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(SEGUNDO EXAMEN DE FONDO)

CARLOS R. OLARTE, mayor de edad y vecino de Bogota, identificado tal como aparece al pie
de mi firma, en mi caracter de apoderado de la sociedad solicitante, me permito manifestar lo
siguiente ante el auto emanado por cse Despacho, dentro del plazo legal de prérroga previsto en

cl articulo 45 de la Decision 486, en los siguientes términos:

1. a- En primer lugar, con el animo de brindar mayor claridad a la materia reivindicada,

me permito presentar un Capitulo Reivindicatorio Modificado, que reemplaza en su totalidad

al Capitulo Reivindicatorio presentado junto con mi respuesta al primer examen de fondo el 29

de abril de 2013.

Asi entonces, ¢l Capitulo Reivindicatorio Modificado contiene los siguientes cambios:
en ¢l preambulo de la Reivindicacion 1 se elimina la palabra “composicion”, por lo

que ahora sc reclama un método para la produccién de anticuerpos policlonales

IgY;
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- la etapa b) de la Reivindicacién 1 ahora especifica que la hiperinmunizacion del ave
se realiza con més de una inmunizacion de la composicién obtenida en la etapa a),
dc acuerdo con la antigua Reivindicacion 2;

- sc incluye una nueva Reivindicacion 2 que especifica que en dicha
hipcrinmunizacién de la ctapa b) de la Reivindicacién 1 se realizan 3 o mas
inmunizacioncs; _

- en la Reivindicacion 14 sc elimina la expresion “Una composicién de” del
preambulo;

- en la Reivindicaciéon 15 se elimina la dependencia a la Reivindicacion 14, y se
especifica que el kit analitico comprende anticuerpos policlonales IgY obtenidos
por el método de la Reivindicacion 1;

- se elimina la frase “una composicion de” de la etapa iii) de la Reivindicacidn 16;

- se elimina la frase “la composicion de” de las Reivindicaciones 18 a 20;

- en el predmbulo de la Reivindicacion 22 se elimina la palabra “composicion”.
b- Adicionalmente, me permito presentar la Hoja Sustituta 36, en la que se modifica
la numeracion y el orden de las secuencias en el Anexo 1 del Capitulo Descriptivo, de acuerdo

con la solicitud de patente C0O09-027.540, asi:

- La sccuencia Seq. 1 (DYWIVRNSWDTNWGDNGYGY) se renombrod a la SEQ

ID No. 3;
- La secuencia Seq. 2 (AHFRNLRKGILRGAGYNDAQ) se renombré a la SEQ
ID No. 6;
- La sccuencia Seq. 3 (FRHYDGRTIIQRDNGYQPNY) se renombré a la SEQ ID
No. 4,
- La secuencia Seq. 4 (INACSINGNAPAEIDLRQMR) se renombré a la SEQ ID
No. I;
- La sccuencia Seq. 5 (PANFDWRQKTHVNPIRNQG) se renombré a la SEQ ID
No. 5;
- La sccuencia Seq. 6 (PIRMQGGCGSCWAFSGYV) se renombro6 a la SEQ ID
No. 2;
c- Valga anotar que las modificaciones efectuadas al Capitulo Reivindicatorio

cumplen a cabalidad con lo estipulado en el Articulo 34 de la Decision 486, ya que éstas de

ninguna manera implican una ampliaciéon de la proteccion correspondiente a la divulgacion
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contenida en la solicitud inicial, y por el contrario, corresponden a una limitacion de la materia

reivindicada.

2. a- [.a Examinadora considera que las reivindicaciones no son claras por las
siguientes razoncs:

- el preambulo de la Reivindicacion 1 establece que el objeto de la invencion es un
método para obtener una composicion de anticuerpos, pero la serie de etapas
incluidos cn la parte caracterizante se refieren a la generacion de anticuerpos
policlonales, mas no una composicién que los contiene;

- de la ctapa b) de la Reivindicacion 1 se entiende que las aves pueden ser
inmunizadas una o varias veces, pero en el Capitulo Descriptivo se ensefian
procesos donde se realiza mas de una inmunizacion;

- cn la misma etapa b) se indica que la inmunizacién se realiza en aves pero el
Capitulo Descriptivo solo ensefia un proceso de inmunizacién realizada en
gallinas, por lo que las reivindicaciones deben ajustarse a la informacién
divulgada y ensayada;

- las etapas c¢) y d) de las Reivindicaciones 1 y 16 no permiten precisar la aplicacion
de cstas ctapas del método y se refieren a resultados a alcanzar;

- las Reivindicaciones 14 y 15 presentan una falsa dependencia, pues se refieren a
una composicion producida mediante el método de la Reivindicacion 1, pero
dicho método no estd dirigido a la obtencién de una composicién sino de
anticuerpos policlonales. Ademas, la caracterizacion de producto por el método de

obtencion sélo es vdlida cuando no existe otra manera de caracterizar la
invencidn, lo cual no es posible en el presente caso, puesto que una composicion
sc debe caracterizar por los elementos particulares que la conforman y las
proporciones de los mismos. Asimismo, el anticuerpo al que se refiera la

composicion debe ser caracterizado a partir de su estructura y no de su funcién o

uso.

b- 1) En primer lugar, llamo respetuosamente la atencién de la Examinadora
sobre las modificaciones realizadas en ¢l Capitulo Reivindicatorio Modificado adjunto como se

cxplican en el punto 1 del presente memorial.

in particular, y siguiendo las recomendaciones presentadas por la Examinadora, en el predmbulo
de la Reivindicacion 1 se elimind la palabra “composicion”, por lo que ahora se reclama un

método para la produccién de anticuerpos policlonales IgY antidcaros; en la etapa b) de la

Pagina 3 de 16



OLARTEMOURE

OLARTE MOURE & ASOCIADOS LTDA.

Rcivindicacion 1 sc especifico que la hiperinmunizacién del ave se realiza con mas de una
inmunizacién de la composicién obtenida en la etapa a), de acuerdo con la antigua
Reivindicacion 2; se incluyé una nucva Reivindicacion 2 que especifica que en dicha
hipcrinmunizacion de la etapa b) de la Reivindicacion 1 se realizan 3 o mas inmunizaciones; en
Ja Reivindicacion 14 sc climind la expresion “Una composicion de” del preambulo; y en la
Reivindicacion 15 se elimind la dependencia a la Reivindicacion 14, especificando ahora que el
kit analitico comprende anticuerpos policlonales IgY antiacaros obtenidos por el método de la

Reivindicacion 1;

i1) Ahora bien, en cuanto a la objecion relacionada con la amplitud y falta de
soporte de la palabra “ave” en la etapa b) de la Reivindicacion 1, me permito insistir en que el

hecho que el inventor estd en su derecho de reclamar proteccion para la totalidad del concepto

inventivo desarrollado, sin_importar la_amplitud de éste, siempre y cuando se conserve el

principio de unidad de invencién y no haya arte previo que afecte su patentabilidad, como ocurre

en la presente invencion.

Adicionalmente, no existe ningun requerimiento que obligue al inventor a limitar la materia
rcclamada a las realizaciones ilustradas en los ejemplos, pues los ejemplos son simplemente una
descripeion de la mejor manera conocida por el inventor para ejecutar o llevar a la préctica la

invencion, sin que éstos determinen ¢l alcance del concepto inventivo desarrollado o de

proteccion.

Il concepto inventivo que se pretende proteger en la presente invencién involucra un método

para la produccién de anticuerpos policlonales que involucra la hiperinmunizacién de cualquier

ave. Cualquier persona medianamente versada en la materia sabria que el método de la
invencién se puede aplicar en cualquier ave, con la expectativa de obtener resultados
comparables a la hiperinmunzacion en gallinas, es decir, la producciéon de anticuerpos

policlonales IgY.

lis decir, la produccion de anticuerpos policlonales IgY usando aves en general hace parte del
conocimiento de cualquier persona medianamente versada en la materia y por lo tanto, la
utilizacion especifica de una gallina no puede limitar el concepto inventivo desarrollado. Asi, al
ilustrar la produccion de anticuerpos policlonales IgY con gallinas en el Capitulo Descriptivo, se

habilita a cualquier persona medianamente versada en la materia a utilizar cualquier ave.
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Dc hecho, cxisten diferentes empresas y articulos relacionados con la hiperinmunizacién de otras

avces, como los patos, pavos y gansos, como se muestra a continuacion:

Chiou, V., et al. “The development of IgY(AFc) antibody based neuro
toxin antivenoms and the study on their neutralization efficacies.” Vo. 46,
No. 6. Paginas 539-544. 2008.

Tsen, Yun-Chien, ef al. “Evaluation and Validation of a Duck IgY
Antibody-based Immunoassay for Measuring High Sensitivity C-Reactive
Protein: Avian Antibody Application in Clinical Diagnostics” Clinical
Chemistry. Vol. 49, No. 5. Paginas 810-813. 2003.

- Chiou, V., et al. “Duck Antibodies for IVD Applications ~a naturally
existing analogue to mammalian antibodies offers an alternative with
broad applications” IVD Technology. 2002.

Lobbedey, L. et al. “Development and application of an ELISA for the
detection of duck antibodies against Riemerella anatipestifer antigens in
egg yolk of vaccinees and in serum of their offspring” Journal of
Veterinary Medicine, Series B. Vol. 50, No. 2, paginas 81-85. 2003.

Hadge, D., et al. “Comparative studies on the structure of biliary
immunoglobulins of some avian species 1. Physico-chemical properties of
biliary immunoglobulins of chicken, turkey, duck and goose”
Development & Comparative Immunology. Vol. 12, No. 1., paginas 121-
129. 1988.

- Tong, Hong-Fei, et al. “A new purification process for goose
immunoglobulin  IgY(AFc) with hydrophobic charge induction
chromatography” Biochemical Engineering Journal. Vol. 56, No. 3.
Péginas 205-211. 2011.

De hecho, existe una empresa que ofrece el servicio de produccién de anticuerpos policlonales

IgYs en patos, llamada Good Biotech Corp'.

Asi, como es sabido, son las aves (e incluso los reptiles) los animales que producen
cspecificamente anticuerpos policlonales IgY en respuesta a un antigeno (como los polipéptidos
de las SEQ ID No. 1, 2, 3, 4, 5 0 6), por lo que asi los ejemplos se refieran unicamente a gallinas
(pues era cl ave al que se tenia acceso), cualquier persona medianamente versada en la materia

que tenga acceso a la solicitud de patente entenderia que el concepto inventivo también

"hitp//www.good-biotech.convproducts/index.php?type_id=13
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comprende la hiperinmunizacion de otras aves diferentes a gallinas, sin que tenga que incurrir e€n

cxperimentacion indebida.

Teniendo en cuenta lo anterior, me permito insistir en la palabra “ave”, pues restringir la etapa b)

dcl método a gallinas restringiria injustamente el derecho del inventor de reclamar la totalidad

del concepto inventivo desarrollado.

iii)  Finalmente, y en cuanto a las ectapas c¢) y d) del método de la
Reivindicacién 1, me permito llamar nuevamente la atencién de la Examinadora sobre el hecho
que las reivindicaciones no requieren incluir elementos no esenciales del método reclamado,
sino por el contrario, aquellas caracteristicas que lo distinguen del arte previo. Lo anterior
cncucntra fundamento en que al proporcionar tales caracteristicas especificas no esenciales s6lo
se limita la proteccion de la patente y se restringe injustamente el alcance de la proteccion a la
cual el inventor tiene derecho. De hecho, la informacion que la Examinadora requiere se incluya
en las etapas ¢) y d) de la Reivindicacién 1 se encuentra en el Capitulo Descriptivo, el cual tiene

como objctivo precisamente detallar los pormenores de los procesos reclamados.

I'n las ctapas ¢) y d) de la Reivindicacion 1 se definen claramente dos etapas de un proceso, una
que consistc cn una extraccion de los anticuerpos y otra que consiste en su purificacion. Dado
que ¢l objeto de la solicitud es producir anticuerpos policlonales IgY, es evidente que el
resultado a alcanzar mediante dicho proceso es la obtencién de dichos anticuerpos policlonales y

no una ctapa aislada de extraccion o purificacion. De hecho, las paginas 16 y 17 del Capitulo

Descriptivo detallan claramente en las condiciones de cada una de estas etapas.

De nuevo, el inventor esta en su derecho de reclamar proteccion para la totalidad del concepto
inventivo desarrollado, sin importar la amplitud de éste, siempre y cuando se conserve el
principio de unidad de invencion y no haya arte previo que afecte su patentabilidad, como ocurre
cn la presente invencién, considero que la inclusion de los métodos especificos que solicita la
FExaminadora solamente constituyen elementos no esenciales que restringen inadecuadamente el

derccho de los inventores de reclamar la totalidad del concepto inventivo por ellos desarrollado.

Lo anterior no significa que los pasos de extraccion y purificacion no sean esenciales, pues se
cncuentran incluidos en la Reivindicacion 1, de hecho lo esencial es la operacion de extraer y
purificar los anticuerpos mas no la técnica especifica mediante la cual se realiza la extraccion y

purificacion. Tales técnicas son de conocimiento de cualquier persona medianamente versada en
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la materia, dentro de las cuales se encuentran técnicas especificas de las Reivindicaciones 7 y 8,

u otras tales como:

Lxtraccién:
método de dilucion en agua, dentro del cual se encuentra con ajuste y sin

ajuste de pH, y con y sin ciclos de congelacion/descongelacion;
precipitacion con polietilenglicol (PEG);
precipitacion con polisacaridos aniénicos;
extraccion o purificacion con solventes organicos;

quimicos especificos: acido caprilico,

- interaccion con
hidroximetilcelulosa, acido fosfotungtico/cloruro de magnesio;

Purificacién:
Reacciones de precipitacién: sulfato de amonio, sulfato de sodio,

policetilenglicol (PEG), etanol;
- Mdétodos cromatograficos: cromatografia de interaccion tiofilica,
cromatografia de afinidad, cromatografia de intercambio anidénico y/o
catiénico, cromatografia de intercambio hidrofobico, cromatografia de

filtracion en gel, cromatografia de interaccion con cobre;

Métodos de filtracion: filtracién por canal, diafiltracidn, filtracion por

columna, ultrafiltracion.

1v) Teniendo en cuenta lo anterior, considero respetuosamente que la
Reivindicacion 1 cumple con lo establecido en el Instructivo para el Examen de Solicitudes de
Patentes de Invencién y Modelos de Utilidad, el cual sefiala que “Las reivindicaciones de

procedimiento son las que se refieren a actividades ordenadas por una serie de pasos de manera

. 52 . ., . .
decterminada™, pues la presente invencion se refiere precisamente a un método para la
produccion de anticuerpos policlonales 1gY, definido por los pasos necesarios y esenciales (mas
no las técnicas especificas) para obtener el producto, incluyendo pasos finales generales que

consisten en extraer los anticuerpos policlonales IgY de la yema de huevo puesto por el ave

hiperinmunizada y purificar los anticuerpos policlonales IgY extraidos.

Asi, considero superadas las anteriores objeciones en tanto que el Capitulo Reivindicatorio

Modificado adjunto fue limitado conforme a las observaciones y sugerencias realizadas por la

? Instructivo Examen de Solicitudes de Patentes de Invencién y Modelo de utilidad. Superintendencia de Industria y
Comercio.  2012.  Secciéon  2.4.3. Paginas 33 y. 34. (disponible electronicamente  en
htip://www sic.gov.co/recursos_user/documentos/propiedad_industrial/Formatos/P102-106.pdf)
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ixaminadora, cumpliendo con los requisitos de claridad establecidos en la Decision 486, y a la

luz del Manual Andino de Patentes (MAP) y el Instructivo de la SIC, permitiéndole a la persona

medianamentc versada cn la materia determinar inequivocamente el alcance de la materia

reclamada.

3. a- La Examinadora solicita el certificado de depoésito para el hibridoma producido,

pues la solicitud sc refierc a material biolégico.

b- Iin primer lugar, me permito resaltar respetuosamente que un hibridoma es una
linca cclular hibrida obtenida mediante la fusion de un linfocito B o célula plasmaética
cspecializada y diferenciada, productor de un anticuerpo especifico para el antigeno y/o
inmunégeno de interés con una linea celular de laboratorio inmortalizada proveniente de un
micloma multiple (linfocito B canceroso) que tiene la particularidad de producir una sola clase

de inmunoglobulina generalmente de los subtipos de Inmunoglobulinas IgG.

productor del anticuerpo de interés, con una linea celular de mieloma (linfocito B canceroso) que
no produce una inmunoglobulina propia. Siendo asi, es necesario presentar un certificado de
depdsito cuando una invencidn consiste en la creacién de un nuevo hibridoma, es decir una

nucva linea celular, o cuando se desea proteger un anticuerpo monoclonal caracterizado por el

hibridoma que lo produce.

Contrario a lo anterior, la presente invencion se refiere a un método para la produccion de

anticuerpos especificos policlonales de la clase IgY, donde los anticuerpos son una mezcla de

inmunoglobulinas generadas contra un antigeno especifico, en este caso contra oligopéptidos
sintéticos provenicntes de las proteinas Df, D pt, y Bt, producidos por la inmunizacion reiterada
dc dicho antigeno en un animal, en este caso un ave, con ¢l fin de generar una respuesta inmune
cspecifica. Del animal inmunizado se extrae la sangre o en el caso de las aves se recogen los

huevos y a partir de ellos se extraen y purifican los anticuerpos.

Teniendo en cuenta lo anterior, la presente solicitud no implica la produccién de un hibridoma y
por ende, no es pertinente realizar un depésito de dicha linea celular y ¢l mismo no se presenta

cn respuesta al presente examen de fondo.
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4. a- La Examinadora sefiala que la patente US5820862 (D1) y el articulo de Garcia,

D.A, et al,’ (D2), afectan el nivel inventivo de la presente invencion.

I.a Fxaminadora argumenta que D1 divulga péptidos aislados de los alérgenos de la proteina
mayor del género Dermatophagoides, los cuales comprenden al menos un epitope de la célula T,
o preferiblemente al menos dos cpitopes de la célula T de una proteina alergénica seleccionada

de los alérgenos Der pl, Der pll, Der 1, o Der £ I1.

Dec otra parte, D2 divulga ¢l desarrollo de anticuerpos policlonales IgY anti-Giardia duodenalis
y difcrentes métodos para su purificacion a partir de yema de huevo. En particular, la
produccién de anticuerpos policlonales a partir de la hiperinmunizacién de gallinas (resumen),
donde ¢l antigeno inmunomodulador es el trofozoito de Giardia duodenalis, el cual es inyectado
usando adyuvante completo e incompleto de Freund y en varias inmunizaciones posteriores (pag.
453 col izq.). La extraccién de los anticuerpos de D2 se realiza a partir de la yema de huevo del
ave hiperinmunizada y la purificacién se lleva a cabo por cinco técnicas diferentes (pag. 453 y

454),

[.a Examinadora argumenta que los métodos para la producciéon de anticuerpos policlonales
basados en la inmunizacion de animales, especificamente la hiperinmunizacion de aves, para la
produccion de anticuerpos policlonales IgY son ampliamente conocidos para la persona
medianamente versada en la materia. Siendo ésta ultima preferida, ya que los anticuerpos
producidos presentan una mayor efectividad que la reportada para anticuerpos producidos en
mamiferos, tienen una alta especificidad, y la produccion del anticuerpo a gran escala es mas

facil.

LLa Examinadora agrega que el método de D2 ha sido empleado para obtener anticuerpos contra
otros parasitos, indicando que la técnica no es especifica para el antigeno de Giardia y que por el

contrario, ha sido empleada con otros antigenos de manera exitosa (Pag. 461 col. Izq).

A la luz de lo anterior, la Examinadora concluye que la diferencia entre la presente solicitud y
D2 cs que en la presente invencién se producen anticuerpos policlonales contra los péptidos de
SEQ ID N°: 1 a 6, que corresponden a segmentos de proteasas de acaros intradomiciliarios, y el

cfecto derivado dc dicha diferencia es la produccion de anticuerpos que detecten acaros

3 Garcia, D. A. et al. “Obtencion, purificacion y caracterizacién de anticuerpos policlonales IgY desarrollados en
gallina, dirigidos contra aislamicntos colombianos de Giardia duodenalis” Biomédica. Revista del Instituto
Nacional de Salud. Vol. 25, No. 4 (2005). (disponible clectronicamente en
hitp://www.revistabiomedica.org/index.php/biomedica/article/view/1372)
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intradomiciliarios. Asi, la Examinadora afirma que el problema técnico a resolver consiste en
como aplicar la técnica de produccion de anticuerpos divulgada en D2, para producir anticuerpos

contra los péptidos inmunomoduladores de alérgenos de 4caros.

Complementando la informacién anterior, la Examinadora afirma que los péptidos empleados
como antigenos en la presente solicitud ya eran conocidos, puesto que D1 habia divulgado
péptidos de los alérgenos Der p I, Der p 11, Der 1, Der f II de Dermatophagoides pteronyssinus
y D. farinae, cntre cllos, los péptidos de las secuencias SEQ ID N° 9, 25 y 11 que son idénticos a
los péptidos de las Seq. 4, 1 y 6 de la presente invencion. Ademas, la Examinadora resalta que
de acuerdo con D1, estos péptidos son usados para el diagndstico de alergias a estos acaros y
para el tratamiento de las mismas. Adicionalmente, en D1 se ensayan anticuerpos especificos
contra estos péptidos (resumen), por ejemplo el anticuerpo 4C1 que se une al epitope compartido

entre el Derp Iy el Der ft (Col. 52 lineas 11 a 17).

Basandose en lo expuesto, la Examinadora concluye que a la luz de la informacion de D1 y D2,
una persona versada en la materia estarfa motivada a producir anticuerpos policlonales IgY
mediante ¢l método de produccion de anticuerpos divulgado en D2, usando como antigeno los
péptidos inmunomodulares de acaros intradomiciliarios reportados en D1, por lo que considera

que la presente invencion es obvia.

b- 1) En primer lugar, D1 se refiere a péptidos aislados de proteinas de
alérgenos del género Dermatophagoides, los cuales comprenden por lo menos una al menos un
cpitope de la célula T, o preferiblemente al menos dos epitopes de la célula T de una proteina
alcrgénica seleccionada de los alérgenos Der pl, Der pll, Der f 1, o Der f II, como lo sefiala la

Fixaminadora.

Dentro de lo anterior, D1 muestra las secuencias de 207 secuencias de péptides obtenidos de

proteinas de alérgenos del género Dermatophagoides, dentro de las cuales la SEQ ID No. 9
corresponde a la secuencia SEQ ID No. 1 de la presente invencion, y las SEQ ID No. 11 y 25

comprenden las secuencias SEQ ID No. 2 y 3 de la presente invencion.

Sin embargo, y a pesar de lo anterior, D1 divulga ensayos de unién directa de IgE a los

antigenos purificados o recombinantes de Dermatophagoides, donde la presencia de dichos

antigenos busca bloquear el desencadenamiento de reacciones inmunitarias tales como la

desgranulacion de los mastocitos, cosindfilos y basofilos, que liberan sustancias vasoactivas

como la histamina e inician el proceso alérgico. Es decir, el objetivo de los 207 péptidos de D1
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cs la produccién de anticuerpos policlonales IgE (anticuerpos producidos en mamiferos) mas

no de otro tipo de anticuerpos. En la presente solicitud se reclama la produccién de anticuerpos

policlonales 1Y, que solamente los producen las aves y los reptiles.

Como cualquier persona medianamente versada en la materia sabe, los anticuerpos IgE difieren

de forma clara y especifica, tanto en su estructura como en su funcion de los anticuerpos IgY en:

Igk tiene cuatro dominios en su regién Fc diferentes a los de las IgY;
IgE tiene una regién en el dominio carboxilo terminal de la regién Fc que le
confiere una propiedad homocitotropica, mientras los IgY no tienen esa
propiedad;
Igk es una proteina que unida a la membrana de células cebadas
(mastocitos) produce una degranulacion de aminas preformadas entre ellas
Histamina. Los IgY no poseen esta caracteristica,
la funcién bioldgica primordial de los IgE es: presentar una respuesta
especifica protectora, altamente especializada, contra geohelmintos y
protozoos en mamiferos. Los anticuerpos IgY no presentan dicha propiedad
biologica;
Igk es una proteina que inicia eventos fisiopatoldgicos en la cascada
inflamatoria de las enfermedades alérgicas en los mamiferos, mientras los

IgY no participan ni tienen este papel.

Asi, partiendo de las ensefianzas de D1, una persona versada en la materia no se veria motivada a
cmplear una mutacion de dichos antigenos, para inocular aves, con el fin de que ellas procesen

los antigenos y generen anticuerpos policlonales IgY y menos, podria tener certeza que tales

anticuerpos permitirian reconocer la presencia de antigenos de Dermatophagoides pteronyssinus,

Dermatophagoides farinae, o Blomia tropicalis, como en la presente invencion.

En adicion a lo anterior, nada en D1 motivaria a la persona medianamente versada en la materia
a utilizar especificamente el oligopéptido de SEQ ID No. 9, a partir de 209 oligopéptidos
diferentes, en la produccion de anticuerpos IgY. En el mejor de los casos, dicha persona podria

utilizar dicho oligopéptido en la produccién de anticuerpos IgE.

De manera similar, si bien es cierto que las secuencias SEQ ID No. 2 y 3 (antiguas Seq. 6 y 1)
utilizadas en la presente invencién comparten varios aminoacidos con las secuencias SEQ ID

No. 11 v 25, no existe sugerencia o enscfianza alguna en D1 para que una persona versada en la
y 2o,
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materia se viera motivada a modificar las secuencias alli divulgadas, reduciendo el nimero de
aminoécidos al inicio o al final de la secuencia reportada, con el fin de obtener unos anticuerpos
policlonales IgY que lograran unirse a epitopes moleculares caracteristicos de diferentes cistein
protecasas de &caros intradomiciliarios, particularmente a las cistein proteasas de los 4caros
Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides farinae, y Blomia tropicalis, principales
agentes desencadenantes de enfermedad alérgica respiratoria en el trépico, como se afirma en la

pagina 15 de la presente solicitud.

Dc hecho, D1 sélo se refiere a péptidos que inducen repuesta con &caros del género
Dermatophagoides, por lo que una persona versada en la materia no habria considerado la
posibilidad de emplear la informacién de D1 para generar péptidos diferentes para inmunizar
gallinas y esperar que los anticuerpos policlonales resultantes también se unirfan a antigenos de

Blomia tropicalis.

Asi, las ensefianzas de D1 no conducirian a la persona medianamente versada en la materia a:

- Escoger especificamente la SEQ ID No. 9 de D1, y parcialmente las SEQ
ID NO. 25 y 11, para extraer ciertos aminoacidos de las mismas y obtener
las secuencias SEQ ID No. 1 a 3 (antiguas Seq. 4, 1 y 6) utilizadas en la
presente invencion a partir de la informacion de 209 oligopéptidos
diferentes alli divulgados;

- Preparar otros oligopéptidos como los de las SEQ ID No. 4 a 6 (antiguas
Seq.3,5y2);

- Utilizar dichos oligopéptidos en la produccién de anticuerpos policlonales
IgY;

- Esperar con alguna expectativa de éxito que los anticuerpos IgY generados
lograran unirse a epitopes moleculares caracteristicos de diferentes cistein
proteasas de Aacaros intradomiciliarios, particularmente a las cistein
protcasas de  los  dcaros  Dermatophagoides  pleronyssinus,

Dermatophagoides farinae, y Blomia tropicalis.

Contrario a la presente invencion, las ensefianzas de D1 conducen a:

- 209 oligopéptidos diferentes obtenidos de proteinas de alérgenos del

género Dermatophagoides.
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- Utilizaciéon de dichos oligopéptidos en la produccion de anticuerpos
policlonales IgE, donde la presencia de dichos antigenos busca bloquear

¢l desencadenamiento de reaceiones inmunitarias.

Iis decir, para llegar a la presente invencién, la persona medianamente versada en la materia
tendria que haber incurrido no solo en experimentacion adicional, sino que realizar actividades
(como la produccion de anticuerpos IgY) no motivadas y diferentes a las de D1, en contravia de

lo alli ensefiado.

11) Ahora bien, el analisis en detalle de D2 deja ver que dicho articulo solo
sugiere el uso del método para producir anticuerpos policlonales a partir de antigenos de

parasitos protozoarios, utilizando una mezela de trofozoeitos de 24 aislamientos colombianos

de G. duodenalis. 1o anterior determina, que dichas IgY producidas en D2 son una mezcla
incspecifica y no caracterizada, desde el punto de vista inmunolégico (inmunogenicidad
cspecifica), de anticuerpos aviares contra multiples epitopes desconocidos, dado que lo que se
utilizé fue una gran combinacion de macromoléculas provenientes de extractos proteicos crudos

dc 24 diferentes aislamicntos del parésito.

Como cs sabido, los trofozoitos corresponden a la forma vegetativa activada que se alimenta y se

reproduce en el ciclo de vida de los parasitos protozoarios y no a oligopéptidos sintéticos y

especificos obtenidos a partir de unas secciones especificas de cistein proteasas de acaros
intradomiciliarios, particularmente de los dacaros Dermatophagoides pteronyssinus,

Dermatophagoides farinae, y Blomia tropicalis.

De hecho, en D2 se menciona que “Hasta donde se ha tenido acceso a la literatura cientifica
existen muchos trabajos de produccion de anticuerpos en gallina, pero de IgY anti-Giardia, y
especificamente contra aislamientos colombianos del pardsito, no se habian desarrollado con
anterioridad.  Solo se habian producido anticuerpos policlonales IgY contra las siguientes
especies de pardsitos: FEchinococcus granulosus, Naegleria fowleri, Plasmodium falciparum,
Sarcocystis gigantae, Toxoplasma gondii y Trypanosoma brucei brucei (9-13).”. Considerando
csta informacion, no existe razon alguna para que una persona versada en la materia estuviera
motivada a aplicar cste método para la produccion de anticuerpos policlonales IgY contra
oligopéptidos sintéticos y especificos de no protozoarios, como es el caso de los antigenos de
dcaros, que son crustdceos ancestrales, especificamente ardcnidos, cuyos polipéptidos son

completamente diferentes a los que se pueden encontrar en los parasitos mencionados en D2.
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lis mas, ninguna persona versada cn la materia consideraria tomar un articulo que divulga un

método basado en la inoculacién de una mezela de proteinas de un estadio del ciclo de vida de

Giardia duodenalis (protozoario), para aplicarlo en un método para ¢l diagndstico que evidencie
la prescncia de dcaros, organismos absolutamente diferentes, pertenecientes al Reino Animalae,
filo Arthropoda. Como su lejania taxondmica indica, no hay razones para suponer que una
técnica exitosa en Giardia podria ser modificada para inocular gallinas con unos polipéptidos
novedosos, y que permitiria desarrollar unos anticuerpos policlonales Utiles para el diagndsticos
dc 4caros domésticos, que no son cndoparasitos humanos como la Giardia, sino un ectoparasito

que vive en el exterior o superficie de su huésped.

Asi, son mas las difcrencias y la lejania del método divulgado en D2 respecto al método de la
presente invencion, que sus similitudes. De hecho, la tnica similitud es la produccion de
anticucrpos IgY, pues en el mejor de los casos la persona medianamente versada en la materia

(acercandose a lo divulgado en D2) habria utilizado una mezcla de proteinas de 4caros

recolectados para la produccion de anticuerpos policlonales IgY. Sin embargo, los anticuerpos
alli producidos no presentarian las ventajas en especificidad, reproducibilidad, etc., que
presentan los anticuerpos policlonales IgY producidos a partir de los oligopéptidos sintéticos, no
glicosilados de secuencias SEQ ID No. 1, 2, 3, 4, 5 y 6 utilizados en el método de la
Reivindicacion 1.

En gracia de discusion y si se considerara la secuencia de analisis planteada por la EExaminadora,
y una persona medianamente versada en la materia hubiese pensado en emplear la informacion
de D2 como base para desarrollar un método para producir anticuerpos policlonales IgY contra
antigenos dc 4caros, lo obvio habria sido utilizar los péptidos ya reportados en DI como
antigcnos para inmunizar las aves y no efectuarle modificaciones al azar y sin motivacion alguna
para ver si dichos péptidos funcionaban mejor y al ser inoculados en gallinas, las inmunizaba
permiticndo que ellas produjesen un anticuerpo policlonal que lograba unirse con antigenos de
diferentes clase de 4caros. Es decir, dicha persona medianamente versada en la materia a la luz
de D1 no habria disefiado los oligopéptidos de las SEQ ID No. 1-6 que se utilizan en el método
de la invencidon, y los cuales son producto de andlisis bioinformatico y de quimica

computacional, y que no responden a ninguna ensefianza obtenida de D1.

1i1) Teniendo en cuenta lo anterior, parecicra que el andlisis de nivel inventivo

realizado partié de un andlisis en retrospectiva, en donde se esta tomando la solucion al problema

técnico que aporta la presente invencién para tratar de unir informacion dispersa en €l arte previo

quc podria haber permitido desarrollar el método reclamado. Sin embargo, no se ha logrado
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cstablecer una secuencia logica de ensefianzas en ¢l arte previo que hubieran conducido o
motivado incquivocamente a la persona versada en la materia a desarrollar un método para
producir anticuerpos policlonales basado en la inmunizacién de aves, con unos antigenos que no
cxistian en el estado de la técnica y que fueron disefiados por los inventores, como son los
antigenos cuya secuencia de aminoacidos corresponde a las reportadas en SEQ ID N° 1, 2, 3, 4,

Sy 6 de la presente solicitud.

De hecho, y respetuosamente, pareciera que en el examen se han tomado elementos en el arte
previo, marginalmente relacionados, y se han combinado, sin considerar el arte previo y la

presente invencion como un todo.

Considero que no es aceptable a quien examina una patente simplemente desglosar sus
clementos scparadamente y luego buscar referencias en el estado del arte que los incluyan.
Contrario al andlisis de la Examinadora y como es evidente del analisis del arte previo realizado

anteriormente, la Gnica forma en que una persona medianamente versada en la materia podria

llcgar al método de la presente invencidén, siguiendo los argumentos que menciona la

IExaminadora en su examen de fondo, seria al realizar un analisis en retrospectiva una vez conoce

la invencion aqui reclamada.

Si sc analizan las cnsefianzas reales de D1 y D2, como se realizd anteriormente, se concluiria
facilmente que una persona del oficio medianamente versada en la materia produciria a la luz de

D1 ni consideraria D2, y en el mejor de los casos podria:

- Desarrollar un método de produccion de anticuerpos policlonales IgE con
las 209 secuencias de oligopéptidos divulgadas en D1,

- Preparar una mezcla de proteinas de d4caros Dermafophagoides

pteronyssinus,  Dermatophagoides  farinae, 'y Blomia tropicalis
recolectados y someterla a un método para la produccién de anticuerpos

policlonales IgY.

Sin embargo, ninguna de las ensefianzas de D1 y D2 conducen inequivocamente y sin necesidad
de investigacién adicional al método aqui reivindicado, por lo que en conclusidon, la presente

invencion reviste nivel inventivo respecto al arte previo,

5. Por todo lo anterior, considero que las objeciones presentadas por la Examinadora en su

primer examen de fondo han sido resueltas y por consiguiente solicito respetuosamente que el
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patente.

Atentamente,

|
|
|
\
\
|
|
|
|

1‘ CARLOS R. OLARTE

C.C. No. 79.782.747 de Bogota
T.P. 74.295

Anexo:

Capitulo Reivindicatorio Modificado;

- Hoja Sustituta 36
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Expediente No. 10-024.590
Segundo Examen de Fondo

P2010/000027
CAPITULO REIVINDICATORIO MODIFICADO
(Segundo Examen de Fondo)
1. Un método para la produccion de anticuerpos policlonales IgY, caracterizado
porque comprende las etapas de:
a) preparar una composicion que comprende al menos un péptido que presenta

una secuencia seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID Nos. 1,2,3,4,5y 6;

b) hiperinmunizar un ave con mas de una inmunizacién de la composicion de la
ctapa a);
c) cxtraer los anticuerpos policlonales IgY de la yema de huevo puesto por el

ave hiperinmunizada de la etapa b); y

d) purificar los anticuerpos policlonales IgY extraidos en la etapa c).

2. 2] método de acuerdo con la Reivindicacion 1, en el que la hiperinmunizacién de la

ctapa b) se realiza con 3 0 mds inmunizaciones.

}

3. Xl método de acuerdo con la Reivindicacion 1, en el que en la etapa a) la
preparacion de la composicion se efectiia por emulsificacion del péptido con adyuvante de

Freunds completo para una primera inmunizacion en la etapa de hiperinmunizacion b).

4. El método de acuerdo con la Reivindicaciéon 1, en donde en la etapa a) la
preparacion de la composicidén inmunogénica se efectiia por emulsificacién del péptido con
adyuvante de Freunds incompleto para posteriores inmunizaciones en la etapa de

hiperinmunizacion b).

5. El método de acuerdo con la Reivindicacién 1, en donde en la etapa b) la

hiperinmunizacion se efecttia a gallinas de la linea comercial Hy Line Brown.

6. 121 método de acuerdo con la Reivindicacion 1, en donde en la etapa b) la
hiperinmunizacién sc efectia a intervalos de 15 dias, en los musculos pectorales de las

gallinas.

7. El método de acuerdo con la Reivindicacion 1, en donde la extraccion de la etapa c)
se lleva a cabo empleando cloroformo y buffer fosfato salino para la separaciéon de los
anticuerpos de la yema de huevo.

8. 1 método de acuerdo con la Reivindicacién 1, en donde la purificacion de la etapa
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d) sc cfectia cmpleando una columna de sefarosa CL4B activada con divinilsulfona
acoplada con B-Mercapto etanol, en donde el soporte activo se equilibra en tampon de
fosfatos adicionado con Na,SQy, y posteriormente se adiciona una dilucién de la muestra en
tamp6n de cquilibrio, y la elusién de los anticuerpos policlonales IgY se obtiene mediante

la adicién de un tampon de fosfatos.

9. El método de acuerdo con la Reivindicacién 1, que comprende adicionalmente la

etapa de marcar los anticuerpos policlonales IgY.

10.  El método de acuerdo con la Reivindicacién 1, que comprende adicionalmente la

etapa de generar inmunoconjugados de los anticuerpos policlonales IgY.

11. El método de acuerdo con la Reivindicacion 9, en donde la marcacion se efecttia

empleando fluorocromos, enzimas, metales preciosos, o ligandos radiomarcados.

12.  El método de acuerdo con la Reivindicacion 10, en donde los inmunoconjugados se
seleccionan del grupo que consiste de inmunoconjugados IgY-nanoparticulas de oro e

inmunoconjugados IgY-biotina.

13.  El método de acuerdo con la Reivindicacion 1, que comprende adicionalmente una
etapa dc validacion de los anticuerpos con extractos alergénicos crudos y alérgenos

purificados a través de ensayos inmunoquimicos.

14.  Anticuerpos policlonales IgY obtenidos por el método de la Reivindicacion 1, donde

los anticuerpos policlonales IgY son especificos para acaros.

15.  Un kit analitico para deteccion de 4caros que comprende anticuerpos policlonales

IgY obtenidos por el método de la Reivindicacion 1, e instrucciones para su uso.

16.  Un método para la deteccion de alérgenos de &caros en muestras de polvo
provenientes de espacios intramuros usando anticuerpos policlonales IgY especificos para
las proteinas alergénicas de acaros intradomiciliarios que comprende los siguientes pasos:

1) toma de muestras de polvo de ambientes en los cuales este presente o se
sospeche estan presentes los acaros intradomiciliarios;

i) preparacion de extracto de proteinas de las muestras de polvo;

iii)  desarrollo de pruebas inmunoquimicas con anticuerpos policlonales IgY

evaluando la presencia de los alérgenos en las muestras colectadas previamente.

Pagina 2 de 3

N



Expediente No. 10-024.590
Segundo Examen de Fondo
P2010/000027

17.  El método de acuerdo con la Reivindicacion 16, en donde en el paso (i) las
muestras sc prcparan empleando un buffer de extraccion (PBS - Tween), agitacion,
centrifugacion y filtraciéon con un filtro de 0,22 pum. usando el sobrenadante y descartando

los sdlidos retenidos en el filtro.

18. El método de acuerdo con la Reivindicacion 16, en donde en el paso (iii) se lleva a
cabo el contacto del extracto proteico con anticuerpos policlonales IgY y la deteccion de los
alérgenos dc acaros sc efectia por la correlacién del cambio de color o fluorescencia a la

presencia de los alérgenos de acaros.

19.  El método de acuerdo con la Reivindicacién 16, en donde el paso (iii) comprende el
contacto del extracto proteico con anticuerpos policlonales IgY y la deteccion del alérgeno

de manera directa o indirecta.

20. El método de acuerdo con la Reivindicacion 16, en donde la etapa (iii) comprende el
contacto del extracto proteico con anticuerpos policlonales IgY y la deteccion del alérgeno
s¢ cfectia mediante anticuerpos anti-IgY conjugados con peroxidasa de rabano (HRP)

diluidos 1/1000, y la prucba se revela con sustrato TMB 3,3°,5,5 tetrametilenzidina.

21.  El método de acuerdo con la Reivindicacién 16, en donde la deteccidn del alérgeno
de 4caro sec cfectia mediante una prueba inmunocromatografica (lateral Flow
Immunoassays) con inmunoconjugados seleccionados entre inmunoconjugado IgY-

nanoparticulas de oro coloidal, ¢ inmunoconjugado IgY-biotina.

22.  Un método para la produccién de anticuerpos policlonales IgY, en el que:

a) sc prcpara una composiciéon que comprende al menos un péptido que
presenta una sccuencia seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID Nos. 1,2, 3,4,5y
6, mediante la cmulsificacion de al menos uno de dichos péptidos en adyuvante completo
de Frcund para la primera inmunizacién y en adyuvante incompleto para las
inmunizaciones subsiguientes;

b) hiperinmunizar gallinas ponedoras con la composicidon imunogénica de la
ctapa a), en cuatro inmunizacions instramuscularmente;

c) extraer los anticuerpos policlonales IgY de la yema de huevo puesto por la
gallina mediante emulsificacidon de la yema con PBS, incubacién y centrifugacion;

d) purificar los anticuerpos policlonales IgY obtenidos mediante cromatografia

de columna tiofilica.
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Anexo No 1.

Secuencias de aminoécidos para los polipeptidos sintéticos.

SEQ ID No. 1: TNACSINGNAPAEIDLRQMR

SEQ ID No. 2 PIRMQGGCGSCWAFSGV

SEQ ID No. 3 DYWIVRNSWDTNWGDNGYGY

SEQ ID No. 4 FRHYDGRTIIQRDNGYQPNY

SEQ ID No. 5§ PANFDWRQKTHVNPIRNQG

SEQ ID No. 6 AHFRNLRKGILRGAGYNDAQ
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