TOTAL & $ 356,540.00

80M; TRESCIENTOS CINCUENTA Y SEIS MIL SEISCIENTUS CUARENTA PESOS

/

'i

RECIBO DE CAJA APLICADD AL EXPEBIENTE No.

Carrera 13 No. 27-00 Pisos 5, 7y 10
Conmutador: 382 0840
Fax: 350 5220
e-mall: info@sic.gov.co
WWW.SIC.gov.Co
Bogoté, D.C.,Colombia



RIT : 800174089-2

7)

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

- 3 ."'mmm
padLiio € filbail  oRT®

iy deTIT]
roche wiwdl :l:'l;'::“':a ..I R
LpdmAME 1 . _5
RECIBD OFICIAL DE CAIA : O1 - 13,138 it b bV B Wi et
FECHA : FEBRERD 27 BE 2001
B CONSIGAACION st
BEPUSITANTE TIPO PABD  BANCO

Ho. PRGD FECHA P80 Yr. PAGO

CLARKE MODET Y CO. COLONBCOMSIGHACION  BANCD POPULAR

3143283 2670272001 1,349,720.00

. et C O NCEPT O MM
CAMY. RENTISTICO TOTAL CONCEPTD
1 50005-01-01 Sﬂ.ICleES 82 INVOCACION DE UNA PRIORIDAD EN NU 1¢0,000.00
! TOTAL : § i ,000.00

SoM:  CIEN MIL PESDS

RESPONSABLE :

. RECIBO DE CAJA APLICADD M. EIPEDIENTE Mo.

=

4

Carrera 13 No. 27-00 Pisos 5, 7y 10
Conmutador: 382 0840
Fax: 350 5220
e-mail: info@sic.gov.co
WAWW SIC.gov.co
Bogot4, D.C.,Colombia



110) ANEXOS :

] Comprobante de pago do la tasa de presentacion de la soliciud

Comprobante de pego de la tasa por conceplo de excadente de palabras en la
publicacién

Comprobante de pago por reivindicacion de prioridad

Certificado de existencia y representacién legal cuando el solicitante sea persona
Juridica

Poderes, s fuera el caso

Copla certificada de la primem solicitud, sl se relvindica prioridad

Traduccin simple da la primera solicitud, 8i se relvindica prioridad
Dacumento de cesidn del inventor al solicitante o a su causante
Deseripcion de Ia Invencidn

Una o més relvindicaclones

Dihujos y /o pianos nacesarios

De ser ol caso, copia del contrato de acceso

De ser el caso, documento que acrediie |a licencia o autorizacién

de usa de conocimientos tradicionales de las comunidades Indigenas

De ser ol caso, certificado de depdsito de! meteriat biolégico

Arte final 12x12y68x8cm

o8 OR

00 O0ORMMKOOOR

11) FIGURA CARACTERISTICA:

12)
NOMBRE: DILIA RODRIGUEZ D AL

eyl

C.C. 41.654.882 de Bogota TP 20824 CSJ

P-413



'—l.

PROCESQ PARA P PACLITAXEL Y 13-ACETIL-9-
DIHIDR CATIN NI

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a la produccién de paclitaxe!
proveniente de tejo del Pacifico, tejo ornamental u otras especies de tejo; sus
agujas, cortezas y raices y, mas particularmente, la presente invencién se
refiere a procesos para extraer econdomicamente paciitaxel, que actualmente
se extrae mediante un proceso de alto costo, causado por un porcentaje
extremadamente alto de impurezas indeseadas, que se llevan con el extracto

durante la extraccion.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

En el arte previo se describe un método de extraccion (Journal of
Natural Products 53, 1249-55, 1990), que informa que el contenido de
paclitaxel en el extracto esta en el rango entre 0,009% y 0,07%. Después de
remover las impurezas solubles (ceras, pigmentos, etc.) en hexanos y después
de dividir el extracto entre agua y diclorometano, ia concentracién de paclitaxel
en el extracto crudo, soluble en diclorometano estaba en el rango entre 0,03%
y 0,3%, en peso. E| paclitaxel (Taxol) estd representado por ia siguiente

férmula estructural:
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El paclitaxel es un compuesto anticdncer. El paclitaxel exhibe un
mecanismo Gnico para prevenir el crecimiento de células cancerosas al afectar
los micro-tdbulos, que juegan un rol importante en la divisién y otras funciones
celulares.

El paclitaxe! es clinicamente efectivo para el tratamiento del céncer
refractario de ovario y de mamas en humanos y ha mostrado actividad
prometedora contra una cantidad de cénceres tales como los de higado,
peritoneal, cervical, prostético, de colon y esofdgico.

El paclitaxel se extrajo primeramente de la corteza de tejo del
Paclifico, Taxus brevifolia. Desafortunadamente, el tejo crace muy lentamente,
aproximadamente 200 mm por aflo y, por esto, la corteza es una fuente
limitada de paclitaxel. Esto condujo a los investigadores a buscar medios
alternativos para producir paclitaxel y sus andlogos, que puedan exhibir una
superior actividad anti-tumor, tales como fos derivados de 9-dihidrotaxol, que
tienen solubilidad aumentada en agua. Como ejemplo, se ha encontrado que
el 13-acstil-9-dihidrobacatin HIl, un diterpeno de taxano, es un precursor util
para preparar tales anélogos. Esto se ha discutido en la Patente de los
EE.UU. N° 5.440.056, concedida a Klein y colaboradores, el 8 de Agosto de
1995.
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El 13-acetil-9-dihidrobacatin il y el bacatin Il se representan por

las siguientes formulas de estructura:

ol e

13-acetil-9-dlhidrobacatin 11l bacatin I

Esto puede obtenerse, por ejempio, de Taxus canadensis que esté
més ampliamente distribuido que Taxus brevifolia. De aqui, el 13-acetil-9-
dihidrobacatin Ill esta disponible méas abundantemente que al paclitaxe!.

Los métodos convencionales para aislar taxanos, inciuyendo

-—-——'""—-—
paclitaxel, 13-acetil-8-dihidrobacatin Il y bacatin Il comprenden, en general,

los pasos de exiraer los taxanos desde una biomasa, con un solvente
alcohdlico y separar y purificar el taxano individual por cromatografi(a.

Los métodos del arte previo describen el uso de varios tipos de
tecnologias cromatogréficas para separar paclitaxe! y sus derivados. Por
ejemplo, la Patente de los EE.UU. N°® 5.380.916, concedida a Rao el 10 de
Enero de 1995, describe un proceso para usar cromatografia liquida en fase
reversa, en columna C18. Aunque la cromatografia en fase reversa puede ser

exitosa para separar taxanos, este protocolo emplea un absorbente costoso y

requiere una inversion de tiempo significativa. Por lo tanto, este proceso no es

viable econdémica ni industriaimente.

———
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La Patente de los EE.UU. N° 5.478.736, concedida a Nair el 26 de
Diciembre de 1995, describe un proceso que usa cromatografia de absorcion
en fase normal, sobre silica gel, para purificar taxanos. En cromatografia de
absorcién en fase normal se usa Al.O; o sllica gel como absorbente, que es
cerca de 100 veces menos costosa que el absorbente ordinario de la fase
reversa. El problema con la cromatografia de absorcién en fase normal con
sflica gel es que el absorbente se uniré con el paclitaxel, no eluyéndose con la

mezcla de solventes, por 1o tanto, reduciendo el rendimiento del producto.

La Patente de los EE.UU. N* 5.530.020, concedida a Gunavardana
y colaboradores, el 25 de Junio de 1996, describe un proceso para aisiar el 13-
acelil-S-dihidrobacatin |ll desde Taxus canadensis, que emplea cromatografia
en contracorriente planetaria en espiral (PCCC). Algunas de ias desventajas
asociadas con este procedimiento son que es complejo, consume cantidad s

significativas de solvente y puede usarse para purificar sélo muestras en

pequefa cantidad (miligramos).
—__._..-———_"-__
Hasta ahora, no se ha descrito una cromatografia de distribucién

en columna, para separar y purificar paclitaxel y taxanos relacionados.

RESUMEN DE LA INVENCION

Un objetivo de la presente invencién es proveer un método
m jorado para aislar taxanos, particularmente paclitaxel, 13-acetil-9-
dihidrobacatin Ili, desde una especie de Taxus.

Un aspecto de ia presente invencién provee un método para aislar
taxano desde un extracto crudo de una especie de Taxus, que comprende el
paso de someter el extracto crudo a cromatografla en columna seca y

cromatografia en columna de distribucién.



El método de la presente invencién puede practicarse a escaia
pequeiia de laboratorio, asi como a escala grande industrial.

Convenientemente, el taxano se obtiene por extraccién del material
vegetal, con un solvente alcohdélico, al reflujo. Preferiblemente, la columna a
usar con el método de la invencién incluye un tubo de nylon empacado con
silica pretratada, que tiens un tamafio de las microesferas entre 150 malias y
250 mallas, para usar en cromatografia de distribucién en columna seca.

Una columna de vidrio empacada con silica pretratada, teniendo un
tamafio de particulas entre 150 mallas y 250 mallas, para usarla como
columna de cromatografia de distribucién en humedo.

En una modalidad de la invencion, el método incluye los pasos de
cromatografia de distribucién en columna sece para obtener 13-acetil-9-
dihidrobacatin 1ll y cromatografia de distribucién en columna en fase normat,
para obtener paclitaxe! y bacatin IIl.

En otra modalidad de la invencidn, puede purificarse el 13-acetil-9-
dihidrobacatin Il por cromatografia de distribucién en columna seca, eluyendo
con hexanos y acetato de etilo (4:6).

En otra modalidad de la invencién, el paclitaxel puede purificarse
adicionalmente mediante cromatografia de distribuciébn en columna en fase
normal. Preferiblemente, el solvente de elucion para este paso es hexano:
acetato de etilo (iniciando con 6:4 y terminando con 3:7). Esta cromatografia
puede repetirse varias veces, si fuera necesario.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencién, se provee
un método para obtener taxanos desde Taxus sp., inciuyendo, pero sin que sea
limitaciébn, a 7. brevifolia, T. baccata, T. cuspidata, T. cenadensis, T.
walichiana, T. chinensis, T. funanensis, T. X media cv. densiformis y T. X

media cv. Hicksii.



El proceso comprende los pasos de extraer una fuente de material
usando un solvente aicohdlico; concentrar el extracto alcohélico para obtener
un residuo conteniendo taxanos; dividir el residuo entre agua y CH2Cl2; y luego
concentrar el CHzCl..

Disolver para obtener un residuo rico en taxano, separar los
taxanos en fracciones que lo contengan, sometiendo los residuos ricos en
taxanos a cromatografia de distribucién en columna seca y recuperar todos os
taxanos individuales desde la columna.

En otra modalidad de la presente invencidon, puede purificarse
adicionaimente el paciitaxel y el bacatin |1l mediante los pasos de cristalizar el
13-acetil-9-dihidrobacatin 11l desde la solucién que contiene taxanos, con un
solvente alcohdlico para obtener 13-acetil-9-dihidrobacatin Ill y purificar la
solucién que contiene paclitaxel por cromatografia de distribucién en columna
en fase normal.

Las ventajas de la presente invencién proveen un método pars la
aislacién de taxanos, que es répido, ficil de ejecutar, costo-efectivo y eficiente,

en ambas producciones, a pequefia y gran escala.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA MODALIDAD PREFERIDA

El material inicial para esta invencién es un material vegetal,
seleccionado de especies de Taxus, particularmente Taxus canadensis.

Los taxanos pueden obtenerse desde cortezas, agujas, ralces,
tallos y madera o de sus mezcias. Deseablemente, se usa las ramillas o
agujas o sus mezclas. La biomasa usada puede ser fresca o seca.

La biomasa se muele y se extrae con un solvente polar tal como un
alcohol, deseablemente metanol. Las extracciones se continuan al refiujo

durante 3 horas y se filtra. El residuo se extra nuevamente al reflujo durante
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2 horas y se filtra. El extracto se combina y concentra a alrededor del 5% del
volumen ocriginal, por evaporacion. El contenido de paclitaxel en este
concentrado esté entre 0,2% y 0,3%, determinado por el porcentaje de drea en
HPLC. Se agrega alrededor de 2 equivalentes de agua al concentrado. La
solucion acuosa se extrae varias veces con diclorometano y luego se descarta
la capa acuosa. La capa orgénica se concentra a un volumen pequefio. El
contenido de paclitaxel en este residuo es aproximadamente 1%. El residuo se
somete a cromatografia de distribucién en columna seca.

La Cromatografia en Columna Seca (DCC) proves un métod
alternativo a la Cromatografia en Capa Delgada (TLC) y a la cromatografia
preparativa en columna. El costo es muy inferior en comparacién con el de la
Cromatografia Liquida Preparativa. Las muestras que son separables sobre
sllica gel o placas de TLC de alimina neutra, también pueden separars por
DCC. Una de las ventajas de la DCC es la transferibilidad directa de las
condiciones desde TLC a DCC. Todo el trabajo hecho para determinar las
condiciones para la separacién de muestiras en la DCC puede hacerse
preliminarmente sobre placas de TLC. Una vez determinadas, esas
condiciones pueden aplicarse a la DCC, que dard un méas alto grado de
separacioén, similar a la obtenida en la placa de TLC. La DCC provee la
ventaja adicional que el numero de fracciones a procesar depende del numero
de cortes hechos, lo que usualmente no excede de quince y, mucho mas a
menudo, no excede de diez cortes, lo que contrasta con las columnas de "flujo
liguido” que pueden requerir un nimero grande (>50) de fracciones a
recolectar. Otra ventaja de la DCC es el uso de tubos de nylon como columna
y de absorbentes fluorescentes que proveen deteccion y procedimientos de

aislacién simplificados. Por lo tanto, en comparaciéon con la cromatografia en

\\



columna "llenada con liquido”, la cromatografla_ en columna seca es, a
menudo, una técnica mas répida, facil y menos costosa.

El proceso para cromatografia en columna seca se establace, en
general, en "Progress in Separation and Purification", Marjorie, M., E.S. Perryy
C.J. Van Oss Ed., John Wiley & Sons, 1970. volumen 3, pdginas 73-85.

Brevemente, los procedimientos generales para efectuar
cromatografia en columna seca inciuyen el uso de una columna que incluye un
tubo de nylon, pudiendo usarse otros tipos de tuberia tales como vidrio. El
tubo se coloca en acetona durante la noche y se seca al aire para remov r
todo el solvente. La columna se prepara sellando un extremo del tubo e
insertando un pequefio cojin de algodén o lana de vidrio desde el otro extremo.
Se perfora el extramo setlado del tubo para permitir ventilacién y el tubo se

mpaca en seco con tribxido de alimina o silica gel hasta que se rigidiza lo
suficiente como para permanecer derecho en una abrazadera. La muestra
puede vaciarse directamente dentro del tubo o disolverse en un pequefio
volumen del solvente a usar para el desarrollo y, luego, distribuirse
unif rmemente en la parte superior de la columna. Alternativamente, la
muestra puede recubrirse dentro de una pequefia cantidad de absorbente,
secarse, molerse y luego agregarse a la parte superior de ia columna. La
muestra se pasa hacia abajo en ia columna con un solvente de elucién.
D bera mantenerse una capa constante de liquido solvente, de alrededor de 1
a 2 cm, durante todo el procedimiento. Nunca debe dejarse secar la coiumna.

Se ha encontrado que el procedimiento de la invencién requiere
desde 3 hasta 5 horas para completar la separacién de los compuestos
deseados. AUn asl, el tiempo de separecién es mayor que el usual n
procesos a pequeiia escala en el laboratorio. La DCC es ain una técnica més

rdpida que la cromatografia en columna "llenada de liquido", que puede

QL
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demorar tres a cinco dias en completarse. La separacién se consigue a
medida que la mezcla desciende en la columna. Cuando la mezcia alcanza la
base de la columna, se detiene el desarrollo y se sellan los extremos de la
columna. Puede identificarse los varios componentes del extracto por las
bandas separadas que pueden detectarse, por ejemplo, por UV o un método
visual. La columna se corta en las secciones deseadas y 108 compuestos
puros se sluyaen con solventes adecuados.

La presente invencién puede practicarse mejor usando una
columna de nylon. El triéxido de alimina o ia silica gel son agentes de soporte
adecuados, aqui se prefiere sflica gel. En cromatografia de absorcién, la silica
gel contiene grupos sililhidroxi (-SiOH) que 8e unen con los grupos polares del
soluto. Asi, los compuestos més polares se mueven a lo largo de la columna
mas répido que los menos polares. La desventaja de {a cromatografia en fase
reversa es que el proceso es mds costoso y consumidor de tiempo que ta
cromatografia en fase normal. Pero ambos procesos, como un todo,
pertenecen a la cromatografia de absorcidn.

La cromatografia de absorcion en fase normal es tal que el
paclitaxel no se separa limpiamente, el proceso necesita repetirse tanto como
10 veces para alcanzar la pureza final del paclitaxel, debido a la gran cantidad
d impurezas en el extracto crudo.

La presente invencién usa un nuevo proceso cromatogréfico,
denominado cromatografia de distribucién en columna en fase normal, para
separar y purificar paclitaxel y taxanos relacionados.

En esta cromatografia de distribucién en columna, la silica gel
usada se pre-trata con formaldehido. Los grupos (-SiOH) de la silica gel se

han unido con (H-C=0-NH2) por enlaces de hidrégeno o fuerzas de Van der



Waals entre los grupos -SiOH y H-C=0-NH2. Asl, la silica gel ha perdido sus
propiedades de absorcion y se usa sélo como vehiculo de la formamida (FAM).

El material a separar se distribuira entre la formamida y el soivente
de elucién, de acuerdo con sy polaridad. Las conductas cromatogréaficas son
similares a las de la cromatografia en fase normal, asl, los compuestos més
polares se mueven mds lentamente a lo largo de ia columna que los menos

polares.

Para cromatografia de distribucién en columna seca :
La silica gel o el tribxido de alumina se tratan de acuerdo con el
siguiente método:

1) La sflica gel a usar se mezcia con un exceso de 10% a 15%
de FAM en Me2CO, |a mezcla sa agita durante 15 minut s a
temperatura ambiente, luego se filtra. E| filtrado se
concentra para recuperar el solvente, el residuo se descarta.

2) Luego, se seca al aire la sflica gel para remover todo el

solvente. La silica gel secada al aire esté lista para usarla.

Para la cromatografia de distribucién en columna humeda:

La silica gel a usar se mezcla con un exceso entre 10% a 15% de
formamida en acetona. La mezcla se agita durante 15 minutos a temperatura
ambiente, luego se vacia dentro de la columna. El exceso de solvente se hace
fluir fuera de la columna hasta que queda una capa de solvente de 1 a 2 cm
saobre la columna empacada. La columna se mantiene a temperatura ambiente

durante unas pocas horas, antes de agregar las muestras en su parte superior.



La presente invencidn puede practicarse mejor usando columnas
de nylon. El triéxido de alimina o la silica gel son vehiculos adecuados,
siendo esta la preferida.

La silica gel tiene normalmente un grupo funcional de -SiOH
r deando su superficie. Cuando se la trata con H-C=0-NH2 (formamida) se
forma alguna clase de eniace de hidrégeno entre al grupo' funcional -SiOH y la
formamida, asi como debido a algunas otras fuerzas interactivas, por lo tanto,
la sllica gel no mantiene mds sus propiedades de absorcién. Sélo es un
vehiculo de la formamida. En la superficie de la particula de silica gel se
forma una pelfcula delgada de formamida, lo que se llama la fase estacionaria.

La cromatografia de distribucion difiere de la cromatografia
tradicional de absorcién. En la cromatografia tradicional de absorcién, el
sistema consiste de un absorbente (fase estacionaria), solvente(s) de elucién
(fase moévil) y soluto, por lo tanto el sistema es uno de tres componentes. En
la cromatografia de distribucidn, los sistemas cromatogréficos consisten de un
soporte (vehiculo), solvente polar (fase estacionaria), solvente(s) de elucién
(fase mavil) y soluto, por lo tanto, el sistema es uno de cuatro componentes.

Los mecanismos de separacion son diferentes en los dos sistemas
cromatogréaficos. En la cromatografia de absorcién, el material se separa como
resultado de repetidos pasos de sorcién/desorcién durante el movimiento de
los componentes de la muestra a lo largo del lecho estacionario y la
separacion se logra debido a diferencias en las constantes de equilibrio de
sorcién/desorciéon de los componentes de ias muestras individuales.

En la cromatografia de distribucién, el material a aeparar 10 hace
como resultado de Ia diferente distribucién en dos fases liquidas insolubles y la

separacion se logra debido a diferencias de las constantes de distribucién en

\9,



las dos fases liquidas insolubles de los componentes de las muestras
individuales.

En general, la cromatografia de distribucién se usa para separar
C mpuestos polares, tales como azicares, péptidos, glicésidos y otros
compuestos polares.

En la presente invencién, se ha encontrado que |a cromatografia
de distribucion logra excelente separacién del diterpeno de taxano, n
comparacién con la cromatografia de absorcién, incluyendo las de fase normal
y fase reversa,

La presente invencién puede practicarse mejor usando una
columna de nylon empacada en seco con silica gel pretratada, en la aislacién
del 13-acetil-9-dihidrobacatin Ill. La silica gel tiene un tamafio de la micro-
aesfera entre 150 y 250 mallas. Las dimensiones de la columna son 304,8 x
3.048 mm (12" x 120"). A su vez, la cantidad de silica gel requerida esta
determinada por el lado de la muestra. Al practicar la separacién
cromatogréfica de distribucién en columna seca de la presente invencidn, se
encontrd que la relacién entre el tamafio de la muestra a la cantidad de silica
gel requerida para separar los taxanos, varia desde 1:15 hasta 1:20,
deseablemente 1:20. De aqul, que la cantidad de silica gel necesaria es
aproximadamente de quince a veinte veces, deseablemente veinte veces, la
cantidad de la muestra. Se ha encontrado que las relaciones anteriores son
éptimas con respecto a costo y grado de separacion. Al aumentar la cantidad
de silica gel usada aumentaré el costo, el que puede ser substancial a gran

scala. Por otra parte, el reducir la cantidad de silica gel se producird pobre
separacion.

Habiendo descrito las técnicas cromatogréficas de distribucion en

columna s cay las condiciones adecuadas de la presente invencién, se sigue



con un experimento preferido del método para aisiar taxanos, de acuerdo con
la presente invencién.

Se separa el exiracto crudo de los taxanos individuales en
diclorometano, cargando el extracto crudo dentro de la parte superior de la
columna y agregandoc una mezcla de solventes de hexanos y acetato de etilo
(4:6). Una vez que el solvente aicanza el fondo de la columna, se detiene la
elucion y se sella el tubo de nylon, luego se rebana la columna en varias
secciones. Los compuestos de las secciones rebanadas se lavan con un
solvente polar, tal como un alcohol como metanol. Los taxanos individuales se
identifican por TLC.

El 13-acetil-9-dihidrobacatin lil se obtiene por cristalizacién desde
metanol. La cristalizacidn continia normaimente durante la noche, a
temperatura ambiente,

El paclitaxel se separa de los otros taxanos por purificacién, como
sigue. Las fracciones se analizan por TLC. El paclitaxel muestra una mancha
de color purpura verdoso y el 13-acetil-9-dihidrobacatin il muestra una
mancha de color verde oscuro en la placa de TLC, al asperjar una solucién de
H2804 al 10%, en etanol.

Se combina las fracciones que contienen paclitaxel y se
concentran a segquedad y el residuc se disuelve con CH2Cl;. La solucion de
CHCIl; se purifica por cromatografia de distribucién en columna humeda. La
columna se empaca con silica gel pretratada, con un tamaiio de micro-esferas
entre 150 y 250 mallas y se opera a una presién de 2,1 bar (30 psi). Los
eluy ntes utiles de esta invencidén pueden seleccionarse de fa mezcla de
hexanos y acetato de etilo, o de los textos estdndar de cromatografia, por

ejempio, hexanos y acetona.



Se ha encontrado que un sistema de gradiente de solventes de
hexanos y acetato de etilo, que tiene una relacién de hexanos a acetato de
etilo desde alrededor de 5.5 hasta 3:5 es particularmente Gtll para el propésito
de separar el paclitaxel de los taxanos estrechamente relacionados. Las
fracciones que contienen taxanos se recolectan de la columna y los que
contienen paclitaxel se combinan y concentran para remover el solvente. El
residuo se disuelve en metano! y se agrega alrededor de 30% equivalente de
agua. La soluciébn acuosa se mantiene a temperatura ambiente durante la
noche, se forman los cristales que se separan por filtracién y se secan en un
horno al vaclo a 70°C. El paclitaxel se obtiene como un polvo de color crema.

Las fracciones que contienen bacatin Il se combinan y concentran
a sequedad. EI residuo se disuelve sn metanol. La solucién en metanol se
mantiene en un refrigerador durante la noche. EIl bacatin 11l se obtiene como
cristales blanquizcos, que se recristalizan adicionaimente para disolver sélidos
en pequefios volimenes de acetona. La solucién de acetona se diluye con el
equivalente de hexanos y la mezcla se deja reposar durante la noche, para dar

bacatin Il como cristales blancos en forma de agujas.

EJEMPLO 1

Se agregd 1.200 litros de metanol a aproximadamente 350 kg de
agujas y ramillas secas, molidas de Taxus canadensis, en un extract r
industrial, multifuncional. La mezcla se calentd ai reflujo durante 3 horas y se
filtr6. La materia prima se calenté durante 2 horas al reflujo, con 900 litros de
metanol y luego ae filtr6 nuevamente la soluciéon de metanol. Se combind los
filtrados y se los concentré a aproximadamente 150 |, bajo vaclo, en un
evaporador por aspersién, luego se agregé un equivalente de agua para diluir

el concentrado. La solucién acuosa se dividié ntre agua y clorurod metileno



(450 I, 1:1), en un reactor de 1.000 |, equipado con agitador eléctrico. La
mezcla se agité durante 5 minutos, a una velocidad de 80 r.p.m, luego s

mantuvo a temperatura ambiente durante 1 hora o hasta que la mezcla se
separd en dos capas. Se recolectd la capa orgénica y la capa acuosa se
extrajo dos veces més con 400 litros de cloruro de metileno (200 | cada una).
La solucion de cloruro de metileno se combind y concentré en un evaporador
de capa delgada, equipado con dos separadores ciclénicos, bajo vacio, para

tomar forma de suspension.

EJEMPLO 2

En una mezciadora de 500 litros, equipada con agitador sléctrico
se dispuso de aproximadamente 70 kg de silica gel y se agregd 250 litros de
formamida en acetona y la mezcla se agitd durante 15 minutos a temperatura
ambients, luego se mantuvo a temperatura ambiente durante otros 30 minutos
y se filtrd. La sflica gel sélida se recolectd y se secd al aire en un secador de
gabinete, se concentrd el filtrado para recuperar el solvente, acetona y exceso

de formamida.

EJEMPLO 3

Cromatografla de Distribuciéon en Columna Seca

La silica gel pretratada del Ejemplo 2 se empacd en un tubo de
nyl n de 2286 x 3.048 mm (8" x 120") con un espesor de pared de
aproximadamente 0,1 mm. La silica gel usada tenia un tamafio de micro-
esferas entre 150 y 250 mallas. La columna de nyilon se colocé en una
columna de acero inoxidable del mismo tamafio, para mantener su peso. EIl
eluyente usado fues una mezcla de hexano y acetato de etilo (4.6); puede

usarse otro solvente orgénico que sea insoluble en formamida.



La muestra del Ejemplo 1 (6 kg, aproximadamente 70% de masa
sdlida) se diluyé con 5 litros de acetato de etilo y luego se colocé encima de la
columna de nylon, la que se sometid a cromatografia de distribuciébn en
columna seca.

La columna se desarrollé con hexanos: acetato de etilo (4:6),
cuidando de mantener una capa de 1 a 2 cm de liquido en todo momento; una
vez que el eluyente alcanzé el fondo de la columna, se detuvo el desarrollo de
la columna. Se extrajo la columna de nylon de la columna soportante de acero
inoxidable y luego se corté en 45 porciones. Se revisé cada porciéon por
analisis TLC (las muestras se asperjaron con H2S04 al 10%, en etanol, seguido
por calentamiento a 100-105°C durante un par de minutos). Se encontré que
el 13-acetil-9-dihidrobacatin lil y el bacatin Il se movieron mas rdpido que el
paclitaxel a lo largo de la columna y, la conducta cromatografica en la
cromatografia de distribucién diferia de la cromatografia de absorcion en fase
normal y era similar a la cromatografia de absorcién en fase reversa.

Se colocd al 13-acetil-9-dihidrobacatin I, bacatin 1) y las
porciones que contenian paclitaxel en columnas de vidrio cortas de 152,4 mm
(6") y cada una se lavé con metanol. Se recolecté ias soluciones en metanol y
luego se concentraron separadamente a sequedad.

El residuo de la porcién de 13-acetil-S-dihidrobacatin Il se disolvié
en pequefias cantidades de metanol (la cantidad de metanol fue
suficienteamente grande para disolver el residuc a 60°C) y la solucién se enfrié
a temperatura ambiente y se mantuvo asl durante la noche. Se filtré los
cristales formados, se los lavé con acetona y luego se los secd en horno al
vacio a B0°C, para dar e! 13-acetil-9-dihidrobacatin lll, como cristales en
forma de aguja (aproximadamente 120 g), que se identificé por espectroscopia

NMR.



'H NMR (400 MHz, CDCls) § 8,07 (d, 2H, 2, 6'-Ar-H); 7,58 (dd, 1H,
4'-Ar-H); 7,45 (dd, 2H, 3', 5'-Ar-H); 6,17 (d, H-10), 6,14 (dd, H-13); 5,73 (d, H-
2); 4,93 (d, H-5); 4,41 (dd, 2H, H-7, 9); 4,28 (d, H-20a), 4,14 (d, H-20b); 3,02
(d, H-3); 2,51 (ddd, H-6a); 2,26 (S, 10-OAc), 2,18 (m, 2H, H-14); 2,17 (S, 4-
OAc); 2,12 (S, 13-OAc); 1,91 (dd, H-6b); 1,91 (S, 18-CHa); 1,78 (S, 19-CHs);
1,66 (S, 16-CHj3); 1,23 (S, 17-CHs) ppm.

3¢ NMR (100 MHz, CDCl): 5 170,55; 170,48; 169,38; 167,00;
139,58; 134,88; 133,69; 130,05; 129,18; 128,62; 84,03; 82,05; 78,74; 76,77,
76,55; 73,91; 73,49; 73,18;69,74; 47,07; 44,84; 43,00; 37,92; 35,92; 28,27;
22,84; 22,56; 21,34; 21,24; 14,86; 12,48 ppm.

EJEMPLO 4

Cromatografia de Absorcién en Fase Normal

La porcidn del residuo conteniendo bacatin il del Ejemplo 3 se
disolvié en una pequefia cantidad de diclorometano (sdlo lo suficiente para
disclver el material al calentar e! solvente), luego la solucién de diclorometano
se sometié a cromatografla instantdanea en fase normal. Se uséd una columna
d vidrio de 100 x 1.500 mm. La columna se empacé con silica gel (150 y 250
mallas). El solvente de elucién fue un sistema de gradiente decreciente d
hexano en acetona (iniciando con 70:30 y progresando a 45:55). Se recolectd
fracciones de 1.000 ml. Se combind las fracciones que contenlan bacatin Il y
se ias concentrd a sequedad. El residuo se disolvid en 1.000 ml de metanol y
s mantuvo a temperatura ambiente durante la noche. Se formé algun s
cristales blancos. Se filtr6 los cristales y se los recristalizé desde metanol.
Se obtuvo 23 g de cristales blancos y se los identificd por comparaciéon con

una muestra de referencia por HPLC, como bacatin Ill.



EJEMPLO §

Cromatografia de Distribucion en Fase Normal

La porcién del residuc que contenia paclitaxel del Ejempio 3 se
disolvié en una pequefia cantidad de acetato de etilo y se diluyé con una
pequefia cantidad de hexano. Se tratdé 20 kg de silica gel, como se describid
en el Ejemplo 1 y, luego se mezclé con 40 litros de una mezcla de solventes de
hexano y acetatc de etilo (6:4), luego la mezcla se vacid en una columna
preparativa de baja presion, de 150 x 1.500 mm. Se dejé escurrir el exceso de
solvente hasta que quedé una capa de 10 mm en la parte superior de la
columna. Se agregd cuidadosamente la solucién a la parte superior del lecho
d sllica gel. Luego, ia columna se eluyd con un sistema de solventes en
gradiente de hexano y acetato de etilo (iniclando desde 6:4 y terminando en
3:7). Se recolectd fracciones de 2.000 ml cada una y la tasa de fiujo varid
entre 75 mi/minuto y 100 mi/minuto.

Se combind y concentré las fracciones que contenian paclitaxel
para remover la mayor parte del solvents, luego el residuo se disolvid en
metanol (1.500 mi). Se agregé a la solucién de metanol, aproximadamente
30% del volumen de agua, luego la solucién se mantuvo a 5°C durante la
noche. El sdlido crudo cristalino de la solucién acuosa de metanol se filtré y
sect® en horno al vacio, a una temperatura entre 75°C y 80°C. El sélido
consistia de aproximadamente 70% de paclitaxel y 23% de cefalomanina y

otros taxanos no identificados. El rendimiento fue 66 g.

EJEMPLO 6
Cromatografla de Absorcion en resina Adsorbente Macroreticular
Se disolvié 50 g de paclitaxel crudo proveniente del Ejemplo 5, en

350 ml de acetona, luego s mezcld con 200 g de resina de co-polimero de



polimetacrilato-divinilbenceno. La mezcla se colocdé en un matraz de fondo
redondo y se evapard en un evaparador rotativo, para remover la acetona. El
material recubierto se colocé en la parte superior de una columna preparativa
de baja presion. El tamafio de la columna fue 1.000 mm x 1.500 mm y se
empacé con resina de co-polimero de polimetacrilato-divinilbenceno. El
tamafo de particulas de la resina de polimero varié entre 75 umy 150 um. La
resina de co-polimero se preparé desde Amberlite™ IRP64. Después de
agregar la muestra a la parte superior de la columna, la abertura se selid y
eluyé con una gradiente fuerte de una mezcla de solventes de acetona y agua
(iniciando con acetona:agua 3:7 y terminando a 65:35). La columna se oper6 a
una presion de 2,1 bar (30 psi). El cambio de solvente se monitored por los
resultados de TLC y resultados analiticos de HPLC de las fracciones.

Se racolectd fracciones de aproximadamente 1.000 mi cada una y
80 |las monitored por TLC y andlisis HPLC. La tasa de flujo fue 100 mi/minuto.
Se combiné las fracciones con contenido de paclitaxel y se las dejé reposar a
5°C hasta completar la cristalizacion del compuesto. Se aislé por filtracidn los
criastales y se los racristalizé desde 65% de metancl en agua, para dar cristales
blancos (30,5 g) con pureza mayor de 99%. La identificacién del paclitaxel es
como sigue:

'H NMR (400 MHz, CDCls): & 8,12 (d, 2H, Ar-H); 7,73 (d, 2H, Ar-H),
7,81 (dd, Ar-H); 7,51 (m, 5H, Ar-H); 7,41 (m, 4H, Ar-H); 7,38 (dd, Ar-H); 6,98
(d, N-H); 8,27 (S, H-10); 6,23 (dd, H-13); 5,78 (dd, H-3'); 5,57 (d, H-2); 4,94 (d,
H-5); 4,79 (dd, H-2"); 4,40 (dd, H-7); 4,30 (d, H-20a); 4,19 (d, H-20b); 3,79 (d,
H-3), 3,54 (d, -OH); 2,51 (ddd, H-6a); 2,46 (d, -OH); 2,38 (S, 4-OAc); 2,33 (m,
H-14); 2,24 (S, 10-OAc); 1,89 (ddd, H-6b); 1,79 (S, 18-CHs); 1,68 (S, 19-CHs);
1,24 (S, 16-CHs); 1,14 (S, 17-CHa) ppm.



3C NMR (100 MHz, CDCls): 5 203,60; 172,69; 171,25; 170,33;
186,97; 141,94; 137,91; 133,70; 133,56, 133,14; 131,97; 130,18; 129,09;
129,02; 128,68; 128,36; 127,00; 84,37, 81,13; 79,00; 77,18; 76,48; 76,26;
75,53; 74,89; 73,14; 72,38; 72,17; 58,59; 54,98; 45,56; 43,14, 35,64; 35,57;
26,84; 22,51; 21,79, 20,83; 14,83 y 9,53 ppm.

EJEMPLO 7

La brominacién se efectudé usando un método de acuerdo con la
Patente de los EE.UU. N° 5.869.165.

El paciitaxel crudo del Ejemplo 5 {10 g) se disolvié en 100 ml de
diclorometano y la solucién de diclorometano se vacié en un matraz de 500 mi,
de 3 cuelios y fondo redondo. La soluciéon se agité a temperatura ambiente
durante unos pocos minutos, luego se agregd 5§ equivalentes de bromo
(relacién molar: 5 equivalentes de bromo vs. cefalomanina), gota a gota
durante 1 hora. Se agit6 los reactivos a temperatura ambiente hasta completar
la r accién (aproximadamente 2-3 horas), monitoreada por analisis TLC. Una
vez completada la reaccién, la solucién se diluyé con 300 ml de CH2Cl2 y se
transfirié a un embudo de separacién. Se agregé 300 mi de tiosuifato de sodio
acuoso &l 10% {Na25203) a la solucién, para absorber cualquier exceso de
bromo (Br2). Se separd la capa de diclorometano y se la lavé con agua y
salmuera, luago se concentrd a sequedad bajo vaclo, para dar un polvo

castafo claro.

EJEMPLO 8

Separacién de Paclitaxel por Cromatografia de Distribucién
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Se disolvid los reactivos crudos (10 g) del Ejempio 7, en 50 mi de
acetato de etilo y luego se diluyé con 50 ml de hexano. La solucién de
muestra se agregd en la parte superior de una columna de vidrio de baja
presion (50 x 1.000 mm). La columna se empacé con silica gel pretratada y se
sometié a cromatografia de distribucién en columna. Usando un aparato ¥y
metodologia similares a las usadas en ei Ejemplo 5, se obtuvo finaimente
paclitaxel como cristales blancos en forma de aguja, con una pureza superior
al 99% (por porcentaje de drea de HPL.C). Se encontré un rendimiento de 6,1
g.

Aunque las modalidades de la invencidn se han descrito
anteriormente, ella no estd limitada a ellas y sera evidente para aquellos
entrenados en el arte que puede efectuarse numerosas modificaciones de
partes de la invenciéon, mientras no se separen del espiritu, naturaleza y

alcance de la invencidn reivindicada y descrita.



REIVINDI|CACIONES

1.- Un método para aislar compuestos de taxano desde una fuente

que los contiane, que comprende los pasos de:

- proveer una fuente que contenga compuestos de taxano,
extraer esos compuestos de taxano en un solvente orgénico;
proveer una columna de cromatografia de distribucién;

- eluir los compuestos de taxano en esa columna de
distribucion; y

- aislar los compuestos de taxano eluldos.

2.- El método de acuerdo con la Reivindicacién 1, en donde esa
fuente de taxanos incluye uno ¢ més de Taxus brevifolia, T. baccata, T.
cuspidata, T. canadensis, T. walichiana, T. chinensis, T. funanensis, T. X

media cv. daensiformis y T. X media cv. Hicksii.

3.- El método de acuerdo con la Reivindicacién 1, en donde al
menos uno de esos compuestos aislados comprende 13-acetil-9-dihidrobacatin

4.- El método de acuerdo con la Reivindicacién 1, en donde esa
columna de cromatografia comprende una columna de cromatografia de
distribucion seca.

5.- E! método de acuerdo con la Reivindicacién 1, en donde esa
columna de cromatografia comprende una columna de cromatografia de

distribucién en hiumedo.

| qrl



6.- E! método de acuerdo con la Reivindicacién 1, en donde ese

solvente orgéanico comprende diclorometano.

7.- El método de acuerdo con la Reivindicacién 1, en donde al

menos uno de esos compuastos aislados comprende paclitaxel.

8.- Un método para aisiar compuestos de taxano desde una fuente
que los contiene, que comprende los pasos de:

- proveer una fuente conteniendo compuestos de taxano;

- extraer esos compuestos de taxano an un solvente orgénico;

- proveer una columna de cromatografia de distribucién;

- proveer un material vehicular dentro de esa columna,

- proveer un eluyente;

- eluir esa fuente de compuestos de taxano con ese eluyente
en esa columna de distribucion en seco;

- eluir al menos el 13-acetii-9-dihidrobacatin IlI, bacatin Il y
paclitaxel; y aislar esos 13-acetil-9-dihidrobacatin Ill, bacatin

1 y paclitaxel.

9.- El método de acuerdo con la Reivindicacion 8, que incluye

lavar esos 13-acetil-9-dihidrobacatin ill, bacatin ill y paclitaxel en metanol.

10.- El método de acuerdo con la Reivindicacién 8, en donde ese

paso de aislacién incluye disolver ese bacatin lll en diclorometano.



11.- El método de acuerdo con la Reivindicaciéon 10, que ademés
incluye eluir ese bacatin IIt con diclorometano en una columna de

cromatografia instantdnea en fase normal.

12.- El método de acuerdo con la Reivindicacién 11, que incluye

emplear un eluyente que contiene hexano y acetona.

13.- El método de acuerdo con la Relvindicacién 8, en donde ese
paso de aislacion incluye disolver ese paclitaxe! en una solucién de acetato de

etilo y hexano.

14.- Ei método de acuerdo con la Reivindicacion 13, que incluye
eluir esa solucion conteniendo pacliiaxel en una columna preparativa de baja

presidn.

15.- El método de acuerdo con Ia Reivindicacién 8, en donde esa
fuente de taxanos incluye al menos uno de 7. bacata, T. baccata, T. cuspidata,

T. canadensis, T. walichiana, T. chinensis y T. funanensis.



RESUMEN

Un procesc para obtener paclitaxel y otros taxanos desde una
fuente que los contiene, que incluye extraer compuestos de taxano desde la
fuente en un solvente orgéanico y hacer pasar esta composicion a través de
una columna de cromatografia de distribucién y eluir los compuestos de taxano

n ella. Los compuestos de taxano elufidos se aislan por técnicas de

procesamiento adicionales.
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1) Soicitar, ramitar, obianer y/o regisirar cuciquiera de las
modalidades de Propledad Indusirial, fales coma: pakentes
de Invencién. modeis de uffidad; dbefios Indusiialns,
variedades vegelalar marcos, lamas, nomidres ¥ ansefics
comercicies ¥ denominacianes de argen: il como s
rengvacionss. prdmogas. fransferencias, camblos de nombre
yio domic3o, coniralos y Ecenclas.
2} Soliclior, romitar, obtener y/o reghirar derechos de aulor,
on cualiquiera de sus presentaciones asf como io profeccidn
seaeios [ndusirialer y know-how,
Solciios; romitar, obhn:rylonghwngmm
permisor y/o Icencias de funclonamienio; asl como sus
renovaciones o prémogos. kamsferencias, cambios de nombre
yio domiciio, conraiod y icencias. :

reciomos,

4) Hercer acclones de oposicidn,
odmnhiuMoludlcbl.nuldod protecciin al consumidor,

reconsiderocidn, reposciin, Qpelaciin,

derivados de los qsuntos amba indicados v en contra de ki
compeiencia deslect acclones deivadas de la oblencién o
explolucidn de kcencias. acciones de Indamnixatidn de
pafuicios. Tombien podrifn) infervenk en juicios clivies,
mmmmmmmv
da poicio; mmsommmwdw
mandanie o en conka el [ello) .

8 En o ejercicio de este mandaio ks mandokrios ontba
mencionodos quadan focullados pam: conclier. cancelkr,
fransigh. colnpromelar en &rbliros, desisfr, raciblr y fomor
posesién de la cosa objelo de Mgl y renunciar o deshir o
derechos concadidos © encusodommthl
hechos del proceso.

/

&rxd In present exacution of is butiness acthily, dormicled of,
4400 Biscayne Boulevard :

Mismi, Florida 33137 United States of America

do h-wy grant POWER OF ATTORNEY %o DILIA IMRIA
RODRIGUEZ DALEMAN, Idanificofion cord No. 41 454802 of
Bogold ond fp. 20824 and CLAUDIA LUCIA CARO RAMIREY,
p. mmmmmmmmmofwmm
In Santa F$ de Bogota. Colombia, 10 act in the arder of ther
apponhmtnbdnll‘ofmhcmunvenﬂy authodiy
and/or natuwal or juridical person. specialy before thosa
Adminkiative, Adminkiraiive-Contaniios, Judickil, aibfirafion
cowh.nndlwnn\rol\ﬂ holnuﬂuconurmqhe

1) To apply, proces, obioln and/or register any of the
modaliiss of Industrial Properly, such axs Palents of invenfion,
Uity Modak: Desings. vegelal variefies Marks, Siogans, Trade
Names and emblems and appefialions of Origin: as wel oy
thelr renewak, extemlons, anignmenti. changes of name
and/or domicle. agreements and lgenses,
2 To apply; procass, obiain and/or registar chpyrights of any
wmwdmmhcbnothdwldnqﬁwhmﬂm
3 Yo -oppl. procesi’ obialh ond/or regithy sanilary
regisirafions, opemaiing guthardmifions and/or lcenses: as wel
as their ranewok or extantiont, asignments, changes of noma
and/er domiche, cgreements amnd icenses.
4) To bing aclors of opposdtion, obsdrvafions, clalms,
recofsideration. appedl or legal remedies, cancelaions,
nullly. profecton fo the consumnar, granfing of Scenses,
prolecfion of frade sacrels ond other acfiom relaiad with rights
dulvedhmhubwa—mlbnodnnih’wndmﬁho
uniar compadilion, acfions resulting from. the abjention or
mdmmwmmwn
mm«micbahhmmmmdul Criminal or
Contenfious-Adminkimofive  Thak:. the- ocliors: for will
mndammhueﬂhmm«m
irsfiiulad by the grantor o agalnsd b
qroheeﬂaclolmkmnndutahamnndplwm
empowered fo: Concikite, cancal, settie, Subimif 1 arbileafion,
withdraw and ta recsive and ke pouesion of 1he figalicon
rakried oblet and walve or renounce the rights gmnied or in
process of granting. admit the facts of the case.
&} To raiify or.not the officious agency.
ﬂlMImrwrapmhllnubmnmﬂundaﬂumm



é) Ralificar o no lo agendia oficiosa.
7) 4l mamo faculio (facufiamos) ¢ 1 menclonados

noqdwwmr las syBucio-nes que hicieren.
Duqoyh-rmdaen
alod dics ce

Carol J. Gillespie
Secretary
Baker Rorton Pharmsaceuticals, Inc.

@&ﬁ;&m Ml
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CEATIRCADO NOTARIAL (Cuando el solictante es
SOCIEDAD)
(Poderas olorgados an: Ei S8alvador, Estados Unidos,
Mwsico y Venazuels)

Alos dias del mes de
de , &1 Notwlo que suscrbe DA FE de
que:

mmbhwmqufmdn:dﬂ
mayar de edad y domicliado

firnd de su pufie

y leira el documento que anteceds,
2. Conoce allalkal okrganie y que este {a) esti
legaimente capaciade pora el olorgamlento.
3. Bokrgante ha fimado el referido docmronio an
su corocher e

de la persona juridica

4. La cltada penanaiuﬂdcncmwd'een

astk
lsgaimente consfiluida, que flane acluciments
exsiencia lega y que el aclo paa el cual seha
olorgado aste poder eshi comprenidicio entre los que
congittuyen su objeto social,

5. B otorganie fiene efecfivameante la representacion
que obstentc, que estc es legiimo v que esid
facultado para oforgor aste poder. .

4.Jcs anteviores cerfificaciones da los puntos 3, 4 ¥y 5, me
comsfan porque ha Jenkdo a la visla jo=
documenios auléniicos.

Notaro Piblico

NOTA: A confinuocldn de lo anterlar, ol Consul da
Caolomiia debe cutenticor la firmo del Nolarlo Piblico.

CERTI{FICADO NOTARIAL (Cuando al
soliciants es NDIVIDUO)

Aloa digs del mes de
de de‘bquoawbeDAFEde
gua:

1.

{ncmbre de i peracna qua fima o poder)
mayor de edad ¥ domicado en

firnd en su presancia
ol documento que onieceda. conoce dl oforgante

y que este esth lagamente copacitado pora ¢l
olorgomianto.

Noterio Pithilen -

9
T .
11, p..BE-“ '
NOTARIAL CERTIHCATE ( wn%w a
CORPORATION)
{Powen of attomey gramied in: . Maxico, U.B.A,
and Vensruela)

T Y T (999
Nm CERTlFéa that
" Uan

Al

{nume of the pason who Ilnpu'd'nnm

Migt wo and  domiclad
s%%dwd«mmt .

grantor s fo penondly known ‘and that

hdd‘lohoslogdcqaudivbmmdocumenl

4. The llonuil PUIRUN. wllh plu:n of
m-ﬂmﬁ"ﬂﬁ' |
Is duly omganized, hts aclua lagdausbme und ihd-

the purposas for which the power of alfomey haunhd

crd within fie scope of is corporate purposes. - ,
SThcgrwﬂurhuhfadn'nrol'umdwdﬂymd
thathis/her representation ks legal ond that héfshe

is empowened o, prant this power of alicmery.
d.lhuvobuudmlhow'kubowwuc:hlﬂcahus.tuﬂ&on

the authendic wa

i, "“"‘m"""'*‘“c

exhi o
bited fo me. Sty 2CAROLE AMSTER |

—~State ol Florida '.
*-Mv Camn, Cxyp: q1mm

a“n" Comn#: CCE3321 .
MNYVAANARAAAAAAAAAA L
NoiavFubllc

NOTA: ThonﬂwColonthomlmusflomme
signoture of e Nojory Public,

NOTARIAL CERTIFICATE ( thn uui
appllunl han INDIVIDUALS) .

On thia dey of
the undenigned Notary CERTIFIES that:

(nama of the peson Who Signs thi Power of Altomey)
of legal age and damiciad al

dgmdhhl:prmnna
the foregoing doecument,. the glmtarlsbm
pemndyh'wnumlmuhdbhehummu
axecuts the document.

Nﬂhvﬁfhh

MATE! Theim dee Muolommbices Moaec? coyoed Tooeles b .



NULA! A COMINUOCon de o anteror, el Consul de
Colom-bila debe autendcariatimad “clario Pliblico.

Pera todos los damds paises o Seflor Consui
Colombia o ante quien se otorgue,debe expadic u
seriifisselon dajande eonwtansia 1) de i gxistensia
egal de la sooledad, 7) de que esta ajoree actuaiments
su ohjete seslal, y 3) de qus s peroona o parnohas gus
alorgan of podar sstin faculindas para huoerio, dejando
constancia as! mismo de que tuve a 1a victs lns prushas
quo acrediien tales clrounstanciss.

Sivsn  Wddggeastils RS

) .&..‘.l.'.... : .

smpowered 1o do It The Consul will certify alse that the
dostmenia avidencing those chaunsizanoss were
oxhibited to him,
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MARCTION OFiptaL e 2§ 7 °
NFIIFETI (8 -
B M &3 TEL WIN. [F At

LDl AGUERA DE PIE

TRADUCCION OFICIAL No.98/131 de un documento escrito en inglés, el
cual para su identificacién se sella con el sello del traductor al tiempo con la
presente. Esta traduccion ha sido preparada por Hilda Aguilera de Piedrahita
traductora e intérprete oficial debidamente reconocida por el Ministerio de
Relaciones Exteriores y autorizada por el Ministerio de Justicia y del Derecho,
por resolucién nimero 323 de 1980.

(Se traduce un Poder otorgado por la sociedad BAKER NORTON
PHARMACEUTICAL, INC., de Florida, EE. UU. a las Doctoras Dilia Marfa
Rodriguez D'Aleman y Claudia Lucia Caro Ramirez, ¢l respectivo certificado
notarial (sociedades) y legalizacién adjunta todos escritos en inglés.)

La suscrita Carol J. Gillespie, representante legal de BAKER NORTON
PHARMACEUTICAL, INC., sociedad existente bajo las leyes de Florida y en
desempeiio en la actualidad de su actividad comercial, domiclliada en 4400
Biscayne Boulevard Miami, Florida 33137, Estados Unidos de América, por el
presente otorgamos Poder a DILIA MARIA RODRIGUEZ D'ALEMAN,
cc.41.854.882 de Bogotd, Tarjeta Profesional 20824 y CLAUDIA LUCIA
CARO RAMIREZ, Tarjeta Profesional 36448, cc.40.017.374 de Tunja, con
domicilio en Santafé de Bogota, Colomnbia, para que actuando en su orden en
nombre de la otorgante la representen ante cualquier entidad, autoridad y/o
persona, especiaimente ante las del orden Administrativo, Contencioso
Administrativo, Judicial, Tribunales de Arbitramento y/o cualquier otro en lo
referente a los siguiantes asuntos:

1) Solicitar, tramitar, obtener y/o registrar cuaiquiera de las modalidades de
Propledad Industrisl, tales como: patentes de invencién, modelos de utiided;

Y.
disefios Industriales, variedades vegetales, marcas, IQW
rigine

enseiias comerciales y denominaciones de origen; 10.COMP
os Y

1)
A“OQTAR‘Q cu

TIN MORALES ROV
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renovaciones, prérrogas, transferencias, cambios de nombre y/o domicilio,
contratos y licencias.

2) Solicitar, tramitar, obtener, y/o registrar derechos de autor, en cualquier de
sus presentaciones asi como la proteccion de secretos industriales y know-
how.

3) Solicitar, tramitar, obtener y/o registrar registros sanitarios, permisos y/o
licancias de funcionamiento; asi como sus renovaciones © prémogas,
transferancias, cambios de nombre y/o domicilio, contratos y licencias.

4) Ejercer acciones de oposicién, observacién, reclamos, recurso de,
reposicion, apelacion, cancelacion administrativa o judicial, nulidad,
proteccién al consumidor, concesién de licencias, proteccion de secretos
industriales y demés acciones y recursos relacionados con derachos
derivados de los asuntos arriba indicados y en contra de la competencia
desleal, acciones derivadas de la obtencién o explotacién de licencias,
acciones de indemnizacién de perjuicios. También podrén intervenir en juicios
civiles, comerciales, penales, contencioso-administrativos, tutelas y de
policia; acciones o juicios promovidos por el mandante o contra él.

5) En el gjercicio de este mandato los mandatarios arriba mencionados
quedan facultados para: conciliar, cancelar, transigir, aceptar clausulas
compromisorias, desistir, recibir y tomar posesién de la cosa objeto de litigio y
renunciar o desistir derechos concedidos o en curso de concesion, admitir los
hechos del proceso.

6) Ratificar o no la agencia oficiosa.

7) Asi mismo facultamos a los mencionados apoderados para recibir
notificaciones y designar apoderados judiciales o extrajudiciales, sustituir el

presente poder y revocar las sustituciones que hiciera%
60". ﬂ‘“e‘r‘ e 1o

1-':"‘:“;\:\-\ el gogotd
Dado y firmado, hoy dia 2 de julio de 1999 vists. 8908 /)
08 W 2001
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Firmas (Fdo.) Carol J. Gillespie
CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)
(Poderes otorgados en El Salvador, México, Estados Unidos de América y
Venezuela)

Hoy el 2 de julic de 1999, el suscrito Notario CERTIFICA que:

1. Carol J. Gillespie mayor de edad y domiciliada en Miami, Florida suscribi6
el anterior documento.

2) La otorgante le es conocida personalmente por mi y tiene capacidad legal
para firmar el documento.

3) La otorgante ha suscrito el anterior documento en su caricter de
Secretario de la persona juridica BAKER NORTON PHARMACEUTICALS
INC.

4) La mencionada persona juridica con domicilio comercial en Miami, Florida
esta debidamente constituida, tiene actuaimente existencia legal y el fin para
el cual se otorga este poder se encuentra dentro de su objeto social.

5) La otorgante tienen en efecto la capacidad referida y su representacion es
legal y esta autorizada para otorgar este poder.

6) Fundamento las certificaciones 3, 4 y 5 en los siguientes documentos
auténticos que para tal fin me fueron exhibidos

(Firmado) Carole Amster
Notario Pdblico
(Sello: Carole Amster Notario Publico Estado de Florida. Mi comision expira:

01/08/00. Com#CC523321)
ol
r L
m

(Legalizacion) TENS Stte\ aVO,
ESTADO DE FLORIDA | o0 ss* *

DEPARTAMENTO DE ESTA 08 W

Yo, Katherine Harris, Secretario de Estado, por el predaente certificq.qued Ty o
.ﬂ;“ WA

3579
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Carole Amster ’:ﬁoc\’/
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fue comisionada como Notario Piiblico
en y para el Estado de Florida,
por el periodo que comienza en

enero 9 de 1996

y expira el
enero 8 del 2000

seqUn aparece an los archivos de esta oficina.
Dado bajo mi firma y el Gran Sello del Estado de Florida en Tallahasses, ia
Capital hoy 6 de julio de 1989,

Katherine Harris
Secretario de Estado
GRAN SELLO DEL ESTADO DE FLORIDA - EN DIOS CONFIAMOS

(Al margen inferior del formulario aparece la leyenda: "Este documento
contiene una marca artificial de agua al reversa. Manténgase a 45°. NO
ACEPTAR SI NO SE VE.")

{En el margen izquierdo se lee: “Si se fotocopia o se altera quimicamente,
apareceré la palabra "anulado®.) (En el margen superior se lee: "Cualquier
copia en bianco y negro de este documento no es oficial.”) (En el margen
derecho se lee: "“"Estado de Florida" que aparece en letras pequefias en la
cara de este documento de 8 % x 11°) - ;
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EN ESPANOL: Autenticacin de la firma que antecede por el Consulado de
Colombia, en Miami, Nimero 4234 de fecha 13 de julio de 1989. Pagados
los impuestos de timbre y fondo rotatorio por valor de US$ 22.00.
Legalizacion de la firma del Coénsul por el Jefe de Legalizaciones del
Ministerio de Relaciones Exteriores, No. 078416 ;Iel 19 de Julio de 1998.

ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA de la cual se deja copia en los
archivos de esta oficina para su confrontacién y a la cual me remito. .

Santafé de Bogotd, 21 de Julio de 1999. . o ]
7z, -7 o r
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Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

PATEHTEDEINVBICIONP( MODELO BE UTILIDAD [ |

* Indicacién de que se solcita la concesion de una petente / []
» Daios de identificacion del soligitdhte o de i persone que presenta Ia solicitud

e Descripcidn de la invencién []
. / L]
L N P [ ]
— " ”::c"-', £ _‘_-_.-- :.:'.-: e I '..:1.::,'.-, s ., -

INCOMPLETA [ |

J bﬂiﬂy Iuogliliua del Disefio Industrial o muestra del

* Wiy,
"
e

INCOMPLETA

Firmia Responseble

alr:nlmi:m_l Lo, gy
l’ﬂlL‘I.II. H vwiorr; L)

. o «
Fechg '~ wh: oni~res irec e Carrera 13 No. 27-00 Fieo 5 y 40
e sy iy 1y e Conmutador: 334 12 21.2-94
S T Rk
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Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

2020

Bogota, D.C.

Doctora

DILIA MARIA RODRIGUEZ D’ALEMAN

Apoderada

REFERENCIA: Radicacién No. 01-18971
Tramite 002
Evento 001
Actuacién 430
Oficio No. 1339
Folios 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de la Decisién
486 de la Comision de la Comunidad Andina, se le comunica que:

- Dabe allegar copia del documento en que consta la cesién del derecho a la patents otorgado por el Invertar
al solicitante o a su causante (art. 26-k,Dec 486/2000).

En cumplimiento del artfculo 38 de la Decision 488 de la Comisién da la Comunidad Andina, se
le requiere para que dentro del término de dos (2) meses siguientes a la facha de notificacion del
presente oficio, complete los requisitos anteriormentes enunciados. En caso de no dar
cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se considerard abandonada y perderd su
prelacién. )

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el articulo 8 de la Resolucién
Reglamentaria No. 210 del 15 de 07 del 2001.
ALIX CARMENZA C EDES DE VERGEL
Jefe de la Dlvisld\n; Nuevas Creaciones

Y0 2001
El anterior requerimiento fue notificado por fijacién en lista de facha 03 A2

Sa recuerda al interesado que debe pressnter, dentro de los dieciadis masss sigulentes contados a partir de la fecha de presentadién
de Ia sclidiud cuya priorided se invocs, copla de s miama certificada por ia sutoridisd que ko expidd y, an los casos en que hays luger,
I» raduccién aimpia dal capituio relvindicstorio. El incumpiimients de dete plezo, scarmeanh la pérdida de |a priovided Invocada.

202027/202022

)

Carrera 13 No. 27-00 Pisos 5, 7y 10
Conmutador: 382 0840

Fax: 382 2695

E-mali: info@sic.gov.co
Bogot4, D.C., Colombla



