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REF: Expediente No. 10 61141- solicitud de patente de invencién a
favor de GENENTECH, INC. Titulo PURIFICACION DE
ANTICUERPOS POR CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO
CATIONICO

RESPUESTA A EXAMEN DE FONDO

JUAN PABLO CADENA SARMIENTO, portador de la tarjeta profesional No. 57.492 del
C.S.J., obrando como apoderado de la sociedad solicitante me permito dar respuesta al
oficio numero 5391 relacionado con la patentabilidad de la presente invencién y

notificado por fijacién en lista el 19 de Marzo de 2013.

Con el animo de subsanar las objeciones planteadas por el sefior Examinador, nos
permitimos presentar un nuevo pliego reivindicatorio compuesto por 17
reivindicaciones, en donde no se amplia en ninglin momento la materia inicialmente
divulgada, y se encuentra enteramente sustentado en la descripcién. Adjuntamos el

recibo correspondiente a las reivindicaciones adicionales.

Claridad

Como primera medida queremos informar a su Despacho que el término “alrededor”
ha sido eliminado del pliego reivindicatorio con el fin de superar la objecién al
respecto. Ahora bien, en lo que respecta al término “sustancialmente mayor”, el nuevo

pliego reivindicatorio establece lo siguiente,
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“eluir el anticuerpo del material de intercambio catiénico con una solucién
amortiguadora de elucién a una conductividad que es al menos 2 mS/cm mayor

que la de la segunda solucion amortiguadora de lavado (...)"

Consideramos que dicha expresién es completamente clara para el versado en la

materia, y por tanto, no debe proceder ninguna objecién al respecto.

El sefior Examinador objetd la materia revelada por las anteriores reivindicaciones 3 y
4 al considerar que los elementos funcionales del anticuerpo no caracterizan el
método reivindicado. Al respecto, consideramos que el método de purificacién objeto
de la presente invencién se encuentra debidamente definido por la reivindicacién
independiente 1 (en términos de sus etapas y condiciones), y que en este sentido, el
objetivo de las nuevas reivindicaciones 2 y 3 es definir las modalidades preferidas de
la invencion, es decir, definir cudles son los anticuerpos que son objeto de purificacién
mediante la aplicacién del método revelado por la reivindicacién 1. Lo anterior es
completamente claro, y ademds permite definir caracteristicas especificas del método

reivindicado, tal como puede evidenciarse en el siguiente fragmento de la descripcién,

“Preferiblemente, el anticuerpo se une al CD20 humano, tal como rituximab, o se

une al factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), tal como bevacizumab.”

Ahora bien, nos permitimos mostrar nuestro total desacuerdo frente a la apreciacién

del sefior Examinador segun la cual:

“La reivindicacién 11 incluye una etapa adicional (...); esta epata no se encuentra

sustentada en el capitulo descriptivo”
al tener en cuenta que la descripcién establece claramente que:

“Opcionalmente, segiin se desea, se conjuga el anticuerpo con una o mds
moléculas. Por ejemplo, la molécula heteréloga, puede aumentar la vida media
sérica del anticuerpo (por ejemplo, polietilenglicol, PEG), o puede ser un

marcador (por ejemplo, una enzima, marcador fluorescente y/o radionticlido), o
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una molécula citotdxica (por ejemplo, una toxina, fdrmaco quimioterapéutico, o

isétopo radioactivo, etc.).” (Pdgina 30, lineas 5 a 9 de la publicacién PCT)

Por tanto, la materia revelada por la nueva reivindicacion 10 se encuentra

completamente sustentada en la descripcién.

La nueva reivindicacién 11 fue modificada con el fin de revelar un método para la
preparacion de una composicién farmacéutica, el cual se lleva a cabo mediante la
combinacién de la preparacién homogénea del anticuerpo, o del anticuerpo
conjugado, de las reivindicaciones 9 o 10 con un vehiculo farmacéuticamente

aceptable. Asf las cosas, damos por superada la objecidn al respecto.

En relacion con la sugerencia del sefior Examinador que hace referencia a la
especificacion de los parametros (pH, conductividad, resina y buffer), el nuevo pliego
reivindicatorio define debidamente los rangos de pH y conductividad que son de
utilidad para el método reivindicado, y asf mismo establece la naturaleza de la resina
de intercambio al definir puntualmente que la misma debe ser de intercambio
cationico, lo cual consideramos completamente claro y conciso. En cuanto a la
solucion amortiguadora, la naturaleza de la misma no es esencial para el desarrollo
del método, toda vez que el aspecto fundamental radica en el pH y la conductividad de

la misma.

Ahora bien, las anteriores reivindicaciones 13 y 16 (nuevas reivindicaciones 12 y 15)
se encuentran definiendo dos modalidades especificas del método que hace parte de
la presente invencién. En este sentido, dichas reivindicaciones establecen
puntualmente la naturaleza del anticuerpo objeto de purificacién, los contaminantes
de los cuales es separado dicho anticuerpo, y cada una de las etapas para llevar a cabo

el método de purificacién.

Teniendo en cuenta lo anterior, no consideramos que exista necesidad alguna
relacionada con hacer dichas reivindicaciones dependientes de la reivindicacién 1,
toda vez que las mismas contemplan la totalidad de caracteristicas esenciales que

definen el método de purificacién revelado. En este mismo sentido, es claro que dichas
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reivindicaciones no repiten la materia contenida en la reivindicacién 1, ya que las

mismas corresponden a métodos especificos para dos anticuerpos diferentes.

Las reivindicaciones 19 y 20 fueron eliminadas del pliego reivindicatorio y por tanto

damos por superadas las objeciones al respecto.

Asi las cosas, la materia divulgada por el pliego reivindicatorio es completamente
clara, se encuentra debidamente sustentada en la descripcién, y abarca un mismo
concepto inventivo relacionado con la purificacién de un anticuerpo a partir de una

composicion que lo contiene.

En consecuencia, solicitamos respetuosamente al sefior Examinador aceptar el nuevo

pliego reivindicatorio como claro y conciso.
Nivel inventivo

La presente invencién se encuentra relacionada con un método mejorado de
cromatografia de intercambio catiénico que es de utilidad para la purificacién de
anticuerpos, en donde se lleva a cabo una etapa de lavado a un alto valor de pH con el
fin de permitir una alta remocién de contaminantes previa a la elucién del anticuerpo

de interés.
En este sentido, el método reivindicado incluye las siguientes etapas:

a) cargar la composicion en un material de intercambio catiénico, en donde la

composicion se encuentra a un pH de 4.0 a 6.0;

b) lavar el material de intercambio catiénico con una primera solucién
amortiguadora que presenta un pH mayor que el de la composicién en (a), en

donde el pH de la primera solucion amortiguadora de lavado es de 6,8 a 9,0;

¢) lavar el material de intercambio catidnico con una segunda solucién
amortiguadora de lavado a un pH que es menor que el de la primera solucién

amortiguadora de lavado, en donde la segunda solucién amortiguadora de
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lavado presenta una conductividad de 0.5 a 3.0 mS/cm y un pH de 5.0 a 6.0; y

d) eluir el anticuerpo del material de intercambio catidnico con una solucién
amortiguadora de elucién a una conductividad que es al menos 2 mS/cm
mayor que la de la sequnda solucién amortiguadora de lavado, en donde el
pH de la sequnda solucién amortiguadora de lavado y el pH de la solucién
amortiguadora de elucién es el mismo, y en donde el pH de la solucién

amortiguadora de elucion es de 5.0 a 6.0.

Asf las cosas, la primera etapa corresponde a un lavado en el cual se emplea una
solucién amortiguadora que presenta un pH de 6.8 a 9.0, que se diferencia del lavado
aplicado en los métodos convencionales (en donde el pH usado varia entre 5.0 y 5.5), y
deriva en una remocién mas eficiente de los contaminantes relacionados con las

proteinas celulares del huésped. Al respecto, la descripcién establece lo siguiente:

“Se puede mejorar de forma significativa la eficacia de la purificacién al incluir al
menos dos pasos de lavado en el esquema de purificacién de intercambio
catiénico, por lo menos el primero del cual es realizado a pH elevado (alrededor
de pH 6,8 o superior). En este caso particular, efectuar el primer paso de lavado
utilizando una solucién tampén de lavado con un pH en el rango de alrededor de
6,8 a 9,0 (por ejemplo, de alrededor de 7,0 a 8,0), como por ejemplo, alrededor de
pH 7,8 o alrededor de pH 7,0, los contaminantes, como se describe anteriormente,
se eliminan mds eficientemente que utilizando un rango convencional menor de
pH, de alrededor de 5,0 a 5,5. Como resultado, el contenido de la proteina celular
del huésped de la composicién, que comprende el anticuerpo elufdo del material
de intercambio catibnico, es tipicamente menor de alrededor de 200 ppm, que se
encuentra por debajo del nivel de aproximadamente 500 ppm alcanzado

utilizando un paso de lavado a un pH de alrededor de 5 a 5,5.”

Ahora bien, la nueva reivindicacién 1 es clara al establecer que el pH de la segunda
solucion amortiguadora de lavado y el pH de la solucién amortiguadora de elucién es

el mismo, y se encuentra en el rango de 5.0 a 6.0.
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De esta manera, el método de la presente invencién requiere que se den
obligatoriamente las condiciones previamente expuestas con el fin de permitirse la

purificacion eficiente del anticuerpo de interés.

En este sentido, notamos que el sefior Examinador afectd el nivel inventivo de la

presente invencion mediante las referencias D1 y D2, asegurando que,

“la persona del oficio normalmente versada en la materia, incluiria diferentes
concentraciones de pH y de conductividad, de acuerdo al documento D2, en el
procedimiento de purificacion de proteinas del documento D1, o de acuerdo a su
trabajo rutinario realizaria las modificaciones necesarias en la concentracién de
la solucién de conductividad y el pH para lograr mayor pureza en los anticuerpos
obtenidos, de los procesos de purificacion, para llegar asi al objeto de la

reivindicacion 1 de la solicitud. Por lo cual se considera obvia”

Al respecto, notamos que la referencia D1 (US 6339142) se encuentra relacionada
con métodos de purificacién de proteinas mediante la aplicacién de cromatografia de
intercambio i6nico. En este sentido, notamos que D1 establece claramente que la
etapa correspondiente a la primera etapa de lavado de la presente invencién debe
realizarse con una solucién que se encuentra a un pH de 5,4 para fines de separacion
de contaminantes, es decir, D1 revela una etapa que emplea una solucién de lavado

que presenta un sustancialmente pH inferior a 6,8 (Parrafo [0102] de D1).

Ahora bien, en relacion con el pH de las soluciones empleadas en el lavado, es posible
identificar que D1 es claro al establecer que la soluciéon amortiguadora de elucién alli
empleada presenta un pH que es mayor con respecto al pH de la solucién
amortiguadora de lavado que se emplea en la etapa anterior, es decir, el pH de la

solucién de lavado es inferior al pH de la solucién de elucién.
En este sentido, D1 revela un método que comprende las siguientes etapas:
(a) unién del polipéptido a un material de intercambio catidnico usando una

solucién amortiguadora de carga, en donde la solucién presenta un primer

valor de conductividad y pH;
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(b) lavar el material de intercambio catiénico con una solucién amortiguadora
intermedia (primer lavado) a una segunda conductividad y/o pH, el cual es
mayor que el de la solucién amortiguadora de carga para eluir los

contaminantes del material de intercambio catiénico;

(c) lavar el material de intercambio catiénico con una solucién amortiguadora de
lavado (segundo lavado) que presenta una tercera conductividad y/o pH es

cual es menor que el de la solucién amortiguadora intermedia (primer lavado);

y

(d) lavar el material de intercambio catiénico con una solucién amortiguadora de
elucién con una cuarta conductividad y/o pH que es mayor que el de la
solucién amortiguadora intermedia para eluir el polipéptido del material de

intercambio idnico.

De esta manera, D1 ensefia al normalmente versado en la materia que el pH de la
segunda etapa de lavado es menor que el pH de la primera etapa de lavado, y que el
pH de la etapa de elucién es mayor que el pH de la primera etapa de lavado, lo cual, en

definitiva difiere de las ensefianzas de la presente invencién.

Asf las cosas, D1 revela un proceso que se caracteriza por una variacién de pH que
difiere sustancialmente del que caracteriza a la presente invencién, tal como

resumimos a continuacion:

D1 Invencién

Solucién de carga (A): pH 5.0 Solucién de carga (A): pH 5.5
Solucién intermedia (B): pH 5.4 | Primer lavado (B): pH 6.8a 9.0
Segundo lavado (C): pH 5.0 Segundo lavado (C): pH 5.0 2 6.0
Elucion (D): pH 6.0 Elucién (D): pH 5.0 a 6.0
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Lo anterior, difiere de las divulgaciones de la presente invencién, pues tal como se
expuso previamente, el método acd reivindicado establece puntualmente que los
valores de pH de la solucién amortiguadora de segundo lavado y de la solucién

amortiguadora de elucién son los mismos.

En consecuencia, D1 aleja al normalmente versado en la materia de la presente

invencion debido a que:

)] No considera la ejecucion de una etapa de lavado de sea llevada a cabo a un
pH superior a 6,8. En su lugar, D1 establece que dicha etapa es llevada a
cabo mediante el empleo de una solucién amortiguadora a pH 5,4. Por
tanto, el normalmente versado en la materia no encuentra una motivacién
que lo lleve a ejecutar una primera etapa de lavado a un pH que se

encuentre en el rango de 6,8 a 9,0.

(i)  Establece que las soluciones amortiguadoras de elucién presentan valores
de conductividad y/o pH que difieren que los valores de conductividad y pH
de las soluciones amortiguadoras empleadas en las etapas anteriores. Por
tanto, el perfil de valores de pH al cual se lleva a cabo del proceso difiere

significativamente entre D1 y la presente invencion, lo cual en definitiva,

aleja al versado en la materia de llegar al método aca reivindicado.
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Ahora bien, la referencia D2 (US 7169901) centra sus ensefianzas en anticuerpos
anti-VEGF, y sus formas humanizadas. De esta manera, dicha referencia describe las

propiedades terapéuticas de dichos anticuerpos, incluyendo:

(i) La afinidad de los mismos por VEGF,
(if)  La habilidad de los mismos para inhibir la proliferacion celular endotelial
inducida por VEGF, y

(i)  La habilidad de los mismos la inhibir la angiogénesis inducida por VEGF,

A pesar de lo anterior, y teniendo en cuenta que D2 no revela métodos para la

purificacién de anticuerpos, el sefior Examinador aseguré que:

“Sin embargo, procedimientos para la purificacién de anticuerpos con una menor
cantidad de contaminantes, ya estdn divulgados en el documento D2, que ensefia
la purificacién de un anticuerpo antiVEGF tal como muMab, RhuMab, en donde, el

pH mdximo de lavado es de 7,5 y de elucién pH 8,9”
citando para dicho fin la columna 35, lineas 29-35 de D2.

Al respecto, notamos que dicho fragmento hace parte de un ejemplo de D2, en el cual
se describe la produccién de anticuerpos anti-VEGF humanizados. Asi, el fragmento
citado por el sefior Examinador corresponde particularmente a la obtencién de la
region Fab quimérica, y no a la purificacién del anticuerpo anti-VEGF tal como lo

argumenta su Despacho.

No obstante lo anterior, es evidente que las condiciones ensefiadas por D2 para dicho
proceso son completamente diferentes a las que caracterizan al presente método ya
que el fragmento citado de D2 ensefia que la muestra es sometida a centrifugacién, y
posteriormente el sobrenadante es aplicado sobre una columna, la cual es lavada con

una solucién a pH 7,5 y posteriormente eluida a pH 8,0.



Calle 70 ANo. 4 - 41
B R IG A R D BOGOTA - COLOMBIA
TEL: (571) 744 22 00
C AST RO FAX: (571) 742 22 00
WwWwW.bC.com.co

PROPIEDAD INTELECTUAL

Por tanto, D2 tampoco establece un método de purificacidn en el cual se llevan a cabo

las etapas reivindicadas:

D2 Invencion

¢? Solucién de carga: pH 5.5
Lavado: pH 7,5 | Primer lavado: pH 6.8 2 9.0

&7 Segundo lavado: pH 5.0 a2 6.0
Elucion: pH 8,0 Elucién: pH 5.0 a 6.0

Y por tanto, dicha referencia no suple las deficiencias identificadas en la referencia D1.

Asi pues, al tener en cuenta los lineamientos dados por el Instructivo de
Patentabilidad, es claro que no existe un segundo documento en el arte previo que
comprenda una ensefianza que indique al versado en la materia cémo modificar las
ensefnanzas de la referencias D1 con el fin de llegar a la materia acé reivindicada, sin la

aplicacién de actividad inventiva.

Por tanto, la presente invencién no es obvia a la luz de las referencias D1y D2, ya que
dichas referencias no ensefian ni sugieren un método de purificacién que

comprenda la combinacién especifica de:

(i) Una etapa de carga que sea llevada a cabo a un pH de 4,0 a 6,0,

(i)  Una primera etapa de lavado que sea llevada a cabo a altos valores de pH
(6,8a9,0),

(iif)  Una segunda etapa de lavado que sea llevada a cabo aun pHde 5,02 6,0, y

(iv)  Una etapa de elucién que sea llevada a cabo a un pH igual al de la segunda
etapa de lavado (5,0 a 6,0).

Y por tanto, la presente invencién cumple con el requisito de nivel inventivo.

10



FAX: (571) 742 22 00
www.bc.com.co

Calle 70 A No. 4 ~ 41
BRIGARD BOGOTA - COLOMBIA
CASTRO TEL: (571) 744 22 00
PROPIEDAD INTELECTUAL 1

En vista de lo anteriormente expuesto, respetuosamente solicitamos el retiro de las
objeciones de la presente solicitud y la concesion del privilegio solicitado, ya que en

opinion del solicitante cumple con todos los requisitos establecidos en la decisién 486.

Del Sefior Director

Py

JUAN PABLO CADENA SARMIENTO
T.P. No. 57.492 del C.S.].
C.C.80.410.337 de Usaquén

Calle 70 ANo. 4 - 41



[1 3322

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
NIT : 800.176.089-2

-/-

[y
L 3

Y%
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA

No. 13 - 0046938

Bogota D.C., Mayo 15 de 2013 - 16:51:49

RECIBIDO DE : BRIGARD & CASTRO S.A.

NI 860.047.372

*** Soporte del Pago

TIPO PAGO BANCO CUENTA

Kk

No. PAGO FECHA PAGO VR PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387

426513242 15/05/2013 57.807.000.00

*** Conceptos Pagados ***

CANT. RENTISTICO CONCEPTO Vi UNDITARIO — Vr.CONCEPTO
7 50005-01-01 SOLICITUDES 1607 REIVINDICACION PATENTE UNITARIA 30.000.00 210.000.00
ADICIONAL A TAS 10 INIC $270.000.00

SON: **DOSCIENTO

Responsable:

Recibo de Cajaj/plicam;te No.

MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Sede Centro: Carrera 13 No. 27

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

BT NN

e Zr;%.rgeo- 141- -00008-0000 m
a: -19 16:42:
Tocha. PATENTRIS 2.04 Dep. 2020 DIR.NUEVASCR

Eve:
Act. 523 RESPUESTA F\c/;ﬁog:7 $5FASENAC'ONAU

- 00 Pisos 3,4,5y 10 Bogota, D.C.- Colombia

Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240

, Mayo 15 de 2013 - 16:52:06




REIVINDICACIONES

. Un método para la purificacién de un anticuerpo a partir de una composicién
que comprende el anticuerpo y al menos un contaminante, en donde el método

comprende las etapas secuenciales de:

a) cargar la composicién en un material de intercambio catiénico, en donde la

composicion se encuentra a un pH de 4.0 a 6.0;

b) lavar el material de intercambio cati6nico con una primera solucién
amortiguadora que presenta un pH mayor que el de la composicién en (a),
en donde el pH de la primera solucién amortiguadora de lavado es de 6,8 a
9,0;

¢) lavar el material de intercambio catiénico con una segunda solucién
amortiguadora de lavado a un pH que es menor que el de la primera
solucién amortiguadora de lavado, en donde la segunda soluci6n
amortiguadora de lavado presenta una conductividad de 0.5 a 3.0 mS/cm y
unpHde5.0a6.0;y

d) eluir el anticuerpo del material de intercambio catiénico con una solucién
amortiguadora de elucién a una conductividad que es al menos 2 mS/cm
mayor que la de la segunda solucién amortiguadora de lavado, en donde el
pH de la segunda solucién amortiguadora de lavado y el pH de la solucién
amortiguadora de elucién es el mismo, y en donde el pH de la solucién

amortiguadora de elucién es de 5.0 a 6.0.

El método de la reivindicacién 1 en donde el anticuerpo se une a CD20

humano.

El método de la reivindicacién 1 en donde el anticuerpo se une al factor de

crecimiento endotelial vascular (VEGF) humano.

El método de la reivindicacién 1 en donde el pH de la primera solucién
amortiguadora de lavado es de 6,8 a 8,0.

El método de la reivindicacién 1 en donde la conductividad de la solucién

amortiguadora de elucién es de 10mS/cm a 100mS/cm.

El método de la reivindicacién 1 en donde la solucién amortiguadora de

elucién comprende 100 a 300 mM de NaCl.

/>



7.

El método de la reivindicacién 1 en donde el material de intercambio catiénico
comprende un flujo cruzado a través de particulas de poli(estireno-

divinilbenceno) revestidas con un polimero polihidroxilado funcionalizado con

grupos sulfopropilo.

El método de reivindicacién 1 en donde el contaminante se selecciona del
grupo que consiste de protefnas de ovario de hamster chino (CHOP), proteina
A lixiviada, ADN, anticuerpo agregado, componentes de medios de cultivo

celular, garamicina y contaminantes virales.

El método de la reivindicacidén 1 que ademds comprende el sometimiento de la
composicién que comprende al anticuerpo a una o mas etapas de purificacion
antes, durante o después de las etapas (a) a (d) para obtener una preparacion

homogénea del anticuerpo.

10.El método de reivindicacion 9 que ademds comprende la conjugacion del

anticuerpo purificado con una molécula heterdéloga.

11.Un método para la preparacién de una composicion farmacéutica que

comprende la combinacién de la preparaciéon homogénea del anticuerpo o del
anticuerpo conjugado de las reivindicaciones 9 o 10, con un vehiculo

farmacéuticamente aceptable.

12. Un método para la purificacién de un anticuerpo que se une a CD20 humano a

b)

partir de una composiciéon que comprende el anticuerpo y uno o mas
contaminantes seleccionados del grupo que consiste de: proteinas ovaricas de
hamster chino (CHOP), proteina A lixiviada, ADN y anticuerpo CD20 agregado,

en donde el método comprende las siguientes etapas secuenciales:

cargar la composiciéon en un material de intercambio catiénico en donde la

composicion esta a un pH de 4,0 a 6,0;

lavar el material de intercambio catiénico con una primera soluci6n

amortiguadora de lavado a un pH de 6,8 a 9,0;

lavar el material de intercambio catiénico con una segunda solucién

amortiguadora de lavadoa un pH de 5,02 6,0; y

14



d)

eluir el anticuerpo del material de intercambio catiénico con una solucién
amortiguadora de elucién con un pH de 5,0 a 6,0 y una conductividad de
10mS/cm a 100mS/cm, en donde el pH de la segunda solucién amortiguadora

de lavado y el pH de la solucion amortiguadora de elucion es el mismo.

13. El método de la reivindicacién 12 en donde el anticuerpo es rituximab.

14. El método de la reivindicacion 12 donde la solucién amortiguadora de elucién

comprende 100 a 300 mM de NaCl.

15.Un método para la purificaciéon de un anticuerpo que se une al factor de

b)

d)

crecimiento endotelial vascular (VEGF) a partir de una composicién que
comprende el anticuerpo y uno o mas contaminantes seleccionados del grupo
consistente de: componentes de los medios de cultivo celular, garamicina,
proteinas ovdricas de hamster chino (CHOP), ADN, contaminante viral y
anticuerpo VEGF agregado, en donde el método comprende las siguientes

etapas secuenciales:

cargar la composicién en un material de intercambio catiénico en donde la

composicion esta a un pH de 4,0 a 6,0;

lavar el material de intercambio catiénico con una primera solucién

amortiguadora de lavado a un pH de 6,8 a 8,0;

lavar el material de intercambio cati6nico con una segunda solucién

amortiguadora de lavado aun pH de 5,0 a 6,0; y

eluir el anticuerpo del material de intercambio catiénico con una solucién
amortiguadora de elucién con un pH de 50 a 6,0 y una conductividad
del0mS/cm a 100mS/cm, en donde el pH de la segunda solucién
amortiguadora de lavado y el pH de la solucién amortiguadora de elucién es el

mismo.

16. El método de la reivindicacién 15 en donde el anticuerpo es bevacizumab.

17.El método de la reivindicacién 15 en donde la solucién amortiguadora de

elucién comprende 100 a 300 mM NaCl.



