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PRODUCTOS SANGUINEOS DESHIDATADOS POR ASPERSION Y METODOS
PARA ELABORAR LOS MISMOS

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

1. Campo de la Invencion
La presente invencion se dirige a métodos para preparar productos
sanguineos deshidratados utilizando deshidratacion por aspersiéon como una
alternativa a la liofilizacién convencional (congelado y después deshidratado al
vacio) y productos hechos por el método. Utilizando el método de la invencion,
son posibles las tasas de recuperacién incrementadas de productos
deshidratados. El producto final muestra al menos concentraciones de tres veces
sobre el plasma original, asi como tasas de reconstitucion incrementadas cuando
se mezcla con liquidos.
2. Breve Descripcion de la Técnica Relacionada
La deshidratacion por aspersiéon es una tecnologia en la cual una
solucidén se atomiza en una corriente de gas fluyente para la rapida vaporizacion
del solvente (e.g., deshidratacion). El resultado es |la formacién de una escala de
tiempo de sub-segundos de microparticulas compuestas del soluto residual. La
deshidratacion por aspersion se ha utilizado como un proceso industrial en las
industrias de materiales®, alimentos® y farmacéutica®’ durante décadas. (e.g., ver
Bergsoe® para una revision anterior). Mas recientemente, la deshidratacién por
aspersion ha facilitado la preparacion de terapéuticos de proteina como

microparticulas para inhalacién®, la formulacion de microestructuras'®'?

avanzadas de vehiculos-terapéuticos y las nuevas clases de micromateriaies'®">.
Se conoce bien el rol de la cinética, transicion de fase, transferencia de masa,
transferencia térmica y otros procesos fisicos para determinar el tamaﬁo final y la
composicion de la particula (e.g., ver Vehring'® para una revision reciente), y la
investigacion en deshidrataciéon por aspersion es un area extremadamente activa

en la investigacion de la ciencia de materiales. Un hallazgo importante para este

cuerpo de investigacion es que en sistemas acuosos el calor de la vaporizacion
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reduce la temperatura de las particulas durante el proceso de volatilizacion. Asi,
la desnaturalizacion térmica de las proteinas puede minimizarse para la
preservacion de las actividades proteinicas.

Durante la Il Guerra Mundial, se apreciaron los beneficios de la
transfusion de la sangre entera, pero dificultades logisticas relacionadas con la
recoleccion, transporte, caducidad y desigualdad de la tipificacion para las
reacciones de transfusion limitaron la utilizacién'’ ampliamente difundida. Se
desarrolld asi el plasma deshidratado como una sustitucion para la sangre
entera’®. Los servicios militares de transfusion americano, inglés y canadiense
utilizaron de manera extensa el plasma deshidratado’ durante la Il Guerra Mundial
con un perfil de seguridad muy favorable. Los métodos para preparar el plasma
deshidratado en la U.S Army-Navy ascendieron originaimente a volumenes
comerciales por la Sharp and Dohme, Inc. {y posteriormente por un consorcio
industrial mayor) con tecnologias de liofilizacion analogas a los protocolos' de
congelacion y deshidratacion actuales. El plasma deshidratado de la U.S Army-
Navy se anticoaguld con citrato de sodio (p/v) al 0.67%, y después de 1942 se
rehidrataron con acido citrico (p/v) al 0.1%. La rehidratacién con acido citrico se
encontré que dio como resultado un producto final de pH 7.4 — 7.6 para una
conservacién mas favorable de la generacién de trombina®.

El plasma deshidratado de la U.S Army-Navy se colocd en uso
ampliamente en civiles después de 1945, y se utilizé en las fases iniciales de la
Guerra de Corea. Sin embargo, a pesar del incipiente desarrollo de los métodos®
de descontaminacién microbiana por irradiaciéon ultravioleta, la produccion del
plasma deshidratado se suspendid en 1953, siendo las razones expuestas,
contaminacion por hepatitis. Sin embargo, el uso del plasma por los civiles,
principalmente como plasma congelado en fresco, se ha expandido grandemente
con mas de 13 millones de unidades recolectadas en 2005%%, En la practica de la
medicina actual el plasma se utiliza para una variedad de indicaciones, siendo una
de las mas importantes, como un componente de mezclas de resucitacién en
traumas con pérdida masiva de sangre. El plasma contiene componentes, tales

como los factores de coagulacién y el fibrindbgeno, que se disminuyen
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frecuentemente en las coagulopatias relacionadas con choque hemorragico (e.g.,
ver Hardy et al.?),

Varios hallazgos médicos sefalan hacia la utilidad de un producto de
plasma hiper-concentrado. La deseabilidad de la resucitacion de bajo volumen,
como se facilita por productos tales como el plasma hiper-concentrado, esta
siendo aceptada de manera creciente debido a las observaciones iniciales de
efectos adversos relacionados a la resucitacion estandar**? Incidencias de la
transfusién asociadas con la sobrecarga cardiaca y el sindrome de sufrimiento
respiratorio agudo asociado a la sobrecarga de fluido, pueden evitarse con la

2728 pyede ser deseable la administracion de

resucita'cién de bajo volumen
volumenes reducidos si la hemorragia progresiva estd exacerbando las
coagulopatias dilucionales (e.g., ver Stern para una revision®®). El desarrollo de
productos avanzados de resucitacién, tales como vehiculos de oxigeno a base de
hemoglobina (HBOCs)*, facilita la capacidad de lograra la oxigenacién adecuada
de tejidos sin la infusion de grandes volimenes de fluidos. Sin embargo, la
introduccion de HBOCs se anticipa a crear una necesidad de productos de bajo
volumen para sistemas hemostaticos de suplemento, tales como plasma
concentrado.

Los productos sanguineos deshidratados se conocen en la técnica, y
la técnica predominante para lograr el producto deshidratado es la liofilizacion
(congelacion y después deshidratacion al vacio). Por ejemplo, las Patentes de
E.U. Nos. 4,287,087 y 4,145,185 de Brinkhous et al describe plaquetas de sangre
deshidratada que se han fijado con un reactivo de reticulacidon tal como
formaldehido. Las Patentes de E.U. Nos. 5,656,498, 5651,966; 5,891,393,
5,902,608 y 5,993,804 describen productos sanguineos deshidratados adicionales.
Tales productos son utiles para propésitos terapéuticos, debido a que son
estables, tienen larga vida en anaquel y pueden utilizarse potencialmente en forma
de polvo para la interrupcién de la hemorragia en pacientes que sufren de trauma
severo. Sin embargo, tales productos deben elaborarse bajo estrictas condiciones
estériles a fin de evitar la contaminacion.

Con las practicas de transfusidon actuales, el plasma se proporciona
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frecuentemente como un producto descongelado “congelado en fresco” de un solo
donante. Sin embargo, ya que la refrigeracion es dificil de proporcionar en
aplicaciones militares en avance, paises subdesarrollados y situaciones de
medicina de rusticidad, este factor de forma puede ser logisticamente
problematico. Asi, la eliminacion de la congelacién (liofilizacién) a través de un
producto de plasma deshidratado seria una ventaja significativa. Ademas, el
producto de plasma deshidratado es significativamente mas facil de reducir en
patdgenos que en el plasma congelado en fresco. La presente invencion se
considera que es una respuesta a esa necesidad.
SUMARIO DE LA INVENCION

En una modalidad, la presente invencion se dirige a un metodo para
preparar productos sanguineos deshidratados, que comprende las etapas de: (a)
proporcionar un producto sanguineo deshidratado; (b) deshidratar por aspersion el
producto sanguineo hidratado para producir un producto sanguineo deshidratado,
asi como productos sanguineos deshidratados elaborados por el método.

En otra modalidad, la presente invencién se dirige a un método para
tratar a un paciente que sufre de un trastorno relacionado con la sangre, que
comprende las etapas de: (a) rehidratar una cantidad terapéutica del producto
sanguineo deshidratado para producir una composicion terapéutica rehidratada; y
(b) administrar la composicion terapéutica rehidratada al paciente.

En otra modalidad, la presente invencion se dirige a un vendaje o
auxiliar quirdrgico que comprende los productos sanguineos deshidratados
descritos arriba.

En aln otra modalidad, la presente invenciéon se dirige a un método
para preparar plaquetas sanguineas fijas deshidratadas, que comprende las
etapas de: (a) proporcionar plaquetas sanguineas fijas hidratadas; y (b)
deshidratar por aspersion las plaguetas sanguineas fijas hidratadas para producir
plaguetas sanguineas fijas deshidratadas asi como plaquetas sanguineas fijas
deshidratadas elaboradas por el método.

En ain otra modalidad, la presente invencién se dirige a un método

para tratar a un paciente que sufre de un trastorno relacionado con la sangre, que
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comprende las etapas de (a) rehidratar una cantidad terapéutica de plaquetas
sanguineas fijas deshidratadas para producir una composicion terapéutica
rehidratada; y (b) administrar fa composicion terapéutica rehidratada al paciente.

En adn otra modalidad, la presente invencién se dirige a un vendaje
o auxiliar quirargico que comprende las plaquetas sanguineas fijas deshidratadas
descritas arriba.

En aln otra modalidad, la presente invenciéon se dirige a plaquetas
sanguineas fijas deshidratadas por aspersién que tienen geometria alveolada
esférica, en donde cuando dichas plaquetas sanguineas fijas deshidratadas por
aspersion se rehidratan para formar una composicion de plaquetas sanguineas
fijas rehidratadas, la composicién tiene un valor de una turbidez {Asg) menor que
la de la composicion liofilizada rehidratada comparable de las plaquetas
sanguineas fijas.

Estas y otras modalidades se volveran evidentes a la lectura de la
siguiente descripcion detallada de la invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 es una micrografia electrénica de las microesferas del
plasma deshidratado por aspersion de acuerdo con ia presente invencion,;

La Figura 2 es una grafica que muestra los niveles del factor de
coagulacion en varias muestras;

La Figura 3 representa graficas que muestran la productividad de la
trayectoria de coagulacién original con el plasma deshidratado por aspersion
producido de acuerdo con el método de la invencion;

La Figura 4 es una micrografia electronica que muestra la
ultraestructura de la fibrina del plasma deshidratado por aspersién producido de
acuerdo con el método de la invencidn;

La Figura 5 es una grafica que representa la turbidez y la tasa de
rehidratacién del plasma desecado por aspersién vs liofilizado en varias
concentraciones,

La Figura 6 es una micrografia electronica de las plaquetas

sanguineas derivadas de deshidratacién por aspersion rehidratadas;
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La Figura 7 es otra micrografia electronica de las plaquetas
sanguineas derivadas de deshidratacion por aspersion rehidratadas; y
La Figura 8 es una micrografia electronica que ilustra la aglutinacion

de ristocetina de las plaquetas rehidratadas deshidratadas por aspersion.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Como se indica arriba, la presente invencion se dirige a métodos
para preparar productos sanguineos deshidratados elaborados por el método. Los
productos sanguineos hidratados Utiles que pueden deshidratarse por el método
de la invencién incluye, pero no se limita a, sangre entera, plasma sanguineo,
plaguetas sanguineas, células rojas sanguineas, suero sanguineo, plasma vy
combinaciones de estos. Un producto sanguineo particularmente util que es
adecuado para el método de la presente invencion son las plaquetas sanguineas
que se han fijado con un agente fijador, tal como formaldehido o para
formaldehido. Adicionalmente, los productos sanguineos pueden modificarse con
agentes de diagnostico o terapéuticos adicionales, tales como, agentes
formadores de imagenes, factores de concentracion, farmacos mejoradores del
desempefio, reactivos antimicrobianos y antivirales, soluciones de donador
universal y lo similar, asi como una combinacion de estos. Un ejemplo de un
producto modificado atil es STASIX (plaquetas sanguineas deshidratas derivadas)
disponibles de Entegrion, Inc. (Research Triangle Park, NC).

La técnica de deshidratacién por aspersién se utiliza en el método de
la invencibn como una alternativa para las técnicas de deshidrataciéon
convencionales conocidas en la técnica, tal como la liofilizacion (congelacion y
después deshidratacion al vacio). La deshidratacién por aspersion es un método
para transformar materiales en un estado fluido hacia una forma particulada
deshidratada al asperjar una alimentacién de un material hacia un medio de
deshidratacion por calor. La deshidratacién por aspersion incluye la evaporacion
de la humedad a partir de una alimentacion atomizada al mezclar el rocio y el

medio de deshidratacién de manera controlada. El medio de deshidratacion es

10
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tipicamente aire, aunque también pueden utilizarse otros gases tal como
nitrégeno. La deshidratacion procede hasta que se alcanza el contenido de
humedad deseado en las particulas asperjadas y el producto entonces se separa
del medio de deshidratacion.

El proceso completo de deshidratacién por aspersidn consiste
basicamente de una secuencia de cuatro procesos. La dispersion puede lograrse
con una tobera de presidn, una tobera de dos fluidos, un atomizador de disco
giratorio o una tobera ultrasénica. La seleccion del tipo de atomizador depende de
la naturaleza y cantidad de alimentacion y las caracteristicas deseadas del
producto deshidratado. Entre mayor en la energia para la dispersion, las gotas
generadas son mas pequefias. La manera en que e! rocio hace contacto con el
aire deshidratado es un factor importante en el disefio de deshidratadores por
aspersioén, segun esto se tiene mayor produccion sobre las propiedades del
producto deshidratado por la influencia del comportamiento de las gotas durante la
deshidratacién. En una modalidad, el material se rocfa en la misma direccion
segun el flujo del aire caliente a través del aparato. Las gotas se ponen en
contacto con el gas deshidratado caliente cuando se encuentran con mas
humedad. En otra modalidad, el material se rocia en |a direccién opuesta del flujo
del gas caliente. El gas caliente fluye hacia arriba y el producto cae a través a
través del aire que incrementa el calor en la charola de recolecciéon. La humedad
residual se elimina, y el producto se vuelve muy caliente. Este método es
adecuado solo para productos térmicamente estables. En aun otra modalidad, las
ventajas de ambos métodos de aspersién se combinan. El producto se rocia
hacia arriba y sblo permanece en la zona caliente por un corto tiempo para
eliminar la humedad residual. La gravedad impulsa entonces el producto hacia la
Zona mas fria. Esta modalidad es particularmente ventajosa debido a que el
producto se encuentra sélo en la zona caliente por un corto tiempo, y existe menos
probabilidad que se afecte por el calor.

En el método de deshidratacidn por aspersiéon, el aire se utiliza
principaimente como medio de deshidratacidén, pero pueden utilizarse otros gases

tales como nitrégeno. La corriente de gas se calienta electricamente o en un
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calentador y después el proceso sale a la atmésfera. Si el medio calentado se
recicla y se reutiliza, tipicamente se utiliza un gas inerte como el nitrégeno en lugar
de aire. El uso de nitrégeno es ventajoso cuando se procesan solventes flamable,
productos téxicos o productos sensibles al oxigeno.

Durante el proceso de deshidratacion por aspersion, tan pronto como
las gotas del rocio se ponen en contacto con el gas de deshidratacion, tiene lugar
la evaporacion del la pelicula saturada de vapor, que se estabiliza rapidamente en
la superficie de la gota. Debido al area superficial altamente especifica y la
temberatura existente y los gradientes de humedad, la transferencia de calor y
masa da como resultado la deshidratacion eficiente. La evaporacion conduce a un
enfriamiento de las gotas y asi a una carga térmica pequefia. El disefio de la
camara de deshidratacion y la tasa de flujo de aire proporciona un tiempo de
residencia de las gotas en la camara, de tal manera gue el retiro de humedad
deseado de las gotas se completa y el producto se retira del deshidratador antes
de que se pueda elevarse la temperatura del producto a la temperatura del aire a
la salida del deshidratador. Por lo tanto existe una pequefia probabilidad de que el
calor dane al producto.

Se utilizan dos sistemas para separar el producto del medio de
deshidrataciéon. Primero, la separacion primaria de! producto deshidratado tiene
lugar en la base de la camara de deshidratacion, y segundo, la recuperacién total
del producto deshidratado en el equipo de separacién. En una modalidad, se
utiliza una ciclona para recolectar el material. En base a fuerzas inerciales, las
particulas se separan hacia la pared de la ciclona como tension de paso
descendente y se retiran. Otros sistemas tales como precipitadores
electrostaticos, filtros textiles (bolsas) o recolectores en humedo tal como
depuradores, pueden utilizarse para recolectar el producto seco.

Como se utiliza en la presente invencidén, la deshidratacién por
aspersion ofrece ventajas sobre otros métodos de deshidratacion tales como la
liofilizacién (congelado y después deshidratado al vacio). El uso de la
deshidratacion por aspersion produce un producto que es mas consistente, menos

grumoso y de mejor dispersién que los métodos de deshidratacion por

12



10

15

20

25

30

congelacién. Las particulas altamente dispersas producidas por deshidratacion
por aspersion también permiten una tasa rapida de rehidratacion, lo cual es
probablemente el resultado de una mayor area superficial disponible. En
contraste, la naturaleza aglutinada de un producto deshidratado congelado, da
como resultado tiempos de rehidratacién sustanciaimente mayores para los
productos sanguinecs que los deshidratados en el método de la invencion. Ya
que muchas transfusiones y otros usos de los productos sanguineos pueden ser
altamente sensibles al tiempo, la mayor tasa de rehidratacién puede ser una
ventaja significativa en el campo de batalla o situaciones de tratamiento de
emergencia. Como se explica en mas detalle a continuacion, las plaquetas
sanguineas fijas por deshidratacion por aspersidn de la invencién pueden
rehidratarse para formar una composicion de plaguetas sanguineas fijas
rehidratadas, y la composicion tiene un valor de turbiedad (A500) menor que una
composicion liofilizada rehidratada comparable de plaguetas sanguineas fijas.

Los productos deshidratados por aspersion del método de la
invencién pueden utilizarse como tratamientos tdpicos en el tratamiento de
heridas. En una modalidad, los productos pueden utilizarse directamente sobre
una herida para ayudar a |la coagulacién o puede aplicarse a un vendaje ¢ auxiliar
quirdrgico o cubrir para ayudar en el saneamiento de {a herida. En una modalidad
alternativa, las formas rehidratadas de los productos deshidratados por aspersién
del método de la invencidon pueden administrarse a través de inyeccién
intravenosa como tratamientos terapéuticos a pacientes afectados con trastornos
relacionados con la sangre, tales como trombocitopenia (incluyendo
trombocitopenia en reposo farmacologico), disfuncion plaguetaria hemorragica y

victimas de trauma que experimentan hemorragia severa.

EJEMPLOS

Diseno General y Métodos

Concentracion de plasma deshidratado por aspersion. El plasma

humano tratado con mezcla de solvente-detergente (Kedrion S.p.A., Barga, italia)
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y plasma porcino de un grupo de diez animales (donado por Francis Owen Blood
Research Laboratory (Laboratorio de Investigacion Sanguinea Francis Owen),
Universidad de Carolina del Norte en Chapel Hill) pueen deshidratarse por
aspersion a través un rango de parametros de funcionamiento instrumental o
deshidratacion por congelacion con un ciclo de liofilizacién estandar para obtener
diferentes tamafios de microparticulas deshidratadas. Los productos se rehidratan
entonces con volimenes diferentes de agua estéril que contienen una baja
concentracion de glicina a pH = 2.4 para compensar la pérdida de protones
durante el proceso de deshidratacién y y comparar para establecer el limite
superior para concentracion. A continuacion, los detalles de los experimentos:

Deshidratacion de plasma. Los plasmas porcino y humano pueden
deshidratarse por aspersion en un deshidratador por aspersién de investigacion
Buchi B-270 a una tasa de fiujo de 415 litros de N2 por hora a 140°C, 130°C
120°C, 110°C, y menores si puede obtenerse la deshidratacion. Las series se
realizaron preferentemente tres veces a cada temperatura y con cada tipo de
plasma (i.e., porcino y humano). El producto final puede analizarse para el
contenido de humedad y las microparticulas representarse en imagen con el
microscopio electrénico de barrido. Las porciones de plasma de cerdo y humano
pueden liofilizarse también a -20°C durante tres dias a partir de una capa de 4mm
para obtener una masa de “liofilizado de control’. Como se muestra en las Figuras
acompafantes, el material deshidratado por aspersidén se observa para que sea un
polvo fino, y aparezca como microesferas bajo el microscopio, mientras el material
liofilizado forma una masa.

Rehidratacién del plasma. Los lotes control de deshidratacién por
aspersion vy liofilizacién (cada uno por triplicado) se rehidratan con el volumen
apropiado de agua estéril con glicina por 1x, 2x, 3x, 4x y posiblemente hiper-
concentraciones mayores del plasma. La rehidratacion puede ser con soluciones
de glicina a pH = 2.4 para un producto, con un pH = 7.4 de la rehidratacion final
como sigue: 1x- 20mM de glicina, 2x- 40 mM de glicina, 3x- 60mM de glicina, 4x-
80mM de glicina, etc.

Analisis fisico y quimico. El siguiente analisis puede realizarse con
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cada muestra por triplicado de plasma de inicio (pre-deshidratado por aspersion),
cada lote de material deshidratado por aspersion y el plasma control liofilizado.
Pueden hacerse comparaciones con la Wilcoxon Signed Rank Test (Prueba de
Wilcoxon de Rangos Sefalados), y se valoraran direccionalmente utilizando Sign
test (Contraste de los Signos).

Turbidez y Tasa de solubilizacién. Las mediciones épticas de
absorcion de luz a 700 nm pueden valorarse la turbidez como una funcién de
tiempo después del inicio de la reaccion de rehidratacion.

La viscosidad puede valorarse con un viscosimetro de bola.

Los niveles del factor de coagulacion (incluyendo FII, FV, FVII, FVIil,
FIX, FX, FXIIi, FXII, FXIl, proteina S, proteina C, factor de von Willebrand) se
midieron con el analisis ELISA.

Cambio de la trayectoria de coagulacion - Se midieron los tiempos de
protrombina y los tiempos de protrombina parcial activada con plasmas
concentrados después de la dilucion de las soluciones hiper-concentradas a 1x.

La coagulacion final se examiné con el microscopio electrénico de barrido para
valorar el grosor y densidad de las fibras.

Una solucién concentrada preferentemente tendra la reologia apropiada para la
practica de transfusion estandar en la cual los niveles del factor de coagulacion y
las actividades estaran dentro de los rangos de variacidn intra- e inter-individual
normales. Esta solucién puede utilizarse para las infusiones “mas concentradas”
en estudios porcinos descritos arriba.

La evaluacion de seguridad de productos de plasma concentrado en
cerdos. La meta de estos estudios es identificar una dosis maxima tolerada para
preparaciones de plasma hiper-concentrado en cerdos heridos. Los animales se
someten a dafios hepaticos por pérdida de sangre y la induccién de choque
hemorragico compensado. Los animales se infunden entonces con preparaciones
porcinas de plasma hiper-concentrado hasta que se nota una respuesta
hemodinamica adversa. A la terminacién del experimento los animales se
sacrifican y se someten a andlisis post-mortem para evidencia histolégica de

complicaciones protrombdticas. Eil punto final de este analisis sera la definicion de
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la relacién entre la dosis maxima tolerada y el grado de concentracién de plasma.

Induccion de Choque en Cerdos e Infusion de plasma Hiper-
concentrado. Se anestesiaron cerdos de 40 a 50 kg (obtenidos de ia colonia de
crias de la Division de Laboratorio de Medicina Animal (UNC)).

Andlisis de los procesos hemodinamice y vasoactivo. Se colocaron
varios detectores para seguir los procesos hemodindmico y vasoactivo: se inserto
un catéter de termo dilucion de arteria pulmonar a través de la vena yugular
externa en una arteria pulmonar, se colocaron catéteres de punta de
micromandmetro a través de los vasos femorales izquierdos hacia el atrio derecho
y la aorta toracica; se insertdé un catéter de calibre .22 en la arteria femoral
izquierda y se conectd a la bomba de retiro. Se midieron los patrones de flujo de
sangre al colocar sondas de flujo Doppler en las arterias cefélica y mesentérica;
este procedimiento puede soportarse por el corte de la arteria cardtida y la
laparotomia.

induccon de choque e infusidén de plasma hiper-concentrado. Puede
inducirse el chogque hemorragico al retirar 40% del volumen total sanguineo a
través de un periodo de una hora. Después del retiro de la sangre y la verificacion
del choqde hemorragico (presién sanguinea arterial promedio <40 mm Hg,
(cambio en el patron de flujo sanguineo cefalico y esplénico), los animales se
infunden con dosis mualtiples de 1x de plasma deshidratado por aspersion o
plasma deshidratado por aspersion hiper-concentrado en un nivel intermedio y alto
de concentracion (para determinarse como se describe arriba). Cada infusion es
preferentemente un volumen equivalente a 1/10 del volumen sanguineo de! animal
y se realiza preferentemente a través de un periodo de tres minutos con una
bomba de ijeringa Harvard. Pueden medirse los parametros hemodinamico y otros
fisiolégicos, y las infusiones pueden detenerse cuando dos bolos sucesivos den
como resultado el empeoramiento de la estabilidad hemodindmica. Los animales
se sacrifican entonces para la autopsia y los analisis histoloégicos. EIl nimero de
animales y lo productos infundidos utilizados en este Ejemplo se muestran en la

Tabla 1.
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Producto Infundido Numero de animales

Plasma 1x 3

Concentracion intermedia (e.g., 2x}

3
Concentracién alta (e.g., 4x) 3
9

Total de Animales

Trastornos de microvasculopatias y hemoliticos. Después del sacrificio, los tejidos
renal seleccionado, hepatico, pulmonar, esplénico, pulmonar y otros se prepararon
para el analisis en el microscopio de luz. EIl analisis histolégico se enfocod en
identificar signos de coagulacién macroscopica o intravascular diseminada o
induccion prematura de falla del érgano seleccionado.

Analisis de datos. Las comparaciones entre los grupos de
plasma se hacen con la Prueba de Wilcoxon de Rangos Sefialados y se valoran
direccionalmente utilizando el Contraste de los Signos.

Eiemplo 1: Deshidratacion por Aspersiéon de Plasma y Conservacion de las

actividades de ia Proteina de Coagulacion

La siguientes series de experimentos demuestran que el plasma
puede deshidratarse por aspersion para obtener microparticulas deshidratada, y
después rehidratarlas al volumen original del plasma con los niveles del factor de
coagulacién y los parametros de coagulacion originales naturales. El plasma de la
mezcla de solvente-detergente se sometid a deshidratacidon por aspersion
estandar (415 litros de Nz por hora a 120°C en B-270 de Butchi, Inc.) para obtener
el producto representado en la Figura 1. La geometria esférica ondulada de las
microparticulas resultantes es similar a las formas obtenidas cuando se
deshidratan por aspersion otras proteinas, indicando que la cubierta superficial de
la proteina se forma como resultado de las cinéticas iniciales del retiro de agua y
concentracion (e.g., ver Vehring'®). Sin embargo, esta geometria es caracteristica
sobre el plasma liofilizado que despliega una textura superficial rugosa.

A la rehidratacion con glicina 20 mM, pH = 2.4 para la compensacién
de la pérdida de protones durante el proceso de deshidratacidén para la

concentracion original de proteinas, los niveles del factor de coagulacion se
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encontraron ser esencialmente los mismos que en el plasma original antes de la
deshidratacion por aspersién como se muestra en la Figura 2. La deshidratacion
por aspersién también tuvo un efecto significativo sobre las cinéticas de la
coagulacién plasmatica (Figura 3). Existié una tendencia estadistica {que no fue
significativa en este analisis) hacia la productividad molecular de proteina de
coagulacién mejorada después de la deshidratacién por aspersion, un efecto que
pudiera relacionarse a las diferencias en los estados de asociacién de las
proteinas en las muestras de plasma. Los filamentos de fibrina después de la
polimerizacién dei plasma deshidratado por aspersién tuvo morfologia normal
(Figura 4).

En contraste a los métodos de la presente invencién, el plasma
congelado vy liofilizado da como resultado un producte que contiene dominios
microscopicos y macroscopicos de composicion variable debido a la separacion de
fases. El resultado es que la rehidratacion en concentraciones super-fisioldgicas
se consumen con el tiempo y dan como resuitado una suspension turbia. Este
punto se demuestra por los datos presentados e la Figura 5 que muestra la Asqo
(turbidez) para varias concentraciones de plasma rehidratado. El producto de
plasma tratado con solvente-detergente se sometié a deshidratacién por aspersion
o liofilizacién, después se rehidratd a la concentracion final natural (1x), 2x, 3x o
4x. Los tiempos de rehidratacion, en base a los tiempos para que ocurra la
dilucion macroscépica, fueron dramaticamente mas rapidos con el material
deshidratado por aspersion debido al area superficial masiva de la formulacion
microscopica, y dieron como resultado una suspension significativamente menos
turbia como se muestra por los menores valores Asp en la Figura 5.

En adicién al plasma arriba descrito, otros productos sanguineos
pueden deshidratarse y rehidratarse de acuerdo con la descripcion anterior.
Virtualmente cualquier producto sanguineo tratado o no tratado puede utilizarse en
el método de la invencion. Los ejemplos de productos sanguineos incluyen
sangre entera, plasma sanguineo, plaguetas sanguineas, células sanguineas
rojas, suero sanguineo, asi combinaciones de éstos. Los productos sanguineos

pueden utilizarse en el método de la invencién en su estado que se presenta de
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manera natural, o puede modificarse en cualquier forma. Los ejempios de
maodificaciones de estos productos sanguineos incluyen la fijacién con un agente
de fijacién tal como formaldehido o paraformaldéhido como se describe en las
Patentes de E.U. Nos. 5,651,966, 5,891,393; 5,902,608; y 5,993,804, ademas de
los agentes formadores de imagen, factores de concentracion, farmacos
mejoradores del desemperio, reactivos antimicrobianos y antivirales y soluciones
de donante universal. Un ejemplo de un producto Gtil modificado es STASIX
(plaquetas sanguineas deshidratadas derivadas) disponibles de Entegrion, Inc.
(Research Triangle Park, NC). El siguiente es un protocolo general para
rehidratacion de particulas STASIX deshidratadas por aspersion.

Ejemplo 2: Rehidratacién de Plaquetas Sanguineas Derivadas Deshidratadas por

Aspersion

El objetivo de este ejemplo es rehidratar plaquetas sanguineas
derivadas deshidratadas por aspersién (vendidas bajo el nombre comercial
STASIX y disponibles de Entegrion, Inc., NC) de manera que la concentracién de
todos los componentes (particulas de plaqueta, sales de regulador, agentes de
volumen {(albumina de suero humano)) son los mismos como en la suspension que
estuvieron en el deshidratador por aspersion.

Esto se logrd en tres etapas.

Primero, se obtuvo un “valor de referencia Azgy’ para el medio de
volumen utilizado para la suspension de pre-deshidratacion por aspersion. Este
es un valor Az Nm para la pre-deshidrataciéon por aspersion después que las
plaquetas se agitaron, reflejando la concentracion de la proteina sobrenadante,
que el agente de volumen de albumina de suero humano mayor. Segundo, se
realizé una prueba de rehidratacion con el polvo post-deshidratado por aspersion a
10% (p/v), después se midié la densidad éptica a 280 nm (Azgo) del agente de
volumen (albumina de suero humano). Tercero, se compararon los valores del
sobrenadante de la pre-deshidratacién por aspersion Az y el 10% de
sobrenadante A,gp (relacionadas) para determinar cuan lejos fue la aproximacién
del 10% de rehidratacién. Esta relaciéon se utilizé entonces para calcular el

porcentaje del peso exacto del polvo deshidratado que se necesita para igualar la
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concentracion de proteina del agente de volumen de la suspension del pre-
deshidratado por aspersion.

El contero de plaquetas de las particulas post-rehidratadas se mide
entonces de dos maneras. Primero con un contador de células Hiska y segundo al
medir la turbidez éptica. Estos valores y los volimenes de rehidratacion
relacionados, forman el punto de inicio para todos lo analisis de caracterizacion de
particula.

Procedimiento

1. Medir la densidad optica del pre-deshidratado por aspersion
para obtener el valor Azgg de referencia.

a) Descongelar la muestra liquida del pre-deshidratado por
aspersién y revolver las particulas por centrifugaciéon en una microfuga de mesa a
una calibracion de cinco durante dos minutos. Retener el sobrenadante.

b) Diluir 1/10 del sobrenadante en salina de citrato por triplicado y
se miden los valores Ajgg con el espectrometro de nanogotas.

2. Medir la densidad oéptica de la proteina de 10% de la
suspension (p/v.

a) Pesar varias porciones de particulas (aproximadamente 4) de
20-50 mg en tubos de Microfusa. Registrar la masa. Rehidratar un tubo con agua
destilada para una suspension de 10% (p/v). Guardar los tubos restantes para
analisis futuros.

b) Agitar las particulas como arriba y retener el sobrenadante.

c) Diluir 1/10 de cada sobrenadante de muestra rehidratada en
salina con citrato por triplicado y medir los valores Agp.

3. Calcular el porcentaje de peso de la rehidrataciéon para acoplar
el valor del deshidratado por aspersién como sigue:

a) Dividir los valores Azsy a partir del sobrenadante deshidratado
por aspersion entre el factor de dilucién (1/10) y promediar los tres valores para
obtener la referencia tedrica de Azgo 0 Azso, ref.

b} Dividir los valores Azsg a partir del 10% del sobrenadante de la

rehidratacion entre el factor de dilucion /1/10) y promediar los tres valores para
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obtener el valor tedrico Azgp no diluido, referido como Azso 10%.

c) Relacionar los valores Azsn 10% @ Azso, ef d& acuerdo con la
Ecuacion 1 para obtener ia masa de rehidratacién adecuada (p/v) del polvo del
deshidratado por aspersidon de manera que la muestra rehidratada tendra el mismo
valor Azgg que el valor de referencia Aszgp.

Ecuacién 1

Porcentaje del peso (piv)* = 10% (p/v) X Azso, refl/A2s0, 10%

*el porcentaje de peso puede estar en unidades de mg/ml, e.g., 8.9%
{p/v) es equivalente a 89 mg/ml.

Medicién del conteo de particulas de STASIX

a) Diluir el 10% de la suspensién de rehidratacion (ho realizar la
agitacién celular) 1/10 con salina con citrato por triplicado.

b) Medir la turbidez a Aggo de cada muestra.

c) Medir el conteo celular directo con el analizador hematolégico
Hiska.

d) Calculo y factor de la pérdida de rendimiento.

Las micrografias electronicas de las plaquetas sanguineas derivadas
deshidratadas por aspersion (rehidratadas en STASIX) se muestran el la Figura 6
y la Figura 7.

Ejemplo 3: Estudio de Toxicidad en Hallazgos Intravenosos - Rango De Una Sola

Dosis

Se disefié un estudio para vaiorar la toxicidad de las plaguetas
sanguineas derivadas deshidratadas por aspersion (Stasix deshidratadas por
aspersion como se describe arriba, después rehidratadas) cuando se administra a
través de infusidn intravenosa (durante aproximadamente 5 minutos) a monos
como una dosis Unica. Se observé un subgrupo recuperado de los animales
durante 7 dias.

Se utilizaron cinco grupos de animales - Grupo 1 - vehiculo control
(amortiguador); Grupo 2 - dosis terapeutica 1X de STASIX; Grupo 3 - dosis
terapéutica 5X de STASIX; Grupo 4 - dosis terapéutica 10X de STASIX; Grupo 5:

albumina de suero humano (500 mg/kg). Las dosis fueron respectivamente 0.0,
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2.1 x 10% 1.05 x 10, 2.1 x 10"°, y 0.0 plaquetas/kg en los grupos 1, 2, 3, 4 y 5.
Una dosis 1X es la dosis terapéutica estimada de STASIX en un paciente humano,
i.e., un adicional de 30,000 particulas de plagueta por microlitro de sangre.

No se observaron efectos adversos ya sea sintomaticos o micro-
patoldgicos en ninguno de los monos utilizados en el experimento. Ya que 2
monos machos y 2 monos hebras todos toleraron una dosis terapéutica 1X de
STASIX infundida a través de un periodo de tiempo muy breve de s6lo 5 minutos,
el nivel de efectos adversos no observables (NOAEL) es al menos 10X de la dosis
terapéutica. En una graduacién clinica en humanos, la dosis de STASIX pudiera
infundirse a una tasa de tiempo mas lenta de 20 minutos.

La necropsia de los 14 monos del estudio que comprende los 5
grupos de dosis se condujo en ya sea en el Dia 2 o el Dia 8 después de la
infusion, y no mostré evidencia del desarrollo de microtrombos ni en el corazon ni
en el higado. En resumen, en un estudio detallado en animales conducido por ei
principal laboratorio de investigacion exterior, bajo todas las regulaciones de uso y
manejo de animales apropiadas, se mostréo STASIX para desplegar efectos nc
dafiinos en niveles ya sea macroscépicos o microscopicos a dosis 10 veces -
superiores a la dosis terapéutica humana propuesta.

Eiemplo 4: Deshidratacion por Aspersion de Plaguetas Estabilizadas en Aldehido

En este ejemplo se examina la utilidad de la deshidratacion por
aspersiéon como una alternativa a la liofilizacién para la deshidratacion de
plaguetas estabilizadas en aldehido. Las plaguetas de aféresis humana se
estabilizaron utilizando el procedimiento de Read et al., descrito en la Patente de
E.U. No. 5,651,966, la cual se incorpora en la presente mediante la referencia en
su totalidad.

La deshidratacién por aspersién {415 litros de N, por hora a 120°C)
de la suspension final de plaquetas estabilizadas con aldehido a 2.0 millones de
plaquetas/microlitro en 5% (p/v) de albumina de suero humano como se describio
arriba, da como resultado un polvo fino que, al examen, consiste de particulas

esféricas con diametros de 3 a 30 micras similar a las mostradas en las Figuras 6

y7.
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Se prepararon diecisiete preparaciones independientes de plaquetas
deshidratadas con deshidratacién por aspersion y después se rehidrataron a los
volimenes de pre-deshidratacion originales. El rendimiento (post-
rehidratacipén/pre-deshidratacion por aspersion) de las plaguetas contables fue
96.8% +/- 7.0% (desviacion estandar) de estas diecisiete series.

La Figura 8 representa las plaquetas deshidratadas por aspersion
después de la rehidratacion, el intercambio en plasma humano normal (como una
fuente dei factor de von Willebrand) y la adicién de ristocetina a 1 mg/ml (Panel B)
o un volumen correspondiente del amortiguador de control (Panel A). Se
observaron agregados grandes con la adicion de ristocetina, indicando que las
funciones de recepcion del factor 1B - von Willebrand de la glicoproteina se
conservan por deshidratacidén por aspersion.

Los monos cynomolgus (1 o 2/sexo/grupo} recibieron una sola dosis
de infusion intravenosa de 5 minutos de las plaquetas deshidratadas por aspersion
a dosis de 2.1x10°%, 1.05x10"° 0 2.1x10"° de plaquetas/kg. Los animales de control
(2/sexo) recibieron vehiculo (5.375 mM de citrato de sodio y 2 mM de cisteina en
salina fisiologica) y un grupo adicional recibié 500 mg/kg de albimina de suero
humano (HSA). El volumen de dosis fue 2 ml/kg/min para todos los grupos. Se
observaron los animales durante 1 o 7 dias post-dosis. Un dia después de la
administracion, 1 animal/sexo/grupo se sometié a eutanasia y necropsia. Un
animal por sexo de los grupos control (2.1 x 10" plaquetasfkg) se mantuvo
durante 7 dias antes de la necropsia. Los pardmetros evaluados durante el
estudio fueron, viabilidad, observaciones clinicas, pesos corporales, patologia
clinica (pre-prueba, dia 2 y dia 8), peso de 6rganos, observaciones macroscopicas
y patologia microscépica.

La administracion de todas las dosis de plaquetas deshidratadas por
aspersion (hasta 2.1 x 10" plaquetas/kg) fue bien tolerada. Los cambios
hematolégicos se limitaron a una disminucién en el nimero de plaquetas y un
incremento en el volumen promedio de plaquetas en uno de los dos animales de
dosis altas (2.1 x 10" plaquetas/kg) (la hembra) en el dia siguiente a la

administracién de la dosis. No se observaron cambios en los parametros de
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coagulacion o patologia clinica. Los incrementos en el peso del bazo, con relacion
a los valores de control, se observaron en todos ilos animales tratados con el
articulo de prueba y HSA. Las observaciones microscopicas mostraron
incrementos de ligeros a moderados en el tamario de los centros germinales en el
bazo en las hembras de dosis media y alta (1.05 x 10'° 0 2.1 x 10'° plaquetas/kg)
y hembras tratadas con HSA en el dia 2 y hembras de dosis alta (sélo los grupos
de necropsia) en el dia 8 que se correlacionaron con las observaciones
microscopicas de decoloracién oscura y anormalidades superficiales del bazo en
algunos animales. El alargamiento del centro germinal en hembras se considerd
una posible respuesta a HSA. No se observaron hallazgos similares en el control
tratade con vehiculo, el cual tuvo centros germinales mas pequefios. Sin
embargo, debido a que los centros germinales activos son un hallazgo comun en
bazo de mono, y debido a que el tamafio de la muestra fue pequefio, este hallazgo
puede estar dentro del rango normal de fondo. La persistencia del alargamiento
del centro germinal esplénico después de 7 dias en un animal sugiere la falta de
recuperacion, lo cual seria consistente con la reaccién del centro germinal a la
estimulacidon antigénica, pero este hallazgo también puede reflejar variaciones
normales de fondo.

Ejemplo 5: Deshidratacién por aspersion de plasma vy pruebas en cerdos

El plasma separado de la sangre fresca de cerdo se almacend ya
sea como plasma congelado en fresco (FFP) o se conservd como plasma
deshidratado congelado (FDP) o plasma deshidratado por aspersién (SDP
preparado como se detallé en los ejemplos anteriores). Para la prueba in Vitro: Se
reconstituyd SDP en agua destilada la cual fue ya sea igual (1xSDP) o un tercio
(3xSDP) del volumen original de FFP. El analisis incluyé las mediciones del
tiempo de protrombina (PT), el tiempo de tromboplastina parcial (PTT), los niveles
de fibrinégeno y la actividad de los factores de coagulacion seleccionados. Para la
prueba in vio, los cerdos se sometieron a politraumas (fractura de fémur, dafio
hepatico de grado V) y choque hemorragico, (60% de hemorragia arterial, con la
“triada letal” de acidosis, coagulopatia e hipotermia), y se traté con FFP o 3xSDP

(n=4-5/grupo). Los perfiles de coagulacion (PT, PTT, tromboelastografia) se
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midieron en linea basal (BL), post-choque (PS), post cristaloide (PC), tratamiento
(MQ), y durante las 4 horas de monitoreo (M 1-4).

La prueba in vivo reveld que los factores de coagulacion se
conservaron después de la deshidratacion por aspersién. La coagulacion de FFP
y 1xSDP fueron similares con 3x SDP mostrando yn PT/PTT prolongado. El
politrauma/choque hemorrégico produjo coagulopatia significativa, y la infusion de
3xSDP fue tan efectiva como FFP y FDP para revertirlo. Estos resultados
muestran que el plasma puede deshidratarse por aspersion y reconstituirse a un
tercio de su volumen original sin comprometer la propiedades de coagulacién in
vivo. Este plasma auto-estable, de bajo volumen, hiperoncético, hiperosmético es
una opcion logisticamente atractiva para el tratamiento de coagulopatias

asociadas con trauma y otras.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para preparar productos  sanguineos

deshidratados, que comprende las etapas de:

a) proporcionar un producto sanguineo hidratado;

b) deshidratar por aspersion dicho producto sanguineo hidratado para
producir un producto sanguineo deshidratado.

2. El método de la reivindicacion 1, en donde dicho producto
sanguineo hidratado se selecciona del grupo que consiste de sangre entera,
plasma sanguineo, plaquetas sanguineas, células rojas sanguineas, suero
sanguineo, plasma y combinaciones de éstos.

3. El método de la reivindicacion 1, en donde dicho producto
sanguineo hidratado se modifica fisica o quimicamente.

4, El método de la reivindicacidn 3, en donde dicha modificacion
es fijacién guimica.

5. El método de la reivindicaciéon 3, en donde dicha madificacidon
comprende reactivos de diagnéstico o terapéuticos adicionales.

6.  El método de la reivindicacién 5, en donde dichos reactivos de
diagnostico o terapéuticos se seleccionan del grupo que consiste de agentes
formadores de imagen, factores de concentracion, farmacos mejoradores del
desempefio, reactivos antimicrobianos y antivirales, soluciones de donador
universal y combinaciones de los mismos.

7. Los productos sanguineos deshidratados elaborados por el
método de la reivindicacion 1.

8. Un método para tratar a un paciente que sufre de un trastorno
relacionado con la sangre, que comprende las etapas de:

(a) rehidratar una cantidad terapéutica de los productos
sanguineos deshidratados de la reivindicacion 7 para producir una composicion
terapéutica rehidratada; y

(b) administrar dicha composicion terapéutica rehidratada a dicho

paciente.
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9. Un vendaje o auxiliar quirdrgico que comprende los productos
sanguineos deshidratados de la reivindicacion 7.

10. Un método para preparar plaquetas sanguineas fijas
deshidratadas, que comprende las etapas de:

(@) proporcionar plaguetas sanguineas fijas hidratadas; y

(b} deshidratar por aspersion dichas plaquetas sanguineas fijas
hidratadas para producir plaguetas sanguineas fijas deshidratadas.

11.  El método de la reivindicacién 10, en donde dichas plaquetas
sanguineas fijas hidratadas comprenden reactivos de diagndstico o terapéuticos

12. El método de la reivindicacion 11, en donde dichos reactivos
de diagnostico o terapéuticos se seleccionan del grupo que consiste de agentes
formadores de imagen, factores de concentracion, farmacos mejoradores del
desempefio, reactivos antimicrobianos y antivirales, soluciones de donador
universal y combinaciones de los mismos.

13. Las plaquetas sanguineas fijas deshidratadas elaboradas por
el método de la reivindicacion 10.

14.  Un método para tratar a un paciente que sufre de un trastorno
relacionado con la sangre, que comprende las etapas de:

(a) rehidratar una cantidad terapeutica de las plaquetas
sanguineas fijas deshidratadas de la reivindicacion 13 para producir una
composicion terapéutica rehidratada; y

(b) administrar dicha composicion terapéutica rehidratada a dicho
paciente.

15.  Un vendaje o auxiliar quirirgico que comprende las plaquetas
sanguineas fijas deshidratadas de la reivindicacion 13.

16. Las plaquetas sanguineas fijas deshidratadas por aspersién
que tienen geometria alveclada esférica, en donde cuando dichas plaquetas
sanguineas fijas deshidratadas por aspersion se rehidratan para formar una
composicion de plaquetas sanguineas fijas rehidratadas, dicha composicion tiene
un valor de una turbidez (Asg) menor que la de la composicion liofilizada

rehidratada comparable de las plaquetas sanguineas fijas.
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RESUMEN

La presente invencion se dirige a un método para preparar productos
sanguineos deshidratados, que comprende las etapas de: (a) proporcionar un
producto sanguinec hidratado; (b) deshidratar por aspersidn el producto
sanguineo hidratado para producir un producto sanguineo deshidratado, asi como
productos sanguineos deshidratados elaborados por el método. La presente
invencion se dirige a un método para tratar a un paciente que sufre de un trastorno
relacionado con la sangre, que comprende las etapas de: (a) rehidratar una
cantidad terapéutica del producto sanguinec deshidratado para producir una
composicion terapéutica rehidratada; y (b) administrar la composicion terapéutica
rehidratada al paciente. La presente invencion se dirige a un vendaje o auxiliar
quirdrgico que comprende los productos sanguineos deshidratados arriba

descritos.
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Microesferas de Plasma Deshidratado por Aspersion
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20 micras  microscopla electronica de barrido de plasma deshidratado por aspersién
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Cambio de la Trayectoria de Coagulacién Original con el
Plasma Deshidratado por Aspersion
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Turbidez de Plasma Deshidratado por Aspersion vs Lioflizado
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Figura 7

glutinacion de Ristocetina de la Microscopia Visible
de Plaguetas RL Deshidratadas por Aspersidn

A- Antes de la Ristocetina B- Después de la Ristocetina
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Figure 7
Ristocetin Agglutination of Spray-Dried RL Platelets
Visible Microscopy
A- Before Ristocetin B- After Ristocetin
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RECIBO DE CAJA

No. 11 - 107568

Bogota D.C., Noviembre 02 de 2011 - 14:43:51

RECIBIDC DE : GOMEZ PINZON ASEMARCAS S.A,

NI 830.121.797

*** Soporte del Pago ***
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TIPO PAGO BANCO CUENTA No PAGO FECHA PAGO VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 192556954 01/11/2011 11.945.000.00
*** Conceptos Pagados ***
CANT., RENTISTICO CONCEPTO Ve UNDITARIO - MrCONCEPTO
1 50005-01-01 SOLICITUDES 82 INVOGACION DE UNA PRIORIDAD 162.000.00 162.000.00
SNEMSCRERGGNS T $T62.000.00
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Act. 411 FRESENTACION Folios: 40

HENEN

Indicacién gue se solicita una patente.

Datos de identificacién del sclicitante o de la persona que presenta la solicitud
Descripcion de la invencién

Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de page de [as tasas establecidas {De ser el caso formato de descuentn)

Completa D incompleta D

PATENTE EINVENCION PCT MODELC DE UTILIDAD PCT D Art.33 Decision 486/00, Circular Unica

v
%{( |

Indicacion que se solicita una PCT

Copia de la solicitud en espafial, tal como fue presentada inicialmente (capitulo descriptivo,
reivindicatorio, resumen)

Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pagp-de las tasas establecidas {de ser el caso formato de descuento)

Completa : : Incompleta I:]

DISENO INDUSTRIAL [ | (Art, 119 Decision 486/00)

[ ]
[]

[
[]

Indicacién que se solicita Disefio industrial

Datos de identificacion del salicitante o de la persona que presenta la solicitud

Representacién gréfica y fotografica del Disefo industrial o muestra del material que incorpora &l
disefo 7

Comprobanie de page de las tasas establecidas

Completa D incompleta D

ESQUEMA DE TRAZADO [ _| (Art. 92 Decision 486/00)

HENREIN

Indicacion que se solicita un esquema de trazado
Datos de identificacion del solicitante ¢ de la persona que presenta la solicitud
Representacidn grafica de un esquema de trazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa I:I Incompleta D
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