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Re:  Expediente No. 05-034.788
Solicitud de patente a nombre de ELDA RESTREPQO

Yo, DILIA MARIA RODRIGUEZ ID’ALEMAN, identificada como aparece al
pie de mi firma, domiciliada en la carrera 11 No. 86-53, piso 6, obrando como
apoderada de la sefiora ELDA RESTREPOQ, domiciliada en Bogota, Colombia,
solicitante de la patente de la referencia, en respuesta al oficio No. 13078
notificado por fijacién en lista el 07 de octubre de 2010, relacionado con el
concepto téenico de fondo No. 3418, me permito manifestar:

1. Claridad de la descripcién y materia no considerada invencién.

El examinador objeta la clatidad de la solicitud porque las reivindicaciones 9 y 10
potque el producto puede variar con minima diferencias en los procesos y porque
el examinador considera que el producto que en ellas se reclama es material
biolégico aislado exclusivamente de un sujeto.

El solicitante se manifiesta en desacuerdo con tal posicién pero en aras de agilizar el
tramite admite eliminar la reivindicacién 9.

Con relacién a la reivindicacion 10, el solicitante desea manifestar que dicha
reivindicacién es clara y admisible pues en la pagina 36 del Manual Andino de
Patentes establece en el numera 4.6.8 titulado “Producto definido por su proceso de
Jabricacion.  Las reivindicaciones de productos definidas en términos de un proceso de fabricacion
son admisibles solamente si los productos como tales cumplen los requisitos patentabilidad, es decir,
ciando entre olfras cosas son nuevos e tnventivos, y cuando no se pueden definir por sus
caracteristicas estructurales. Un caso tipico es de los polimeros. Preferentemente se deben
redactar de la forma “Producto X obtenible por el proceso Y

Para el caso que nos ocupa, el producto de la reivindicacién 10 es nuevo e inventvo
pues a la fecha no se ha probado que en el estado de la técnica existiera un
concentrado de factores autdlogos de crecimiento que comprenda un
polomerizador poli-iénico que contene Calcio, Zinc y Magnesio.

Siendo asi, el concentrado es admisible puesto que dicho. concentrado es novedoso,
toda vez que no existia ni en ¢l documento D1, ni en ningin otro, ensefianza o
sugerencia que llevara a pensar que se podia producit un concentrado para la
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regeneracion tisular mediante un concentrado de moléculas y células obtenidas de
un paciente y su mezcla con cloruro de calcio, zinc y magnesio. Adicionalmente, el
concentrado de la invencién corresponde a una caracteristica propia e inherente al

matetial que fpifica y caracteriza los biomateriales de 3™ generacién, o sea
biomateriales BIOMIMETICOS.

Sumado a lo antefior y como afirma el examinador, no es posible definir dicho
concentrado por las caracteristicas quimicas exactas del producto, lo que hace
necesario y es permitido que el producto se defina por el proceso mediante el cual
se produce.

Asi las cosas, respetuosamente se insiste al examinador para que acepte la
reivindicacion 10 no solo porque clla es clara, sino porque el concentrado que en
ella se reclama no puede ser considerado materia existente o aislada de la naturaleza,
puesto que ninguna muestra de sangre comprende un activador tal como cloruro de
calcio, zinc y magnesio. En consecuencia, el concentrado de la reivindicacién 10 no
puede ser considerado como un producto de la naturaleza pues en dicho
concentrado ha intervenido el intelecto humano para determinar que debia set
adicionado cloruro de calcio.

En vista de lo expuesto es posible afirmar que la invencion reivindicada si cumple
con el requisito de claridad establecido en el articulo 30 y es considerada una
invencién a la lz del articulo 15 de la Decision 486 de la Comision de la
Comunidad de Andina.

2. Nivel inventivo:

En primer lugar, hacemos un llamado para que ese despacho se acoja a los
parametros establecidos por la mayoria de las oficinas de patentes del mundo para
evaluar el nivel inventivo y en procura de brndar al solicitante garantias de un
correcto examen de este requisito aplique el método de  “Andlisis problema-solucién™
para determinar si el objeto de la reivindicacion resulta obvio o se deriva de manera
evidente del estado de la técnica.

De acuerdo con las paginas 74 y 75 del Manual Andino de Examinadores, deben
cumplirse las siguientes etapas:

- identificacion del estado de la técnica mds cercano,

- identificacion de las caracteristicas técnicas de la invencion gue son diferentes con respecto a la
anterioridady y

- definicion del problema técnico a solucionar sobre la base del estado de la técnica mids cercano.

La pregunta es squé problema resuelven las diferencias técnicas entre la invencion y el estado de la
técnica mds cercano?

Dichas diferencias, en términos de caracteristicas tenicas, entre la invencion y el estado de la técnica
mas cercano representan la solucion al problema técnico en cuestion.
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Se debe definir el problema sin incluir elementos de la solucion, porgue entonces la solucion seria
evidente.

E/problema técnico no siempre serd el indicado en la soltcitud y a veces fiene que ser replanteado en
Juncion de los resultados de la brisqueda. El estado de la técnica mds cercano puede ser diferente del
conoctdo por el solisitante y del cual ¢l partio,

Euvaluar, partiendo del estado de la técnica mds cercano y del problema técnico, si la invencion
recvindicada resulla obvia para la persona versada en la materia.

La pregunta a contestar es si fentendo en cienta el estado de la tenica en_su conjunto existe
alguna indicacion que leve a la persona versada en la materia a modificar o adaptar el estado de la
técnica mds cercano para resolver el problema técnico, de tal forma gue legue a un resultads que
estuvera incluido en el tenor de la(s) recvindicacion(es).

Una informacion técnica tiene siempre que ser constderada en su contexto, no debe
extraerse ni interpretarse fuera de éste. Es decir, gue la caracteristica técnica que se
esta_analizando debe buscarse en el mismo campo técnico o en uno que la persona

versada en el oficio consideraria de todos modos.
Se debe tener en cuenta que la brisqueda de anterioridades se efectria a posteriori, tomando como
punto de partida la misma invencion. Por lo tanto el examinador debe realigar el esfuerso

intelectual de colocarse en la situacion que ha tenido gue_afrontar el técnico_con

conocimientos medios en la materia en un momento en que la invencion no era
conocida, es dectr antes de la invencion.

La tnvencion retvindicada tiene gue considerarse en su conjunto. St consiste en una
combinacion de elementos no es valido argumentay que cada uno por separado es
obvio, pues la invencion puede estar en la relacion (cardcter técnico) entre ellos. 1 a
exccepcitn a esta regla es el caso de yuxctaposicion en ef gue los elementos se combinan sin que baya
relacidn técnica entre las distintas caracteristicas.

Una composicion novedosa de AB donde A y B son conocidos de manera independiente, serd
inventiva 5i existe un efecto inesperado. Si el efecto se reduce a la suma de los efectos de A y B, no
habrd nivel inventive.”

Partiendo de los parametros expuestos anteriormente, es un hecho que pata evaluar
el nivel inventivo es absolutamente necesario que el exarminador se ubique dentro
del contexto de la invencién. Como el examinador puede corroborar el proceso
de la presente invencién tiene por finalidad obtener un biomaterial de tercera
generacién texturizado a partir de moléculas especificas, en concentraciones
adecuadas, preservadas bioldgicamente a partir de la sangre del propio paciente,
para ser empleado en la regeneracién de tejidos duros y blandos, mientras la
solicitud D1 esta dirigida a la produccién industrial de trombina a partir de una
fraccién de euglobulina obtenida de plasma.

Siendo asi, es evidente que en el estado de la técnica y especificamente en el
documento D1, en su conjunto, no ofrece indicacion alguna que lleve a la persona
versada en la materia a modificar o adaptar un proceso para la produccién industrial
de trombina para resolver el problema técnico absolutamente distinto como es la
obtencién de un biomaterial de tercera generacién que al ser aplicado sobre el del
paciente regenere tanto tejidos blandos como tejidos duros. En este sentdo es
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importante destacar la evolucién que han sufrido los materiales a través de k
historia, Ja cual se resumen en la tabla que se muestra a continuacién.

GENERACIONES DE BIOMATERIALES

TIPO CARACTERISTECAS OBSERVACIONES

MEDICOS * Reslstencla Mecéanica Inflamacién crénlca por uso prolongado:
1 - Suturas * Induccién minlma de reacclones + Degradaclan del implante
* Profesis tsulares + Contracturas de la cipsula fibrética
* lmplantes « Infeccién
+ Cincer

POLIMEROS « Biodegradables MODBIFICACION FISICG-QUIMICA
* NATURALES + Bioccompatibles + Disminucién
-Fibrina « Esterilizables - riesgo bioléglco

Coligeno * Moldeables - velocidad de degradacion
-Alginato - antigenicidad
*SINTETICOS
-Ac. Polilactico + MeJoramiento propledades mecanlcas
-Ac. Pollglicélico

s Promocian de ateqracson tisul e O ARBOLLD
¢+ Drvcoionamiento zontrolpdo de
3 B Or METHCOS Ia Hfiamacion :
* Derevaignammenta costrolsdo ds b
12 regeneracion TEXTURLZADA.

Majis ), ot oll, Materisles PreinA Una &k Madicina b ¥ Provuriies. (L3 mad; 16[2): 41 53, 2002

Mientras a invencion de D1 hace parte de los biomateriales de tipo 2 obtenidos por
mecanismos fisico-quimicos, como es el caso de la trombina, el biomaterial de la
presente solicitud resulta de la concepcién del modelo Biomimético, que involucra
las células madre mesenquimales del sitio receptor del propio paciente y sus propios
factores de crecimiento mas la matriz texturizada, sin la cual no se da el fenémeno
de migracién celular, absolutamente necesario en la regeneracién de los tejidos
CONECtivos.

Con el concentrado obtenido mediante el proceso de la presente invencién, la
regeneracion de los tejidos se da en forma centripetal; esto significa del fondo hacia
arriba y de los extremos al centro, como se muestra en la figura 1.

Sin embargo, para lograr este comportamiento no es suficiente el aporte de factores
de crecimiento plaquetarios como se hace en las técnicas descritas (PRP etc.), entre
ellos los mencionados por D1. El solo aporte de factores de crecimiento

A
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plaquetario induce la diferenciacién celular, pero no su migracién para logar la
recuperacion del tejido perdido.

Diferente de ello, los concentrados de obtenidos mediante el proceso que aqui se
reivindica aportan un andamiaje tridimensional que es el que permite el
desplazamiento de las células madre Mesenquimales, utilizando su citoesqueleto, lo
que hace posible la adherencia y desplazamiento de estas células sobre la estructura
aportada, tal como se muestra en la figura 2.

1. Estructura tridimensional polimérica que permite la migracién
celular.
2. Poros que permiten la migracién celular

Fig, 2

Adicionalmente, el nivel de invencidn del concentrado obtenido es evidente al
introducir el conocimiento de la multimolecularidad que hace parte del concepto de
“biologia Inteligents”, logrando las condiciones optimas y complementacién iénica que
se requiere para que la estructura tridimensional y el entomno i6nico proporcionado
sea €l ideal a fin que se permita no solo a polimerizacién del fibrinégeno, sino la
calidad y estabilidad de sus fibras polimerizadas, asi como la estructura de poros o
aberturas dentro de la red polimerizada, para que sea posible la migracién celular.
Estas condiciones estan solo descritas en la Iteratura cientifica como condiciones
experimentales individuales e “in vitro”. En esta solicitud de patente de invencién
se logro la interaccién de varios factores para lograr “in vivo” un biomaterial
tridimensional estabilizado no descrito hasta el momento.

Asi las cosas, es notorio que el documento D1 que menciona el experto, no es
comparable a lo descrito en el presente trabajo. Mientras D1 se limita a la obtencién
industrial de trombina, el presente trabajo no tiene como objetivo la obtencién de
trombina sino la obtencién de una fraccién multimolecular integral, lo que implica
recuperar plaquetas completas y estables, incluyendo sus factores de crecimiento
biologicamente activos dentro de sus granulos alfa, bajo condiciones totalmente
diferentes en su principio biolégico y en su manejo mecanico.

Sumado a lo anterior, se le recuerda a ese Despacho que la informacién técnica
tiene siempre que ser considerada en su contexto, “no debe extraerse ni
Interpretarse fitera de éste” y debe tenerse en cuenta que La invencidén
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retvindicada tiene que considerarse en su conjunto. i consiste en una combinacion
de_elementos (en este caso de pasos y condiciones) no es vdlido argumentar que
cada _uno_por separado es obvio, pues la invencion puede estar en la relacion
{cardacter técnico) entre ellos.

Siendo asi, el analisis efectuado por ese Despacho resulta erréneo puesto que ¢l
exarninador extrae apartes de la informacién reportada en D1 que coincide con
algunas de las caracteristicas novedosas del proceso que aqui se reclama, sin
embargo, no toma ni el proceso de ID1 en su conjunto ni el proceso de la presente
invencion como un todos, sino que lo fragmenta para que algunos puntos
coincidan e ignora condiciones importante del proceso reclamado.

En este sentido, el examinador afirma que la obtencidén de sangre del paciente
animal o humano en presencia de anticoagulante preferiblemente citrato habia sido
mencionada en D1. (Columna 4 linea 64, columna 5, lineas 1 a 3). Sin embargo,
ignora que el primer paso del proceso reclamado hace énfasis en que debe
obtenerse la sangre del paciente mediante flebotomia estandarizada sin uso de
tomiquete y recolectarla en tubos con anticoagulante citrato trisddico. En este
orden de ideas, si la sangte se obtiene mediante las pricticas comunes de
laboratorio, es decir con torniquete, el concentrado producido no perminri lograr la
tridimensionalidad requerida para la regeneracidén de tejido, es decir el producto
obtenido no es el deseable.

Ademis, extrae del texto de D1 el fragmento que coincide con parte del paso a) de
la presente invencién e ignora que en dicho documento se menciona citratos de
manera general y se afirma que los anticoagulantes son heparina, EDTA u otros
agentes que directa o indirectamente previenen la formacién de trombina (Ver
columna 5.

La presente invencién de ninguna manera acepta el uso de agentes diferentes de
citrato trisddico, ni siquiera de otros citratos puesto que la heparina desestabiliza las
plaquetas y los otros citratos acidifican el medio lo cual induce la degranulacién de
las plaquetas, situacidon que precisamente se desea evitar mediante el proceso de la
presente invencidon pues la granulacién de las plaquetas y'la conservacidén del medio
isotonico, isosmético y con un pH neutro es esencial para que las células se
conserven completas y que los factores de crecimiento se conserven bioldgicamente
activos. Tan importante es este punto, que se utiliza en el proceso citrato trisddico
a una concentracion de 0,109 molar, como se indica en la pagina 5 de la descripcion
de la solicitud colombiana. Esto de ninguna manera es indicado o ensenado en D1,
cuyo objetivo es obtener la trombina y por ende, no considera relevante ni los
pasos ni las condiciones estrictas que se requieren para obtener el biomaterial de la
mnvencion bajo estudio.

Abora bien, los errores que se originan al no considerar los diferentes pasos del
proceso reportado en D1 y extraer informaciéon haciendo interpretaciones fuera de
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contexto son aun mas notorios cuando se afirma que también el paso b) coincide
en los dos procesos, pues en la columna 6, lineas 51 a 56 se deja en claro que el
proceso incluye un paso de diluir y homogenizar las muestras. Si el examinador
observa el contenido del parrafo completo, esto es lineas 51 a 61, puede corroborar
que en la informacién suministrada es que toda la sangre obtenida del paciente es
inmediatamente diluida en una solucién acuosa de glucosa y por consiguiente, no
necesita usar anticoagulante. FEsta idea es complementada con la informacién
de la columna 7, lineas 1 a 7, donde explicitamente se indica que la fraccidén de
plasma es entonces acidificada con 4cido citrico, acido lictico o acido acético,
obteniendo como resultado la formacién de la protrombina, que generalmente es
denominada fraccién cuglobulina, que es un precipitado.

Sea este el momento para seialar que en el proceso de la solicitud en estudio la
muestra no se diluye de ninguna manera, es mis este tipo de diluciones no son
descables pues ellas afectarian el medio lo que promoveria el rompimiento de las
células, especificamente de las plaquetas, seguida de su degranulacién y de la
perdida de viabilidad de los factores de crecimiento. Igualmente, el objetivo de esta
invencién no permite que el medio sea acidificado y menos atn que se formen
precipitados pues dichos precipitados comprenden células fragmentadas, granulos
que han liberado factores de crecimiento y por ende, un biomaterial no funcional,
pues los factores de crecimiento solubles y los plaquetarios pierden su actividad
entte 3 a 5 minutos después de la degranulacién de los granulos alfa,

Una vez mis se hace un llamado al sefior examinador para que analice los procesos
de cada solicitud, D1 y la solicitud en estudio, como un todo y tenga en cuenta que
D1 adiciona componentes quimicos en tanto que en la solicitud colombiana no se
realiza ninguna manipulacién quimica, pues el solicitante ha logrado establecer que
dichos quimicos comprometen la accién bioldgica de la muestra.

Adicional a lo ya expresado sobre la extraccion de informacién, la no consideracién
del proceso de D1 como un conjunto y la incorrecta interpretacion, el examinador
afirma que es obvio que si se desea obtener trombina de fraccién de sangre que
contenga factores de crecimiento, la centrifugacién puede hacerse de 125 g por 20
minutos o 1000g por cerca de 2 2 3 minutos. (Columna 5, lineas 10 a 13).

Sobre dicha aseveracién es necesario aclarar que el documento D1 se refiere a la
obtencion de factores de crecimiento plaquetarios como PDGF, IGF, FGF y TGF,
mientras que para el concentrado de la presente invencion es necesario que los los
factores plaquetarios se conserven dentro de los granulos alfa y factores de
crecimiento solubles, esto es VEGF, HFG y NFG, que son plasmaticos y no se
encuentran en las plaquetas, se mantengan activos, lo cual se logra impidiendo la
degranulacién antes mencionada. Es mis, lo encontrado por el solicitante es que
cuando se degranulan las plaquetas los factores de crecimiento solubles no son
activos y que el efecto de la degranulacién tal, que con cualquier cambio en la
estructura de la membrana plaquetaria, ya sea por la adicién de quimicos, la
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temperatura, el cambio de pH y la fuerza fisica pueden romper los grinulos alfa
causando efectos indeseables sobre el concentrado, que se observan en la
inadecuada regencracion tsulat.

Sobre este hecho, el solicitante desea subrayar que tan no es importante es la
viabilidad de los factores de crecimiento para D1, que en la columna 5 lineas 13 a
32 se establece que la fraccién de trombina que contiene los factores de crecimiento
libertados de las plaquetas durante la conversién de protrombina a trombina y
luego se afirma que el plasma es diluido con agua destilada, seguido de la adicién de
acidos, tales como 4cido lictico o acético, para obtener un pH preferible de 5 a 5,5
y la relacién de plasma:agua es de prefedblemente de 1:10, lo cual afecta
completamente el producto obtenido, alejindolo del biomaterial deseado y por
supuesto, haciéndolo absolutamente diferente del proceso divulgado en la presente
solicitud.

Ademis, para el proceso de la invencién no es importante separar trombina ni
fibrnogeno sino fibronectina. Contrario a ello, D1 se concentra en la produccién
de trombina y ni produce ni menciona ni recupera fibronectina.

Considerando la informacién anterior es un hecho que los procesos de D1 y la
solicitud bajo andlisis no solo son diferentes por la estandarizacion en el laboratorio
sino porque su objetivo es distinto, los pasos que se siguen en ellos son
diametralmente opuestos y sus condiciones son incluso contrarias en algunas
ocasiones.

Estas diferencias no solo hacen que el proceso como tal sea diferente sino que
tenen una incidencia directa en el producto que se obtiene y en la calidad de
biomaterial que se desarrolla, tal como se puede observar en las comparaciones
efectuadas a lo largo del estudio encontrado en los folios 30 a 70, en particular en
los folios 64 a 70 presentados con nuestra respuesta de 10 de septiembre de 2010.
De ninguna manera, se puede considerar que los efectos mostrados en las
fotografias y los resultados que alli se muestran puedan ser deducidos o
extrapolados de la informacién suministrada por D1.

De hecho los PRP justamente, que serfa lo que se produce en D1, no muestran
efectos clinicos constantes dado que a pesar de que los expertos de las casas
productoras de equipos para ese fin, requieren la estabilidad plaquetada, y para ello,
la simple variacién de las condiciones que menciona el delegado de la SIC, no son
suficientes para obtener resultados clinicos consistentes y reproducibles.

En vista de los argumentos expuestos y para finalizar con el andlisis problema
solucion el examinador debe plantearse las siguientes preguntas:
- gestaba un técnico con conocimientos medios en la materia en condiciones de plantearse el

problema?;
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SI. Posiblemente todas las personas que trabajan en el area quisieran desarrollar un
proceso para producir un matetial que permita la regeneracion de tejido blando y
duro.

- sde resolverlo en la forma en que se reivindica?;

No. En el momento previo al desarrollo del proceso y el concentrado de la
invencién ningtin técnico versado en la materia, ni siquiera contando con DI,
habria podido resolver el problema de la forma como aci se reivindica, primero
porque lo que existan eran reportes para obtener trombina y factores de
crecimiento plaquetario y segundo, porque los métodos existentes, entre ellos el que
menciona D1 no tiene en cuenta los factores de crecimiento solubles, no previene
la degranulacién de las plaquetas y trata la muestra de sangre con productos
quimicos, la diluyen en altas cantidades de agua y la somete a procesos mecanicos
fuertes.

- 3de prever el resultado?

No. En el momento previo al desarrollo del proceso y el concentrado de la
invencién todo técnico versado en la materia conocia los biomateriales de segunda
generacién, basicamente los PRP, que no tenian un efecto favorable sobre la
regeneracién. Nadie se imaginaba que precisamente un proceso con los pasos
definidos en la reivindicacién 1 daria lugar a un concentrado de factores autélogos
de crecimiento que activa células madre en la region donde es aplicado y por tanto,
memora notablemente los resultados de la regeneracion

Dado que la respuesta es negativa en dos de las tres preguntas, es evidente que la
que 4 resp negiuva ©
presente invencidn tene nivel inventivo.

Por consiguiente, se solicita de manera atenta que sean reconsideradas todas las
objeciones manifestadas por ese despacho en cuanto a los requisitos de
patentabilidad (claridad y nivel inventivo) de la materia objeto de la solicitud en
estudio y conceder finalmente el prvilegio de patente de invenci6n a la presente
solicitud.

Sefior Superintendente,

DILIA MARIA RODRIGUEZP*ALEMAN
C.C. 41.654.882de B a.
T.P. 20824 CSJ



REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la produccion de un concentrado de factores autdlogos

de crecimiento caracterizado porque comprende los pasos de:

a. Obtener sangre del paciente mediante flebotomia estandarizada sin uso de
torniquete y recolectarla en tubos con anticoagulante citrato trisddico.

b. Homogenizar las muestras en rotador de rodillos u homogenizador para
hematologia a baja velocidad.

c. Sin destapar los tubos, centrifugar en centrifuga calibrada de rotor libre
horizontal durante 10 minutos a 300gf y dejar que la centrifuga pare
libremente, sin usar freno mecanico o manual.

d. Continuar el resto del proceso bajo camara de flujo laminar, colocar los
tubos en posicion vertical e introducir perpendicularmente la aguja de una
jeringa por encima de la capa correspondiente a los leucocitos, teniendo
especial cuidado de no producir desplazamiento del embolo de la jeringa
que cause disturbio sobre la capa de células.

e. Aspirar en forma muy lenta 2/3 de la fraccion sobrenadante contada a partir
de 1 mm por encima de la capa de leucocitos.

f. Introducir la misma aguja, sin realizar ninguna manipulacién sobre ella, en
un tubo al vacio, seco, estéril y sin compuestos adicionales.

g. Esperar hasta que todo el contenido de la jeringa pase al tubo simplemente
utilizando la fuerza de succiéon del sistema al vacio, sin manipular ni

empujar el embolo de la jeringa.

2. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1 caracterizado porque

comprende especificamente los pasos de:

a. Obtener 20 a 30 ml de sangre del paciente mediante flebotomia
estandarizada sin uso de torniquete y recolectarla en tubos con
anticoagulante citrato trisédico 3,8%.

b. Homogenizar las muestras durante 5 minutos en rotador de rodilios u
homogenizador para hematologia a baja velocidad.

c. Sin destapar los tubos, centrifugar en centrifuga calibrada de rotor libre
horizontal durante 10 minutos a 300 fg y dejar que la centrifuga pare

libremente, sin usar freno mecanico o manual.



d. Continuar el resto del proceso bajo camara de flujo laminar, colocar los
tubos en posicién vertical y mediante una jeringa estéril de 5 ml. con aguja
No. 20, introducir perpendicularmente la aguja hasta 1 mm por encima de la
capa correspondiente a los leucocitos (capa de blancos) teniendo especial
cuidado de no producir desplazamiento del embolo de la jeringa que cause
disturbio sobre la capa de células.

e. Aspirar en forma muy lenta 2/3 de la fraccion plasmatica contada a partir
de 1 mm por encima de la capa de leucocitos.

f. Introducir la misma jeringa, sin realizar ninguna manipulacion sobre ella, en
un tubo al vacio, seco, estéril y sin compuestos adicionales.

g. Esperar hasta que todo el contenido de la jeringa pase al tubo simplemente
utilizando la fuerza de succion del sistema al vacio, sin manipular ni

empujar el embolo de la jeringa.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2 caracterizado porque
después del paso c) comprende un paso adicional que consiste en verificar que
todos los sobrenadantes obtenidos carezcan de indicios de hemélisis y eliminar

los tubos con indicios de hemédlisis.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2 caracterizado porgue
antes del paso d) comprende un paso opcional que consiste en desinfectar los
tubos dentro de la camara de flujo laminar con un sistema UV durante 10

minutes.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2 caracterizado porque
después del paso d) comprende un pasc adicional que consiste en descartar

los tubos en los que se produzca disturbio del paquete celular.

El procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 5
caracterizado porque comprende ademas un proceso de gelificacién posterior

al paso g) el cual se realiza con un activador.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 6 caracterizado porque el

activador es una solucion acuosa de cloruro de calcio.



8. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 7 caracterizado porque el
proceso de gelificacién se lleva acabo en un recipiente de porcelana o vidrio

(estéril) y comprende los siguientes pasos:

a. Extraer el concentrado obtenido de acuerdo con el proceso de las
reivindicaciones 1 a 5 con una jeringa estéril de 2.5 o 3 ml y transferirlo al
recipiente seleccionado,

b. Verificar el volumen de la cantidad transferida al recipiente,

c. Aplicar suavemente la composicion activadora sobre la superficie del
concentrado del paso b), en la cantidad establecida en la tabla presentada

a coniinuacion:

Volumen de Concentrado Volumen de ACTIVADOR
0.5 mililitros 50 microlitros
1.0 mililitros 100 microlitros
1.5 mililitros 150 microlitros
2.0 mililitros 200 microlitros

d. Mezclar suavemente y dejar en reposo sin hacer ninguna manipulacion, y

e. Esperar entre 12 a 15 minutos para evidenciar la gelificacion.

9. E! concentrado de factores autdlogos de crecimiento gelificado caracterizado

porque se obtiene mediante el procedimiento de las reivindicaciones 6 a 8.



