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Act 523 RESPUESTA %, FASENACIONAU
Sefior
SUPERINTENDENTE DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

E. - S. __D.

Re: PIL.-SYSMEX CORPORATION.-Solicitud de Patente de Invencién en Fase

Nacional PCT para “EQUIPO DE REACTIVOS PARA MEDICION DE
BASOFILOS Y/O ERITROCITOS NUCLEADQS".-CIase GO1N 33/49.-

Expediente nimero 10-027;823.-1

1. Me refiero al Oficio No. 17373 dictado por ese Despacho mediante fijacion en
lista de 2 de Octubre de 2012.

2.  Con el fin de responder a las objeciones v'expuestas por el seﬁor Examinador con
respecto a la Claridad y Concision del cépitulo reivindidatorio, la Unidad de Invenciéh,
la Novedad y ei Nivel Inventivo de la presente solicitud, me permito presentar las
siguientes modificaciones en el capitulo reivindicatorio de la solicitud de patente en
cuestién y los siguientes argumentos técnicos, por medio de los cuales se superan
completamente dichas objeciones.

3. MODIFICACIONES EN EL CAPITULO REIVINDICATORIO

Tomando en consideracién los diferentes sefialamientos realizados por el sefior
Examinador en el Oficio antes referenciado, me permito manifestar que es deseo del
solicitante modificar el capitulo reivindicatorio actualmente presentado con el
propdsito de limitar la materia reclamada por la presente invencién a sus
realizaciones mas preferidas e identificar con mayor claridad y concision sus
caracteristicas técnicas novedosas.

Respecto a estas modificaciones, me permito resaltar 'que no implican de
ninguna manera una ampliacién al alcance de la solicitud, tal como fue originalmente
presentada, toda vez que se estd limitando el alcance de la solicitud de conformidad

con las reallzauones preferidas de la invencién, como se presenta a contlnuacmn
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Reivindicacién 1: Tiene como base las reivindicaciones 1y 2 actualmente

presentadas, en la cual se ha limitado la definicion de los reactivos que conforman el
kit de reactivos en concordancia con las revelaciones de las paginas 13 (lineas 3 a
13), 14(lineas 5 a 15), 17 (lineas 8 a 13),_'22 (lineas 10 a 15), 26 (19 a 25), 27 y 28

(lineas 1 a 21).

. Reivindicaciones 2 y 3: corresponden a las reivindicaciones 3 y 4

respectivamente actualmente presentadas cuya dependencia se ha ajustado a la
nueva numeracion. o

+ Reivindicaciones 4 a 12: corresponden a las reivindicaciones 8 a 12

respectivamente actualmehte presentadas cuya dependencia se ha ajustado a la

nueva numeracion.

Finalmente me permito sefialar que las reivindicaciones 5-7 y 17-19
actualmente presentadas han sido eliminadas del capitulo reivindicatorio ahora

modificado.

En vista de lo anteriof, el capitulo reivindicatorio modificado que se adjunta a
este memorial queda constituido por 12 reivindicaciones que reclaman el objeto de

la presente solicitud de manera clara y concisa a través de las caracteristicas técnicas

esenciales de sus realizaciones mas preferidas.

4. CLARIDADY concxs:én DEL CAPITULO REIVINDICATORIO

_Con res‘pect_o al capitulo reivindicatorio actualmente presentado, el sefior
Examinador indica que la definicion de los reactivos que conforman el kit de reactivos

reclamado por la presente solicitud seria demasiada amplia y por lo tanto no permite

limitar la extension de la materia objeto que se desea proteger.

En respuesta a este seflalamiento, me permito manifestar que se ha restringido

la definicién de los reactivos que conforman el kit de reactivos reclamado por la
presente solicitud tal como se lee a continuacion:
El agente tensioactivo catidnico. es un tipo de una sal de amonio

cuaternario de férmula general (III) o una sal de piridinio de férmula

general (1V);

El agente tensioactivo no idnico es seleccionado del grupo que consiste de
un polioxietilen-alquil-éter, un polioxietilen-polioxipropilen-alquil-éter, un

aceite de ricino polioxietilenado,  un aceite de ricino hidrogenado
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polioxietilenado, un esterol polioxietilenado o un . esterol hidrogenado
polioxietilenado; '

. El cido carboxilico aromatico es seleccionado del grupo que consiste en
acido salicilico, acido ftalico, acido benzoico, acido hidroxibenzoico, acido

aminobenzoico y sales de los mismos;

. El tinte fluorescente es seleccionado de cualquiera de los compuestos de

las férmulas estructurales generales (1) y (11);

. El grupo alquilo se ha limitado a un nimero de &tomos de carbono
comprendido entre 1 y 20;

. El anién en las estructuras (I), (III) y (IV) es seleccionado del grupo que
consiste en F, CI', Br, T, CF3SO5, BF, 'y CIO,": '

) El grupo acido es seleccionado del grupo que consiste’ en ‘un grupo

carboxilo, un grupo sulfénico y un grupo fosférico;

) El grupo alquilo que contiene opcionalmente un grupo acido corresponde a
un alquilo C;.,; que contiene grupo &cido -seleccionado de un grupo

carboxilo, un grupo sulfénico o un grupo fosférico:

. La sal de amonio cuaternario corresponde al compuesto de formula
general (1II);

) La sal de piridinio corresponde al compuesto de la- férmula estructural
(IV); y

* ' El agente amortiguador es seleccionado del grupo que consiste de acido
malico, acido citrico, acido tartarico, acido diglicélico, &cido maldnico y
acido succinico ' -

En éste sentido me permito resaltar que el kit de reactivos reclamado por la
presente solicitud estd inequivocamente caracterizado por los reactivos que lo
conforman, por lo cual queda superada la objecion. que én este sentido fue
presentada por el sefior Examinador.

Adicionalmente, el sefior Examinador manifiesta que el kit de reactivos

reclamado por las reivindicaciones 17 a 19 son definidas por medio de resultados a
alcanzar. ' o :
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En respuesta a esta objecion me permito manifestar que las reivindicaciones 17
a 19 actualmente presentadas han sidc_j eliminadas del capitulo reivindicatorio
ahora modificado, superando asi la bbjecién que en este sentido fue presentada por

el sefior Examinador.

Finalmente el sefior examinador que la expresidon “equipo de reactivos” no es

adecuada para referirse a la materia objeto de la presente solicitud.

Acatando este sefialamiento me permito resaltar que dicho término ha sido

remplazado por la expresién “kit de reactivos”.

Visto lo anterior me permito manifestar qUe el capitulo reivindicaforio
modificado de la presente solicitud de patehte en cuestion cumple a cabalidad con las
disposiciones de patentabilidad establecidas en el articulo 30 de la decisién 486 de

2000, toda vez que es claro, conciso y presenta pleno sustento en la descripcidén de

la solicitud.
5. UNIDAD DEINVENCIC’)N

De otra parte, el Sefior Examinador sefiala que la solicitud en estudi_o careceria
de unidad de invencién, toda vez que esta dirigida a cuatro grupos inventivos: el kit
de reactivos para medir basofilos y/o eritrocitos nucleados, el kit de reactivos para
medir leucocitos y eritro’cit‘os nucIeados, el kit de reactivos para medir basdfilos y
leucocitos diferentes a basdfilos, y el kit de reactivos para medir baséfilos, leucocitos

diferentes a baséfilos, eritrocitos nucleados y leucocitos.

A este respecto me permito résalfar que en virtud de las modificaciones
realizadas sobre el capitulo reivindicatorio, expuestas anteriormente en el presente
memorial, la reclamacion se centra unicamente en el kit de reactivos para medir
baséfilos y eritroc‘itos nucleados, y las reivindicaciones referidas los demas kits de
reactivos (reivindicaciones 17, 18 y 19), han sido eliminadas del capitulo

reivindicatorio.

Consecuentemente, las reivindicaciones modificadas se refieren a materia que
se encuentra cobijada por el mismo concepto inventivo, y por lo tanto el mencionado
capitulo reivindicatorio modificado se ajusta completamente a las exigencias del

Articulo 25 de la Decisién Andina 486 de 2000.
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6. NOVEDAD

De otra parte, el sefior Examinador asegura que la reivindicacién 1 actualmente

presentada seria anticipada por las ensefianzas del documento EPO882983 (D1).

A este respecto, el sefior examinador indica que todas las caracteristicas
esenciales del kit de reactivos reclamado por la reivindicacién 1 de la presente

solicitud estarian reveladas en dicho documento.

Sobre este particular me permito resaltaf que en virtud de las
modificaciones de capitulo reivi‘ndicatorio‘ presentado junto con este
memorial, existen diferencias significativas entre las revelaciones de D1 y el kit de
reactivos reclamado en la nueva reivindicacién 1 de la presente-invencion, que hacén
que la invencién no pueda ser de ninguna manera anticipada por el arte previo, tal

como se expone a continuacion,

En primer lugar, el documento D1 revela un kit de reactivos para la clasificacion

y el recuento de leucocitos conformado por:

a) Un agente hemolitico por medio del cual se lleva a cabo la lisis de los

eritrocitos presentes en una muestra de sangre, y

b)  Un tinte fluorescente que tiene la propiedad de aumentar notablemente su
intensidad de fluorescencia mediante la unién a ARN, el cual esta representado la

formula estructural:

@[%CH-—-CH-};—CH N—R,
" : | — .
Ry X
Rs

Férmula estructural del tinte revelado por D1.

Donde dicho agente hemolitico de D1, es una solucién acuosa de pH 4,5 a 11,0,
preferiblemente de 5,0 a 10,0, que contiene al menos un tensoactivo cationico, al
menos un tensoactivo no i6nico, y un buffer para mantener el pH. de dicho agente
hemolitico constante (paginas 3 y 4 de D1).
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De otro lado, la nueva reivindicacién 1 de la presente solicitud reclama un kit de

reactivos para el recuento de basdfilos y eritrocitos nucleados que comprende:

.a) Un primer reactivo que contiene un agente tensoactivo cationico, un
agente tensoactivo no iénico y un acido carboxilico aromatico, por medio
del cual se lleva a cabo la lisis de eritrocitos en una muestra de sangre, y
adicionalmente se deteriora la membrana celular de los leucocitos de

modo tal que. se pueda permear-a través de dicha membrana un tinte

fluorescente; y

b) - Un segundo reactivo que contiene un tinte fluorescente capaz de teiiir
acidos nucleicos, el cual puede ser seleccionado de cualquiera de las

~ formulas generales (1) ¢ (I1):

Férmula general (I) del tinte fluorescente de la presente invencion

i

/ T @
Co Pt s Rt
/ : .8

R R

Formula general (II) del tinte fluorescente de la presente invencién

De esta forma, si bien el documento D1 revela un kit de reactivos compuesto
por un agente hemolitico que contiene un tensoactivo catiénico y un tensoactivo no
idénico por medio del cual se lleva a cabo la lisis de eritrocitos en una muestra y un
tinte fluorescente ‘capa.z de tefiir acidos .nucleicos entre los que se encuentra el ARN
dicho documento no revela de manera particular_ ninguna de las estructuras (I) y (II)

de los tintes reclamados por la nueva reivindicacién 1 de la presente solicitud.

Consecuentemente, resulta evidente que el kit de reactivos que es objeto de la
nueva reivindicacion 1 de la presente solicitud no puede de ninguna manera ser

anticipado por las ensefianzas del documento D1, y por lo tanto es innegable el

caracter novedoso.dela presente solicitud.
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7.  NIVEL INVENTIVO

Sobre esté particular, el sefor Examinador considera que la reivindicacién 2
actualmente presentada carece de nivel inventivo a la luz de las ensefianzas de los
documentos D1, US6004536 (D2)y US6027709 (D3). ' '

En éste sentido, con relacion al documento D1 ei sefior examinador sefiala que
la diferencia entre kit de reactivos revelado por dicha anterioridad y la invencién
reclamada en la reivindicacion 2 de la presente solicitud es la estructura del tinte

fluorescente.

Por otro lado con respecto al documento D2 el sefior Examinador manifiesta que
la estructura del tinte fluorescente reclamado por la reivindicaciéon 2 de la presente
solicitud habria sido anticipada por la estructura del tinte fluorescente utilizado en

D2 para tefiir estructuras lipofilicas.

Del mismo modo, el sefior Examinador sostiene que la estructura del tinte
fluorescente reclamado por la reivindicacién 2 de la- presente solicitud habria sido
anticipada por la estructura del tinte fluorescente utilizado en D3 para teifiir

oligonucleotidos y biomoléculas.

En consecuencia, el sefior examinador afirma que la persona del oficio
medianamente versada en la materia incluiria los tintes fluorescentes de los
documentos D2 y D3 en el kit de reactivos de D1 para asi obtener la materia objeto

de la reivindicacion 2 actualmente presentada.

En conexién con lo anterior, el Sefior Examinador concluye que los documentos
D1, D2 y D3 también afectan el nivel inventivo de las reivindicaciones 3-16 de la

presente solicitu_d.

Ahora bien, en respuesta a éstos sefialamientos me permito dirigir la atencién
de esa Oficina a las siguientes consideraciones y argumentos técnicos por medio de
los cuales se pone de manifiesto que las ensefianzas de los documentos citados no
permitirian por si mismos ni en combinacién que la pefsona versada en la materia
pudiera deducir de forma obvia el kit de reactivos reclamédo por la presente

invencidn, razon por la cual la solicitud en estudio si goza de nivel inventivo.



JOSE LLOREDA CAMACHO & CO.

‘Calle 72 No. 5-83 Piso 5, Bogota, D.C. Tel: 6069700 Fax 6069701

7.1. Nivel inventivo de la solicitud frente a las ensefianzas del Documento
EP0882983 (D1).

En primer lugar, me .permito sefialar que el documento D1 revela un kit de

reactivos para la clasificacién y el recuento de leucocitos conformado por:

a) Un agente hemolitico por medio del cual se lleva a cabo la lisis de los

eritrocitos presentes en una muestra de sangre, y

b) Un tinte fluorescente que tiene la propiedad de aumentar notablemente su
intensidad de fluorescencia mediante la unidn a ARN, el cual estd

representado la formula estructural:

Ri z | —
C[%—('CH=CH-};—CH N=—R.
L . -
) Ri X
i Rs

Férmula estructural del tinte revelado por D1.

Donde dicho agente hemolitico de D1, es una solucién acuosa de pH 4,5 a 11,0,
preferiblemente de 5,0 a 10,0, que contiene al menos un tensoactivo catidnico, al
menos un tensoactivo no idnico, y un buffer para mantener el pH de dicho agente

hemolitico constante (paginas 3 y 4 de.D1).

En dicho kit de reactivos revelado en D1, el tinte fluorescente que conforma el
segundo reactivo aumenta notablemente su intensidad de fluorescencia mediante la
unién a ARN, lo cual permite llevar a cabo el recuento y clasificacion de 5 especies
de leucocitos normales simultdaneamente con la clasificacion y recuento de células
anormales, Ya que como es bien sabido por la persona versada en la materia la
mayoria de las células anormales, tales como leucocitos inmaduros o leucocitos
anormales son ricos en ARN en comparacién con los leucocitos normales ( paginas 3
y 6 de D1).

Sin embargb a pesar de las caracteristicas del tinte fluorescente antes
mencionadas me permito resaltar que la clasificacion simultanea de baséfilos en una
muestra de sangre es un efecto inesperado del uso de dicho tinte de D1, tal y como
se evidencié en la pagina 5 y en la figura 2 de dicha anterioridad, donde no se

evidencian agrupaciones de basdfilos.
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Adicionalmente me permito sefialar que la presencia de células anormales tales
como eritrocitos nucleados en una muestra sanguinea puede ocasionar falsos
positivos respecto al recuento de leucocitos en la misma, toda vez que los nucleos de
dichas células permanecen en la muestra alin después de que se ha llevado a cabo la

lisis de los eritrocitos presentes.

Asi las cosas, para la persona versada en la materia serd claro que la
clasificacion y recuento de leucocitos en muestras que contiene células anormales
con nucleo puede generar falsos positivos respecto al recuento de leucocitos en la

misma.

De otro lado, me permito sefialar que el agente hemolitico revelado en D1 para
llevar a cabo la lisis de los eritrocitos tiene un pH preferido comprendido en un rango
entre 5 a 10, tal y como se evidencia en los ejemplos 3 y 4 de D1, en los cuales se
lleva a cabo la clasificacién y el conteo de leucocitos y células anormales en un medio

con pH 7.

A este respecto, me permito dirigir la atencién de ese Despacho al hecho que
un pH demasiado bajo en una mue’stra. que contiene leucocitos no permite la
separacién adecuada de eosindfilos y baséf_ilos, por lo que solamente se puede lievar
a cabo la clasificacién y el recuento de leucocitos normales de 3 tipos (linfocitos,
monocitos y granulocitos) y de celulas anormales como Ieijcocitos inmaduros y

leucocitos anormales (pagina 4 de D1) en pH demasiado 'a'c-i'dos.j

Por otro lado, a diferencia del procedimiehto revelado en D1, la presente
invencion presenta un kit de reactivos para la determinacién de baséfilos Y
eritrocitos nucleados en condiciones acidas, tal y como se evidencia en los
ejemplos 1 a 8, donde la clasificacién y el conteo de dichas células se lleva a

cabo en una muestra con un pH de 3.

En éste sentido me permito resaltar que el uso en la presenbte invencion de
los tintes fluorescentes con féormulas (I) y (II) en un medio acido permite
una alta diferenciaciéon de los baséfilos respecto a los demas leucocitos
presentes en la misma muesfra, tal y como se muestra en la figura 2, en donde la
agrupacion de baséfilos aparece en una regidn cuya intensidad de luz dispersada
lateral e intens_idad dispersada directa es mayor que.aquellé presentada por los

demas leucocitos.
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Adicional'meri_te, utilizando dicho kit de reactivos reclamado por la nueva
reivindicacion 1 de la presente solicitud se puede llevar a cabo una discriminacién
clara de eritrocitos nucleados en una muestra sangufnea que contiene leucocitos sin
_generar _falsos positivos, tal y como sé observa en la figura 1 de la presente
solicitud, en donde la agrupacién de eritrocitos nucleados aparece en la regién cuya
intensidad fluorescente es menor que aquella de los leucocitos. Ademas en esta
misma figura se puede observar que la agrupacién de basoéfilos aparece en la regidn
cuyo tamano es mas grande con lo cual se pueden diferenciar dichas células de los
demas leucocitos prese'ntes en la mUestra.

En vista de lo ant_erior, dado que D1 revela un kit de reactivos en el cual
se lleva a cabo la caracterizacién y el recuento simultaneo de los 5 tipos de
leucocitos normales y células anor_males a un pH neutro, la persona versada
en la materia nb encontraria en D1 alguna indicacién o sugerencia que la
condujera' a disefar un kit de reactivos para el recuento exclusivo de
basoéfilos y éritfocitos nucleados en una muestra sanguinea utilizando un
medio acido, y mucho menos a partilf de las enseiianzas de D1 la persona
versada en la materia podria tener algun indicio de los sorprendentes

resultados obtenidos para caracterizar dichas células en un pH inferior a 4,5.

En vista de lo ant‘efior, queda claramente establecido que la presente invencion
tal y como ée reclama en la nueva reivindicacidn 1 es inventiva frente a las
ensefianzas de D1, toda vez que a partir de las revelaciones de dicha referencia para
la persona versada en la materia no resultaria de ninguna manera obvio disefiar un
kit de reactivos para el recuento de baséfilos y eritrocitos nucleados en una muestra
con un pH inferior a 4,5, y mucho menos seria evidente para dicha persona la

sorprendente caracterizacion de dichas células.

Consecuentemente, las reivindicaciohes 2 a 12 del capitulo reivindicatorio
ahora modificado de la presente solicitud también gozan de nivel inventivo frente a
las enseﬁa-nzés de D1, toda vez que son reivindicaciones dependientes de la
reivindicaci'énrl la cual conlleva nivel inventivo frente a las revelaciones de D1 como

se discutié anteriormente.

7.2. Nivel inventivo de la solicitud frente a las ensefianzas del documento
Us6004536 _(D2). '

Por otro lado, el documento D2 revela tintes de cianina, utiles para tefiir

estructuras lipofilicas tales como membranas celulares, liposomas, lipoproteinas y

10
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polimeros los cuales pueden agruparse en la siguiente férmula general:

RS

RY
: 10
R® X . Y- R . .
>—(CH=CH);-CH='<
R7 _ Tf v fl‘I R
_ R! : R?  pn : :

R8

Formula general de los tintes revelados por D2

Dicho tinte de cianina revelado en D2 es utilizado para etiquetar lineas de
células B linfoides humanas por medio de un procedimiento que consiste en .mezclar
una suspensién de dichas células con una solucién de etiquetado que contiene una
concentracion de tinte comprendida entre 2 y 20uM, lé cual posteriormente es

incubada a 37°C por el tiempo suficiente para obtener una tincién detectable.

En este sentido me permito dirigir la atencion de ese Despacho al hecho que los

tintes revelados en D2 son utilizados exclusivamente para detectar las células que

han_sido etiquetadas, razén por la cual dichas células pueden ser utilizadas en un
ensayos posteriores, tal y como se observa en el ejevmplo 36 de D2 en donde las
membranas celulares de las células marcadas son permeabilizadas4en» un medio con
acetona a -20°C para llevar a cabo ensayos tales como la deteccién de la

actividad enzimatica con sustratos cromogénicos o fluorogénicos.

Adicionalmente, me permito resaltar que la células etiquetadas en D2, son
lineas celulares derivadas de linfocitos de sangre periférica, las cuales son

transformadas por medio del virus Epstein-Barr (VEB) (ejemplo 2 de D2).

Contrario a las revelaciones de D2, el tinte quoresc_ehte que hace parte del kit
de reactivos reclamado por la preSente solicitud permite la cuantificacién vy
caracterizaciéon especifica de baséfilos y eritrocitos nucleados presentes en una
muestra de sangre por medio de la tincidn de los acidos nucleicos de dichas células,
tal y como se evidencia en las figuras 1 y 2 de la presente solicitud en donde los
basoéfilos y los eritrocitos Nucleados = presentan agrupaciones que permiten ser

caracterizadas y cuantificadas por medio de citometria de flujo

11
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Ademads, me:permito sefialar el hecho que el tinte fluorescente que hace parte
de kit de reactivos reclamado por la presente solicitud no necesita incubacién para
tediir los acidos nucleicos presentes en la muestra de sangre, lo cual hace mas viable
la aplicaciéon industrial de dicho kit, toda vez que no es necesario incubar las
muestras para tefiir los baséfilos y los eritfocitos nucleados presentes en ella, lo que
ese traduce en costos mas bajos de capital y de operacion.

En vista de lo anterior me permito sefalar que la persona versada en la materia
no encontraria en el documento D2 ninguna sugerencia que le diera una expectativa
razonable de que el uso de dicho tinte le permitiria tefiir acidos nucleicos, ni a partir
de sus ensefianzas la persona versada.en la materia podria encontrar una sugerencia
que lo llevara de manera obvia a incluir los tintes revelados en dicha anterioridad en
un kit de reactivds para cuantificar los basoéfilos y eritrocitos nucleados presentes en
un muestra de sangre. o

En vista de lo anterior queda claramente establecido, que la presente invencion

tal como se reclama en la nueva reivindicacién 1 es inventiva frente a las ensefianzas
de D2.:

Adicionalmente, las nuevas reivindicaciones 2 a 12 de la presente solicitud
también gozan de nivel inventivo frente a las ensefianzas de D2, toda vez que son
reivindicaciones que son dependientes de la reivindicacion 1 la cual conlleva nivel

inventivo frente a D2 como se discutié anteriormente.

7.3. Nivel inventivo de la solicitud frente a las ensefianzas del documento
US6027709 (D3).

Ahora bien, con respecto al documento D3 me permito sefalar que dicha
anterioridad revela el uso de tintes de cianina utiles para etiquetar biomoleculas, los

cuales pueden agruparse en la férmula general (I):

(CHZ)):R . (CHZ)ySOB'

Formula general de los tintes revelados por D2
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Donde R puede ser -OH, -CO,H, NH,, o -NCS.

Dicho tinté de D3 se enlaza por medio de la quimica de la fosforamidita a
biomomoléculas tales como ADN vy ARN cuando el grupo reactivo R corresponde a un
grupo hidroxilo. El uso de la fosforamidita permite etiquetar dichas biomoleculas
durante el proceso de sintesis de las mismas, toda vez que el nucleétido protegido es
marcado mientras que estd unido a un soporte en fase sélida y posteriormente el
extremo 5'-OH libre se hace reaccionar con la fosforamidita y'un tetrazol activador
para formar un enlace fosfito que posteriormente se .oxida a fosfato. Finalmente la
biomolecula de ADN o ARN marcada se separa de la fase sélida utilizando amoniaco u

otro procedimiento estandarizado (columnas 4 y 5 de D3).

Asi las cosas, para la persona versada en la materia serd claro que la estructura
del tinte revelado en D3 debe presentar un grupo reactivo hidroxilo para etiquetar
moléculas tales como ADN y ARN. '

Por otro lado, es sabido por la persona versada en la materia que las
fosforamiditas se utilizan en medios anhidros, tales como acetonitrilo anhidro.
A este respecto, me permito dirigir la atencidn de ese Despacho al hecho que los
tintes de D3 son utilizados para marcar moléculas de AND que pueden ser utilizadas
como iniciadores, tal y como se observa en el ejemplo 1 de D3, en donde dichas
moléculas de ADN etiquetadas pueden ser utilizadas como iniciadores en el método
de Sanger de secuenciacién de ADN‘, un iniciador d'e cola para genotipificacién o
como sonda de hibridacién. '

Por otro lado, a diferencia del tinte revelado en D3, los tintes fluorescentes
de las formulas (I) y (II)I que hacen parte del kit de reactivos reclamado por
la presente invencion son utilizados para cuantificar Yy caracterizar

especificamente baséfilos y eritrocitos nucleados presentes en una muestra
de sangre. '

En éste sentido me permito resaltar que, ‘ninguna de las moléculas
reclamadas por la presente invencién presentan un grupo reactivo hidroxilo,
tal y como se evidencia en la definicién de los SUStituyentes R!, R?, RY, Rs;
R%, R, R%, R R!°, R!!, R!?, R!3, R4, RIS, R16 y‘ R'7 y los anillos A,, A, A; y A,
incluida en la nueva reivindicacién 1.

Adicionalmente me permito resaltar que los baséfilos y eritrocitos nucleados

presentes en la muestra analizada con el kit de reactivos reclamado por la presente

invencién_son teflidos en una solucién acuosa.
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En vista de lo anterior, dado que D3 revela el uso de tintes de cianina
utiles para etiquetar moléculas de ADN que sirven como iniciadores en
métodos de seéuenciaci_én de ADN, la persona versada en la materia no
encontraria en D3 a'_lg.una indicacién o sugerencia que la condujera incluir
dichos tintes én un kit de reactivos para cuantificar los baséfilos Yy
eritrocitos nucle_édos presentes en una muestra de sangre, y mucho menos a
partir de las ensefianzas de D3 la persona versada en la materia podria
tener algin indicio de los sorprendentes resultados de la caracterizacién de

dichas células en la muestra ana‘Iiz‘ada;

En vista de |Q anterior, queda claramente establecido que la presente invencion
tal y como se reclama en la nueva reivindicacién 1 es inventiva frente a las
ensefianzas de D3, toda vez que a partir de las revelaciones de dicha referencia para
la persona versada en la materia no resultaria de ninguna manera obvia la inclusién
de un tinte de cianina como el de la férmula (I) para llevar a cabo la cuantificacién de
basodfilos y eritrocitos nucleados en una muestra de sangre, y mucho menos seria
evidente para dicha pe‘rSona la sorprendente caracterizaciéon de dicha células en la

muestra analizada.

Consecuentemente,‘ las reivindicaciones 2 a 12 del capitulo reivindicatorio
ahora modificado de la presente solicitud también gozan de nivel inventivo frente a
las ensefianzas de D3, toda vez que son reivindicaciones dependientes de la nueva
reivindicacién'l Iai cual cbnlleva nivél inventivo frente a las revelaciones de D3 como

se discutié anteriormente.

7.4. Nivel inventivo de la solicitud frente a la combinacion de las

ensefianzas de los documentos D1, D2y D3.

Ahora bien, con respecto a la combinacién de las ensefianzas de los documentos

D1, D2 y D3 el sefor examinador asegura que:

“la persona del oficio medianamente versada en la materia habria inferido sin
mucho esfuerzo de su parte, incluir los tintes fluorescentes de los documentes D2 o
D3 en el equipo de reactivos de D1 para obtener mas equipos de reactivos con la

capacidad de analisis de la muestra” (SIC).
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En respuesta a éste sefalamiento me permito manifestar que a partir de la
combinacién de ensefianzas de los documentos D1, D2 y D3 la persona versada en la
materia no podria llegar de manera obvia al objeto de la solicitud en vista de las

siguientes razones:

Para comenzar me permito sefalar que D2 revela el uso de tintes de cianina
para tefiir las estructuras lipofilicas de lineas celulares derivadas de linfocitos de

sangre periférica.

Adicionalmente, me permito manifestar que D3, revela el uso de tintes de
cianina utiles para marcar moléculas de ADN (tiles como iniciadores en métodos de

secuenciacion de ADN.

Por otro lado, el Problema Técnico objetivo que pretende resolver la presente
invencion es proporcionar un kit de reactivos que permita determinar la cantidad de

baséfilos y eritrocitos nucleados presentes en una muestra de sangre.

Dicho problema es resuelto por el kit de reactivos definido en la nueva
reivindicaciéon 1 de la presente solicitud, con el cual se obtienen agrupaciones de
baséfilos y eritrocitos nucleados que pueden ser caracterizadas y cuantificadas por

medio de citometria de flujo. (Figuras 1 y 2).

En cambio, ni el documento D1 ni los documentos D3 y D4 estdn dirigidos a
resolver éste problema y la solucién provista por la presente solicitud tampoco es

mencionada ni sugerida en D1, D2 o D3.

En éste sentido, me permito m'anifestar que a partir de los documentos
D2 y D3 la persona versada en la materia no encontraria una motivacién
para caracterizar y cuantificar baséfilo_s y eritrocitos nucleados preSentes en
una muestra de sangre utilizando un tinte para tefiir los acidos nucleicos de dichas
células, toda vez que los tintes de ciahina _revelados en dichas anterioridades no son
utilizados para cuantificar las moléculas que colorean.

Adicionalmente a partir de las ensefianzas de tales documentos del estado del
arte la persona versada en la materia no podria tener una expectativa razonable de
que al introducir dichos tintes en el kit de reactivos de D1 le permitiria caracterizar y
cuantificar los basdfilos y eritrocitos nucleados presentes en una muestra de sangre,
toda vez que el tinte revelado por D2 és utilizado para tefir Ia_membrana celular de

células derivadas de linfocitos periféricos de la sangre y el tinte revelado en D3 es

15



JOSE LLOREDA CAMACHO & CO.

Calle 72 No. 5-83 Piso 5, Bogota, D.C.  Tel: 6069700 Fax 6069701

utilizado para marcar moléculas de ADN Utiles en procesos de secuenciacién de ADN

de tales como el método de Sanger.

En vista de lo anteriqr, la persc)na versada en la materia reconocerd que al
incorporar los tintes de cianina revelados en D2y D3 en el kit de reactivos de D1,
no permite Ilegarlal objeto de la presente solicitud que es un kit de reactivos para
clasificar y ‘cuantificaf los basodfilos y eritrocitos nucleados presentes en una muestra
de sangre, pdr lo tanto la persona versada en la materia reconocera que la
solicitud en cuestién no puede ser obvia o evidente a partir de las
enseiianzas de los documentos D1, »'Dz y D3 por lo tanto goza de nivel

inventivo.

Adicionalmente, las reivindicaciones 2 a 12 del capitulo reivindicatorio ahora
modificado también son inventivas frente a las ensefianzas de los documentos D1,

D2 y D3 toda vez que son dependientes de la inventiva reivindicacién 1 ahora

modificada.
8. CONCLUSION

Para finalizar me permito indicar que en virtud de las modificaciones realizadas
al capitulo reivindicatorio, la reclamacion es totalmente clara y concisa, refiriéndose
Unicamente a matera que comparte el mismo concepto inventivo cumpliendo asi con

lo exigido por la Decisién Andina 486 de 2000.

Por otro lado, en virtud de los argumentos discutidos con respecto a los
documentos citados, se establecié de manera incontrovertible que el kit de reactivos
reclamado por la presente invencion goza de novedad y nivel inventivo frente a las

ensefianzas del arte previo.
9. Anexo me permito presentar:

(i) Recibo | numero 13-0011057, expedido por la Superintendencia de
Ihdustria y Comercio, que acredita el pago de la tasa que causan las
reivvindicac‘iones 11 y 12 presentadas junto con este memorial; y

(i) Copia de las paginas 80-84 que corresponden al nuevo capitulo

reivindicatorio, descrito dentro del presente memorial, constituido por

12 reivindicaciones.
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10. En vista de lo anterior, ruego a usted proceder a estudiar nuevamente la solicitud a

la luz de los argumentos presentados y conceder el privilegio de patente solicitado.

Sefior Superintendente,

@&CIA LLOREDA RICAURTE

T. P. 53.215

Direccién para Notificaciones: notifiCaCionespatentes@Iloredacamacho.com
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REIVINDICACIONES

Un kit de reactivos para analizar una muestra para

medir basdéfilos y eritrocitos nucleados en la muestra, que

comprende:

un primer reactivo gque contiene ‘un .agente tensoacti&o
catidénico, un agente tensoactivo no iénico y un &cido
carboxilico aromdtico, que puede lisar eritrocitos y puede
dafiar la membrana ceiular de los leucocitos de modo que se
pueda permear a través de la misma un tinte fluorescente,

y

un segundo reactivo que contiene el tinte fluorescente
capaz de tefiir acidc nucleico, en donde dicho tinte
fluorescente es seleccionado del grupo que consiste de un

tinte fluorescente que tiene la féfmula'general (I):

en donde: R' y R? son, los mismos o diferentes entre si, a

un grupo alquilo Ci_zp;.

v/
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R, R", R° y R® son, los mismos o diferentes entre si, un
atomo de hidroégeno o un grupo alquilo Cii y X es un

anién seleccionado de F, Cl°, Br-, I', CF35037, BF; vy ClO43

y

un tinte fluorescente que tiene la férmula general (II):

en donde: R’ y R® son, los mismos o diferentes entre si,
un grupo alquilo C;.;; que contiene opcionalmente un grupo
dcido seleccionado de un grupc carboxilo, un grupo

sulfénico y un grupo fosférico;

RQ

(A—
3 es
~

3@ es@

y R®, R, R"™ y R son, los mismos o diferentes entre si,

un étomo de hidrégeno:o un grupo acido seleccionado de un
grupo carboxilo, un grupo sulfénic6~y Un grupo fosfdrico,
con la condicién que cualquiera de R7 a R'? sea/tenga un
grupo acido; y el grqpo ééido que puede presentarse en R’
a RY puede formar una sal, con la condicién que
cualquiera de 1los grﬁpos acidos que.pueda presentarse en

R’ a R? es un grupo del cual se ha liberado un protén;

72
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en donde dicho  agente tensoactivo catidénico es
seleccionado del grupo que consiste en un tensoactivo del
tipo de sal de amonio cuaternario que tiene la siguiente

férmula general (III):

+ 4 - |
RE&N—R® x am
‘_1{15 »
. En donde, = RY, R y R! pueden ser los mismos o

diferentes, y son un éfomo de hidrégenoc, un grupo C“
galquilo o un grupo Cegaralquilo; Rlé es un grupo Cs-
isalquilo, un grupo Cg-jgalquenilo o uh grﬁpo C¢-1saralquilo.
X" es un anién selecéionado de F, Cl7, Br'? 17, CF3805,

BF,” y Cl0,7; y

un agente tensioactivo del tipo de sal de piridinio que
tiene la siguiente férmula (IV):
O NEel? v V)
A\ N—R' X awv)
N ‘ _ o
En donde, R' es un grupo Cgigalquilo; y X es un

anién seleccionado de F°, Cl17, Br, .I7, CF3S0;3°, BF,, CIOg ;

En donde dicho: agente tenspactiﬁo no iénico es
seleccionado del grupo que consiste de .un polioxietilen-
alquil-éter, ﬁn polioxietilen—polioxipropilen—alquil—éter,
un aceite de ricino-pblioxietilenado, un aceite de ricino
hidrogenado polioxiétilenado, un:éSteroi polioxiétilenado

o un esterol hidrogenado polioXietilenadQ; y

En donde dicho acido carboxilico aromatico es

seleccionado del grupo que consiste en .acido salicilico,
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dcido ftalico, 4&cido berizoico, 4&cido hidroxibenzoico,

acido aminobenzoico y sales de los mismos.

2. El Kit de reactivos segun la reivindicacién 1, en donde
el grupo &cido que puede presentarse en R’ a R'? en la foérmula

general (II) es un grupo sulfénico.

3. El Kit de reactivos segun la reivindicacién 2, en donde
el grupo &cido que forma la sal que puede presentarse en R a
R en la foéormula general (II) es un grupo de una sal de metal

alcalino.

4. El Kit de reactivos ~segun la reivindicacién 1, en donde

el pH del primer reactivo es un acido.

5. E1l Kit de reactivos segun la reivindicacién 1, en donde
el primer reactivo comprende un agente amortiguador. que tiene

una pKa en el intervalo de pH 2.0 a 4.5.

6. E1 Kit de reactivos segun la reivindicacién 5, en donde
el agente amortiguador es seleccionado del grupo que consiste-
de &cido mdlico, acido citrico; acido tartarico, &cido

diglicélico, &cido malénico y &cido succinico..

7. Un método para analizar una muestra que comprende 1los
siguientes pasos: lisar eritrocitos en la muestra y dafiar la
membrana celular de células $anguineas. de  modo que pueda
permear a través de las mismas un tinté fluoresceﬁte, en virtud
del primer reactivo de acuerdo a la réi&indicacién 1, y tefiir
las células darfiadas en virtud del segundo feaétivo de acuerdo a
la reivindicacién dJ apliéar luz a las células tefiidas para
obtener informacién ~de ia luz diépersadé e' informacién

- fluorescente, 'y <clasificar 'y contar los baséfilos y/o
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eritrocitos nucleados en la muestra en base a la informacidén de

luz dispersada y la informacién fluorescente.

R

8. El método segun la réivindicaciéh -7, en donde la
informacidén de luz dispersada es informacidén de luz dispersada
directa, y los eritrocitos nucleados en la muestra se cuentan
en base ~a la informacién de luz dispersada directa y la

informacién fluorescente en el paso de clasificacién y conteo.

9. El método segun ia. réivindicacién .7, en donde la
informacién de luz dispersada es informacién ae luz dispersada
directa, y los baséfilos en la muestra.se cuentaﬁ en base a la
informacidén de luz dispersada directa y  la informacién

fluorescente en el paso de clasificacidén y conteo.

10. El método segun ‘la réivindicacién 7, én donde 1la
informacién de luz dispersada es informacién de luz dispersada
directa e informacién de luz disﬁerséda_-lateral, y los
baséfilos en la muestra se cuentan en-bése a la informacién de
luz dispersada directa y - la informaciéh de 1luz dispersada

lateral en el paso de clasificacién 'y conteo.

11. El método segun la reivindicacién 7, en donde 1los
leucocitos en la muestra se clasifican . adicionalmente y se
cuentan en base a la informacién de luz dispersada y la

informacién fluorescente en el paso de clasificacién y conteo.

12, F1 método segin la reivindicacién 11, en donde 1a
informacién de luz dispersada es informacién de‘luz dispersada
directa, y los leucocitos en lé muestra sevclasifican y cuenfan
en »base»_a la informacién de 1luz diépersaaa directa vy 1la

informacién fluorescente en el paso de clasificacién y conteo.



