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TINTES PARA MEMBRANAS Y ESTRUCTURAS BIOLOGICAS

Referencia cruzada con las solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica prioridad de la solicitud de patente de Estados Unidos No. 61/468,838,
presentada el 29 de marzo de 2011, la cual se incorpora a la presente en su totalidad mediante

referencia

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al uso de uno o varios tintes naturales, solos o en
combinacion con otros tintes, para preparacion de una composicién para tinturar membranas y
estructuras bioldgicas a fin de facilitar su identificaciéon durante procedimientos quirurgicos y al
uso de uno o varios tintes naturales, solos o en combinacion con otros tintes para tinturar
membranas y estructuras bioldgicas a fin de facilitar su identificacion durante procedimientos
quirdrgicos y a sus composiciones. La presente invencion también se refiere al uso de una o
varias composiciones de pinturas naturales que protegen tejidos y células, expuestos durante
procedimientos quirurgicos, del dafio por la luz. La presente invencién también se refiere al uso
de uno o varios tintes naturales, solos o en combinacién con tintes sintéticos para tintura
histopatoldgica tanto in vitro como en la superficie del ojo. La presente invencion se refiere

ademas al uso tdpico de una o varias composiciones naturales dentro del ojo.

Antecedentes de la invencidén

Los procedimientos quirirgicos, en diversos campos de la medicina, con frecuencia
requieren la visualizacidn y, en algunos casos, retirar membranas delicadas que en la mayoria de
los casos son delgadas y semitransparentes. Durante algunos procedimientos quirirgicos es
necesario retirar estas membranas. Este paso es técnicamente muy complejo dada la dificultad de
identificar cada membrana de manera adecuada.

La utilizacién intraoperativa de tintes vitales para tinturar tejidos humanos ha sido
establecida por mas de tres décadas. El uso de tintes vitales en oftalmologia para tinturar tejidos
retinianos data de al menos el ultimo siglo. *° Iniciando con Sorsby en 1939°® y mas tarde en
Gifford en 1940, los oftalmélogos comenzaron inyectando Kiton-verde rapido V, xileno-verde
rapido B, y fluoresceina por via intravenosa. En 1969, Kutschera comenzé inyectando azul
patente por via intravitrea para tinturar tejidos retinianos y determinar rupturas retinianas en
desprendimientos de retina.”®

La introduccién de cirugia vitreo retiniana, vitrectomia pars plana, permitié el tratamiento
de enfermedades graves de la retina tales como la retinopatia diabética, agujero macular y
desprendimiento de retina. La técnica de vitrectomia quirurgica incluye retirar el gel intraocular
vitreo, quitar todas las membranas pre-retinianas, y restaurar el volumen ocular con una solucién

salina balanceada, gas o aceite de silicona. El retiro de las membranas pre-retinianas tal como en

#2161066
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el tratamiento de vitreoretinopatia proliferativa, como una consecuencia del desprendimiento de
retina, membranas epirretinianas fibrogliales y membrana limitante interna (ILM), comprende un
paso quirdrgico técnicamente dificil debido a la naturaleza delgada y semitransparente de los
tejidos " 2. Varios estudios han mostrado complicaciones retinianas causadas por iatrogenia
debido a la accidn de retirar estas microestructuras.

El uso de tintes intraoperativos en cromo vitrectomia es uno de los mds recientes avances
en la cirugia vitreoretiniana®. Esta técnica fue descrita primero por Burk et al. en 2000. En este
trabajo el tinte vital indocianina verde (ICG) mostr6é gran afinidad por ILM fina ‘. La tarea
previamente dificil de retirar la ILM y las membranas epirretinianas en cirugia vitreorretiniana se
hizo mucho mis fcil incrementando las tasas de éxito anatémico y funcional®®. Sin embargo, el
entusiasmo inicial fue reemplazado por preocupacion después de que los ensayos clinicos
demostraran complicaciones post operativas clinicas relacionadas con el uso de ICG tales como
cambios en el campo visual y en el epitelio del pigmento retiniano’ 2. Los estudios in vitro e in
vivo en diferentes modelos animales tales como ratones, conejos y cerdos han determinado una
toxicidad de ICG dependiente de la dosis en las células retinianas'>'%. El efecto dafiino de ICG
durante la cromo vitrectomia motivé a la comunidad cientifica a investigar tintes vitales que
fueran menos toxicos. Algunos de los primeros tintes usados en la investigacién y en la clinica,
en la cromovitrectomia son azul de tripano (AT) y azul patente (AP). Sin embargo, la aceptacion
de estos tintes ha sido limitada debido a la baja afinidad quimica tanto por ILM como por otras
membranas pre-retinianas, y no existen indicadores precisos de su bioseguridad 7!,

Desde entonces, varios investigadores en todo el mundo han propuesto estudiar esto atin
mas con el fin de encontrar un tinte con alta capacidad para tinturar estructuras intraoculares que
sea seguro para la retina. En la investigacion del tinte ideal, la presente invencion propone el uso
de tintes naturales que incluyen el uso de un pigmento que es una estructura constitutiva de la
retina en calidad de un tinte nuevo alternativo para usar en cromo vitrectomia u otras cirugias o
procedimientos donde sea necesario o 1til definir capas o limites para guiar al proveedor de
cuidado de la salud durante un procedimiento o un proceso. _

El documento P10311609-3 revela composiciones que contienen luteina y zeaxantina y el
uso de tales composiciones como una fuente de nutricién para nifios, cuyo propdsito, asi como
también la composicion, dosificacion, formulacién, modo de administracién, contexto de uso y
proceso de produccién son completamente distintos de aquellos revelados en la presente
invencién.

El documento JP2008138158 se refiere a un pigmento amarillo extraido de capullos de
cricula, y un tinte amarillo, un color artificial, un agente filtro UV y un antioxidante.

El documento EP1075284B1 se refiere al uso de tintes vitales para facilitar

procedimientos quirdrgicos en la cirugia vitreorretiniana.
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La presente invencion se distingue por el hecho de que (i) los tintes vitales usados en esta
invencién son tintes naturales, solos o en combinacidén con otros tintes, mientras que los tintes
mencionados en el documento de arriba son todos sintéticos, (ii) la solicitud de esta patente se
refiere no solamente al campo de la cromo vitrectomia sino también a otros campos médicos de
cirugia o de tratamiento que incluyen los ojos, el cerebro, €l abdomen, las articulaciones, la
cirugia plastica, ginecoldgica y la oncologia, y (iii) las membranas que pueden identificarse no
son solamente intraoculares sino también intracerebrales, intraabdominales, intrapélvicas e
intraarticulares, entre otras.

La presente invencién también proporciona una o0 mas composiciones naturales que
pueden usarse para proteger tejidos y células, expuestos durante los procedimientos quirtirgicos,
del dafio debido a la luz presente en el campo quirdrgico. Las composiciones incluyen luteina y
zeaxantina que absorben la luz y proporcionan un efecto protector, particularmente contra las
longitudes de ondas de luz mas dafiinas.

La presente invencién también proporciona una o més composiciones naturales que
pueden usarse para proteger tejidos y células intravasculares mediante la aplicacion tdpica al ojo
o inyeccion dentro del ojo. Las composiciones incluyen luteina y zeaxantina que son conocidas
por proporcionar un efecto protector a los tejidos intraocular es, particularmente frente a la

degeneracion macular.

Resumen de la invencién

La presente invencion se refiere al uso de uno o varios tintes naturales, solos o en
combinacién con otros tintes, para tinturar membranas y estructuras bioldgicas, en general, y al
uso de tales compuestos para la preparaciéon de composiciones para tinturar membranas y
estructuras bioldgicas con el propdsito de facilitar la identificacidn de estas durante
procedimientos quirirgicos o médicos.

La presente invencidn se refiere ademds a composiciones que comprenden uno o varios
tintes naturales, solos o en combinacién con otros tintes, en combinacién con vehiculos y
estructuras aceptables en farmacia, para identificar membranas bioldgicas durante
procedimientos quirurgicos o médicos.

La presente invencién también se refiere a procesos para producir composiciones que
comprenden tintes naturales, solos 0 en combinacidn con otros tintes, usados en procedimientos
quirargicos o médicos.

En otra modalidad, la invencion se refiere a un proceso de identificacion de membranas y
estructuras bioldgicas con los tintes definidos en la presente.

Un objeto de la presente invencion es la proteccion de tejidos y células, expuestos

durante los procedimientos quirurgicos, del dafio debido a la luz presente en el campo quirirgico
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mediante la administracién de uno o mas tintes los cuales incorporan luteina y zeaxantina, los
cuales absorben luz.

Otro objeto de la presente invencién es proteger tejidos y células intraoculares mediante
aplicacion topica al ojo (externamente o internamente) o mediante inyeccion adentro del ojo
(externamente o internamente) D1 o mas tintes que incluyen sustancias naturales tales como

luteina y zeaxantina.

Breve descripeion de las figuras

Fig. 1 es una carta colorimétrica que muestra la locacion de diversos tintes y

combinaciones de tintes de la presente invencion.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion se refiere a composiciones que comprenden uno o mas tintes
naturales, solos 0 en combinacién con otros tintes, en combinacion con vehiculos aceptables en
farmacia, para la identificacion de membranas y estructuras bioldgicas durante procedimientos
quirtrgicos o médicos.

En un método de acuerdo con la presente invencién, la membrana o estructura biolégica
se tintura de manera selectiva de tal modo que el tejido bioldgico adyacente a las membranas o
estructuras biolégicas seleccionadas no se tinturan en una extension sustancial, o al menos en
una medida significativamente menor, de manera no perjudicial, que las membranas o estructuras
biolégicas seleccionadas para tinturarse. Por consiguiente, durante el procedimiento quirurgico,
]la membrana o estructura bioldgica es claramente distinguible de los tejidos adyacentes y de esta
manera se facilita el procedimiento quirlrgico y se reduce el riesgo de dafio a los tejidos
adyacentes.

Usando tintes de la presente invencion, no se ha observado, o muy poco, un efecto nocivo
sobre tejidos adyacentes. Ademas, cualquier tinte remanente en el campo quirtrgico se remueve
en breve después del procedimiento por lo cual se reduce la posibilidad de efectos colaterales
adversos del tinte.

Los tintes de la presente invencion crean un nivel satisfactorio de tinturado a una
concentracion que es aceptable desde el punto de vista fisiologico y toxicoldgico. Se prefiere que
se use una cantidad minima de tinte que proporcionard una diferenciacién visible entre las
membranas o estructuras biologicas seleccionadas y el tejido adyacente.

Los tintes de la presente invenciéon se seleccionan del grupo que comprenden
ingredientes, porciones o extractos de luteina, zeaxantina, urucum, licopeno, astaxantina, beta-
caroteno, y beta-criptoxantina, solos o en combinacion entre si. Tales tintes también pueden
usarse en combinacion con tintes seleccionados del grupo que comprende ingredientes, porciones

o extractos de azul brillante, verde indocianina, verde infracianina, azul tripano, azul patente,

4
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azul bromofenol, verde rapido, carmin de indigo, azul de Evans, verde ligero, triamcinolona,
violeta cristal, fluoresceina, acetato de fluormetolona y rojo congo. En una modalidad mas
particular, las composiciones comprenden luteina y zeaxantina solas o combinadas con tripano o
azul brillante.

Los vehiculos aceptables en farmacia pueden seleccionarse del grupo que comprende
amortiguador de pH de fosfato, soluciones salinas balanceadas (BSS), alcohol polivinilico,
alcohol bencilico, agua purificada, fosfato de sodio, cloruro de sodio, cloruro de calcio, cloruro
de magnesio, cloruro de potasio, citrato de sodio, acetato de sodio, acido bdrico, bérax,
metilcelulosa y derivados, acido hialuronico, polisorbato de sodio dextrano, Tweens, sulfato de
condroitina, edetato de sodio, propilenglicol, polietilenglicol, fenilfosfato, ftalato de sodio,
fosfato de potasio, acido citrico, carbomer 934, carbopol, acido metafosférico, acido glicocolico
y acido acético.

Las composiciones de la presente invencioén pueden comprender desde aproximadamente
0.001% hasta aproximadamente 20%, preferiblemente cerca de 0.01% aproximadamente 5%, e
incluyendo todas las proporciones entre estos limites declarados del tinte.

Las membranas intravasculares referidas en esta invencién se seleccionan
preferiblemente del grupo que comprende la capsula anterior y posterior, epitelio y endotelio de
la cornea, membrana epirretiniana, membrana limitante interna, membrana vitrea, hialoidea
posterior y otras membranas oculares.

En esta invencién, membranas bioldgicas se refieren a cualquiera y a todas las
membranas que necesitan identificarse en la cirugia puede el cuidado médico en general,
particularmente en cirugia oftalmica, de cerebro, de articulaciones, abdominal, plastica,
ginecoldgica y oncologica.

Las composiciones de la invencion pueden usarse para identificaciéon de membranas o
estructuras en procedimientds quirargicos o médicos generales. Procedimientos quirtirgicos
comunes donde es necesario identificar estructuras y membranas incluyen cirugias oftdlmicas, de
cerebro, artro-ortopédicas, abdominales, pléasticas, de articulaciones, ginecologicas y
oncoldgicas. La invencion es especialmente aplicable en la identificaciéon de membranas
intraoculares y estructuras bioldgicas en cirugias oftalmicas que incluyen cromo vitrectomia.
Preferiblemente, los tintes usados en esta invencién son luteina y zeaxantina y sus
combinaciones.

Luteina y zeaxantina, ademas de ser carotenoides, y mas particularmente xanto6filas, son
conocidas y estan estudiadas por su asociacién con la prevencion de maculopatia asociada a la
edad.

La presente invencidn se refiere al uso de luteina y/o zeaxantina como tintes o colorantes
seguros y efectivos para procedimientos quirirgicos tales como, entre otros, cromo vitrectomia,

los cuales permiten una identificacion facil de membranas y estructuras biologicas tales como la
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membrana epirretiniana, ILM, capsula anterior y posterior, epitelio y endotelio de cdrnea,
hialoidea vitrea y posterior, y su remocién completa, cuantos es necesario, mediante cirugia
oftalmica.

En vista de las complicaciones retinianas iatrogénicas causadas por los procedimientos en
la remocion de estas micro estructuras mostradas en el estado de la técnica, el uso de colorantes
naturales, solos 0 en combinacidn con otros tintes, para tinturar membranas intraoculares y otras
estructuras, hacen posible un avance tanto en la técnica quirtirgica como también en el perfil de
toxicidad, con mejoramientos sustanciales en los resultados quirurgicos.

Luteina, que tiene la formula estructural de abajo:

HO™"

y zeaxantina, que tiene las férmula estructural de abajo:

Son pigmentos lipofilicos que pertenecen al grupo de carotenoides y tradicionalmente se
encuentran en frutas y vegetales. Estos dos carotenoides son isémeros estructurales y tienen un
grupo hidroxilo en la porcidn terminal de la molécula, lo cual explica parcialmente su diferente
polaridad y tropismo para ciertas estructuras biolégicas tales como la macula. Luteina y
zeaxantina estan asociadas con la posible prevencién de maculopatias asociadas con la edad
debido tanto a sus propiedades antioxidantes que pueden prevenir el progreso de la degeneracion
macular, como a su distribucidn reconocida en la macula. Esta distribucion selectiva y especifica
de estos carotenoides sugiere que desempefian un papel importante en esta region, tanto como
“un filtro” de luz azul, lo cual induce tipicamente a la formacion de especies de oxigeno radical,
como también por su actividad como antioxidantes. El papel de luteina y zeaxantina en el ojo es
un buen ejemplo de como el cuerpo humano puede defenderse contra un proceso de oxidacion.
De manera interesante, luteina y zeaxantina tienen un mecanismo de accidn dual y sinérgico en
la mécula. Luteina y zeaxantina estan presentes en la region amarilla central (la févea) que tiene
una absorcién maxima en 446 nm, la cual es por coincidencia la misma longitud de onda que la

de la luz azul en el espectro electromagnético y de esta manera absorbe el exceso de la energia de
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fotones. Exactamente debido a esta absorcion, luteina y zeaxantina tienen grupos cromoforos
responsables de su caracteristico color amarillo-anaranjado.

En Europa la luteina se clasifica como un tinte para alimentos, registrado bajo el nliimero
E161b en EFSA (por European Food Safety Authority o Autoridad europea de seguridad
alimentaria). El hecho de que es (i) una molécula GRAS (por Generally Recognized Safe o
reconocida generalmente como segura, la mas alta distinciébn concedida a un
alimento/aditivo/tinte), (ii) reconocida por la FDA (por Food & Drug Administration o
Administracion de Alimentos y Medicamentos en los Estados Unidos de América) como tal, (iii)
ampliamente estudiada y el objeto de varios articulos cientificos publicados en revistas revisadas
por pares, (iv) asociada con un efecto benéfico posible al prevenir las enfermedades retinianas
principales de hoy dia y (v) un tinte, la hace una sustancia interesante como un objeto de estudio
¢ identificacién de membranas intraoculares y otras estructuras bioldgicas no limitadas a, por
ejemplo, membranas intraoculares.

En Europa la zeaxantina también esta registrada como un tinte para alimentos por parte
de la EFSA y tiene un niimero E asignado E161h. Zeaxantina es una molécula GRAS y acido
el objeto de articulos cientificos publicados en revistas revisadas por pares. Como tinte, la
zeaxantina se hace una sustancia interesante por ser un objeto de estudio e identificacion de
membranas intraoculares o estructuras biologicas, no limitadas a, por ejemplo, membranas
intraoculares.

El uso combinado de luteina y/o zeaxantina, juntos o en combinacidn con otras sustancias
tales como tintes y otros vehiculos aceptables en farmacia, como una composicion para tinturar
capsula anterior y posterior, epitelio y endotelio de la cornea, membrana epirretiniana, membrana
limitante interna, la hialoidea vitrea y posterior, es ilustrado. Con los datos pertinentes a su
accion por medio de ejemplos descritos mas adelante.

A pesar del hecho de que ciertas definiciones sobre los tintes de luteina y zeaxantina y
sus combinaciones en el campo de la cirugia oftdlmicas se encuentran descritos con mayor
detalle aqui, la invencién también puede lograrse con otros tintes y campos de aplicacion
previamente definidos.

En la tabla 1 de abajo estén listados los tintes que pueden usarse en la invencion y sus

rangos cuantitativos particulares.



Tabla 1
Componente Concentracion I()Ir%rflgfirtl)tlreacmn Funcién d.er.l‘Ero de

[% p/v] (% p/v] la composicién
Luteina 0.001% a 20% 0.01% a 5% Activa
Zeaxantina 0.0007% a 20% 0.007% a 0.5% | Activa
Urucum 0.01% a 20% Activa

4]

Azul brillante 0.01% a 0.05% DOlR | Activa
Verde Indocianina 0.001% a 20% 0.5% Activa
Verde Infracianina 0.001% a 20% 0.5% Activa
Azul tripano 0.001% a 20% 0.04% Activa
Azul patente 0.05% a 0.5% 0.24% Activa
Azul bromofenol 0.05% a 0.5% 0.2% Activa
Verde rapido 0.001% a 20% Activa
Carmin de indigo 0.001% a 20% Activa
Azul de Evans 0.001% a 20% Activa
Verde ligero 0.001% a 20% Activa
Triancinolona 0.001% a 20% Activa
Violeta cristal 0.001% a 20% Activa
Fluoresceina 0.001% a 20% Activa
Acetato 42 1 0.001% a 20% Activa
fluormetolona
Rojo Congo 0.001% a 20% Activa
Amortiguador - de  pPH |, 194 5 99,999 Vehiculo
fosfato
Solucién salina | 6019 2 99.99% Vehiculo
balanceada
Acido polivinilico 0.001% a 99.99% Vehiculo
Acido bencilico 0.001% a 99.99% Vehiculo
Agua purificada 0.001% a 99.99% Vehiculo
Fosfato de sodio 0.001% a 99.99% Vehiculo
Cloruro de sodio 0.001% a 99.99% Vehiculo
Cloruro de calcio 0.001% a 99.99% Vehiculo
Cloruro de magnesio 0.001% a 99.99% Vehiculo
Cloruro de potasio 0.001% a 99.99% Vehiculo
Citrato de sodio 0.001% a 99.99% Vehiculo
Acetato de sodio 0.001% a 99.99% Vehiculo
Acido bérico 0.001% a 99.99% Vehiculo
Borato de sodio 0.001% a 99.99% Vehiculo
Metilcelulosa 'y sus | 1319, 2 99 9994 Vehiculo
derivados
Acido hialurénico 0.001% a 99.99% Vehiculo
Dextrano 0.001% a 99.99% Vehiculo
Polisorbato de sodio 0.001% a 99.99% Vehiculo
Tweens 0.001% a 99.99% Vehiculo
Sulfato de condroitina 0.001% a 99.99% Vehiculo
Edetato de sodio 0.001% a 99.99% Vehiculo
Propilenglicol 0.001% a 99.99% Vehiculo
Polietilenglicol 0.001% a 99.99% Vehiculo
Fenilfosfato de sodio 0.001% a 99.99% Vehiculo
Ftalato de potasio 0.001% a 99.99% Vehiculo
Fosfato de potasio 0.001% a 99.99% Vehiculo
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Acido de citrico 0.001% a 99.99% Vehiculo
Carbomer 934 0.001% a 99.99% Vehiculo
Carbopol 0.001% a 99.99% Vehiculo
Acido metafosférico 0.001% a 99.99% Vehiculo
Glicocol 0.001% a 99.99% Vehiculo
Acido acético 0.001% a 99.99% Vehiculo

Hay muchos beneficios asociados con el uso de tintes naturales que incluyen: (i) fécil
identificaciéon de membrana y estructuras biolégicas para identificar, retirar o trabajar con; (i)
prevencion de efectos laterales causados por la remocion incompleta de membranas y estructuras
bioldgicas; (iii) facil reduccién del tiempo de cirugia con reduccion en las tarifas médicas y de
hospital; (iv) seguridad incrementada porque el tinte propuesto es un tinte natural, solo o en
combinacidn con otros tintes, no sintéticos, y todas las alternativas en el mercado hoy en dia han
demostrado toxicidad; y (v) posible asociado con el uso del tinte en la cirugia u otros
procedimientos médicos.

Un proceso general de preparacién de composiciones de ]a presente invencion es como
sigue. Se recibe el material de empaque. A continuacién se pesan las materias primas necesarias
para la fabricacion. El manejo y/o la filtracidn se hacen en la habitacion de clase ISO 8. Antes
del llenado séptico o aséptico se realiza control de calidad durante el proceso. Si el llenado es
aséptico sigue el siguiente flujo: llenado en la habitacién de clase ISO 5, sellado en la habitacion
de clase ISO 7 y esterilizacion en la habitacion de esterilizacidon final. De manera inversa si el
llenado séptico sigue el siguiente flujo: filtracién esterilizante en la habitacion de clase ISO 5,
llenado en la habitacion de clase ISO 5 y sellado en la habitacién de clase ISO 7. Después de
estos pasos, tiene lugar el empacado y el control de calidad del producto terminado.

El proceso de fabricacion de las composiciones que comprenden uno o varios tintes o
pinturas, tales como luteina, zeaxantina, urucum, licopeno, astaxantina, beta-caroteno, beta-
criptoxantina, solos o en combinacion entre si, y tales tintes y composiciones de tintes, solos o en
combinacion con azul brillante, indocianina verde, infracianina verde, azul tripano, azul patente,
azul bromofenol, verde rapido, carmin de indigo, azul de Evans, verde ligero, triamcinolona,
violeta cristal, fluoresceina, acetato de fluormetolona y rojo congo. Aquellas personas versadas
en la materia seran capaces de utilizar mezclas de estos tintes siempre y cuando la mezcla
cumpla los propdsitos de tinturar los tejidos biologicos seleccionados para distinguirlos
facilmente de los tejidos bioldgicos adyacentes, preferiblemente en bajas cantidades y sin
toxicidad, con muy poca, y sin residuos de tinte, o con muy poco, después del procedimiento. En
general, la concentracion del tinte o de la mezcla de tintes se minimiza mientras se tintura
efectivamente el tejido bioldgico seleccionado y al mismo tiempo se minimiza el riesgo de
posible dafio o toxicidad al tejido bioldgico. La viscosidad de la solucién del tinte puede
ajustarse, por e¢jemplo, adicionando acido hialurénico para lograr una adherencia mejorada al

tejido bioldgico seleccionado. Adicionalmente, la soluciéon puede formularse como una
9
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dispersién. Es bien conocido en el Estado del arte seleccionar y formular una forma adecuada de

la solucién para aplicaciones particulares.

Eiemplo 1 — Tinturado de tejido ocular humano con Luteina y/o Zeaxantina

Se ensayaron 40 ojos humanos usando soluciones de otras sustancias que incluyen
luteina/zeaxantina (L/Z) (Luteina 5% CWS/S-TG de DSM Nutritional Products, Inc.,
Parsippany, NJ), azul brillante (OPHT-Blue de Ophthalmos Industry, Sao Paolo) y /u otros
vehiculos a concentraciones de luteina desde 0.01% hasta 20% y azul brillante desde 0.0125%
hasta 0.025%. Las soluciones de tintura se prepararon tal como se describe en el ejemplo 2. La
capsula anterior, hialoidea vitrea, posterior y el endotelio de la cornea se tinturar un mediante

precipitacion inmediata de la solucién de tinte en la membrana.

Para la co6mea se utilizo la siguiente técnica de evaluacion:

Calificacion Criterios de evaluacién de la cornea’

0 Sin retencion de tintura

1 Un cuarto (0 menos) pero no cero

2 Mayor que un cuarto, pero menos de una mitad
3 Mayor que una mitad, pero menos de 3 cuartos
4 Mayor que tres cuartos hasta toda el area

! Draize, J.H. et al., J. Pharm. Exp. Ther., 82:377-390,1944

Para el ILM la evaluacion usada fue: 0/4+ (ninguno), 1+/4+ (débil), 2+/4+ (regular),
3+/4+ (buena), 4+/4+ (intensa).

Se observé el tinturado de la capsula anterior 3 +/ 4 +y 4 +/ 4 +, respectivamente con
una solucion de 0.25% y azul brillante 0.025% y una solucion de L/Z 0.5% y azul brillante
0.025%. Este grado de tinturado obtuvo una calificacion de 1+/4+ con una solucion de L/Z a 1%.
También se observé el tinturado de la vitrea a 4+/4+ con una solucion de L/Z a 20% asi como
también el tinturado de ILM a 4+/4+ con una solucion de L/Z a 0.3% y 0.025 azul brillante. La
solucion de L/Z a 1% sola también que duré ILM a 2+/4+. Se observé un tinturado de endotelio
de cdérnea a 2+/4+ con una solucidon de L/Z a 20%.

Estos experimentos establecen que luteina y zeaxantina en combinacion con vehiculos
y/o tintes aceptables en farmacia pueden usarse para la preparacion de una composicion para
facilitar la identificacion de membranas y estructuras bioldgicas durante procedimientos

quirargicos, no limitados a, por ejemplo, procedimientos quirtrgicos oftalmicos.
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Las cantidades de tintes en general, y mas especificamente de luteina y zeaxantina, como
también vehiculos y/o tintes aceptables en farmacia se encuentran listados en la Tabla 1.

Mientras que luteina o zeaxantina pueden usarse solas o en combinacién con otros tintes,
la proporcién preferida de luteina a zeaxantina en la composicion se encuentra en el rango de 5:1

a 1:5 y todos los valores intermedios.

Ejemplo 2 — Composicién de luteina y/o zeaxantina y azul brillante:

La técnica de preparacion descrita abajo es valida para L/Z, cualquiera sea su forma
quimica, pureza, cristalizacion o grado de esterificacion y para todos los vehiculos mencionados
previamente.

L/Z no exhibe una buena solubilidad en agua, por lo tanto fue usado alcohol polivinilico
como vehiculo a una concentracion de 1.4% disuelto en amortiguador de pH de fosfato a pH 7.0.
Este alcohol puede disolverse en otro amortiguador de pH o en una solucion salina simple o
balanceada.

Materiales:

L/Z05¢g

Azul brillante: 0.025 g

Fosfato de sodio monobésico: 0.004 g

Fosfato de sodio dibasico. 0.028 g

Cloruro de sodio. 0.85 g

Povidona 0.4 g

Alcohol polivinilico 1.4 g

Agua g.s.p. 100 mL

Preparacion:

Pesar los componentes activos: azul brillante y L/Z y, revolviendo disolverlo en una
solucion amortiguadora de pH (pH: 7.0 a 7.4) que contiene 1.4% de alcohol polivinilico.

Verificar el pH.

Proceder con el llenado en el area limpia ISO Clase 5 (Clase 100) en un vial con un tapén
de caucho y un sello de aluminio Flip-Off (tapa levadiza de facil abertura) que contiene 0.5 mL.
(Dosis Unica).

Esterilizar en la autoclave durante 30 min a 121 °C.

El proceso inicia disolviendo los componentes en una solucion salina balanceada o
cualquier otra soluciéon que tenga compatibilidad con los componentes de la férmula 1
proporcione estabilidad, pH y osmolalidad compatibles con el uso ocular, incluidas diversas
formas y dosificaciones de los componentes activos y sus vehiculos. En la tabla 2 estan incluidos

algunos ejemplos de férmulas.
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Tabla 2 — Formulaciones de composiciones ejemplares

# | Color % p/v de un primero o Winico tinte | % p/v de un segundo tinte
1 | Azul verdoso | 0.50% L/Z 0.05% Azul brillante

2 | Verdoso 0.50% L/Z 0.025% Azul brillante

3 | Verde 0.50% L/Z 0.0125% Azul brillante

4 | Azul verdoso | 0.25% L/Z 0.025% Azul brillante

5| Verdoso 0.25%L/Z 0.0125% Azul brillante

Otras modalidades preparadas incluyen: (1) 20% L/Z dispersable / soluble en agua
independientemente de la forma fisica y acido polivinilico 1.4% gs 100%; (2) 0.5% de L/Z
dispersable / soluble en agua independientemente de la forma fisica, 0.025% de azul brillante, y
acido polivinilico 1.4% gqs 100%; y (3) 0.5% de L/Z dispersable / soluble en agua
independientemente de la forma fisica, 0.0125% de azul brillante, y 4cido polivinilico 1.4% gs
100%.

Las principales técnicas de manipulacion usadas incluyen: (i) disolucidn; (2) agitacion;
(3) filtracidn; y (4) esterilizacion.

La etapa de esterilizacion, cuando es necesaria, se realiza mediante calor hiimedo, en la
autoclave con temperaturas en los rangos desde 80° a 14.0°C, mediante filtracion esterilizante,
mediante radiacién o mediante otro método compatible.

El pH se observa en un rango desde 3 a 12 y la osmolaridad y osmolalidad estan en un
rango desde 100 a 2000 mOsm, y las formulaciones preferidas tienen una osmolalidad alrededor

de 300mOsm.

Ejemplo 3 - Desarrollo de formulaciones intraoculares

Ademas del uso de un solo tinte en una composicion, tal como se habia mencionado
previamente, también es posible preparar una composicion que comprende una combinacion de
mas de un tinte. En esta invencioén no solamente se proporcionan y se identifican concentraciones
de vehiculo y compuestos activos que difiere del arte previo, sino que también el uso especifico
y el sitio de deposicion que se hace directamente a las membranas del ojo o a otras estructuras
bioldgicas. Esto no habia sido suministrado por el arte previo en el cual se administraban
oralmente luteina y zeaxantina (capsulas, tabletas, barras de cereal o leches fortificadas). La
presente invencion proporciona una composicion en forma de un tinte inyectable formulado a
partir de materias primas que incluyen luteina y/o zeaxantina. El arte previo no ensefiaba
composiciones que pudieran administrarse durante procedimientos quirtirgicos en una forma de
administracion inyectable las aplicaciones especificas incluyen una solucién o dispersion de
inyeccion, un implante ocular para proteccion contra la degeneracion macular o la progresion de

degeneracion macular, y una forma de liberacion lenta de L/Z colocada en el ojo.
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Luteina v/o Zeaxantina

La disolucién se hace con los vehiculos identificados en la tabla 1 de arriba. La solucién
de L/Z se pesa y se diluye con agua destilada en diversas concentraciones que estdn en el rango
entre 0.01% y 20%. La osmolalidad de las soluciones se calcula mediante el osmémetro ATM
Osmomette (Precision Systems, Inc., Sudbury, MA) u otros osmometros aplicables. Una
solucién salina balanceada (BSS por balanced salt solution) es usada como control usando una
osmolaridad u osmolalidad de 100 a 2000 mOsm.

Las etapas principales estan listadas abajo:

1. Determinar un vehiculo de la tabla 1 de manera que la solucién final sea soluble en
agua; se realizaron ensayos de solubilidad en agua y en diversos vehiculos que incluyen aquellos
mostrados en la tabla. Se encontraron solubilidades en el rango entre 0.02 y 110 mg/ m.

2. Caracterizar la absorbancia de la solucién de L/Z; se usé espectrofotometria UV. Se
observd absorbancia entre 2-5 dentro de un rango de longitud de onda de 250 nm a 1000 nm a
una velocidad de 600 nm/min y usando 1.4% de alcohol polivinilico como un estandar blanco.

3. Identificar el color resultante de los grupos cromosomicos; se analizaron mezclas que
comprenden diferentes colores dentro del espectro visible.

4. Ensayar los parametros fisico quimicos de pH, osmolaridad/osmolalidad y

concentracion dptimos; se siguieron los procedimientos descritos arriba.

Eijemplo 4 - Estudio de ojos cadavéricos

Se ensayaron 120 ojos cadavéricos humanos de donantes de cérnea humana usando
soluciones de luteina y zeaxantina solas o combinadas con azul brillante y azul tripano.
Inicialmente se retird la parte anterior del ojo o la cérnea mediante incision del limbo 360° como
rutina y se mantuvo para un trasplante de coérnea. El resto del globo ocular se descartd
usualmente con la Gnica excepcion del tejido escleral que puede usarse eventualmente como un
implante para corregir el adelgazamiento escleral humano o en cirugia de enucleacion. Antes de
la eliminacién de la mayoria de tejidos oculares y la preparacion escleral, se realizaron
experimentos coloreando diferentes membranas del ojo y estructuras intraoculares.

Pronto después de retirar la cérnea, se aplicaron 0.1-0.3 mL del tinte (L/Z 0,25-20% solo
combinado con azul brillante (0.0125% -0.025%) o azul tripano (0.01% - 0.15%) a la c4psula
anterior del cristalino. Después de 30 segundos se retird el tinte con una irrigacién leve de 10 mL
de BSS. Luego se retiro la capsula de los clientes con férceps de capsulorrexis Utrata aplicando
un movimiento circular con 360 grados. Después de retirar el exceso de ojo, la intensidad de
tintura se emitié mediante la nota 0 (sin tintura), + (tinturado ligero), + + (tinturado moderado), +
+ +/++++ (tinturado intenso), por parte de tres cirujanos experimentados que no conocian las
sustancias y que estuvieron operando de manera independiente. Las cépsulas anteriores retiradas

se evaluaron mediante espectrofotometria.
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El cristalino fue retirado para los experimentos usando férceps quirargicos para la
escision vitrea en bloque. Todo el vitreo completo se sumergié en 1 mL de cada solucidn de tinte
por 1 minuto, seguido de una inmersion del mismo vitreo en 1 mL de BSS.

En el ultimo experimento, la capacidad en las antes del tinte en ILM fue evaluada
después de la inyeccion intravitrea de la ILM. Un total de 0.1-0.3 mL de cada solucion de tinte se
inyecto a la cavidad vitrea en la ILM. El exceso de ojos se retiré por una infusion de 0.1 mL de
BSS. Después de retirar el ojo en exceso, se evaluaron la intensidad de tinturado en la ILM y
vitrea con la nota 0 (sin tinturado), + (ligeramente tinturado), + + (moderadamente tinturado), +
+ +/++++ (intensamente tinturado) por parte de tres cirujanos expertos vitreorretinianos que no
conocen las sustancias usadas y estaban operando de manera independiente. Luego se us6 una
aguja calibre 27, doblada, para crear una plaqueta en la ILM, y se usaron pinzas quirtrgicas de
vitrectomia calibre 20 para sostener y retirar suavemente la ILM. Las ILMs retiradas se

evaluaron por medio de espectrofotometria.

Eijemplo 5 - Analisis histologico

ILM y la céapsula anterior del cristalino se retiraron y se fijaron en una solucién de
formalina a 10% por 24 horas. A esto le siguié empapar el tejido en Araldite® (Huntsman
International, LLC) para secciones histolégicas. El material se recogié desde dos éreas diferentes
en los sitios de inyecciones previas de cada solucién de tinte. Todas las muestras se recogieron
en areas separadas por un minimo de 500 um una de otra. Las muestras se analizaron mediante
microscopia de luz y microscopia electronica. Para la microscopia de luz, se examinaron
secciones delgadas de tejido después de tinturar con tinte azul de toluidina. Para microscopia
electrdnica se colocaron secciones ultra delgadas sobre micro soportes o rejillas de cobre, se
tinturado con acetato de uranilo y citrato de plata, y se examinaron con el microscopio
electronico Jeol JX 1500TM (Jeol Ltd., Tokio, Japdn).

Ejemplo 6 - Estudios de toxicidad en conejos

30 Conejos holandeses con pesos entre 1.5 y 2 kg fueron usados de acuerdo con
estandares de investigacion de la Declaracion de Helsinki, y las Reglas de la Asociacion para
investigacion en nutricién y oftalmologia (ARVO por Association for Research in Vision y
Ophthalmology) y los estindares de Etica en investigacion de la Universidad de Sao Paulo
respecto de los experimentos en animales. Todos los experimentos y procedimientos quirtrgicos
se hicieron bajo anestesia después de una inyeccion intramuscular de 35mg/kg de clorhidrato de
ketamina (Phoenix Scientific Inc., USA) y 5 mg/kg de clorhidrato de ketamina (Phoenix
Scientific Inc., USA). La pupila fue dilatada antes de la cirugia mediante la instilaciéon de
clorhidrato de ciclopentolato 1% (Bausch & Lomb Pharmaceuticals Inc., USA) y fenilefrina 5%
(Bausch & Lomb Pharmaceuticals Inc., USA).
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Inyeccion intravitrea y técnica quirirgica. Se usaron dos técnicas quirurgicas para hacer

la aplicacién de la inyeccién subretiniana o intravitrea del tinte. En una primera técnica, se
evalué la toxicidad subretiniana del tinte. Se realizd la anestesia mediante inyeccion
intramuscular de 35 mg / kg de clorhidrato de xilazina y 5 mg / kg de clorhidrato de ketamina, a
lo cual le sigue la colocacién de un blefarostato en el ojo derecho de los animales y una gota de
yodo-povidona al 5% tépico para preparacion del ojo para vitrectomia con 3 esclerotomias. En la
esclerética temporal se dispuso una infusién para mantener la presién intraocular en 30 mm de
Hg y se fij6 con suturas de Vycril 7-0 (Ethicon, Inc.). Luego se realizaron dos esclerotomias
temporales, nasal y superior, 2.5 mm posteriores al limbo. Se realizo vitrectomia pars plana
usando un sistema de calibre 20 con el instrumento para vitrectomia AccurusTM - (Alcon, Fort
Worth, Texas, USA).

El siguiente paso quirurgico fue la aplicacion de dos marcas de fotocoagulacion con laser
de diodo FTC / TTT / IPDT 2000TM (Electronica Opto, S&o Carlos, SP, Brasil) con los
parametros de 100 pum in didmetro, 100 milivatios y duracién de 300 milisegundos, en la retina
temporal y nasal 4 mm debajo del nervio 6ptico. La funcion de las marcas de laser es delimitar la
region que es inyectada al ojo en el 4rea subretiniana para andlisis histologico. La administracion
del tinte fue hecha con una cdnula de infusion calibre 41 para translocacion macular (Bausch &
Lomb, USA). La canula se posicioné 2 mm por encima de la marca de fotocoagulacién de laser
previa. El tinte usarse se inyecto al espacio subretiniano en diferentes concentraciones, y a 2 mm
por debajo de la marca de fotocoagulacion temporal. El tinte se infundié continuamente hasta
que se formé una burbuja de 3 mm in didmetro mediante una infusién de 0.02 mL del tinte. A
continuacion, se infundié 0.02 mL de solucion de control BSS con la misma forma que la marca
de laser nasal. El ojo se suturd con hilo 7-0 Vicryl en las tres esclerotomias. Este experimento se
repitié en dos animales con cada tinte a diferentes concentraciones. Los conejos se sacrificaron
con inyeccion intravenosa de 2 mL de fenobarbital y los ojos se retiraron mediante enucleacion
con laser 24 horas después de la cirugia.

En un segundo experimento, se evalud la toxicidad de tinte intravitreo. Se inyectd un total
de 0.1 mL de tinte a la cavidad vitrea de los 0jos y se repitié en dos animales adicionales. En el
o0jo contralateral de un animal se inyecté 0.1 mL de BSS (290 mOsm) como control. La técnica
de inyeccion intravitrea sigue patrones internacionales **. En breve se colocé un blefarostato
seguido de instilacion de una gota de yodo-povidona al 5% en el ojo. Bajo el microscopico
quirdrgico se conect6 una aguja calibre 27 a una jeringa de 1 mL que contiene el tinte o BSS y se
inyecto en la region esclerdtica supratemporal, 2 mm posterior al limbo. Se examinaron los ojos
para escribir desprendimiento de retina, hemorragia vitrea o heridas al cristalino. Al final del
procedimiento se aplicd una gota de gotas oftdlmicas estériles con antibidticos y esteroides. Los

conejos fueron sacrificados con inyeccion intravenosa de 2 mL de fenobarbital y los ojos se
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retiraron mediante enucleacion por laser 24 horas después de la inyeccién y se fijaron en

glutamaldehido a 2.5%.

Fundoscopia vy angiografia_de fluoresceina. Se realizé angiografia de fluoresceina

mediante inyeccion intravenosa por 30 segundos de 0.3 mL de fluoresceina de sodio 10% en la
vena auricular de la magna animal. La angiografia se realiz usando una cdmara especifica del
fondo del ojo (Topcon TRC, Topcon, Tokio, Japon) cada 20 segundos hasta cinco minutos
después de la inyeccion inicial. Se realiz6 un examen de angiografia de fluoresceina seis horas y
24 horas después de la aplicacion intravitrea del tinte. La inyeccion de tinte se realiz6 lentamente
para evitar la ruptura iatrogénica de la barrera hematorretiniana por una inyeccién de bolo rapido
que puede suceder en estos animales.

Histologia. Los ojos fueron enucleados y fijados en una solucién de 2% de
paraformaldehido, 2% de glutaraldehido y amortiguador de pH de fosfato 0.1 mol/L y pH 7.4 por
24 horas. A esto le siguié empapar el tejido en Araldite® para secciones histologicas. El material
se recogié desde dos éreas diferentes en los sitios de las inyecciones previas del ojo. Todas las
muestras se recogieron en dreas separadas 500 um una de otra. Las muestras se analizaron
mediante microscopia Optica y microscopia electrénica. Para microscopia Optica las secciones
delgadas de tejido se examinaron después de tinturarlas con tinte azul de toluidina. Para
microscopia electronica se colocaron secciones ultra delgadas en micro estructuras de cobre
pinturas con acetato de uranilo y citrato de plata y se examinaron con el microscopio electrénico
Jeol JX 1500TM (Jeol Ltd., Tokio, Japén).

Lo siguiente describe las acciones tomadas en cada punto del estudio:

Tiempo cero: Antisepsis y anestesia del animal, inyeccién intravitrea / subretiniana de
tinte (grupo experimental), e inyeccion intravitrea / subretiniana de solucién salina balanceada
(grupo de control).

Tiempo seis horas: angiografia de fluoresceina del fondo y examen de la retina.

Tiempo 24 horas: angiografia de fluoresceina del fondo y examen de la retina, asepsis y
anestesia del animal; sacrificio del animal por una sobredosis de pentobarbital.

Después del procedimiento: recoleccion de datos para histologia, microscopia electrénica
y analisis estadistico de resultados.

Tiempo 7 dias: angiografia de fluoresceina de fondo y examen de la retina, asepsis y

anestesia del animal, y sacrificio del animal por una sobredosis de pentobarbital.

Ejemplo 7 - Uso como tintura histopatoldgica.

Las presentes composiciones son utiles como tintes para tinturado histopatolégico, tanto
in vitro como en la superficie externa del ojo. Las composiciones de tinte usadas fueron una
dispersion de (L/Z) 0.1-0.7% asociadas con azul brillante 0.0125%-0.05% en una solucion
acuosa de amortiguador de pH a un rango de pH [6-7.4] y un rango de osmolalidad de [280-320]
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Osmvkg. 2ml de estas soluciones se envasaron en viales de 3ml. Los tejidos usados para tinturar
fueron la conjuntiva, cornea, parpados y tejido epitelial retiniano. El tinturado se hizo mediante
el siguiente proceso: se obtuvo todo el globo ocular y se sumergié en un fijador de Karnovski
compuesto de glutaraldehido 2.5% y paraformaldehido 2% en amortiguador de pH de cacodilato
de sodio 0.1M manteniendo la solucion al pH 7.2.

La solucién se mantuvo por 24 horas y se cortaron los tejidos de la retina, conjuntiva y de
la cornea. Luego se realizd el primer proceso de enjuague tres veces usando un amortiguador de
pH cacodilato de sodio 0.1M durante 15 minutos. El segundo proceso de enjuague se realizd
luego dejando el tejido en solucién por una noche con el mismo amortiguador de pH. El segundo
proceso de fijacion se realiza con tetraéxido de osmio 2% en amortiguador de pH cacodilato de
sodio 0.1M por 2 h, seguido de un enjuague por 10 minutos con el mismo amortiguador de pH.
Después de eso el material pasé el proceso de deshidratacion/secado, comenzando con etanol
70% (15min, dos veces), 90% (15min, dos veces) y 100% (15min, 4 veces) y terminando con
oxido de propileno (30min, 3 veces). Luego, el material se someti6 a infiltracién con resina
Epon® (Miller-Stephenson) en una solucién 1:1 de Epon®: éxido de propileno por una noche,
con el parpado abierto. El dia después, el material se re-infiltra con Epon® por 4h en condiciones
al vacio. Después de esto, el material se incluyé en un molde y se llevé al proceso de
polimerizacion a 60 °C por 48h. Después de recortar, se hicieron cortes semi-delgados con
espesor de 40 um en un micrétomo Leyca Reichert Ultracut #702501 y finalmente se tinturar un
con la solucidén de tinte mencionada previamente. Hubo un tinturado adecuado del material

cortado proporcionando un tinturado azul-verdoso a todos los materiales.

Ejemplo 8 - Proteccién frente al dafio del tejido durante procedimientos quirtirgicos.

Los procedimientos quirtirgicos involucran normalmente una exposicion de tejidos y
células al ambiente de la sala quirtirgica, la cual tipicamente tiene oxigeno y luz.
Especificamente, la mayoria de salas de cirugia poseen iluminadores potentes
(endoiluminadores) cuya unica funcion es proporcionar la mejor iluminacion posible para que el
cirujano visualice las areas objetivo y sea capaz de realizar sin problema todas las etapas de la
cirugia. El endoiluminador estd descrito en la literatura cientifica como una fuente poderosa de
luz azul que puede proporcionar un efecto foto téxico en la retina.**> La luz azul se describe en la
literatura cientifica como una fuente inherente de radicales libres.>® Los radicales libres se han
descrito de manera extensa en la literatura como atracadores de la integridad de la membrana
lipofilica fotorreceptor, causando muerte celular prematura y conduciendo a degeneracion
macular asociada a la edad, la causa destacada de seguida en el mundo occidental. Los radicales
libres también proporcionan la acumulacion de drusas en el cristalino lo que conduce al inicio

prematuro de cataratas.>® Luteina y Zeaxantina (L/Z) pueden estabilizar, aplacar o atrapar
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radicales libres evitando mas dafios al fotorreceptor o la integridad del cristalino y, por lo tanto,
contribuyendo a disminuir la severidad o incluso la incidencia de estas condiciones. Por otra
parte, L/Z tienen la propiedad de absorber longitudes de onda azul de la luz en el 4rea de los 446
nm, disminuyendo por lo tanto la exposicion del cristalino o de los fotorreceptores retinianos a la
luz peligrosa (3-23). El siguiente parrafo retrata una descripcion del mecanismo de accion de
L/Z. El endoiluminador es una fuente de exposicion intensa a la luz, principalmente luz azul. La
sala de cirugia estd llena de oxigeno, el combustible perfecto para la formacion de radicales
libres. El uso intraocular de soluciones de L/Z proporcionara una proteccion extra a la cirugia
dada por su mecanismo de accion como filtro y antioxidante. Costa et al concluye que “la
toxicidad retiniana inducida por la luz del endoiluminador depende de factores tales como la
duracion de uso, tipo, potencia y longitud de onda de la fuente de luz. El peligro de la radiacion
de luz se incrementa al disminuir la longitud de onda debido a que en los efectos fototdxicos mas
potentes intervienen rayos ultravioleta y luz azul, tal como se muestra en estudios
experimentales.” Ademas, puesto que la oxidaciones un problema sistémico que puede ocurrir
en cualquier parte en los tejidos del cuerpo humano y puesto que la exposicion al
endoiluminador esta presente en todas las cirugias, no solamente en cirugias oftdlmicas, la
presencia de L/Z como una ayuda quirdrgica puede disminuir el contacto y el ataque de los
fotones de Iuz azul y los radicales libres a los tejidos, acelerando su degeneraciéon (y

enfermedades degenerativas consecuentes), virtualmente en todas las partes del cuerpo.

Luteina y zeaxantina son pigmentos lipofilicos que pertenecen al grupo de los
carotenoides y se encuentran tradicionalmente en frutas y vegetales. Estos dos carotenoides son
isdbmeros estructurales y tienen un grupo hidroxilo en la porcién terminal de la molécula lo cual
explica parcialmente su polaridad y tropismo diferentes para ciertas estructuras bioldgicas tales
como la macula. Existe una variedad significativa de estudios previos publicados, revisados por
pares, que muestran que L/Z estan asociadas con la posible prevencion de maculopatias
asociadas con la edad debido a (i) su mecanismo antioxidante que puede prevenir el progreso de
la degeneracion macular y (ii) su distribucién exclusiva en la mécula. La distribucion selectiva y
especifica de estos carotenoides sugiere que estos desempefian un papel importante en esta
region, tanto como un "filtro" de luz azul y como un antioxidante. La luz azul es bien conocida
por ser uno de los mayores generadores de radicales hidroxilo, un espécimen de oxigeno reactivo
que ataca estructuras bioldgicas tales como fotorreceptores. Las especies de oxigeno reactivo
(ROS por Reactive Oxygen Species) se generan continuamente en la retina por la existencia de
varias reacciones metabdlicas, considerables niveles de oxigeno, acidos grasos poliinsaturados y
fotones de luz azul. La continua exposicion a estos fotones en la retina conducira a la formacién
de ROS los cuales en su busqueda de estabilizacion capturaran un electrén de cualquier foto

sensibilizante tal como un fotorreceptor, atacando esta estructura. Con una cadena poliénica

18



10

15

20

25

30

35

extensa, L/Z, si estan presentes en el cristalino y en la region retiniana, pueden donar electron
necesitado para qué las ROS formadas como resultado de la presencia de luz azul, sofocando la
etapa tripleta de ambos fotosensibilizantes asi como también el oxigeno singlete, inhibiendo mas
formacién de ROS y previniendo la lipo-peroxidacién. De manera interesante, las moléculas de
L/Z absorben luz en la region del espectro visible, alrededor de 446nm, lo cual coincide
exactamente con la region azul del espectro electromagnético. Por esta razdn, es conocido que
L/Z pueden ser absorbentes naturales de luz azul, disminuyendo su prevalencia negativa en el
cristalino y en la retina. El uso de suplementos orales de L/Z con el objetivo de prevenir

maculopatia asociadas con la edad ha sido registrado por varios afios.

Eiemplo 10 - Formulacidn de tinte que incluyen L./Z v azul brillante (BB)/azul tripano (TB)

En referencia a la Fig. 1, basada en el principio del colorimetro, el eje a es desde verde a
10jo, el eje b es desde azul amarillo y el eje L es desde negro a blanco. L/Z tiene un color naranja,
de modo que su color esta entre amarillo (b+) y rojo (a+); BB y TB tienen cada uno un color azul
de modo que su color resultante cae entre azul (b-) y verde (a-). A fin de obtener un color verde
para la solucion, se necesite incrementar la cantidad de BB / TB o disminuir la cantidad de L/Z
para obtener un valor a negativo. Pero con el fin de disminuir la toxicidad de la formulacién es
necesario incrementar la cantidad de L/Z y disminuir la cantidad de BB / TB.

Con base en los experimentos, una combinacién en la proporcion de L/Z
0.3%+BB0.025% (cercana a 10:1) tiene un buen color verde y posee alta actividad como tinte y
baja toxicidad. L/Z 0.3%+TB 0.1% (3:1) también tiene un color verde interesante e intensidad
intensa como tinte pero cierta toxicidad. A fin de disminuir la cantidad de TB a 0.05%, debemos
aceptar una solucién de color verde un poco oscuro (L/Z 0.5%+TB 0.05%) o aceptar una
actividad como tinte un poco baja (L/Z 0.15%+TB0.05%). Una proporcion 10:1 L/Z-BB es
optima para la relacion color/toxicidad. Una proporcion 3:1 L/Z — TB es dptima para el color
pero no para la toxicidad. La proporcion 10:1 parece el mejor balance entre
color/solubilizacion/toxicidad con cada solucion. Asimismo, las concentraciones de BB por
debajo de 0.025% y de TB por debajo de 0.05% parecen tener eficacia de tinturado que fue
perjudicada en ojos cadavéricos. Adicionalmente, las concentraciones de L/Z por encima de
0.5% pueden resultar en precipitacion desde la solucién y plantean un reto para la disolucion.
Ademas, parece que la concentracién limitante de L/Z es 0.5% en cada combinacion con BB o
TB usando diferentes concentraciones de amortiguador de pH, tiempo de agitacion y

temperatura.

La descripcion precedente y los dibujos comprenden modalidades ilustrativas de las
presentes invenciones. Las modalidades precedentes y los métodos descritos en la presente

pueden variar con base en la habilidad, experiencia y preferencia de aquellos versados en la
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materia. El simple listado de las etapas del método en un cierto orden no constituye una
limitaciéon en el orden de las etapas del método. La descripcion precedente y los dibujos
simplemente explican que ilustran la invencion y la invencién no se limita a los mismos, excepto
en la medida que las reivindicaciones las limiten. Aquellos versados en la materia que tienen la
revelacion ante si seran capaces de hacer modificaciones y variaciones en la misma sin apartarse

del alcance de la invencién.
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Reivindicaciones

1. Un método para tratar tejidos, membranas u otras estructuras, todos bioldgicos, el cual
comprende seleccionar un tinte natural seleccionado del grupo que consiste de luteina,
zeaxantina, urucum, licopeno, astaxantina, beta-caroteno, y beta-criptoxantina, solo o en
combinacién entre si, u otros tintes sintéticos, y aplicar el tinte al tejido, membranas u otra

estructura biolégicos puede.

2. Un método, tal como se define en la reivindicacion 1, donde la aplicacion del tinte a los
tejidos, membranas u otras estructuras bioldgicas dan lugar a tinturado en el tejido, las

membranas u otras estructuras.

3. Un método, tal como se define en la reivindicacién 2, que comprende ademaés la etapa de

separar los tejidos, membranas u otras estructuras bioldgicas temporadas del tejido circundante.

4. Un método, tal como se define en la reivindicacién 3, donde la etapa de separacion se
selecciona del grupo consistente de cirugias oftalmicas, de cerebro, abdominal, artro-ortopédica,

pléstica, ginecoldgica y de cancer.

S. Un método, tal como se define en la reivindicacion 1, que comprende ademas una etapa
de adicionar un segundo tinte seleccionado del grupo que consiste en azul brillante, indocianina
verde, infracianina verde, azul tripano, azul patente, azul bromofenol, verde rapido, carmin de
indigo, azul de Evans, verde ligero, triamcinolona, violeta cristal, fluoresceina, acetato de

fluormetolona y rojo de congo y combinaciones de los mismos.

6. Un método, tal como se define en la reivindicacion 1, donde dicho tinte se aplica al
tejido, membranas u otra estructura bioldgica para protegerlos de dafio por luz al exponerse

durante un procedimiento médico.

7. Un método, tal como se define en la reivindicacién 6, donde dicho tinte consiste

esencialmente de luteina y zeaxantina.

8. Un método, tal como se define en la reivindicacion 1, donde el tejido, las membranas u
otra estructura bioldgica consiste en un tejido, membranas u otra estructura bioldgica del ojo y
dicho tinte se aplica inyectandolo sobre el tejido, las membranas u otra estructura biologica del

0jo.
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9. Un método, tal como se define en la reivindicaciéon 8, donde un implante ocular que
incluye luteina y zeaxantina se inserta en el tejido ocular (superficie externa o intraocularmente)
para proteccion contra la degeneracion macular o para retrasar la progresion de la degeneracion

macular.

10.  Un método, tal como se define en la reivindicacion 8, donde el tinte comprende una
forma de liberacion lenta de una combinacion consistente en luteina y zeaxantina colocada en el

ojo.

11.  Una composicion para tinturar tejidos, membranas u otras estructuras bioldgicas que
comprende un tinte natural seleccionado del grupo consistente en luteina, zeaxantina, urucum,
licopeno, astaxantina, beta-caroteno, y beta-criptoxantina, solos o en combinacién entre si y un

vehiculo aceptable en farmacia.

12.  Una composicién de acuerdo con la reivindicacion 11, el cual comprende ademés un
tintes seleccionados del grupo consistente en azul brillante, indocianina verde, infracianina
verde, azul tripano, azul patente, azul bromofenol, verde rapido, carmin de indigo, azul de Evans,
verde ligero, triamcinolona, violeta cristal, fluoresceina, acetato de fluormetolona y rojo de

congo y combinaciones de los mismos.

13. Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 12, donde el tinte estd presente en una

concentracion de 0.001% a 20%.

14.  Una composicidn de acuerdo con la reivindicacion 11, donde dicho limite natural consiste

esencialmente de luteina y zeaxantina, solas o combinadas.

15.  Una composicion de acuerdo con la retvindicacion 11, donde el vehiculo se selecciona
del grupo consistente en amortiguador de pH de fosfato, solucién de sal balanceada, alcohol
polivinilico, alcohol bencilico, agua purificada, fosfato de sodio, cloruro de sodio, cloruro de
calcio, cloruro de magnesio, cloruro de potasio, citrato de sodio, acetato de sodio, acido bdrico,
borato de sodio, metilcelulosa y sus derivados, &cido hialurénico, dextrano, polisorbato de sodio,
Tweens, sulfato de condroitina, edetato de sodio, propilenglicol, polietilenglicol, sodio fenilo,
ftalato de potasio, fosfato de potasio, acido citrico, carbomer 934, Carbopol, acido meta

fosférico, &cido glicocdlico, acido acético, y combinaciones de los mismos.

16.  Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 12, donde la composiciéon comprende

un primer y un segundo tintes a una tasa que estan en un rango entre 0.001% y 20%.
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17.  Una composicién para tinturar tejidos, membranas u otras estructuras bioldgicas, la cual
comprende (a) uno o mds tintes seleccionados del grupo consistente en aquellos estados en las
primeras tres filas de la siguiente tabla dentro del rango declarado; (b) opcionalmente uno o
varios tintes seleccionados del grupo consistente en aquellos que estan listados en las filas
“activas” restantes de la siguiente tabla dentro del rango declarado; y (¢) uno o varios vehiculos

seleccionados del grupo consistente en aquellos que estan listados en la fila “vehiculo” de la

siguiente tabla dentro del rango declarado:

derivados

Componente Concentracién Concentracion | Funcion dentro de la
[% p/v] preferible composicion
[% p/v]
Luteina 0.001% a 20% 0.01%-5% Activa
Zeaxantina 0.0007% a 20% 0.007%-0.5% Activa
Urucum 0.01% a 20% Activa
Azul brillante 0.01% a 0.05% 0.0125%- Activa
0.025%
Verde Indocianina 0.001% a 20% 0.5% Activa
Verde Infracianina 0.001% a 20% 0.5% Activa
Azul tripano 0.001% a 20% 0.04% Activa
Azul patente 0.05% a 0.5% 0.24% Activa
Azul bromofenol 0.05% a 0.5% 0.2% Activa
Verde rapido 0.001% a 20% Activa
Carmin de indigo 0.001% a 20% Activa
Azul de Evans 0.001% a 20% Activa
Verde ligero 0.001% a 20% Activa
Triancinolone 0.001% a 20% Activa
Violeta cristal 0.001% a 20% Activa
Fluoresceina 0.001% a 20% Activa
Acetato de fluormetolona | 0.001% a 20% Activa
Rojo de Congo 0.001% a 20% Activa
Amortiguador de pH | 0.001% a 99.99% Vehiculo
fosfato
Solucién salina | 0.001% a 99.99% Vehiculo
balanceada
Acido polivinilico 0.001% a 99.99% Vehiculo
Acido bencilico 0.001% a 99.99% Vehiculo
Agua purificada 0.001% a 99.99% Vehiculo
Fosfato de sodio 0.001% a 99.99% Vehiculo
Cloruro de sodio 0.001% a 99.99% Vehiculo
Cloruro de calcio 0.001% a 99.99% Vehiculo
Cloruro de magnesio 0.001% a 99.99% Vehiculo
Cloruro de potasio 0.001% a 99.99% Vehiculo
Citrato de sodio 0.001% a 99.99% Vehiculo
Acetato de sodio 0.001% a 99.99% Vehiculo
Acido bérico 0.001% a 99.99% Vehiculo
Borato de sodio 0.001% a 99.99% Vehiculo
Metilcelulosa 'y sus | 0.001% a 99.99% Vehiculo
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Componente Concentracién Concentracion | Funcion dentro de la
[% p/v] preferible composicion
[% p/v]
Acido hialurénico 0.001% a 99.99% Vehiculo
Dextrano 0.001% a 99.99% Vehiculo
Polisorbato de sodio 0.001% a 99.99% Vehiculo
Tweens 0.001% a 99.99% Vehiculo
Sulfato de condroitina 0.001% a 99.99% Vehiculo
Edetato de sodio 0.001% a 99.99% Vehiculo
Propilenglicol 0.001% a 99.99% Vehiculo
Polietilenglicol 0.001% a 99.99% Vehiculo
Fenilfosfato de sodio 0.001% a 99.99% Vehiculo
Ftalato de potasio 0.001% a 99.99% Vehiculo
Fosfato de potasio 0.001% a 99.99% Vehiculo
Acido citrico 0.001% a 99.99% Vehiculo
Carbomer 934 0.001% a 99.99% Vehiculo
Carbopol 0.001% a 99.99% Vehiculo
Acido meta fosférico 0.001% a 99.99% Vehiculo
Glicocol 0.001% a 99.99% Vehiculo
Acido acético 0.001% to 99.99% Vehiculo

Traduccién realizada por Rafael Baracaldo
Id. 253709 - WPCL1390
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Resumen
La presente invencion se refiere al uso de uno o varios tintes naturales, solos o en
combinacién con otros tintes, para la preparacion de una composicion para tinturar membranas y
estructuras bioldgicas, a fin de facilitar su identificacién durante procedimientos quirtrgicos. La
presente invencion se refiere al uso de uno o varios tintes naturales, solos o en combinacién con
otros tintes, para tinturar membranas y estructuras bioldgicas a fin de facilitar su identificacién

durante procedimientos quirurgicos.
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Group I - claims 1-12 drawn to a method of staining biological tissues, membranes or other structures, comprising
selecting a carotenoid and applying the dye directly to the biological tissue, membrane or other structure. The first
invention si restricted to lutein.

Group II - claims 13 - 18, drawn to a composition for staining biological tissues, membranes or other structures
comprising a carotenoid dye in a pharmacologically acceptable vehicle;

Groups I and IT lack unity of invention because even though the inventions of these groups require the technical feature of a
composition of a natural dye such as lutein, this technical feature is not a special technical feature as it does not make a contribution
over the prior art in view of US 2011/0021465 A1 to Minatelli et al. (hereinafter Minatelli) that discloses composition for staining
biological tissues, membranes or other structures that comprises lutein and/or trans-zeaxanthin or meso-zeaxanthin and a
pharmaceutically acceptable vehicle (krill oil; claim 1). As said composition is known in the art at the time of the invention, this cannot
be considered a special technical feature that would otherwise unify the groups.

Another special technical feature of the inventions is the specific dyes recited therein. As said dyes were known in Ll?e art at
the time of the invention, the inventions do not share a special technical feature. Without a shared technical feature, the inventions lack
unity with one another.

Groups I and 1 therefore lack unity of invention under PCT Rule 13 because they do not share the same or corresponding special
technical feature.

4, Consequently, this report has been established in respect of the following parts of the international application:

D all parts.

the parts relating to claims Nos. 1-18 limited to lutein
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Box No. V  Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial
applicability; citations and explanations supporting such statement

1. Statement

Noveity (N) Claims 2,4.6,7.9.11,14 and 16-18 YES
Claims 3,5,8,10,12,13 and 15 NO
Inventive Step (IS) Claims NONE YES
Claims 1-18 NO
Industrial Applicability (1A) Claims 1-18 YES
Claims NONE NO

2. Citations and Explanations (Rule 70.7)
Please See Continuation Sheet
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Supplemental Box

In case the space in any of the preceding boxes is not sufficient.
Continuation of:

Continuation for the new matter

The specification only dislcosed "a slow-release form of L/Z placed in the eye" and the claim limitation in claim 22 of a slow delivery
system for any carotenoid applied directly to the eye goes beyond the original disclosure.

V. 2. Citations and Explanations:

Claims 1, 3,5, 8, 10, 12 and 13 lack novelty under PCT Article 33(2) as being anticipated by US 2008/0254140 Al to Widder et al.

(hereinafter Widder).

Regarding claim 1, Widder teaches a method of treating biological tissues comprising selecting a natural dye consisting of lutein and
applying the dye to the biological tissue such as the eye by intraocular injection, subretinal injection, intravitreal injection, periocular
administration, intracameral injection (including in to the anterior or vitreous chamber), ophthalmic solutions, ophthalmic suspensions or
ocular implants (para [00043] - [0044] and [0108], which reads on applying the dye directly to the tissue (e.g. intravitreal is directly to

the vitreous; periocular administration directly to the cornea or sclera)
Regarding claim 3, Widder teaches lutein and zeaxanthin (para [0043]).

Regarding claim 5, the routes include intraocular injection.

Regarding claim 8, the internal limiting membrane and posterior hyaloid membrane cover the retina and the administration routes of

Widder read on direct application to these tissues (para (0108]).

Regarding claim 10, intravitreal injection applies the dye to the vitreous (para [0108]).

Regarding claim 12, the administration routes of Widder such as subretinal read on application to neuronal tissue.

Regarding claim 13, Widder teaches the dye comprises a slow-release form of a combination consisting essentially of lutein placed in the

cye (para [0043]-{0044], [0108]).

Form PCT/IPEA/409 (Supplemental Box) (July 2011)
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Supplemental Box

Claims 13 and 15 lacks novelty under PCT Article 33(2) as being anticipated by US 2011/0021465 to Minatelli et al. (hereinafter
Minatelli).

Regarding claims 13 and 15, Minatelli teaches a composition for staining biological tissues, membranes or other structures, comprising a
natural dye such as lutein, zeaxanthin or astaxanthin and a pharmaceutically acceptable vehicle (para [0052], claim 1).

Claims 6, 7, 9 and 11 lack inventive step under PCT Article 33(3) as being obvious over Widder.

Regarding claim 6, Widder does not specifically teach application to the anterior lens capsule. Widder teaches that the compositions are
used to protect from ophthalmic conditions such as macular degeneration, protect the eyes of mammal from light (para {06010]). It would
have been obvious to a skilled artisan at the time to apply the composition to this portion of the eye which is exposed to light from that
light by application of the lutein containing composition.

Regarding claim 7, application of the composition will protect the surrounding portions of the eye during the lens removal process
(capsulorhexis).

Regarding claim 9, Widder does not specifically teach internal limiting membrane or posterior hyaloid membrane staining during
vitroretinal surgery. It would have been obvious to a skilled artisan at the time to apply the formulation to the vitreous during vitroretinal
surgery to provide the protective effects to the portions of the eye that may be adversely affected by the surgery which would result in
application to these strucutres.

Regarding claim 11, Widder does not specifically teach intravitreal injection during vitroretinal surgery. It would have been obvious to a
skilled artisan at the time to apply the formulation to the vitreous during vitroretinal surgery to provide the protective effects to the
portions of the eye that may be adversely affected by the surgery.

Claims 2 and 4 lack inventive step under PCT Article 33(3) as being obvious over Widder in view of Wu

Regarding claim 2, Widder does not teach separating the stained tissue from the surrounding unstained tissues. Wu teaches applying the
natural dye lutein and also exposing the tissues to indocyanine green (ICG; abstract, p 539, para 4, p 537, last para, p 538 para 1). Wu
teaches peeling of the stained tissues from the surrounding tissues, abstract and p 537, para 2). It would have been obvious to a skilled
artisan at the time to have applied the ICG and lutein to a tissue and the to separate the stained tissue from unstained purpose, the staining
highlighting the tissue to differentiate the tissue to be removed from the tissue that should remain behind as the skilled artisan would
have readily appreciated.

Regarding claim 4, Wu teaches the combination of lutein with the synthetic dye ICG.

Claims 14, 16 and 17 lack inventive step under PCT Article 33(3) as being obvious over Minatelli in view of Wu et a}. entitled
"Phototoxicity of Indocyanine Green on Human retinal Pigment Epithelium in Vitro and it reduction by lutein” (hereinafter Wu).

Regarding claims 14 and 17, Minatelli does not specifically teach the composition further comprising a dye (para [0054] - [0055]) such
as those listed in claim 14. Wu teaches treatment of an eye by application of a composition comprising both lutein (abstract and p 538,
para 4) and application of a dye comprising 0.5% indocyanine green (abstract, p 538, para 3). It would have been obvious to a skilled
artisan at the time to have provided a composition for staining biological tissues as claimed, further comprising a dye consisting of
indocyanine green in view of Minatelli teaching treatment of an eye comprising application of a composition comprising lutein and a dye
(para [0054]-[0055]) in light of Wu teaching treatment of an eye by application of a composition comprising lutein (abstract and p 538,
para 4) and application of a dye comprising indocyanine green (abstract) since a skilled artisan would have readily appreciated
application of a composition of both lutein and indocyanine green during ocular surgery would reduce the number of compositions
needed to perform ocular surgery treatment, thus improving efficiency.

Regarding claim 16, Minatelli teaches the dye is present in a concentration of 0.001% to 20% (para 0233]).

Claim 18 lacks inventive step under PCT Article 33(3) as being obvious over Minatelli in view of US 2009/0035369 Al to Sela, Y.
(hereinafier Sela).

Regarding claim 18, Minatelli does not specifically teach a vehicle selected from the list in claim 18 although the formulation is
formulated for ocular treatment (para [0054]. Sela teaches a composition comprising lutein and vehicle selected from water or an alcohol
such as benzyl alcohol {para (0036}, [0157], [0165]). It would have been obvious to one of ordinary skill in the art at the time to have
provided the lutein as an ocular composition as taught by Minatelli wherein the vehicle is water or alcohol in light of Sela teaching
compositions of lutein and a vehicle selected from water and alcohol for ocutar administration since a skilled artisan would readily
appreciate use of water or benzyl alcohol as a vehicle suitable for a lutein composition for ocular administration.

Form PCT/IPEA/409 (Supplemental Box) (July 2011)
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Supplemental Box

Claims 1 - 18 have industrial applicability as defined by PCT Article 33(4) because the subject matter can be made or used in industry.
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We claim:

1. A method of staining biological tissues, membranes, or other structures, comprising
selecting a dye consisting of carotenoids, alone or in combination with each other or other
synthetic dyes, and applying the dye directly to the biological tissue, membrane, or other

structure to be stained.

2. A method as defined in claim 1, further comprising the step of separating the stained

biological tissue, membrane, or other structure from surrounding unstained tissues.

3. A method as defined in.claim 1, wherein the carotenoids are selected from the group of
lutein, zeaxanthin, lycopene, astaxanthin, beta-carotene, and beta-cryptoxanthin, alone or in

combination with each other.

4, A method as defined in claim 1, wherein the synthetic dye is selected from the group
consisting of brilliant blue, trypan blue, patent blue, indocynanine green, infracyanine green,
bromophenol blue, fast green, indigo carmine, evans blue, light green, triamcinolone, crystal

violet, fluorescein, flurometolone acetate and congo red, and combinations thereof.

5. A method as defined in claim 1, wherein the biological tissues, membranes, or other

structures are intraocular.

6. A method as defined in claim 5, wherein the biological structure consists of the anterior

lens capsule.

7. A method as defined in claim 6, wherein the anterior lens capsule is stained during
capsulorhexis.
8. A method as defined in claim 5, wherein the biological membrane is selected from the

group consisting of the internal limiting membrane, epiretinal membrane, and posterior hyaloid

membrane.

#2257186
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9. A method as defined in claim 8, wherein the biological membrane is stained during

vitreoretinal surgery.
10. A method as defined in claim 5, wherein the biological structure consists of the vitreous.

i1, A method as defined in claim 10, wherein the vitreous is stained during vitreoretinal

surgery.

12, A method as defined in claim 1, wherein the biological tissues, membranes, or other

structures are gynecological, abdominal, neural, or orthopedic.

13. A composition for staining biological tissues, membranes, or other structures comprising
a carotenoid dye selected from the group of lutein, zeaxanthin, lycopene, astaxanthin, beta-
carotene, and beta-cryptoxanthin, alone or in combination with each other or other synthetic dyes

in a pharmacologically acceptable vehicle.

14. A composition according to claim 13, wherein the synthetic dye is selected from the
group consisting of brilliant blue, trypan blue, patent blue, indocynanine green, infracyanine
green, bromophenol blue, fast green, indigo carmine, evans blue, light green, triamcinolone,

crystal violet, fluorescein, flurometolone acetate and congo red, and combinations thereof.

15. A composition according to claim 13, wherein the carotenoid dye is lutein and/or

zeaxanthin.

16. A composition according to claim 15, wherein the carotenoid dye is present in

concentrations of 0.001% to 20%.

17. A composition according to claim’14, wherein the synthetic dye is.present in

concentrations of 0.0001% to 5%.
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18. A composition according to claim 13, wherein the pharmaceutically acceptable vehicle is
selected from the group consisting of phosphate buffer, balanced salt solution, polyviny! alcohol,
benzyl alcohol, purified water, sodium phosphate, sodium chloride, calcium chloride,
magnesium chloride, potassium chloride, sodium citrate, sodium acetate, boric acid, sodium
borate, methyl cellulose and its derivatives, hyaluronic acid, dextran, sodium polysorbate,
polysorbates, chondroitin sulfate, sodium edetate, propylene glycol, polyethylene glycol, phenyl
sodium, potassium phthalate, potassium phosphate, citric acid, carbomer 934, carbopol,

metaphosphoric acid, glycocholic acid, acetic acid, and combinations thereof.
19. A method of directly applying carotenoids to the eye.

20. A method as defined in claim 19, wherein the direct application of carotenoids to the eye
results in one or more effects selected from the group consisting of protection against macular
degeneration, delaying the progression of macular degeneration, acting as a neuroprotectant, and

protecting against or delay the progression of other eye diseases.

21. A method as defined in claim 19, wherein carotenoids are directly applied via intravitreal

injection.

22. A method as defined in claim 19, wherein the carotenoids are directly applied utilizing a

slow delivery system.

23. A method as defined in claim 22, wherein the slow delivery system comprises via ocular

implant.

24. A method as defined in claim 19, wherein the carotenoids are selected from the group

consisting of lutein and zeaxanthin.
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REPLY TO DES MOINES OFFICE

January 29, 2013

Mail Stop PCT

Attn: ISA/US
Commissioner for Patents
P.O. Box 1450

Alexandria, VA 22313-1450

Re:  Amendment under Article 34
PCT/US12/031098
Applicant: Kemin Industries, Inc.

Dear Sir or Madam:

This Article 34 Amendment is being submitted in response to the
Written Opinion dated Sgptember 4, 2012.

Claims 1-17 were replaced with claims 1-24 in an Amendment filed
under Article 19 on November 2, 2012. .

Anticipation Rejections

Claims 1-7 are asserted to lack novelty under PCT Article 33(2) as
being anticipated by Wu et al. This ground of rejection is traversed.

Claim 1 has been amended to specify that the carotenoid dye is applied
directly to the biological tissues, membranes or other structure. Wu et al.,
indeed all of the references cited against the claims, are directed to the well
known health benefits from the oral ingestion of carotenoids by the
consumption of foods or supplements containing carotenoids; nothing about
their effectiveness as dyes. Wu et al. also teaches only a protective effect of
lutein on isolated, cultured retinal pigment epithelial (RPE) cells. Such cells
cannot be considered to be biological tissues, membranes or structures. !

! “Tissue” is defined in Taber’s Cyclopedic Medical Dictionary, 20" Edition, as “A group or
collection of similar cells and their intercellular substance that perform a particular function.
Examples include epithelial, connective, muscular and nervous tissues.”
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Further, there is absolutely no teaching in Wu et al. of any staining of the RPE cells by the
application of lutein. Neither Wu et al. or any of the other cited references teach the direct
application of carotenoids as staining dyes for biological tissues, membranes or other structures.
Similarly, Widder teaches only the possible therapeutic effects of compounds including lutein,
and nothing whatsoever about its effectiveness as a staining dye for biological tissues,
membranes and other structures. Claim 1 and its dependent claims 2-12 are patentably distinct
from Wu et al. and Widder et al.

Claim 13 also recites staining dyes for biological tissues, membranes or other structures
based on carotenoids. Again, there is no teaching in Wu et al. or Widder et al. of the
effectiveness of lutein or any other carotenoids as staining dyes for biological tissues,
membranes or other structures. Claim 13 and its dependent claims 14-18 are patentably distinct
from Wu et al. and all of the other references as well.

Reconsideration and withdrawal of the rejections of the claims is respectfully requested
in view of these remarks.
Sincerely yours,
DAVIS, BROWN, KOEHN, SHORS & ROBERTS, P.C.
/kentaherink, 31025/
Kent A. Herink

Registration No. 31025
KAH/psl
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Attn: ISA/US
Commissioner for Patents
P.O. Box 1450

Alexandria, VA 22313-1450

Re: Amendment under Article 34
PCT/US12/031098
Applicant: Kemin Industries, Inc.

Dear Sir or Madam:

This Article 34 Amendment is being submitted in response to the
Written Opinion dated September 4, 2012.

Claims 1-17 were replaced with claims 1-24 in an Amendment filed
under Article 19 on November 2, 2012.

Anticipation Rejections

Claims 1-7 are asserted to lack novelty under PCT Article 33(2) as
being anticipated by Wu et al. This ground of rejection is traversed.

Claim 1 has been amended to specify that the carotenoid dye is applied
directly to the biological tissues, membranes or other structure. Wu et al.,
indeed all of the references cited against the claims, are directed to the well
known health benefits from the oral ingestion of carotenoids by the
consumption of foods or supplements containing carotenoids; nothing about
their effectiveness as dyes. Wu et al. also teaches only a protective effect of
lutein on isolated, cultured retinal pigment epithelial (RPE) cells. Such cells
cannot be considered to be biological tissues, membranes or structures.'

! “Tissue” is defined in Taber’s Cyclopedic Medical Dictionary, 20™ Edition, as “A group or
collection of similar cells and their intercellular substance that perform a particular function.

Examples include epithelial, connective, muscular and nervous tissues.”
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Further, there is absolutely no teaching in Wu et al. of any staining of the RPE cells by the
application of lutein. Neither Wu et al. or any of the other cited references teach the direct
application of carotenoids as staining dyes for biological tissues, membranes or other structures.
Similarly, Widder teaches only the possible therapeutic effects of compounds including lutein,
and nothing whatsoever about its effectiveness as a staining dye for biological tissues,
membranes and other structures. Claim 1 and its dependent claims 2-12 are patentably distinct
from Wu et al. and Widder et al.

Claim 13 also recites staining dyes for biological tissues, membranes or other structures
based on carotenoids. Again, there is no teaching in Wu et al. or Widder et al. of the
effectiveness of lutein or any other carotenoids as staining dyes for biological tissues,
membranes or other structures. Claim 13 and its dependent claims 14-18 are patentably distinct
from Wu et al. and all of the other references as well.

Reconsideration and withdrawal of the rejections of the claims is respectfully requested
in view of these remarks.
Sincerely yours,
DAVIS, BROWN, KOEHN, SHORS & ROBERTS, P.C.
/kentaherink, 31025/
Kent A. Herink
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We claim:

1. A method of staining biological tissues, membranes, or other structures, comprising
selecting a dye consisting of carotenoids, alone or in combination with each other or other
synthetic dyes, and applying the dye directly to the biological tissue, membrane, or other

structure to be stained.

2. A method as defined in claim 1, further comprising the step of separating the stained

biological tissue, membrane, or other structure from surrounding unstained tissues.

3. A method as defined in claim 1, wherein the carotenoids are selected from the group of
lutein, zeaxanthin, lycopene, astaxanthin, beta-carotene, and beta-cryptoxanthin, alone or in

combination with each other.

4. A method as defined in claim 1, wherein the synthetic dye is selected from the group
consisting of brilliant blue, trypan blue, patent blue, indocynanine green, infracyanine green,
bromophenol blue, fast green, indigo carmine, evans blue, light green, triamcinolone, crystal

violet, fluorescein, flurometolone acetate and congo red, and combinations thereof.

5. A method as defined in claim 1, wherein the biological tissues, membranes, or other

structures are intraocular.

6. A method as defined in claim 5, wherein the biological structure consists of the anterior

lens capsule.

7. A method as defined in claim 6, wherein the anterior lens capsule is stained during
capsulorhexis.
8. A method as defined in claim 5, wherein the biological membrane is selected from the

group consisting of the internal limiting membrane, epiretinal membrane, and posterior hyaloid

membrane.

#2257186
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9. A method as defined in claim 8, wherein the biological membrane is stained during

vitreoretinal surgery.
10. A method as defined in claim 5, wherein the biological structure consists of the vitreous.

11. A method as defined in claim 10, wherein the vitreous is stained during vitreoretinal

surgery.

12. A method as defined in claim 1, wherein the biological tissues, membranes, or other

structures are gynecological, abdominal, neural, or orthopedic.

13. A composition for staining biological tissues, membranes, or other structures comprising
a carotenoid dye selected from the group of lutein, zeaxanthin, lycopene, astaxanthin, beta-
carotene, and beta-cryptoxanthin, alone or in combination with each other or other synthetic dyes

in a pharmacologically acceptable vehicle.

14. A composition according to claim 13, wherein the synthetic dye is selected from the
group consisting of brilliant blue, trypan blue, patent blue, indocynanine green, infracyanine
green, bromophenol blue, fast green, indigo carmine, evans blue, light green, triamcinolone,

crystal violet, fluorescein, flurometolone acetate and congo red, and combinations thereof.

15. A composition according to claim 13, wherein the carotenoid dye is lutein and/or

zeaxanthin.

16. A composition according to claim 15, wherein the carotenoid dye is present in

concentrations of 0.001% to 20%.

17. A composition according to claim 14, wherein the synthetic dye is present in

concentrations of 0.0001% to 5%.
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18. A composition according to claim 13, wherein the pharmaceutically acceptable vehicle is
selected from the group consisting of phosphate buffer, balanced salt solution, polyvinyl alcohol,
benzyl alcohol, purified water, sodium phosphate, sodium chloride, calcium chloride,
magnesium chloride, potassium chloride, sodium citrate, sodium acetate, boric acid, sodium
borate, methyl cellulose and its derivatives, hyaluronic acid, dextran, sodium polysorbate,
polysorbates, chondroitin sulfate, sodium edetate, propylene glycol, polyethylene glycol, phenyl
sodium, potassium phthalate, potassium phosphate, citric acid, carbomer 934, carbopol,

metaphosphoric acid, glycocholic acid, acetic acid, and combinations thereof.

19. A method of directly applying carotenoids to the eye.

20. A method as defined in claim 19, wherein the direct application of carotenoids to the eye
results in one or more effects selected from the group consisting of protection against macular
degeneration, delaying the progression of macular degeneration, acting as a neuroprotectant, and

protecting against or delay the progression of other eye diseases.

21. A method as defined in claim 19, wherein carotenoids are directly applied via intravitreal

injection.

22. A method as defined in claim 19, wherein the carotenoids are directly applied utilizing a

slow delivery system.

23. A method as defined in claim 22, wherein the slow delivery system comprises via ocular

implant.

24. A method as defined in claim 19, wherein the carotenoids are selected from the group

consisting of lutein and zeaxanthin.
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Mail Stop PCT

Attn: ISA/US
Commissioner for Patents
P.O. Box 1450

Alexandria, VA 22313-1450

Re:  Amendment under Article 34
PCT/US12/031098
Applicant: Kemin Industries, Inc.

Dear Sir or Madam:

This Article 34 Amendment is being submitted in response to the
Written Opinion dated September 4, 2012.

Claims 1-17 were replaced with claims 1-24 in an Amendment filed
under Article 19 on November 2, 2012.

Anticipation Rejections

Claims 1-7 are asserted to lack novelty under PCT Article 33(2) as
being anticipated by Wu et al. This ground of rejection is traversed.

Claim 1 has been amended to specify that the carotenoid dye is applied
directly to the biological tissues, membranes or other structure. Wu et al.,
indeed all of the references cited against the claims, are directed to the well
known health benefits from the oral ingestion of carotenoids by the
consumption of foods or supplements containing carotenoids; nothing about
their effectiveness as dyes. Wu et al. also teaches only a protective effect of
lutein on isolated, cultured retinal pigment epithelial (RPE) cells. Such cells
cannot be considered to be biological tissues, membranes or structures.

! “Tissue” is defined in Taber’s Cyclopedic Medical Dictionary, 20" Edition, as “A group or
collection of similar cells and their intercellular substance that perform a particular function.

Examples include epithelial, connective, muscular and nervous tissues.”
#2288609
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Further, there is absolutely no teaching in Wu et al. of any staining of the RPE cells by the
application of lutein. Neither Wu et al. or any of the other cited references teach the direct
application of carotenoids as staining dyes for biological tissues, membranes or other structures.
Similarly, Widder teaches only the possible therapeutic effects of compounds including lutein,
and nothing whatsoever about its effectiveness as a staining dye for biological tissues,
membranes and other structures, Claim 1 and its dependent claims 2-12 are patentably distinct
from Wu et al. and Widder et al.

Claim 13 also recites staining dyes for biological tissues, membranes or other structures
based on carotenoids. Again, there is no teaching in Wu et al. or Widder et al. of the
effectiveness of lutein or any other carotenoids as staining dyes for biological tissues,
membranes or other structures. Claim 13 and its dependent claims 14-18 are patentably distinct
from Wu et al. and all of the other references as well.

Reconsideration and withdrawal of the rejections of the claims is respectfully requested
in view of these remarks.
Sincerely yours,
DAVIS, BROWN, KOEHN, SHORS & ROBERTS, P.C.
/kentaherink, 31025/
Kent A. Herink

Registration No. 31025
KAH/psl
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We claim:

1. A method of staining biological tissues, membranes, or other structures, comprising
selecting a dye consisting of carotenoids, alone or in combination with each other or other
synthetic dyes, and applying the dye directly to the biological tissue, membrane, or other

structure to be stained.

2. A method as defined in claim 1, further comprising the step of separating the stained

biological tissue, membrane, or other structure from surrounding unstained tissues.

‘ 3. A method as defined in claim 1, wherein the carotenoids are selected from the group of
lutein, zeaxanthin, lycopene, astaxanthin, beta-carotene, and beta-cryptoxanthin, alone or in

combination with each other.

4, A method as defined in claim 1, wherein the synthetic dye is selected from the group
consisting of brilliant blue, trypan blue, patent blue, indocynanine green, infracyanine green,
bromophenol blue, fast green, indigo carmine, evans blue, light green, triamcinolone, crystal

violet, fluorescein, flurometolone acetate and congo red, and combinations thereof.

5. A method as defined in claim 1, wherein the biological tissues, membranes, or other

structures are intraocular.

6. A method as defined in claim 5, wherein the biological structure consists of the anterior

lens capsule.

7. A method as defined in claim 6, wherein the anterior lens capsule is stained during
capsulorhexis.
8. A method as defined in claim 5, wherein the biological membrane is selected from the

group consisting of the internal limiting membrane, epiretinal membrane, and posterior hyaloid

membrane.

#2257186
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9. A method as defined in claim 8, wherein the biological membrane is stained during

vitreoretinal surgery.
10. A method as defined in claim 5, wherein the biological structure consists of the vitreous.

11. A method as defined in claim 10, wherein the vitreous is stained during vitreoretinal

surgery.

12. A method as defined in claim 1, wherein the biological tissues, membranes, ot other

. structures are gynecological, abdominal, neural, or orthopedic.

13. A composition for staining biological tissues, membranes, or other structures comprising
a carotenoid dye selected from the group of lutein, zeaxanthin, lycopene, astaxanthin, beta-
carotene, and beta-cryptoxanthin, alone or in combination with each other or other synthetic dyes

in a pharmacologically acceptable vehicle.

14. A composition according to claim 13, wherein the synthetic dye is selected from the
group consisting of brilliant blue, trypan blue, patent blue, indocynanine green, infracyanine
green, bromophenol blue, fast green, indigo carmine, evans blue, light green, triamcinolone,

crystal violet, fluorescein, flurometolone acetate and congo red, and combinations thereof.

15. A composition according to claim 13, wherein the carotenoid dye is lutein and/or

zeaxanthin.

16. A composition according to claim 15, wherein the carotenoid dye is present in

concentrations of 0.001% to 20%.

17. A composition according to claim 14, wherein the synthetic dye is present in

concentrations of 0.0001% to 5%.

27
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18. A composition according to claim 13, wherein the pharmaceutically acceptable vehicle is
selected from the group consisting of phosphate buffer, balanced salt solution, polyvinyl alcohol,
benzyl alcohol, purified water, sodium phosphate, sodium chloride, calcium chloride,
magnesium chloride, potassium chloride, sodium citrate, sodium acetate, boric acid, sodium
borate, methyl cellulose and its derivatives, hyaluronic acid, dextran, sodium polysorbate,
polysorbates, chondroitin sulfate, sodium edetate, propylene glycol, polyethylene glycol, phenyl
sodium, potassium phthalate, potassium phosphate, citric acid, carbomer 934, carbopol,

metaphosphoric acid, glycocholic acid, acetic acid, and combinations thereof.

19. A method of directly applying carotenoids to the eye.

20. A method as defined in claim 19, wherein the direct application of carotenoids to the eye
results in one or more effects selected from the group consisting of protection against macular
degeneration, delaying the progression of macular degeneration, acting as a neuroprotectant, and

protecting against or delay the progression of other eye diseases.

21. A method as defined in claim 19, wherein carotenoids are directly applied via intravitreal

injection.

22. A method as defined in claim 19, wherein the carotenoids are directly applied utilizing a

slow delivery system.

23. A method as defined in claim 22, wherein the slow delivery system comprises via ocular

implant.

24, A method as defined in claim 19, wherein the carotenoids are selected from the group

consisting of lutein and zeaxanthin.
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Reivindicaciones

1. Un método de coloracién de tejidos, membranas u otras estructuras, todos bioldgicos,
el cual comprende seleccionar un tinte que consiste de carotenoides, solos o en combinacién
entre si, u otros tintes sintéticos, y aplicar el tinte directamente a los tejidos, membranas u

otras estructuras, todos bioldgicos, que se van a tinturar.

2. Un método, tal y como se define en la reivindicacién 1, que comprende ademis la
etapa de separar los tejidos, membranas u otras estructuras biolégicos tefiidos de los tejidos

circundantes no tefiidos.

3. Un método, tal y como se define en la reivindicacién 1, en donde los carotenoides son
seleccionados del grupo de luteina, zeaxantina, licopeno, astaxantina, beta-caroteno, y beta-

criptoxantina, solos o en combinacién entre si.

4. Un método, tal y como se define en la reivindicacién 1, en donde el tinte sintético es
seleccionado del grupo que conmsiste en azul brillante, azul de tripano, azul patentado,
indocianina verde, infracianina verde, azul bromofenol, verde rapido, carmin de indigo, azul
de Evans, verde ligero, triamcinolona, violeta cristal, fluoresceina, acetato de fluormetolona y

rojo de congo y combinaciones de los mismos.

5. Un método, tal y como se define en la reivindicacién 1, en donde los tejidos,

membranas u otras estructuras, todos bioldgicos, son intraoculares.

6. ~ Un método, tal y como se define en la reivindicacion 5, en donde la estructura

bioldgica consiste en la capsula anterior del cristalino.

7. Un método, tal y como se define en la reivindicacion 6, en donde la cépsula anterior

del cristalino se tifie durante la capsulorrexis.

8. Un método, tal y como se define en la reivindicacion 5, en donde la membrana
biolégica se selecciona del grupo que consiste de la membrana limitante interna, la membrana

epirretiniana, y la membrana hialoidea posterior.



0. Un método, tal y como se define en la reivindicacion 8, en donde la membrana

bioldgica se tifie durante la cirugia vitreorretiniana.

10.  Un método, tal y como se define en la reivindicacion 5, en donde la estructura

bioldgica consiste en el cristalino.

11.  Un método, tal y como se define en la reivindicacién 10, en donde el cristalino se tifie

durante la cirugia vitreorretiniana.

12. Un método, tal y como se define en la reivindicacién 1, en donde los tejidos,
membranas u otras estructuras, todos bioldgicos, son ginecoldgicos, abdominales, neurales u

ortopédicos.

13.  Una composicién para tinturar tejidos, membranas u otras estructuras bioldgicas, que
comprende un colorante carotenoide seleccionado del grupo de luteina, zeaxantina, licopeno,
astaxantina, beta-caroteno, y beta-criptoxantina, solos o en combinacion entre si, u otros tintes

sintéticos en un vehiculo farmacologicamente aceptable.

14.  Una composiciéon de acuerdo con la reivindicacion 13, en donde el tinte sintético es
seleccionado del grupo que consiste en azul brillante, azul de tripano, azul patentado,

indocianina verde, infracianina verde, azul bromofenol, verde rapido, carmin de indigo, azul

de Evans, verde ligero, triamcinolona, violeta cristal, fluoresceina, acetato de fluormetolona y

rojo de congo y combinaciones de los mismos.

15. Una composiciéon de acuerdo con la reivindicacion 13, en donde el colorante

carotenoide es luteina y/o zeaxantina.

16. Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 15, en donde el colorante

carotenoide esta presente en concentraciones en un rango entre 0.001% y 20%.

17. Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 14, en donde el tinte sintético estd

presente en concentraciones en un rango entre 0.0001% y 5%.

18. Una composicidon de acuerdo con la reivindicaciéon 13, donde el vehiculo
farmacéuticamente aceptable se selecciona del grupo consistente en amortiguador de fosfato,

solucién de sal balanceada, alcohol polivinilico, alcohol bencilico, agua purificada, fosfato de

6]



sodio, cloruro de sodio, cloruro de calcio, cloruro de magnesio, cloruro de potasio, citrato de
sodio, acetato de sodio, acido bérico, borato de sodio, metilcelulosa y sus derivados, 4cido
hialurénico, dextrano, polisorbato de sodio, polisorbatos, sulfato de condroitina, edetato de
sodio, propilenglicol, polietilenglicol, sodio fenilo, ftalato de potasio, fosfato de potasio, 4cido
citrico, carbomer 934, Carbopol, 4cido meta fosforico, acido glicocélico, acido acético, y

combinaciones de los mismos.

19.  Unmétodo para la aplicacion directa de carotenoides en el ojo.

20.  Un método tal y como se define en la reivindicacion 19, en donde la aplicacién directa
de carotenoides en el ojo resulta en uno o mas efectos seleccionados del grupo que consiste de
proteccién contra la degeneracion macular, retrasar la evolucion de la degeneraciéon macular,
actuar como neuroprotector, y proteccion contra o retraso de la evolucién de otras
enfermedades oculares.

21.  Un método tal y como se define en la reivindicacion 19, en donde los carotenoides se

aplican directamente mediante inyeccion intravitrea.

22.  Un método tal y como se define en la reivindicacion 19, en donde los carotenoides se

aplican directamente mediante un sistema de liberacion lenta.

23.  Un método tal y como se define en la reivindicacion 22, en donde el sistema de

liberacion lenta es a través de un implante ocular.

24,  Un método tal y como se define en la reivindicacion 19, en donde los carotenoides se

seleccionan del grupo que consiste en luteina y/o zeaxantina.

Traduccion de inglés a espaiiol realizada por Melissa Agudelo
MAM\MAM\ID-254264\WPCL1390
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- CAVELIER " 181
ABOGADOS

EDIFICIO SISKI
CARRERA 4a N* 72.35
BOGOTA, 8 - COLOMBIA

REPRESENTACION Y PODER

Repregentacién y Poder con autenticacion notarial y
Apostille para patentes, modelos de utilidad, diseiios
industriales, marcas de fabrica, nombres comerciales,
enseiias, nombres de dominio, lemas comerciales, licencias.

Representation and Power-of-Attorney with notarial
authentication and Apostille for patents, utility models,
industrial designs, trademarks, commercial names, trade
emblems, domain names, slogans, licenses.

REPRESENTATION AND POWER-OF-ATTORNEY

Yo (nosotros), abajo firmado (s)/1 (we), the undersigned

KEMIN INDUSTRIES, INC.

domiciliado (s) enfof :2100 Maury Street Des Moines,

lowa 50306, U.S.A.

por cl presentc nombramos a EMILIO FERRERO, tpa. 31929; LUZ
CLEMENCIA DE PAEZ, tpa. 23555 y DANIEL PENA, tpa. 65.620,
domiciliados en la Carrera 4a N° 72-35, Bogotd, Colombia, cn
obedecimiento a fo dispuesto en el pardgrafo 1o del Articulo 543 dcl
Cédigo de Comercio, ¢l primero como principal y los deméas como
suplentes, en su orden, como mis (nuestros) representantes en todos los
asuntos de propicdad industrial con facultad para recibir notificaciones
y nombrar apodcrados judiciales o extrajudiciales. El primer
representante suplente reemplazara al principal en caso de auscncia o
impedimento temporal o definitivo de aquél. La misma regla sc aplicard
cuando ¢l segundo representante suplentc haya de reemplazar al
primero, o el tercero al scgundo. En tales casos, ¢! representante
principal, o el primero, o scgundo suplente, cn su caso, o ambos,
declarardn su intencién de no ejercer la representacion mediante
declaracion autenticada por Notario Pablico en Colombia, o por
Notario u otro Funcionario Piblico. o Cénsul de Colombia, en el
extranjero; y si se tratare de impedimento, con ¢ certificado respectivo.
Si alguno de los nombrados faltarc definitivamente, el siguiente tomard
su lugar. Cuando cesare {a ausencia o impedimento del representante
principal, o de su primerv o segundo suplentes, en su caso, podrén
ejercer la representacién, en su orden, uno u otros scgln el caso,
asumiéndola por cl solo hecho de gjercerla, cesando en ese momento cl
ejercicio de la representacion por el primero, scgundo o tercer suplente
en su caso.

Ademis, confiero (conferimos) poder a los abogados arriba nombrados,
para oblener la proteccién de mi (nuestra) propiedad industrial y contra
la compctencia dcesleal, a cuyo cfecto autorizo (amos) a los dichos

in due compliance with the terms of paragraph Ist. of article 543 of the
Commercial Code, do hereby appoint EMILIO FERRERO, tpa. 31929;
LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa. 23555 and DANIEL PENA, tpa.
65620, domiciled at Carrera 4a N° 72_35, Bogotd, Colombia, the first
as principal and the others as altermates, in the order of their
appointient, as our representatives for all industrial propernty matters
with faculty to receive notifications and to appoint attorneys in and out
of Court. The first altematc shall replace the principal in case of his
absence or of temporal or definitive impediment. The same rule will
apply when the second altcrmate representative is to replace the first
one, or when the third is to replace the first or second alternates in their
turn, or both of them, second. I[n such cases, the principal
representative, or the first or second alternates in their tum, or both of
them, shall state their intention not to act as representatives through a
declaration given before a Notary Public in Colombia, or before &
Notary or anothcr Public Official or a Colombian Consul abroad; and
in case of impediment, the appropriate certificate shal) suffice. If any of
the appointees were to be definitely absent, the following alternate shall
takc his placc. When the absence or impediment of the principai
representative, or of the first or second alternate in their turn ceases, the
representation can be taken again in their secquence, by the principal,
the first or second alternate depending on casc. and the mere fact or its
exercise will suffice. The cxercisc of the representation by the first,
sccond or third alternates in their turn shall end at such time.

In addition. we grant a Power of Attorney in favor of the above_named
attorneys_at_jaw so that they may obtain the protection of my (our)

industrial property and against thc unfair competition, for which



e — o

apoderados para qu-é me (nos) representen ante cualesquiera entidades
" 0 personas, cjcrzan o no jurisdiccién, ¢specialmente ante tas del orden
administrativo, contencioso- administrativo y judicial, asi como los
tribunales de arbitramento, en todo lo concemicnte a los siguientes
asuntos: a) Obtencién dc patentes de invencién, modelos de utilidad y
diseftos industriales; €l registro de marcas de  fabrica, colectivas,
defensivas, de servicio, lemas comerciales, nombres

comerciales,
enseilas, nombres de dominio, variedades vegetales y denominaciones
de origen; su renovacion, traspaso, cambio de nombre o domicilio,
cancelacién voluntaria; y el registro de licencias de uso de esos
derechos; b) Las acciones de competencia deslecal, proteccién del
consumidor, oposiciones u observaciones, cancelacién administrativa y
judicial, nulidad, medidas cautclares, concesion de licencias, la tutela,
la proteccidn de secretos industriales, y en genceral los juicios civiles,
penales, administrativos o contenciosoJadministrativos relacionados
con estos dercchos; acciones y procesos qué promovamos 0 S¢ nos
promuevan. Y para que cn todos los asuntos arriba determinados,
pucdan sustituir este mandato, transigir, conciliar, edmitir los hechos
del proceso, desistir, cancclar, recibir, renunciar, y ratificar los aclos de
agentcs oficiosos.

Dado y firmado hoy/Given and signed this

purpose | (we) authorize the said attorneys to represent me (us) before
any authorities or persons, with or without jurisdiction, specially those
administrative, administrative contentious and judicial, as well as
before Arbitration Court, in ail matters concerning the following:
a) Obtainment of patents, utility models and industrial designs; the
registration  of  trademarks,
marks, slogans, commercial names, trade emblems, domain names,
vegetal varicties and denominations of origin; its renewal, assignment,
change of name or domicile, voluntary canceflation; and the registration
of licenses of use of the above rights; b) Aclions of unfair competition,
protection to the consumer, oppositions or observations, administrative

collective, defensive and service

or Court canccllation, nullity, infringement. granting of licenses, the
action for writ mandamus, the protection of trade sccrets, and in general
the civil, penal, and administrative suits relating to thosc rights: actions
and suits instituted by me (us) or against me¢ (us). And that in all the
above matters they may substitute this Power of Attorney, compromise,
conciliate, admit the facts of the case, desist, cancel, receive, resign,
and ratify acts done by representatives without a power of attorncy.

2007-08-24

enfin  Des Moines, lowa 50306-0070 United Status of America

por/by

Elizabeth A. Nelson, Secretary Kemin Industries, Inc.
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-~ NOTARIO PUBLICO O FUNCIONARIO AUTORIZADO --- NOTARY PUBLIC OR ATTESTING OFICIAL -—
. : - ; 2@3/:@ Tz

* Los documentos deben identificarse con fecha y origen * Documents must be identified with date and origin '."': LT

CERTIFICACION NOTARIAL {INDIVIDUO)} NOTARIAL CERTIFICATION (INDIVIDUAL)
Alos .~ dias del mes de On this day of
" de 200 ____ ante mi, Notario Piblico 0 Funcicnario Autorizado de 200 before me, a Notary Public or Attesting Official of
comparecib(eron) personalmente personally appeared
a quien(es) doy fe de conocer y me consta que es{son) la{s) persona(s) to me known, and known to me to be the person(s) who executed thal foregoing
firmante(s) del documento que precede, y quien(es) tiene(n) capacidad legal document, and who has(have) legal capacity to execute it.
para otdrgario
) — NOTARIO PUBLICO O FUNCIONARIO AUTORIZADO —- NOTARY PUBLIC OR ATTESTING OFICIAL —
CERTIFICACION NOTARIAL (SOCIEDAD) NOTARIAL CERTIFICATION (CORPORATION)

Alos 24n diasdelmesde  Augusto On this 24" dayof _August
de 200 comparecié(eron) ante mi, 200 appeared before me
Elizabeth A. Nelson Elizabeth A. Nelson
Quien(es) conozco personalmente y que fima(n) este documento en who(m} | know personally and who{m) signed this document as representative(s}
representacion de la Sociedad/compaiia denominada Kemin Industries, Inc. of the Corporation named Kemin Industries, Inc.
Certifico: - 1 certify:
1. Que he visto los siguientes documentos:” 1.That | have seen the following documents:”
Articles of Incorporation 1963 Articles of Incorparation 1963, IOW A | J.o. Al

Amended 1968, Amended 1968,
Restated Articles of Incorporation 1995 Restated Articles of Incorporation 1995

Amended 1998 Amended 1998

Amended 2003 Amended 2003
Restated Bylaws dated 2003 Restated Bylaws dated 2003
2.Que dichos documentos prueban io siguiente: 2. That the above documents duly prove the following:
21.Que esuna Sociedad : 21.That is a Corporation
legalmente constituida y existente de acuerdo con las leyes del Estado de legally constituted and in existence in accordance with the laws of the State of
lowa lowa
2.2 Que &! domidilio de dicha Sociedad/Compafiia es 2.2.That the domicile of said Corporation/Company is _
2100 Maury Street P.O. Box 70 Oes Moines, 1A 50306 USA 2100 Maury Street P.O. Box 70, Des Moines, |A 50306 USA

2.3. That the purpose or purposes for which the present Power of Attorney is
2.3. Que ¢! objeto u objetos para los cuales se otorga el presente poder estan granted are comprised within the corporation purposes set forth in the charter of
comprendidos dentro del objeto social de la mencionada Sociedad/Compaia. the mentioned Corporation/Company.
. 24.Que el{los) Elizabeth A. Nelson 24, That Elizabeth A, Nelson

esta(n) autorizado(s) para otorgar el presente Poder. is{are) authorized to grant the present Power of Attorney
Ciudad  Des Moines City Des Moines
Estado  lows State _Jowa
Hoy 24* dias del mes de Augusto de200 7 This 24 dayof _August . 200 7
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. APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

I.  Country: . United States of Ameerica.
This public document

2. has been signed by Elizabeth A. Nelson
acting in the capacity of Secretary and

4. bears the seal/stamp of Kemin Industries, Inc.
Certified

at Des Moines, lowa United States of America
the 24" day of August, 2007

5
6
7. by Cyndee Tate
8 No.. .. 939%0 (v
9

\'\ :-v .

"\\..-;“.15 .~ Seal/stamp 10. Signature
-:-"v“ X
: _‘.-: E . . '
A I R éL/)ﬂD
"f, ":_' - ~ S
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STATE OF IOWA

ss
COUNTY OF POLK

This instrument was acknowledged before me on August 24, 2007 by Elizabeth A. Neison
Secretary of Kemin Industries, inc.

(. St

Notary Ryiblic for the Coynty and State above

My Commission Expires
3 /30/09




TRADUCCION OFICIAL 232/2007 DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN INGLES
Y EN ESPANOL DE ACUERDO CON EL CUAL KEMIN INDUSTRIES, INC.
EMPRESA DOMICILIADA EN 2100 MAURY STREET DES MOINES, IOWA
50306, ESTADOS UNIDOS ©DE AMERICA OTORGA PODER A EMILIO
FERRERO, TPA 31929; LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, TPA 23555 Y A
DANIEL PENA, TPA 65620.

EXPEDIDO Y FIRMADO HOY 24 DE AGOSTO DE 2007 EN DES MOINES,
IOWA ESTADOS UNIDOS DE AMERICA, POR ELIZABETH A. NELSON,
SECRETARIO DE KEMIN INDUSTRIES INC.

FIRMADO: ELIZABETH A. NELSON, SECRETARIA

CERTIFICACION NOTARIAL EN INGLES Y EN ESPAROL, DE FECHA 24 DE
AGOSTO DE 2007 PARA CERTIFICAR LA COMPARECENCIA DE ELIZABETH
A. NELSON, COMO REPRESENTANTE, EL DOMICILIO DE DICHA EMPRESA
Y SU EXISTENCIA LEGAL DE ACUERDO CON LAS LEYES DE IOWA.

DES MoiNEs, IOWA, 24 DE AGOSTO DE 2007.

FIRMADO: CYNTHIA J TATE, NOTARIO

APOSTILLA
(CONVENCION DE LA HAYA DEL 5 DE OCTUBRE DE 1961)
1. PAIS: ESTADOS UNIDOS DE AMERICA
Este documento puiblico
2. ha sido firmado por ELIZABETH A. NELSON
3. quien actua en su calidad de SECRETARIA

4, y lleva el sello/estampilla de KEMIN INDUSTRIES INC.

CERTIFICADO



5. en Des Moines, Iowa, Estados Unidos de América
6. el 24 de agosto dg 2007
7. por Cyndee Tate
8. 739766
9. Sello:
10. Firma: C. Tate
ESTADO DE IOWA, CONDADO DE POLK, DECLARACION JURADA
Este documento fue reconocido ante mi el 24 de agosto de 2007
por Elizabeth A. Nelson, secretaria de Kemin Industries In.
Firmado: Cynthia J Tate, notario pﬁbl;co para el condado y
estado arriba nombrados. Mi cargo vence el 20 de marzo de
20009.
I0WA
SECRETARIA DE ESTADO
KEMIN INDUSTRIES

CINDEE
2100 MAURY ST. DES MOINES,IA 50306, USA

APOSTILLA
(CONVENCION DE LA HAYA DEL 5 DE OCTUBRE DE 1961)
1. PAfS: ESTADOS UNIDOS DE AMERICA |
Este documento publico
2. ha sido firmado por CYNTHIA J TATE
3. quien actuia en su calidad de NOTARIO PUBLICO
4. 1lleva el sello/estampilla de NOTARIO PUBLICO PARA EL
ESTADO DE IOWA
CERTIFICADO
5. en DES MOINES, IOWA, ESTADOS UNIDOS DE AMERICA 6. el

24 de agosto de 2007



o

7. por el Secretario de estado, estado de Iowa, Estados

Unidos de América

g. 07-071759

9. Sello/estampilla: SECRETARIO DE ESTADO, ESTADO DE IOWA

10. Firma: MICHAEL A MAURO, SECRETARIO DE ESTADO
ECN\ID-108805\WPCL002G

" COLO-1390-701-014-7

Bogota, 25 de septiembre de 2007.

\

\,
'«.‘-'\_‘..;'}' FI.C;:‘.'.'A.LT:',; ,{'Sf’,‘.-p
&}_;‘

b
.,ﬁi
155

[~ s Y
PRT Bd] u..n.5-
war B L., - [ FEWE
simmes o= (AT
e o R ALY W e
et o
< e — ey i
d2l o Qks
=y ekt Nt
oy —— AU g T
ek 7F) [ty
— e 207,
= (\23«uﬁ“
e DU
o5 8201 'j
o
‘
(o) i
Q) .. wa
S = &5
td == .
[=¥=S < e
143 Ty :
= -
BN o g
= N WS
S /
e L \<..7 -_-;
=3 RN
Tz %
o =

p

,
g6
¢




: . -
- O e

I

¢

>
-
..
b .o L
‘n

RS

TR s IRt
CnMO NCTAM ADNTRRE DE
BOGQTA, HAGO CQNSTAH \)l'E L»\ 5) FitMA{S) Ot

Eok ' a/o' (2),(4:,0 ﬁ@@g_,w_./

———

W)

.
\



CAVELIER | '
ABOGADOS
EDIFICIO SISKI

WEB SITE: www.cavelier.com CARRERA 4 No. 72 -35 TELEFONO: (57) (1) 347-3611
E-MAIL: cavelier@cavelier.com BOGOTA 8§, COLOMBIA TELEFAX: (57} (1) 217-9211 (57) (1} 310-4995

Sefidres

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

BE. S. D.

Poderdante :  KEMIN: INDUSTE INC.

Poder conferido el : 24/0872007

Yo, EMILIO FERRERO, obra d' 1nc1pal del

poderdante arriba mencionado,” medlante: el presente escrlto

sustituyo el poder a  mi otorgado‘a?la doctoré LUZ"CLEMENCIA DE
PAEZ, identificada con cedula de” C1udadania No 35 456.344 Yy

Tarjeta Profesional N 23.555,icon todas las facultades que me

fueron conferidas.

Hago la anterior sustitucién conforme al articulo 66 del

Cédigo de Procedimiento Civil.

délUsaquén

Acepto:

LUZ éE%MENCIA DE PAEZ

T.P.A. N° 23.555

C.C. No. 35.456.344 de Usaquén

N1T 860.041.367-3



- 0
Anta mi AMPARO nulmnomg. NOY. 2003 i
NOTARIA SEXTA DEL CIRCULO 08 i
BOGOTA, D.C.

LI

Quion(ee) extié(arn) lae) €.C.

Y dactaro(aron) qus fe( GUS apareca(n) s

I en el presante decumento az(sun) iafn) fuya({e)y
qus ol contsnido del mizmo es clarto,

: En constancla se firma csta ditigencia,
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
-/ -

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA No. 13 - 106848

Bogota D.C., Octubre 22 de 2013 - 16:44:17

RECIBIDO DE : CAVELIER ABOGADOS

N1 860.041.367

TIPO PAGO BANCO

*** Soporte del Pago ***

CUENTA No. PAGQO VR PAGO

FECHA PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA

062754387 189814192 22/10/2013 17.230.000.00

*kk

*** Conceptos Pagados

, Octubre 22 de 2013 - 17:25:11

Q@@“ @’\?Dcto

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia
Web: www.sic.gov.co e-mal: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240

CANT __RENTISTICO CONCFPTO Vr UNDITARIO __ Vr CONCEPTO
1 50005-01-01 SOLICITUDES 1 TRAMITES DE SOL. DE PATENTE DE 500.000.00 $gggggg 88
SON: "*QUINJENTOS MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***
Responsable: SUPERINTE T e e
‘ 4 N , e NDE,"C'A DE INDUSTRIA ¥ come
Recibo de Caja Aplicado al Expediente No. },’”/l/,,flm,‘h/ll’M{WIWWII)’:’”WW’I?' N et Reio
TR A e
- e L
RN

Folios: 73

—BA DAY
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NIT : 800.176.089-2
-/ -

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

RECIBO DE CAJA

No. 13 - 107861

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

Bogota D.C., Octubre 24 de 2013 - 16:49:10

RECIBIDO DE : CAVELIER ABOGADOS

NI 860.041.367

*k*

*** Soporte del Pago
TIPQ PAGO BANCO CUENTA No PAGO

FECHA PAGO VR PAGQO

RECIBO DE CA 999999999 107851 24/10/2013

2.472.000.00

kkdk

*** Conceptos Pagados

CANT. RENTISTICO CONCEPTO Vr UNDITARIO  Vr.CONCFPTO
14 50005-01-01 SOLICITUDES 1607 REIVINDICACION PATENTE UNITARIA 30.000.00 420.000.00
ADICIONAL ATAS 10 INIC $420.000.00

SON: **CUATROCIENTOS VEINTE MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

.R**e§ponsa m SUPERINTEND

Fecha: 201340
29
Z?} " PATENTEIYTZ 8
411 PRESENTACION

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia
Web: www.sic.gov.co e-mal: Info@slc.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000

. Octubre 24 de 2013 - 16:49:12

Recibo de oaja Afficado al Expediente No. /II/IIIIX/I»I/II/I///III/fllll/illl I IIWIII /IIII//IIIKII/II///II/III’IWII Il/!lﬁllﬁll‘ll

COL(IER,0 —R AL ~C0L~Y

-910165 Call Center: (571) 6513240

RAYC

Dep 2020 DIR NUEVASCR

e 379 FA
Fohos 75 DENACIONALI|




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD FASE NACIONAL PCT
{21) N° de solicitud: {51} Int C: AB1K 049/000
22) Fecha de solicitud: (71)Solicitante(s)  KEMIN INDUSTRIES, INC.
(30) Prioridad (31}  Prioridad  (32)  Fecha  (33) Pais
61/468,838 2011/03/29 us
13/433,526 2012/03/29 US |(72) Inventor(es)  DIOGO DE SOUSA MARTINS
Y OTROS
(74) Apoderado:  LUZ CLEMENCIA DE PAEZ
(85) Fecha limite inicio fase nacional:  2013/10/29 (87)  Publicacién internacional
(86) Datos relativos ala presentacién de la solicitud PCT Fecha; 2012/10/04
Fecha de presentaciéon de la solicitud: ~ 2012/03/29 N° publicacion: WO 2012/135432 A2

No. de solicitud PCT/US2012/031098

(54) Titulo: ~ TINTES PARA MEMBRANAS Y ESTRUCTURAS BIOLOGICAS

Resumen:

La presente invencion se refiere al uso de uno o varios tintes
naturales, solos 0 en combinacién con otros tintes, para la
preparacién de una composicion para tinturar membranas y
estructuras bioldgicas, a fin de facilitar su identificacion
durante procedimientos quirirgicos. La presente invencion se
refiere al uso de uno o varios tintes naturales, solos o en
combinacion con otros tintes, para tinturar membranas y
estructuras bioldgicas a fin de facilitar su identificacion durante

procedimientos quirdrgicos.




E o . SHEESINfENDFNCIAbEIl;DUSTRIA Y COMERCIO
Ipduseria y Eomercio ROk
: 2 No. 13-256687- -00000-0000 ——
Fecha: 2013-10-29 17:21:18  Dep. 2020 DIR.NUEVASCR
PATENTE DE INVENCION D MODELO DE' ( Tra. 11 PATENTEIYII Eve: 379 FASENACIONALII

Act. 411 PRESENTACION Folios: 73

OO0

Indicacién que se solicita una patente.

Datos de Identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Descripcion de la invencidn

Dibujos de ser estos pertin_en;ces

Comprobante de pago de las tasas establecidas (De ser el caso formato de descuénto)
Completa D ' o Incompleta D

PATENTE DE INVENCION peT | X 10DELO bE UriLinab per (] Artas Decision 48810, Crcutar Unica

%0 7 K

Indicacién que se solicita una PCT

Copia de la solicitud en espafiol, tal como.fue presentada Inicialmente (capitulo descriptivo,
reivindicatorio, resumen)

Dibujos de ser estos pertinentes

. Comprobante de pago de las tasas.establecidas'(de ser el caso formato de descuento)

Completa @ ‘Incompleta D

DISENO INDUSTRIAL [ | (Art. 119 Decisién 486/00)

L]
]

L]
L]

Indicacién que se solicita Disefio industrial

Datos de identificacién del solicitants o de |a persona que preseﬁta la solicitud

Representacion gréfica yfotogréﬁca del Disefio industrial o muestra del material que incorpora el
disefio : ' '

Comprobante-de pago de las tasas establecidas

Completa (:] " Incompleta D

ESQUENA DE TRAZADO | _| " (Art. 92 Decisién 486/00)

Jooo|

Indicacién que se solicita un esquema de trazado
Datos de-identificacién del solicitante o de la persbna que presenta la solicitud-
Representacion gréfica de un esquema de trazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa [:] C Incompleta D

PI02-F08 (2009-11-16)




