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DIRECCION DE NUEVAS CﬁEAClONES
SOLICITUD FASE NACIONAL -PCT
|T TIPO DE SOLICITUD X Patente de invencion [D] Patente de Modelo de Utilidad j
X Capitulo | Capitulo li
2 | DATOS SOLICITUD INTERNACIONAL PCT (86)
Solicitud Internacional No. PCT/CR2011/00001 Fecha 08/04/2011
Publicacién Internacional No. Ww02012136172 A1 Fecha 11/10/2012

3 | TITULODELA INVENCION (200 caracteres o espacios maximos)
METODO PARA LA PRODUCCION DE FORMULACIONES INYECTABLES DE PRODUCTOS PROTEICOS

HEMODERIVADOS Y PRODUCTOS OBTENIDOS UTILIZANDO DICHO METODO
= LAS SRIENE NIy x;«ngAR ﬁﬁ T T 7

7 INVENTOR (ES) Para datos adicionales utilizar hoja de informacién complementaria
APELLIDOS NOMBRES NACIONALIDAD

1 Segura Ruiz Alvaro Costa Ricense

2. Vargas Arroyo Mariangela Costa Ricense

3. Leon Montero ' Guillermo Costa Ricense

4. Villalta Arrieta Mauren Costa Ricense

5. Herrera Vega Maria Costa Ricense

DIRECCION DE CORREO ELECTRONICO: ariasfaiardo@registrosencolombia.com

8 | DATOS INVENTOR (ES)
. PAIS RESIDENCIA DEPARTAMENTO/ESTADO CIUDAD DIRECCION
1.Costa Rica San Jose Piedades de Santa Ana | Del Cementerio de Piedades, 200 m
oeste. C.Postal 10905

z. Costa Rica San Jose Dulce Nombre de Vasquez de | De la antigua Academia de Policias,
. Coronado 50 m oeste y 50 m sur..C.P.20110
3. Costa Rica i
Alajuela Desamparados de Alajuela Calle la Claudia, casa No.17 C.P.20110
4 Costa Rica San Jose Sabanilla de Montes de | Del Supermercado La Cosecha, 300 m
Oca norte y 100 oeste. C.P.11502.
5. Costa Rica Tres Rios de La Union De la Iglesia de Concepcion, 500 m este.
Cartago C.P.30301

OTRO(S) SOLICITANTE(S) Y/O (OTRO(S)) INVENTOR(ES)

X Los demas solicitantes y/o (demas) inventores se indican en una hoja a continuacion.

9 ‘ REPRESENTANTE LEGAL X APODERADO
APELLIDOS . NOMBRES IDENTIFICACION
ARIAS DE FAJARDO . RUBIELA C.C.38'984.230 T.p 25704 C.S.J
DIRECCION Carrera 7 N0.32-33 Of.1501 , No. TELEFONO 283-8494
CWDAD Bogota, D.C. gESSTER%NICO ariasfajardo@registrosencolombia.com
) No. RADICACION DE
PAIS Colombia PROTOCOLO DE PODER J
GENERAL

PI02-FO6 vr4 (2012-04-19)
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| DECLARACIONES DE PRIORIDAD Sl X NO

L Ny o

(33) PAIS DE ORIGEN CODIGO PAis (31) NUMERO (32) FECHA (AAAA/MM/DD)
2011/04/08

1

| DECLARACION SOBRE USO DE RECURSOS GENETICOS O BIOLOGICOS

Declaro que el objeto de la presente solicitud de patente fue obtenido a partir de recursos genéticos o biolégicos de los que
cualquiera de los paises miembros de la Comunidad Andina es pais de ongen.

sl X NO

Nota: En caso afirmativo debera anexar copia del contrato de acceso de recursos genéticos o productos derivados, o
certificado o nimero de registro, expedido por la Autoridad competente.

12

| DECLARACION SOBRE USO DE CONOCIMIENTOS TRADICIONALES

Declaro que el objeto de la presente solicitud de patente fue obtenido a partir de conocimientos tradicionales de comunidades
indigenas, afroamericanas o locales de paises miembros de la Comunidad Andina.

HE] X NO

Nota:. En caso afirmativo debera anexar la licencia o autorizacion de uso de conocimiento tradicional, o certificado, o
namero de registro expedido por la Autoridad competente.

13

| REDUCCION DE TASAS

Declaro que carezco de medios econémicos para presentar la solicitud de patente.
sl X NO

Nota: En caso de ser persona natural y carecer de medios econémicos, y por lo tanto, aplique la reduccion de tasas a
que se refiere la resolucién vigente en tarifas, debe firmar la presente solicitud bajo la gravedad de juramento.

' Micro, pequefas y medianas empresas 1
Universidades publicas o privadas

Entidades sin animo de lucro [:‘ :

Debe aportar los documentos que se indican en el numeral 17 de anexos

14

AUTORIZACION DE NOTIFICACIONENLINEA X S| [NO

Manifiesto que he leido y entendido perfectamente los términos y condiciones de uso de medios electrénicos para las
notificaciones en linea a través de Internet de los actos administrativos proferidos por la Superintendencia de Industria y
Comercio que deben ser notificados personalmente y, en consecuencia, autorizo el servicio de notificacion a través de
internet.

15

16

v

ANEXOS /
Documentacion Técnica Documentacioén Juridica
Solicitud Internacional en castellano 9. X Poderes, sifuera el caso.
10. X Documento que legaimente pruebe la cesién def inventor al
1. X Descripcion N° de folios: 27 a 52 sohqtante 0 a su causante. N
2. X Reivindicaciones N° Reivindicaciones: 36 11. O Copua del contrato de acceso de recursos ger'!etlcos o productos
3. X Dibuios y/o fi N° folios: 21 a 26 derivados, certificado o numero de registro, si fuera el caso.
. lbujos y/o iguras olios: 21 a 12. [ Copia de la licencia o autorizacion de Conocimientos

4, X Resumen. Tradicionales, certificado o nimero de registro, si fuera el caso.
5. [] Certificado de depésito de material biolégico si 13. Reduccién de tasas

fuera el caso. Micro, pequefias o medinas empresas
6. [ Listado de secuencias de nucleétidos y/o . {1 Copia simple de la declaracion de_repta del afo inmediatamente

aminoacidos en forma digital si fuera el caso. anterior, o en su defecto prueba documental idonea.
7. [ Arte final 12 x 12. [0 Documento de constancia de cumplimiento con lo establecido en
8. [ Anexo formato digital. 1a ley 905 de 2004.

Universidades publicas o privadas
Copia acto de reconocimiento institucional emitido por el
Ministerio de Educacion
Entidades sin animo de lucro
O Copia de registro vigente en Camara de comercio.
[ Hoja de informacién complementaria.
. [ Otros, especificar
14. X Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud.
15. [] Comprobante de pago por reivindicacion de prioridad.
16. [ Comprobante de pago de la tasa por concepto de excedente
de palabras en la publicacion.
17. X Comprobante de pago por reivindicacion adicional a 10.

PI02-FO6 vr4 (2012-04-19)
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

{
|

E

HOJA DE INFORMACION COMPLEMENTARIA PCT J

>

NUMERO DE RADICACION
1 | (12) TIPO DE SOLICITUD PCT /CR2011/00001
X Patente de invencién
FECHA DE PRESENTACION
[] Patente de Modelo de Utilidad 08/04/2011
4
(71) SOLICITANTE (S
APELLIDOS O RAZON SOCIAL NOMBRE IDENTIFICACION TIPO
2, Segura Ruiz Alvaro
3. Vargas Arroyo Mariangela -
4. Leon Montero Guiliermo
5. Villalta Arrieta Mauren
6. Herrera Vega Maria
7. Angulo Ugalde Yamileth
5 DATOS DEL SOLICITANTE
d PAIS DE RESIDENCIA DEPARTAMENTO/ESTADO CIUDAD DIRECCION
2. Costa Rica San Jose Piedades de Santa Ana Del Cementerio de Piedades, 200 m
oeste. C.Postal 10905
3. Costa Rica San Jose Dulce Nombre de Vasquez de Coronado gg:: gggt%u; SA(??ndzz\r? éig 'Zglﬁgs,
4. Costa Rica Alajuela Desamparados de Alajuela Calle la Claudia, casa No.17
C.P.20110
5. Costa Rica Sabanilla de Montes de Oca Del Supermercado La Cosecha, 300
San Jose m norte y 100 ceste. C.P.11502.
. Cartago f f De la Iglesia de Concepcion, 500 m
6. Costa Rica g Tres Rios de La Union este. C.P.30301.
7. Costa Rica San Jose Desamparados De Mosaicos Doninelli,50m este,
contiguo Autos Coreancs. CP10301
TELEFONO FAX E-MAIL NACIONALIDAD
506-2283-4226 Costaricenses
6 | (72) INVENTOR (ES)
‘ APELLIDOS NOMBRE NACIONALIDAD
5. ANGULO UGALDE YAMILETH COSTARICENSE
7.
8.
g,
1.
7 DATOS INVENTOR (ES)
DIRECCION CIUDAD DEPARTAMENTOQ/ESTADO PAIS RESIDENCIA
&. De Mosaicos Doninelli, 50m este, Desamparados San Jose Costa Rica
Contiguo Autos Coreanos C.P.10301
7.
8.
9.
1.
9 {30) DECLARACIONES DE PRIORIDAD

PI02-FO6 vr4 (2012-04-19)



8.

PAIS DE ORIGEN cODIGO PAIS

NUMERO FECHA (AAAA/MM/DD)

7.
2.
8.
e EEonopa = 8. DATOS DE LOS INVENTORES
el it e  tua e - Direccién, ciudad, departamentol/estado/provincia y pais de
residencia.
Este formulario debe ser diligenciado Gnicamente por el (los) Indicar los datos completos de localizacion. Puede utilizar
solicitante(s) que desea entrar en Colombia a la Fase Nacional en abreviatura del pafs (codigo de Pais segin norma ST. 3 de
virtud del Tratado de Cooperacién en materia de Patentes (PCT). OMPY).
9. REPRESENTANTE O APODERADO
1. TiPO DE SOLICITUD Sila solicitud la presenta una persona natural sin apoderado, no
Marcar.en la casilla correspondiente si se trata de una solicitud debe diligenciarse esta seccion. o
internacional de Patente de Invencién o de Patente de Modelo de Si la solicitud la presenta una persona juridica sin apoderado,
Utilidad. Unicamente se acepta una opcién por cada solicitud. debe diligenciarse esta seccion indicando el nombre del .
Indique si la solicitud se tramitd bajo el Capitulo | o el Capitulo Il representante legal. Debera anexarse el documento que acredita
2. DATOS SOLICITUD INTERNACIONAL PCT Ia. eX|Ste_nf3la y representacion |e9a|
Indique el niimero asignado como Solicitud Internacional por la Si la solicitud se presenta a través de apoderado, debe
Oficina receptora y la fecha de presentacion de la solicitud. Ademas, diligenciarse esta seccién indicando ef nombre del abogado que
indique el nimero y la fecha de la publicacién internacional. adelantara la actuacion administrativa. Debera anexarse el
3. TITULO DE LA INVENCION poder.
Defina en forma breve y precisa el nombre técnico de la invencion Numero de Protocolo: En caso de haber presentado poder
que debera ser congruente con las reivindicaciones y la descripcion. general y tiene un numero de protocolo asignado por favor
El titulo no debe referirse a marcas ni nombres comerciales. Maximo escribirlo.
200 caracteres. 10. DECLARACION DE PRIORIDAD
4. CIP (Clasificacion Internacional de Patentes) Si el solicitante reclamo prioridad en la Solicitud Internacional
Indique las clasificaciones que aparecen en la publicacion indicar:- Pais de origen. ) _ N
internacional. Indique el pais donde se presento por primera vez la solicitud.
5. SOLICITANTE (S) Puede utilizar abreviatura del pais (codigo de Pais segun norma
Si existieran méas solicitantes, utilicese las hojas de informacién ST. 3 de OMP).
complementaria. - Npmero. ) . N )
- Apellidos o Razén Social. lngnqug el nimero asignado a la solicitud en el pais del que se
En el caso de ser el solicitante una persona natural, indiquese los reivindica prioridad.
dos apellidos. - Fecha (AAAA/MM/DD). ) o
En el caso de ser el solicitante una persona juridica indiquese la Indique la fecha de solicitud en €l pais del que se reivindica
razén social completa de ésta. prioridad.
- Nombre. En caso de ser necesario, por falta de espacio, utilice las hojas
Lignese Unicamente para personas naturales. de informacion complementarias. .
- Identificacién. 11. DECLARACION SOBRE USO DE RECURSQS GENETICOS O
Solo para solicitantes nacionales: Las personas naturales indicaran BIOLOGICOS _ 3 .
su C.C. (cédula de ciudadania) y las personas juridicas indicaran el Marcar “SI” cuando la invencion fue desarrollada a partir de
NIT (Ndmero de Identificacién Tributaria). recursos genéticos o recursos biolégicos de los que cualesquiera
- Tipo de solicitante. de los paises miembros de fa Comunidad Andina (Bolivia,
Las personas juridicas habran de contestar con un digito: [1] Colombia, Ecuador y Per() es pais de origen y anexar el contrato
Microempresa: menos de 10 trabajadores, activos totales inferiores a de acceso emitido por la Autoridad Nacional Competente
501 salarios minimos legales vigentes. [2] Pequefia empresa. Entre (Ministerio del Medio Ambiente para Colombia).
11 y 50 trabajadores, activos totales mayores a 501 y menores a 12..DECLARACION SOBRE USO DE CONOCIMIENTOS
5.001 salarios minimos mensuales vigentes. [3] Mediana empresa: TRADICIONALES . .
personal entre 51 y 200 trabajadores, activos totales entre 5.001 y Sila invencion fue desarrollada usando conocimiento tradicional
15.000 salarios minimos mensuales legales vigentes. [4] La empresa asociado a recursos geneticos o recursos biologicos de
no es PYME. Si la persona juridica no es empresa, indicar [5] cqmumdades lndlgenag, afrodespenduentes o Iocaleg de paises
Institucién educativa (universidad, colegio, instituto, etc.). {6] Centro miembros de la Comunidad Andina, debe anexar la licencia o
de investigacion. [7] Si es persona natural. autorizacion de uso de conocimiento tradicional emitido por la
6. DATOS DEL SOLICITANTE comunidad. ]
Los datos indicados en esta seccion, serviran para las posibles 14. COMPROBANTE DE PAGO O PAGO ELECTRONICO
comunicaciones que la SIC realice, en caso de que la tramitacién no Indique el nimero y fecha del recibo de pago de latasa
se haga por intermedio de un representante o apoderado. establecida o def pago electrénico. El comprobante de pago
- Direccién, ciudad, departamento/estado/provincia y pais de debera anexarse.
residencia. 15. FIRMA _ N
Indiquese los datos completos de localizacion. Puede utilizar Escribir el nombre completo y la firma de la persona que solicita
abreviatura del pais (codigo de Pais segin norma ST. 3 de OMPI). * la concesion de la patente. . )
En caso de ser necesario, por falta de espacio, utilice las hojas de Si se actua a través de abogado la firma debera ser la del
informacién complementarias. apoderado; si actua directamente una persona juridica la firma
- Nacionalidad. deberd ser la del representante legal y si actia directamente una
Indiquese fa nacionalidad del solicitante. En caso de ser una persona natural ésta debera firmar la solicitud.
persona juridica, indiquese el lugar de constitucion. ' 16. RELACION DE DOCUMENTOS QUE ACOMPANAN LA
Puede utilizar abreviatura del pais (codigo de Pais segun norma ST. SoucITub N ]
3 de OMPI). La documentacnon,de la solicitud debera presentarse en el orqen
En caso de ser necesario, por falta de espacio, utilice las hojas de que viene la relacion de documentos, primero la documentacion
informacion complementarias. técnica y luego la documentacion juridica.
e-mail: Indicar claramente el correo electrénico con el fin de Senale en las casillas correspondientes a los documentos que
establecer comunicacion. acompafaran la solicitud e indiquese los nimeros de folios y el
7. INVENTORES numero de reivindicaciones que correspondan.

Indicar Apellidos, nombre y nacionalidad del inventor o inventores
(deben ser personas naturales) en las casillas correspondientes. En
caso de ser necesario, por falta de espacio, utilice las hojas de
informacién complementarias.

OTROS : LISTADO SE SECUENCIAS

Si la solicitud contiene listado de secuencias aminoécidos y/o
secuencias nucledtidos, estas deben suministrarse también en
formato digital (CD o DVD con listado de secuencias en archivo
de texto alfanumérico)

P102-FO6 vr4 (2012-04-19)




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO
NIT : 800.176.089-2

-/ -
. . RECIBO DE CAJA No. 13 - 113248
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Noviembre 07 de 2013 - 14:31:41
RECIBIDO DE : RUBIELA ARIAS DE FAJARDO CC 38.984.230
*** Soporte del Pago *** _
TIPQ PAGO BANCO CUENTA Nao PAGO FECHA PAGQO VR PAGQO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 558589345 07/11/2013 1.605.000.00
*** Conceptos Pagados *** _
CANT_RENTISTICO CONCFPTO Ve UNDITARIO  Vr CONCEPTO
1 50005-01-01 SOLICITUDES 1 m;él\'\/lll(';rEs DE SOL. DE PATENTE DE 500.000.00 500.000.00
$500.000.00___

SON: **QUINIENTOS MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Reggonsable /
Recibo de Caja Aplp(ado al Expediente No.

Tliﬁiﬁu@iﬁ “ﬁﬁﬁiﬁiﬁ i 'NDniwfuﬁinﬁwuuummﬂm.

Fecha: 2013—11-07 15 15 11 Dep 2020 DIR NUEVASCR

Tra. 11 PATENTELYH Eve: 378 FASENACIONALI
Act. 411 PRESENTACION Folios: 72

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia
Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240
, Noviembre 7 de 2013 - 14:31:42




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO
NIT : 800.176.089-2

-/-

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA

No. 13 - 113249

Bogota D.C., Noviembre 07 de 2013 - 14:31:41

RECIBIDO DE : RUBIELA ARIAS DE FAJARDO

CC 38.984.230
*** Soporte del Pago ***
TIPO PAGO BANCO CUENTA No PAGO FECHA PAGO VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 558589345 07/11/2013 1.605.000.00

*** Conceptos Pagados

CANT. _RENTISTICO CONCEPTO

Vr UNDITARIO  Vr CONCEPTO

26 50005-01-01 SOLICITUDES 1607 REIVINDICAC, l

ADICIONAL A LAS INIC

SON: **SETECIENTOS 074ENTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Responsable

Recibo de Caja Ap 0 aI Expediente No. _

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

. Noviembre 7 de 2013 - 14:31:42

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

A AR

Fecha: 2013—11-07 15:16:11
Tra. 11 PATENTEIYII
Act. 411 PRESENTACION

N PATENTE UNITARIA

30.000.00 780.000.00

$780.000.00

Dep. 2020 DIR.NUEVASCR
Eve: 378 FASENACIONALI
Folios: 72
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EJEMPLAR CRIGINAL
{ mmmsnnme Para uso de la Oficina receptora Mnicanicrite smmmasneme

PCT PCT/ICR2011/0000 1

Solicitud internacional N°

PETITORIO (08-0A~Z081) 8 ABR.20

Fecha de presentacion infernacional

~ Elabajo firmante pide que la presente solicitud SOUEETUD EMTGQMA !ﬂ?‘\jﬂ‘L PCT Ax FR
internacional sea tramitada con arreglo al Tratado de YRR | A LU,‘ i M L
Cooperacion en materia de Patentes. Nombre de la Oficina receptora y “Solicitud internacion -

Referencia al expediente del solicitante o del mandatario (si se desea)
(como méximo, 12 caracteres)

Recuadro N°I TITULO DE LA INVENCION

METODO PARA LA PRODUCCION DE FORMULACIONES INYECTABLES DE
PRODUCTOS PROTEICOS HEMODERIVADOS Y PRODUCTOS OBTENIDOS
UTILIZANDO DICHO METODO

Recuadro N° II SOLICITANTE D Esta persona también es inventor.

Nombre y direccién: (apellido seguido del nombre; si se trata de una persona juridica, la |N° de teléfono '
designacion oficial completa. En la direccion deben figurar el cédigo postal y el nombre del pais.
El pais de la direccion indicada en este recuadro es el Estado de domicilio del solicitante si no se (506) 2511-5835
indica mds abajo el Estado de domicilio.)

UNIVERSIDAD DE COSTA RICA N de facsimil

Ciudad Universitaria Rodrigo Facio (506) 2283-4226

San Pedro de Montes de Oca : — ,
San José, CédlgO Postal 11501 NP de registro del solicitante en la Oficina
CR

Autorizacién a utilizar el correo-e. Al marcar una de las casillas que figuran abajo se autoriza a la Oficina mf:tom, la Administracién de
busqueda intemacional, 1a Oficina Intemacional y Ia Administracién de examen preliminar intemmacional a utilizar la direccion de correo-e que
se indica en este recuadro para enviar notificaciones relativas ala presente solicitud internacional, si dichas oficinas asi lo desean

como copias previas por via electronica seguidas de las [ por correo electronico exclusivamente (no se enviara ninguna
notificaciones en papel o, notificacion en papel)
Direccién de correo-¢: Silvias@racsa.co.cr
Estado de nacionalidad (nombre del Estado): Estado de domicilio (hombre del Estado):
CR CR
Esta persona es todos los Estados todos los Estados designados salvo los Estados Unidos de los Estados indicados en
solicitante para: designados £l los Estados Unidos de América América unicamente el recuadro suplementario

Recuadro N° Il OTRO(S) SOLICITANTE(S) Y/O (OTRO(S)) INVENTOR(ES)

& Los demas solicitantes y/o (demas) inventores se indican en una hoja de continuacién.

Recuadro N° IV MANDATARIO O REPRESENTANTE COMUN; O DIRECCION PARA LA CORRESPONDENCIA

La Fersoqa abajo identificada se nombra/ha sido nombrada para actuar en nombre del/ @ . D o,
de los solicitante(s) ante las administraciones internacionales competentes como: mandatario representante comun

Nombre y direccién: ‘(;Ipellido seguid;l del m;mbrg kszidse trata geebuna persona juridica, la | N° de teléfono
s i i L i i0 1 codiy !

y‘egg:lr;a"(:;;z fijzfpa é(;mp leta. En ladireccion deben figurar el codigo posta (506) 2244-2507
gALtAZ_IAR FAlC_iLASS St:llvtl)a _ de Heredi N° de Faceimil

anto fomas de oan O ‘Omlngo { e erg 12 ) . (506) 2244-2427
Frente al Hotel Bougainvillea, tapia amarilla porton gris No 3
Caddigo Postal 40305 Ne de registro del mandatario en la Oficina
CR '

Autorizacién a atilizar el correo-e. Al marcar una de las casillas que figuran aba{p se autoriza a la Oficina receptora, la Administracion de
biisqueda intemacional, la Oficina Internacional y 1a Administracion de examen preliminar internacional a utilizar la direccion de correo-e que
se indica en este recuadro para enviar notificaciones relativas ala presente solicitud internacional, si dichas oficinas asi lo desean
¢como copias previas por via electronica seguidas de las D por correo electrénico exclusivamente (no s¢ enviara ninguna
notificaciones en papel o, notificacion en papel)
Direccién decorreo-e: Silvias@racsa.co.cr

D Direccion para la correspondencia: marquese esta casilla cuando no se nombre/se haya nombrado ningin mandatario o representante
comtn y el espacio de arriba se utilice en su lugar para indicar una direccién especial a la que deba enviarse la correspondencia.

Formulario PCT/RO/101 (primera hoja) (enero de 2010) Ver las Notas al formulario del petitorio
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Recuadro N° I  OTRO(S) SOLICITANTE(S) Y/O (OTRO(S)) INVENTOR(ES)

Si no se ha de utilizar ninguno de estos subrecuadros, esta hoja no debe ser incluida en el petitorio.

Nombre y direccion: (apellido seguido del nombre; si se trata de una persona juridica, la | Esta persona es:
designacion oficial completa. En la direccién deben figurar el cédigo postal'y el nombre del pais. . .
El pais de la direccion indicada en este recuadro es el Estado de domicilio del solicitante si no se D solicitante (inicamente
indica mds abajo el Estado de domicilio.)

SEGURA RUIZ, Alvaro )X{ solicitante ¢ inventor

Piedades de Santa Ana de San José inventor inicamento (i se marca esla
Del cementerio de Piedades, 200 m oeste casilla, no se debe rellemar lo que sigue)
Cédigo Postal 10905 N° de registro del solicitante en la Oficina
CR

Estado de nacionalidad (nombre del Estado): Estado de domicilio (nombre del Estado):

CR CR

Esta persona es D todos los Estados D todos los Estados designados salvo los Estados Unidos de los Estados indicados en
solicitante para: designados los Estados Unidos de América América tnicamente el recuadro suplementario)

Nombre y direccion: (apellido seguido del nombre; si se trata de una persona juridica, la | Esta persona es:
designacion oficial completa. En la direccion deben figurar el cédigo postal y el nombre del pais. - L.
El pais de la direccién indicada en este recuadro es el Estado (es decir, pais) de domicilio del D solicitante inicamente
solicitante si no se indica mas abajo el Estado de domicilio.)

VARGAS ARROYO, Mariangela X solicitante e inventor

Dulce Nombre de Vasquez de Coronado de San José inventor nicaments (5 s¢ marca ¢sia
De la antigua Academia de Policias, 50 m oeste y 50 m sur casilla,no se debe rellenar lo que sigue,)
Cédigo Postal 20110 N° de registro del solicitante en la Oficina
CR

Estado de nacionalidad (nombre del Estado): Estado de domicilio (hombre del Estado):

CR R

Esta persona es todos los Estados D todos los Estados designados salvo los Estados Unidos de los Estados indicados en
solicitante para: designados los Estados Unidos de América América (nicamente ¢l recuadro suplementario

Nombre y direccion: (apellido seguido de! nombre; si se trata de una persona juridica, la | Esta persona es:
designacion oficial completa. En la direccion deben figurar el cédigo postal y el nombre del pais. .. L.
El pais de la direccion indicada en este recuadro es el Estado de domicilio del solicitante si no se D solicitante dnicamente
indica mads abajo el Estado de domicilio.)

LEON MONTERO, Guillermo [X] solicitante ¢ inventor
Desamparados de Alajuela de Alajuela ] inventor Gnicamente (si se marca esia
Calle la Claudia. casa No 17 casilla, no se debe rellenar lo que sigue.)
Cédigo Postal 20110 . Ne de registro del solicitante en 1a Oficina
CR

%ﬁo de nacionalidad (nombre del Estado): %tﬁlo de domicilio (rombre del Estado):

Esta persona es todos los Estados D todos los Estados designados salvo E los Estados Unidos de los Estados indicados en
solicitante para: designados los Estados Unidos de América América tmicamente ¢l recuadro suplementario

Nombre y direccion: (apellido seguido del nombre; si se trata de una persona juridica, la | Esta persona es:
designacion oficial completa. En la direccion deben figurar el codigo postal'y el nombre del pais. . L.
El pais de la direccién indicada en este recuadro es el Estado de domicilio del salicitante si no se D solicitante inicamente
indica mas abajo el Estado de domicilio.)

VILLALTA ARRIETA, Mauren [X] solicitante ¢ inventor

Sabanilla de Montes de Oca de San José D inventor inicamente (si se marca esta
Del Supermercado La Cosecha, 300 m norte y 100 oeste casilla, no se debe rellenar lo gue sigue)
Cédigo Postal 11502 Ne de registro del solicitante en la Oficina
CR

Estado de nacionalidad (rombre del Estado): Estado de domicilio (rombre del Estado).

CR CR

Esta persona es todos los Estados D todos los Estados designados salvo los Estados Unidos de los Estados indicados en
solicitante para: designados los Estados Unidos de América £ Ameérica (nicamente el recuadro suplementario

@ Los demas solicitantes y/o (demés) inventores sc indican en otra hoja de continuacion.

Formulario PCT/R0/101 (hoja de continuacién) (enero de 2010) Ver las Notas al formulario del petitorio
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HojaNe .. 3.

Recuadro N° I  OTRO(S) SOLICITANTE(S) Y/O (OTRO(S)) INVENTOR(ES)

Si no se ha de utilizar ninguno dc estos subrecuadros, esta hoja no debe ser incluida en el petitorio.

Nombre y direccion: (apellido seguido del nombre; si se trata de una persona juridica, la Esta persona es:

designacién oficial completa. En la direccion deben figurar el codigo postol y el nombre del pais. . ) :

El pais de la diveccion indicada en este recuadro es el Estado de domicilio del solicitante si no se D solicitante Gnicamente

indica mds abajo el Estado de domicilio.) )

» \./ . .

HERRERA VEGA, Maria solicitante e inventor

Tres Rios de la Unién de Cartago inventor dnicament (i sc murea esla
De la Iglesia de Concepcion, 500 m este casilla, no se debe rellenar lo que sigue.)
Caodigo Postal 30301 N° de registro del solicitante en la Oficina
CR
Esgo de nacionalidad (nrombre del Estado): Estado de domicilio (nombre del Estado):

C CR

Esta persona es todos los Estados todos los Estados designados salvo & los Estados Unidos de los Estados indicados en
solicitante para: designados los Estados Unidos de América América tunicamente el recuadro suplementario

Nombre y direccion: (apellido seguido del nombre; si se trata de una persona juridica, la | Esta persona es:
designacion oficial completa. En la direccién deben figurar el codigo postal'y el nombre del pais. . L.
El pais de la direccion indicada en este recuadro es el Estado (es decir, pais) de domicilio del D solicitante anicamente
solicitante si no se indica mds abajo el Estado de domicilio.)

ANGULO UGALDE, Yamileth | solicitante ¢ inventor
Desamparados de Desamparados de San José ] inventor inicamentc (i e marca ¢sia
De Mosaicos Doninelli, 50 m este, contiguo Autos Coreanos casilla, no se debe rellenar lo que sigue,)
Cddigo Postal 10301 N de registro del solicitante ¢n 1a Oficina
CR

Estado de nacionalidad (rombre del Estado): Estado de domicilio (nombre del Estado):

CR CR

Esta persona es todos los Estados D todos los Estados designados salvo los Estados Unidos de los Estados indicados en
solicitante para: designados los Estados Unidos de Aménca América tmicamente el recuadro suplementario

Nombre y direccién: (apellido seguido del nombre; si se trata de una persona juridica, la | Esta persona es:
designacion oficial completa. En la direccion deben figurar el codigo postal y el nombre del pais. .. L.
El pais de la direccion indicada en este recuadro es el Estado de domicilio del solicitante si no se D solicitante imicamente
indica mds abajo el Estado de domicilio.)

D solicitante e inventor

D inventor inicamente (si se marca esla
casilla, no se debe rellenar lo que sigue.)

Ne de registro del solicitante en la Oficina

Estado de nacionalidad (nombre del Estado). Estado de domicilio (nombre del Estado):
Esta persona es todos los Estados D todos los Estados designados salvo los Estados Unidos de los Estados indicados en
solicitante para: designados los Estados Unidos de América América Umnicamente ¢l recuadro suplementario

Nombre y direccion: (apellido seguido del nombre; si se trata de una persona juridica, la | Esta persona es:
designacion oficial completa. En la direccion deben figurar el codigo postal y el nombre del pais. . L.
El pais de la direccion indicada en este recuadro es el Estado de domicilio del solicitante si no se D solicitante Unicamente
indica mas abajo el Estado de domicilio.)

D solicitante ¢ inventor

inventor iinicamente (si se marca esta
casilla, no se debe rellenar lo que sigue.)

Ne de registro del solicitante en la Oficina

Estado de nacionalidad (nombre del Fstado): Estado de domicilio (nombre del Estado):
Esta persona es todos los Estados D todos los Estados designados salvo D los Estados Unidos de los Estados indicados en
solicitante para: designados los Estados Unidos de América América tmicamente el recuadro suplementario

D Los demés solicitantes y/o (demas) inventores se indican en otra hoja de continuacién.

Formulario PCT/RO/101 (hoja de continuacién) (enero de 2010) Ver las Notas al formulario del petitorio
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HojaNe .. 4. .

Recuadro N°V  DESIGNACIONES

Segiin 1a Regla 4.9.a), 1a presentacion de este petitorio constitnye la designacion de todos los Estados contratantes vinculados porel PCT
enlafechade presentacion internacional aefectos de todo tipo de proteccion disponible y, cuando proceda, de 1a concesion tanto de patentes
regionales como de patentes nacionales.
Sin embargo,

DE Alemania no se designa para ningiin tipo de proteccion nacional

JP Japén no se designa para ningin tipo de proteccién nacional
El KR Repiiblica de Corea no se designa para ningiin tipo de proteccién nacional
{Se puede utilizar las casillas de arriba para excluir (de manera irrevocable) las designaciones en cuestion, a condicion de que la
solicitud internacional, en la fecha de presentacion o wlteriormente segin la Regla 26bis. 1, reivindigue en el Recuadro N° VI la
prioridad de una solicitud nacional anterior presentada en el Estado en cuestion, para evitar que, en virtud de la ley nacional, cesen
los efectos de esta solicitud anterior).

RecuadroN° VI REIVINDICACION DE PRIORIDAD

Se reivindica la prioridad de las siguientes solicitudes anteriores:

Si la solicitud anterior es:
Fecha de presentacion de la Numero de la — - : : -
solicitud anterior solicitud anterior solicitud nacional: solicitud regional: | solicitud internacional:
(dicvmes/ario) pais o miembro de la OMC Oficina regional Oficina receptora
Punto (1)
Punto (2)
Punto (3)

D En el recuadro suplementario se incluyen retvindicaciones de prioridad adicionales

Se pide a la Oficina Internacional que se procure en una biblioteca digital una copia certificada de la o las solicitudes anteriores (si
Ia Oficina Intemacional tiene acceso a esta o estas solicitudes en una biblioteca digital) indicadas abajo como*

[ todos 10s puntos [ Punto ¢y} [J punto ) ] Punto 3) l otros, ver recuadro suplementario

D Se pide ala Oficina receptora que preparey transmitaa la Oficina Internacional unacopia certificadade 1a o las solicitudes anteriores
(siesta o estas solicitudes han sido presentadas en la Oficina que, a los fines de esta solicitud intemacional, es la Oficina receptora)
0 que obtenga una copia certificada de la o 1as solicitudes anteriores en una biblioteca digital y 1a transmita a 1a Oficina Internacional
(si la Oficina receptora tiene acceso a esta o estas solicitudes en una biblioteca digital), indicadas abajo, como*

D todos los puntos D Punto (1) D Punto (2) D Punto (3) D otros, ver recuadro suplementario

* silacopiacertificada de la o las solicitudes anteriores no se halla en una biblioteca digital bajo ¢l nimero de la solicitud anterior arriba
» indicada, sino bajo el niimero de otra solicitud que reivindica la misma pricridad, indicar ese nimero en 1a hoja suplementaria

(Punto 4).
Restaurar el derecho de prioridad: se solicita a la Oficina receptora que restaure el derecho de prioridad respecto a la(s) solicitud(es)
anterior(es) indicada(s) mas arriba o en el recuadro suplementario como punto(s): ( ). (Véanse también las

Notas del Recuadro N° VI, se dardn informaciones més amplias que apoyen la peticion de restauracién del derecho de prioridad).

Incorporacién por referencia: cuando un elemento de 1a solicitud internacional mencionado en el Articulo 11.1)iii)d) o €) o una parte
deladescripcion, de las reivindicaciones o de los dibujos mencionada en la Regla 20.5.a) no esta contenido en otro lugar en esta solicitud
internacional pero figura integramente en una solicitud anterior cuya prioridad se reivindica en la fecha en la que uno o varios elementos
mencionados en el Articulo 11.1)iii) fueron recibidos inicialmente por la Oficina receptora, ese clemento o esa parte, a reserva de
confirmacién seghin 1a Regla 20.6, se incorporara por referencia en esta solicitud internacional a los efectos de la Regla 20.6.

Recuadro N° VI ADMINISTRACION ENCARGADA DE LA BUSQUEDA INTERNACIONAL

Eleccién de la Administracién encargada de la bisqueda internacional (si mds de una Adwinistracion encargada de la biisqueda infernacional
es compelente para efectuar la bisqueda infernacional, indiquese el nombre de la Administracion elegida; se puede utilizar el codigo de dos letras):

B A B

Formulario PCT/RO/101 (segunda hoja) (enero de 2010) Ver las Notas al formulario del petitorio
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HojaNe ., S
Continuacién del Recuadro N°VII UTILIZACION DE LQS RESULTADOS DE LA BI’JSQUEDA ANTERIOR,
REFERENCIA A ESA BUSQUEDA

D Se pide a la ISA que se indica en el Recuadro N° VII que tenga en cuenta los resultados de las bisquedas anteriores que figuran
a continuacion (véanse también las notas relativas al Recuadro N° VII; utilizacion de los resultados de mas de una bisqueda
anterior)

Fecha de presentacion (dia/mes/afio) Numero de solicitud ’ Pais (u Oficina regional)

Declaracién (Repla4.12.ii): lapresente solicitud internacional es lamisma, o esencialmente lamisma, que la splicituq respecto
de 1a cual se ha llevado a cabo la bisqueda anterior, con la salvedad de que, en su caso, s¢ presenta en un idioma diferente.

D Dis ponibilidad dedocumentos: laISA puede obtener los siguientes documentos de una formay manera que estime aceptables,
: por lo que no es necesario que el solicitante se los presente (Regla 125is.1.£)):

D una copia de los resultados de la basqueda anterior,*
una copia de 1a solicitud anterior,
una traduccion de la solicitud anterior a un idioma aceptado por la ISA,

[] una traduccién de los resultados de la bisqueda anterior a un idioma aceptado por laISA,

D una copia de los documentos mencionados en los resultados de la biisqueda anterior (si dispone de tal informacién, sirvase
indicar a continuacién los documentos que la ISA puede obtener)

D Envio de una copia de los resultados de }a busqueda anterior y de otros documentos (cuando la blisqueda anterior no haya
sido llevada a cabo por la ISA indicada anteriormente, sino por la misma Oficina que desempefia las funciones de Oficina
receptora): se pide a la Oficina receptora que prepare v remita a la ISA los siguientes documentos (Regla 12bis.1.c)):

una copia de los resultados de la biisqueda anterior,*
una copia de la solicitud anterior,
una copia de los documentos mencionados en los resultados de la biisqueda anterior
* Cuando los resultados de la bisqueda anterior no puedan obtenerse de una biblioteca digital ni remitirse mediante la Oficina
" receptora, se pide al solicitante que los presente ala Oficina receptora (Regla 12bis.1.a)) (Véase el punto 11 de la lista de verificacién
y también las notas relativas al Recuadro N° Vi)

Fecha de presentacidn (dia/mes/afio) Niimero de solicitud Pais (u Oficina regional)

D Declaracién (Regla4.12.ii): lapresente solicitud internacional es 1a misma, o esencialmente la misma, que lasolicitud respecto
de la cual se ha llevado a cabo la bisqueda anterior, con la salvedad de que, en su caso, se presenta en un idioma diferente.

D Disponibilidad de documentos: laISA puede obtener los siguientes documentos de una formay manera que estime aceptables,

por lo que no es necesario que el solicitante se los presente (Regla 125is.1.£)):

D una copia de los resultados de la busqueda anterior,*

[ una copia de la solicitud anterior,
una traduccidn de la solicitud anterior a un idioma aceptado por la ISA,
una traduccién de los resultados de la biisqueda anterior a un idioma aceptado por la ISA,

D uita copia de los documentos mencionados en los resultados de la busqueda anterior (si dispone de tal informacién, sirvase
indicar a continuacién los documentos que la 1S4 puede obtener)

L__] Envio de una copia delos resultados de 1a bisqueda anterior y de otros documentos (cuando la busqueda anterior no haya
sido llevada a cabo por la IS4 indicada anteriormente, sino por la misma Oficina que desempeiia las funciones de Oficina
receptora): se pide a la Oficina receptora que prepare y remita a la ISA los siguientes documentos (Regla 12bis.1.c)):

una copia de los resultados de la biisqueda anterior,*
una copia de la solicitud anterior,
una copia de los documentos mencionados en los resultados de 1a busqueda anterior
* Cuando los resultados de la bisqueda anterior no puedan obtenerse de una biblioteca digital ni remitirse mediante la Oficina

receptora, s pide al solicitante que los presente ala Oficina receptora (Regla 126is.1.a)) (Véase el punto 11 de la lista de verificacion
y también las notas relativas al Recuadro N° VII)

D Se indican otras busquedas anteriores

Recuadro N°VIII DECLARACIONES

Las siguientes declaraciones se contienen en los Recuadros N* VIILi) a v) (mdrquense las casillas indicadas Numero de

abajo que correspondan, e indiguese el nimero de cada tipo de declaracion en la columna de la derecha): declaraciones
[[] RecuadroN°VIili)  Declaracion sobre la identidad del inventor :
5] Recuadro N°VIILi)  Declaracién sobre el derecho del solicitante, en la fecha de presentacién 1

internacional, para solicitar y que le sea concedida una patente

D Recuadro N°VIILiii) Declaracién sobre el derecho del solicitante, en la fecha de presentacion
internacional, a reivindicar 1a prioridad de la solicitud anterior

EI Recuadro NoVIILiv) Declaracion sobre la calidad de inventor (sélo para la designacion de los
Estados Unidos de América) : 1

D RecuadroN°VIILv)  Declaracion sobre las divulgaciones no perjudiciales o las excepciones a la
falta de novedad

Formulario PCT/RO/101 (tercera hoja) (enero de 2010) Ver las Notas al formulario del petitorio
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Recuadro N°IX LISTA DE VERIFICACION para las presentaciones en PAPEL - esta hoja se emplea exclusivamente para 1
solicitudes internacionales presentadas en PAPEL

4

indicar en la columna de la derecha el nimero de cada documento):

1. B hojade caloulo de tasas .. ... ...ooreeesinnnn . :
a) petitorio (PCT/RO/101) B hoja do cslcalo de tasas

(incluidas las hojas /2 Bd poder separado original ........................... :
de declaracién y 3 .. )
suplementarias) .. ........... 9l 3 [0 poder general original .. .............. e :

4. [0 copia del poder general; nimero de referencia: ..... ...
b) descripcion (exceptuando L :

la parte dc la d;scrip cion 5. [ declaracion explicativa de Ia ausenciade firma ......... :

reservada a la lista de »

secuencias 6. [ documento(s) de prioridad identificado(s) en ¢l

(vease el punto f) infra) . ...... : 16 Recuadro N° VI como puntoopuntos ................. :

indicaci ) 4 /I . [ traduccién de la soficitud internacional al
¢) reivindicaciones ............. ) / (idioma) - ........ .. .. il :
d) resumen ................... : 11°8. [0 indicaciones separadas relativas a microorganismos
/ depositados o a otro material biologico ............... :
6

¢) dibujos(ensucaso) .......... : 9. [ copiaen formato electrénico (Anexo C/ST. 25, formato

texto,) con soportes l6gicos de 1a lista de secuencias que

f) parte de la descripcién no forma parte de la solicitud internacional, entregada

reservada a la lista tnicamente a los fines dela bisqueda internacional en
de secucncias : virtud de la Regla 13zer (indicar el tipo y ¢l nimero de
(ensucaso).................

SOpOrtes IOZICOS) .. .. ..t

10. {3 unadeclaracién confirmando que “la informacién
registrada en formato electrénico en virtud de la
Nimero total de hojas: : 36 Regla 13ter esidéntica alalista de secuencias tal como
se presentd en papel en la solicitud intemacional” . ... ... .. :

11. [ copiadelos resultados de busquedas anteriores
Reglal2bisla))..........ooiiiiii it

La presente solicitud internacional Numero~ |La presente solicitud intemacional va acompaiiada del(los) Numero de
contiene lo siguiente: de hojas | siguiente(s) documento(s) (marcar las casillas que procedan e documentos

/
1/

1

12. otros (especifiguese): Gettificacion de.persaneria. . . . .. :
Figura de los dibujos que Idioma de presentacién de la Espafiol
debe acompafiar el resumen: solicitud internacional: Spano

Recuadro N°X FIRMA DEL SOLICITANTE, DEL MANDATARIQ O DEL REPRESENTANTE COMUN
Junto a cada firma, indicar el nombre del firmante y su calidad (si tal calidad no es obvia al leer el petitorio).

Q_%/ v W
SALAZAR LAS, Silvia

Mandataria

Para uso de la Oficina receptora unic

mae%e ABR. Zun 2. Dibujos:
[ recibidos:

1. Fecha efectiva de recepcion de la
pretendida solicitud intemacional: ( O§~O4~ o 1Y)

3. Fecha efectiva de recepcién, rectificada en razdn de la recepcion
ulterior, pero dentro de plazo, de documentos o de dibujos que
completen la pretendida solicitud internacional:

4. Fecha de recepcion, dentro de Flazo, de las correcciones D no recibidos:
requeridas segun el Articulo 11.2) del PCT:

5. Administracion encargada de la bisqueda internacional | 6. D 'il;r,ans-:‘ilsi%rilfde,‘lia icpia parala ,
especificada por el solicitante:  {g A / tauszqge bi:,l squeendae.l asta que se pague la

Para uso de la Oficina Internacional @nicamente

Fecha de recepeion del gjemplar original
por la Oficina Internacional: e

Formulario PCT/R0O/101 (ultima hoja — papel) (enero de 2010)

Ver las Notas al formulario del petitorio
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METODO PARA LA PRODUCCION DE FORMULACIONES INYECTABLES DE PRODUCTOS PROTEICOS H EMODERIV ADOS Y PRODUCTOS
OBTENIDOS

'UTILIZANDO DICHO METODO
;Campo técnico

‘La presente invencion se relaciona con el campo de la purificacion de proteinas terapéuticas, particularmente con un método para la produccion
e formulaciones inyectables de productos proteicos hemoderivados, tales como inmunoglobulinas ylo albdmina.

iAntecedentes de la invencién
._os productos derivados de plasma sanguineo tales como albumina humana, inmunoglobulinas humanas y antivenenos heterglogos, son
'medicamentos importantes en el tratamiento de diversas enfermedades, accidentes ylesiones. Debido al aumento de la demanda actual de
‘estos productos, es importante mejorar la eficiencia de los métodos de produccion de los mismos, para poder abastecer adecuadamente dicha
demanda, y de esta manera prevenir que a corto plazo se presente una escasezglobal de estos medicamentos.

Para la obtencién de productos proteicos derivados de la sangre, y particularmente del plasma, existen vanos métodos bien conocidos en el
estado de la técnica. Enfre ellos se encuentran:

1. Fraccionamiento de plasma

El fraccionamiento de plasma por la técnica de Cohn (fraccionamiento alcoholico en frio) es el método mas extendido y utilizado por la industria
:de los productos bioldgicos derivados del plasma (ver Cohn E.J., Strong L.E., Hughes W.L., Mulford D.J., Ashworth J.N., Melin M, Taytor H.L.
11946. "Preparation and properties of serum and plasma proteins. V. Asystem for the separation into fractions of the protein and lipoprotein
components of biologica! fissue and fluids", Journal of the American Chemical Society, 68: 459-475). Para mejorar los aspectos relacionados
‘con el costo de produccion y el rendimiento de la técnica original, varios investigadores han propuesto modificaciones que emplean menos
:reactivos o suprimen etapas en el proceso (ver Hink J., Hidalgo J., Seeberg V., Johnson F.F. 1957. "Preparation and properties of a heat-treated
‘human plasma protein fraction". Vox Sanguinis 2: 174-186; Kistler, P, Nitschmann, H. 1962. "Large Scale Production of Human Plasma
:Fractions", Vox Sanguinis 7: 414-424; Schneider, W., Wolter, D., McCarty, L. 1976. "Alternatives for Plasma Fractionation". Vox Sanguinis, (31) 2:
.141-151). Por otra parte, otras modificaciones sugieren la incorporacién de técnicas de purificacion basadas en el uso de agentes precipitantes,
‘unc 0 mas pasos cromatograficos o una combinacion de los mismos. Dentro de los agentes precipitantes cominmente empleados se
‘encuentran el sulfato de amonio, el polietilenglicol y el acido caprilico.

2 Fraccionamiento de plasma mediante sistemas de dos fases acuosas (SDFA).

‘Se ha reportado el uso de los sistemas de dos fases acuosas (SDFA) para la recuperacién primaria y fraccionamiento de compuestos de
ginterés con alto valor comercial. Los SDFA se componen por mezclas de polimero-polimero, polimero-sal o alcohol-sal, yse han empleado en la
‘recuperacién primaria y purificacién parcial de productos biolégicos tales como proteinas, material genético, células u organelos de las mismas,
compuestos organicos como aromas ycolorantes, metales pesados yalgunos farmacos (ver Benavides, J., Rito-Palomares, . 2008. "Review:
Practical experiences from the development of aqueous two-phase processes for the recovery of high value biological producis". J Chem Technol
Biotechnol 3:133-142; Huddleston, J., A. Veide, K. Kéhler, J. Flanagan, S-0. Enfors and A. Lyddiat. 991. "The molecular basis of partitioning in
aqueous two-phase systems". Tibtech 9:381-388).

La patente US 4,684,723 presenta un método para separar el inhibidor de la alfa-1-proteinasa de otras proteinas y acidos nucléicos presentes
en el plasma o en medio de cultivo mediante el uso de SDFA. Asimismo, existe una solicitud de patente, publicacién WO 2010/062244A1 , que
propone la recuperacion y purificacion parcial de proteinas terapéuticas, especificamente anticuerpos monoclonaies, en dos etapas de
extraccion en SDFA. En la primera etapa, los anticuerpos se particionan hacia la fase superior, yen la segunda se precipitan en dicha fase.
Posteriormente, son recuperados yre-disueltos para su posterior purificacién mediante cromatografta. En otra invencién (solicitud nimero US
2010/0179252) se propone el uso de un sistema multifdsico compuesto por dos tipos de polimeros, uno acido y el otro etérico, y al menos una
sal, para la separacion de biomoléculas, células o particulas. Adicionalmente, en la solicitud de patente WO 2010/080062 se presenta un
método para aislar biomoléculas en SDFA polimero-sal, donde la molécula de interés, por ejemplo un anticuerpo monoclonal, se particiona
hacia Ja fase.que no es rica en el polimero. Adicionalmente, existen estudios sobre las condiciones de particién, extraccion y purificacién de
‘anticuerpos en SDFA (ver Andrews, B.A,, Nielsen, S., Asenjo, J.A. 2007, "Partinioning and purification of monoclonal antibodies in aqueous two- |
.phase systems”, Bioseparation 6 (5); 303-313; Azevedo, A, Rosa, P., Ferreira, F. Aires- Barros, M. 2007, "Optimisation of aqueous two-phase !
gextraction of human antibodies", J. Biotechnology 132(2): 209-217; y Rosa, P., Azevedo, A, Sommerfeld, S., Mutter, M, Aires-Barros, M., Backer, W. }
22009, "Application of aqueous two-phase systems to antibody purification: Amulti-phase approach”, J. Biotechnology 139 (4):306-313).
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temperatura, y tipo y concentracion del polimero y las sales, (ver Glnduz, U. 2000. "Partitioning of bovine serum albumin in an aqueous two-
phase system: optimization of partition coefficient”, Journal of Chromatography B: Biomedical Sciences and Applications, 743 (1-2): 259-262
Farruggia, B., Nerli, B., Pico, G. 2003. "Study of the serum albumin-polyethyleneglycol interaction to predict the protein partitioning in aqueous two-
phase systems". Journal of Chromatography B, 798 (1): 25-33; Lu,Y., Yang, Y., Zhao X, Xia, C. 2010 "Bovine serum albumin partitioning in
polyethylene glycol (PEG)/potassium citrate aqueous two-phase systems". Food and Bioproducts Processing. 88(1): 40-46; Garza, M., Rito, M,
Serna, S., Benavides, J. 2010. "Potential of Aqueous Two-Phase Systems constructed on flexible devices: Human serum albumin as proof of
concept”. Process Biochemistry 45 (7): 1082-1087).

3. Purificacion de inmunoglobulinas mediante precipitacién con 4cido caprilico

La técnica de purificacidon de inmunoglobulinas por precipitacion con acido caprilico fue introducida por primera vez por Steinbuch, M., Audran, R,
1969. "The isolation of IgG from mammalian sera with the aid of capnyic acid", Arch. Biochem. Biophysics 134, 279-284. Posteriormente,
surgieron varias metodologias basadas en este principio. Por ejemplo, la patente US 4,164,495 (Hansen, 1979) emplea la precipitacion de
proteinas con 1-8% vivde PEG y0.1-5% vivde acido caprilico. En la patente US 5,075,425 (Kotitschke efal., 1991) se precipitan proteinas
contaminantes con acido caprilico al 2.5%, seguido por una adsorcion en DEAE-Sephadex. De manera similar, la solicitud de patente
W02006064373 (Bloy et al., 2006) propone el uso de acido caprilico al 2.5% para precipitar proteinas contaminantes . Asimismo, la patente
USB955917 (Alred, et al., 2003) propone el uso de una solucién de caprilato al 40% (15-50 mM, preferiblemente 20 mM) para la eliminacién de
proteinas contaminantes e inactivacién viral del producto, seguido por una cromatografia de intercambio idnico. Dicho proceso, es similar al
presentado por la solicitud de patente WO200508293 (Romisch, et al., 2005), en la que una solucién de caprilato o de heptanoato se aplica con
el mismo fin.

Finalmente, existen patentes que proponen el uso del acido caprilico con otras finalidades. La patente US 5,164,487 (Kothe, et al., 1992), en la
cual el acido caprilico, a una concentracion entre 0.4 y1.5%, se emplea para eliminar sustancias vasoactivas y

enzimas proteoliticas, seguido por una cromatografia de intercambio ionico; y la patente US 20070244305 (Parkinnen, 2007) que presenta la
precipitacién de proteinas contaminantes con PEG, y utiliza el acido caprilico como un paso para la inactivacién de los virus.

La mayoria de las metodologias propuestas en dichas patentes poseen rendimientos alrededor del 60%, y parten de una etapa inicial de
fraccionamiento alcohélico en frio.

4, Purificacion de Albamina

'En el caso de la albumina, la desnaturalizacion térmica diferencial o termocoagulaciéon selectiva es un método empleado para su purificacion a

_partir del plasma o una mezcla de proteinas que la contenga. La patente US 4,156,681 propone el calentamiento del plasma a 68 °C en
‘3resencia de etanol y caprilato de sodio, seguido por la adicién de PEG para recuperar la albumina precipitada. De manera similar, en la patente
{US 3,992,367 se calienta el plasma a 60 °C, y posteriormente se precipita la albdmina con etanol. En otra invencion (US 4,222, 934) el plasma
ise calienta a 80 °C, se adiciona PEG para eliminar el precipitado de proteinas desnaturalizadas, yla albimina se recupera mediante
recipitacion isoeléctrica. Por otra parte, en la patente US 4,177,188 las inmunoglobulinas se recuperan previo al tratamiento térmico.

Por lo tanto, existen procesos que parten de plasma, suero, alguna fraccién del método de Cohn u otro material de partida que contenga
Ibumina y/o inmunoglobulinas para la recuperacion de las mismas, y que posteriormente emplean la termocoagulacién selectiva yla
recipitacion con acido caprilico para purificar albimina e inmunoglobulinas, respectivamente. Sin embargo, hasta la fecha no se ha reportado
| empleo de estas técnicas de purificacion a partir de fracciones provenientes de un sistema de dos fases acuosas (SDFA).

‘La presente invencion supera las limitaciones del estado de la técnica, ya que presenta una linea de produccion para obtener formulaciones
‘inyectables de productos proteicos hemoderivados con carga viral reducida para uso humano, un aspecto de suma trascendencia que no ha
'sido descrito en el estado de la técnica con respecto a la obtencion de inmunoglobulinas yalbimina empleando los SDFA.

:Sumario de la Invencién

Un objeto de la presente invencién es un método para la produccion de formulaciones inyectables de productos proteicos hemoderivados con
carga viral reducida, cuyo método comprende los pasos de (Figuras 1y4):

a fraccionamiento del material de partida en un sistema de dos fases acuosas mediante la adicion de un polimero y al menos una sal;
b adicién de fenol al sistema de dos fases acuosas como primer paso de inactivacion viral;

c. separacién de las fases superior e inferior del sistema de dos fases acuosas; d purificacién de los productos contenidos en la fase superior
. del sistema mediante precipitacién con un acido graso;

e purificacién de los productos contenidos en la fase inferior del sistema mediante termocoagulacion;

-f. remocién del precipitado de proteinas desnaturalizadas formado durante los pasos de purificacién de las fase superior e inferior del sistema
‘de dos fases; g. aumento de la pureza de los productos purificados a partir de la fase superior e inferior mediante cromatografia;

:i. nanofiltracion de los productos obtenidos en el paso anterior para remover particulas virales;
h. formulacion, estabilizacion y esterilizacidon de los productos obtenidos.

El método de la invencién puede llevarse a cabo partiendo de un material que puede seleccionarse a partir del grupo que consiste de plasma
sanguineo, suero sanguineo, una fraccién obtenida por el método de Cohn u otro material cualquiera que contenga productos proteicos
hemoderivados, particularmente albimina y/o inmunoglobulinas.

Inicialmente, se lleva a cabo el fraccionamiento del material de partida en un sistema compuesto de dos fases acuosas. Para ello, se procede a
la adicidn de un polimero yuna sal, siendo el polimero de eleccion el polietilenglicol con peso molecular entre 1000-8000 Da, y preferiblemente
polietilenglicol de 3350 Da, el cual se emplea a una concentracion en el rango entre el 8 yel 15 % phy, y preferiblemente entre el 6 y9 % piv.

La sal que se utiliza en el fraccionamiento puede ser fosfato de potasio monobasico, fosfato de potasio dibasico, fosfato de sodio monaobasico,
fosfato de sodio dibasico, sulfato de amonio ycitrato de sodio, siendo utilizados de preferencia el fosfato de potasio monobasico y dibasico, a
concentraciones entre el 10 y el 20% p/v, y preferiblemente entre 15 y20% p/v.

Adinimanlimmnntn mn mimnlam tiimmn mal miin mm mmdlalinm fn ta Fammnmnidin Dadmn A Frannn mmncn miin imBiiion nm la nmwblnllc dadnm Aanliidnn An At




;/—mwluuanneme, SE gnipied unid sdl que 110 pdiucipd e ja winacioin ue ids uos dSES, PEeIO que Iuye e ld pdilucion ue 1us suluws en el
‘sistema, preferiblemente se utiliza el cloruro de sodio, a una concentracién entre el 5 yel 20% phv, de forma preferida entre el 12y 15% phv.

Este paso de fraccionamiento se realiza a un pH entre 5.5 y 7.5, yde forma preferida a un pH de 6, y se realiza a temperatura ambiente (entre 20-
25°C).

Como primer paso de inactivacion viral, el método de la invencion emplea fenol entre el 0.05 y0.3% viv, en una realizacién preferida utiliza el
fenol al 0.25% viv.

Luego de |a inactivacién viral, se procede a la-separacién de las fases superior e inferior del sistema de dos fases acuosas mediante una
combinacion de procesos seleccionada que puede ser: reposo y separacion, reposo Yfiltracién, reposo ydecantacién o simplemente
centrifugacion.

El siguiente paso es la purificacion de los productos contenidos en la fase superior del SDFA obtenido. Esta fase es rica en inmunoglobulinas, y
para su purificacion se lleva a cabo una precipitacién con acido caprilico, este tltimo a una concentracion entre el 1 y6% viv, y de forma preferida
a una concentracién entre el 1.5 yel 2% viv.

Asimismo, se realiza una termocoagulacion para la purificacion de los productos que se encuentran en la fase inferior del sistema, la cual es
rica en albumina. Este proceso se lleva a cabo a una temperatura entre 60 y 70°C, y preferiblemente a 65 °C. Esta operacién se lleva a cabo en
presencia de caprilato de sodio al 0.012 Myetanol al 9% viv.

Para aumentar la pureza de los productos obtenidos en la fase superior del sistema, se emplea un paso cromatografia) que puede comprender
una cromatografia de intercambio iénico, cromatografia de afinidad o cromatografia de intercambio hidrofébico. Por su parte, la etapa final de
purificacién de los productos obtenidos en la fase inferior del sistema, se lleva a cabo empleando cromatografia de intercambio iénico.

La remocidn de las particulas virales de los productos obtenidos como resultado del proceso de la invencién, se lleva a cabo mediante
nanofiltracién, empleando para ello un filtro con exclusién para 20 nm. Los productos se pueden estabilizar con agentes como sacarosa y
caprilato de sodio para la solucién de inmunoglobulinas y albumina, respectivamente. La formulacién de inmunoglobulinas puede mantenerse
en solucion o liofilizarse. En el caso de la albdmina se incluye un paso final de pasteurizacion durante 10 horas a 60 °C. Finalmente, los
productos obtenidos se esterilizan a través de una membrana con exclusién para 0.22 pn.

Otros objetos de la presente invencion son los productos obtenidos mediante el método previamente descrito. Tanto las inmunoglobulinas
como la albimina obtenidas en

realizaciones preferidas de la invencidn, son productos que muestran calidad de solucion inyectable, y poseen la carga viral reducida acorde con
‘Ias especificaciones establecidas (WHO, 2010. Guidelines for the Production, Control and Regulation of Snake Antivenom Immunoglobulins;
WHO, 2004. Guidelines on viral inactivation and removal procedures intended to assure the viral safety of human blood ptasma producis).

Breve descripcién de las figuras

FIG. 1. Diagrama de flujo que representa el método de la invencion para obtener productos proteicos derivados de plasma equino hiperinmune,
libres de virus. Se presenta el valor de rendimiento y pureza de los productos obtenidos en cada etapa del proceso. Las operaciones con
asterisco muestran pasos de inactivacién o remocién viral. Clave: Igs = Inmunoglobulinas, AV = antiveneno.

FIG. 2. Filtracién en gel de muestras del método propuesto en la invencion para la obtencidn de antiveneno a partir de plasma equino
hiperinmune. Se emple6 una columna Superdex 200 10/300 GL, la elucidn se realizd con un amortiguador de NaCl 150 mM, Tris-HCI 20 mM, pH
7.5. A Plasma equino hiperinmune. B. Fase superior del SDFAresuspendida. C. Filtrado obtenido a partir de precipitacién con acido caprilico.

:FIG 3. Filtracién en gel de muestras del método propuesto en la invencién para la obtencién de albimina equina. Se emple6 una columna
.Superdex 200 10/300 GL, la elucién se realizd con un amortiguador de NaCl 150 mM, Tris-HCI 20 mM, pH 7.5. A. Plasma equino hiperinmune. B.
gFase inferior del SDFA. C. Cromatografia de intercambio catidnico de filtrado obtenido luego de la termocoagulacion.

FIG. 4. Diagrama de flujo que representa el método de la invencién para obtener productos proteicos derivados de plasma humano para uso
intravenoso, libres de virus. Se presenta el valor de rendimiento y pureza obtenido de los productos en cada etapa del proceso. Las operaciones
con asterisco muestran pasos de inactivacién o remocion viral. Clave: Igs = Inmunoglobulinas.

FIG. 5. Filtracién en gel de muestras del método propuesto en la invencién para la obtencién de gammaglobulinas a partir de plasma humano.
Se empled una columna Siuperdex 200 10/300 GL, la elucién se realizd con un amortiguador de NaCl 150 mM, Tris-HCI20 mM,pH 7.5. A
Plasma humano. B. Fase superior det SDFAresuspendida. C. Cromatografia de intercambio aniénico de filtrado obtenido luego de la

‘ precipitacion con acido caprilico.

FIG 6. Filtracién en gel de muestras del método propuesto en la invencion para la obtencién de albumina humana. Se empleé una columna
Superdex 200 10/300 GL, la

elucién se realizd con un amortiguador de NaCl 150 mM, Tris-HC120 mM, pH 7.5. A. Plasma humano. B. Fase inferior del SDFA. C.
Cromatografia de intercambio catiénico de fase inferior.

Descripcién detallada de Ia invencion

La presente invencién trata de un método para la purificacion de productos proteicos hemoderivados, y es particularmente atil para la obtencion
simultdnea de inmunoglobulinas yalbdmina con calidad inyectable, a partir de mezclas que pueden contener estas yotras proteinas. Este
:método se caracteriza por ser practico yeconémico, ya que emplea reactivos de costo accesible, ya diferencia del método de Cohn, no necesita
‘equipamiento especifico para satisfacer requerimientos de temperatura estrictos. Los productos obtenidos (inmunoglobulinas y albimina),
presentan altos niveles de pureza (>90%) yrendimiento. El método se puede emplear para la recuperacién de otros hemoderivados diferentes
de las inmunoglobulinas yla albumina, por ejemplo los factores de coagulacién. Asimismo, puede emplearse para la purificacion de
fragmentos de inmunoglobulinas (F(ab’), o Fab) obtenidos por digestidn enzimatica del plasma o de las inmunoglobulinas purificadas. Ademas,
el proceso de obtencidon de cada producto incluye 2 pasos de inactivacion y 1 de remocién viral, los cuales generan una reduccién de la carga
viral del producto que garantiza su seguridad, segun lo establecido en la normativa. Por otra parte, esta metodologia puede ser empleada para
la purificacion de anticuerpos a partir de plasma hiperinmune, por ejemplo para la produccién de antivenenos o antitoxinas.

El material de partida puede consistir en plasma o suero, digerido o no con enzimas proteoliticas, alguna fraccion del plasma o suero, o alguna
mezcla que contenga inmunoglobulinas yalbumina de origen humano o de cualquier otro animal.




El fraccionamiento del material de partida se realiza en un SDFA (Figuras 1 y4). En este tipo de separacién, el producto de interés posee
afinidad hacia una de las dos fases acuosas que componen el sistema, diferente a la del resto de componentes de la mezcla en que se
encuentra. Las fases se forman al mezclar dos 6 mas sustancias hidrofilicas que en ciertas concentraciones se welven inmiscibles en agua,
con base en fuerzas termodinamicas relacionadas con su hidratacién. El agua del sistema corresponde al agua presente en el material de
‘partida. El sistema comprende el uso de un polimero soluble en agua, una sal soluble en agua yuna sal soluble en agua que esta involucrada
‘en la particion de los solutos, pero que no es parte de la formacion de las dos fases. El polimero es polietilenglicol (PEG), con un rango de peso
molecular de 1000-6000 Da, que se separa en su mayoria en |a fase superior; la sal es fosfato de potasio, diy

monobasico, la cual se separa en su mayoria en la fase inferior, y la sal que no participa en la formacién de las fases es cloruro de sodio. La
relacion entre el fosfato de potasio monobasico y dibasico determina el pH del sistema, a medida que aumenta el fosfato de potasio
monobasico, disminuye el pH. La particién deseada de las proteinas se lleva a cabo en un rango de pH de 5.5-7.5 ya temperatura ambiente (20-
25 °C). Por otra parte, la adicién de fenol se realiza con el objetivo de inactivar particulas virales presentes en el material de partida durante el
fraccionamiento. La capacidad antiviral del fenol radica en su habilidad para producir disrupcién fisica de proteinas yestructuras lipidicas de los
Virus.

Los componentes del sistema se afiaden al material de partida bajo condiciones de agitacién constante en las siguientes concentraciones:
fenol entre 0.05-0.3% viv, PEG entre 6-15 pi%, fosfato de potasio entre 10-20 p/% y cloruro de sodio entre 5-20 %plv, preferiblemente, 8.25% viv
de fenol, entre 6 y9 % p/ivde PEG, entre 15 y20% p/vde fosfato de potasio y 15% p/vde NaCl. El orden de adicién de los componentes puede
variar, sin embargo es recomendable afiadir el siguiente componente cuando el previo esté disuelto. Una vez adicionados los componentes, la
mezcla se agita durante una hora. Posteriormente, se deja en reposo para favorecer la formacién de las fases. Cabe mencionar que las
concentraciones de los diferentes componentes se expresan en términos de piv (pesoiolumen), ya que como el material de partida aporta el
agua que compone el SDFA, la adicion de los mismos se realiza en su forma solida y no en solucion. Este hecho resulta en una ventaja al
escalar el método, pues elimina la necesidad de manejar varios contenedores con las soluciones de los componentes.

Una vez que se forman las fases, diversas caracteristicas del medio yde las proteinas determinan la particion de las mismas, tales como peso
molecular y concentracién de las proteinas, pH, fuerza idnica y concentracién de los componentes del sistema. Bajo estas condiciones, la
albdmjna yotras proteinas contaminantes se particionan hacia la fase inferior rica en sales, ylas inmunoglobulinas y otras proteinas
contaminantes, se particionan hacia la fase superior. Las inmunoglobulinas, a diferencia de la albimina que queda en suspension, se

‘precipitan en la fase superior, lo que permite su concentracién en dicha fase en un solo paso. Esto representa una ventaja al integrar dos
operaciones unitarias como lo son la purificacién primaria yla concentracién de estas proteinas.

La separacion de las fases se realiza por filtracién, centrifugacion o decantacion. A partir de este punto, cada fase se convierte en una linea
paralela de purificacién. Ambas lineas seran descritas por separado a continuacion (Figuras 1 y4):

Purificacion de inmunoglobulinas a partir de la fase superior de SDFA.

El precipitado recuperado de la fase superior al separar las fases, se resuspende en un volumen de agua que permita la redisolucién total del
precipitado; de preferencia en un volumen igual o menor al volumen de partida, para favorecer la concentracion del producto. La sus pensién se
agita hasta lograr |a total disolucién de la pasta. Posteriormente, se adiciona un acido graso, el cual precipita y desnaturaliza a las proteinas
contaminantes, y deja las inmunoglobulinas en suspensién. El 4cido graso funciona en un rango de 1-6% viv, preferiblemente entre 1.5y2 % viv.
El 4cido graso puede ser de 6 a 8 carbonos, preferiblemente de 8 carbonos (acido caprilico u octanoico). La precipitacion puede lievarse a cabo
en un rango de pH de 5 a 8 sin afectar el resultado obtenido. La agitacién durante |a precipitacién debe ser vigorosa y se realiza en una rango de
30 a 60 minutos. El precipitado es eliminado mediante microfiltracion o centrifugacion. Ademas, este método funciona como un paso de
‘inactivacién de virus con enwoltura lipidica. La forma no ionizada del acido caprilico es lipofilica, y tiene la capacidad de penetrar yromperla
bicapa lipidica del virus ylas proteinas asociadas a ella.

Posteriormente, el filtrado o sobrenadante en el cual se encuentran las inmunoglobulinas, se pasa a través de una columna cromatografica para
incrementar su pureza, que puede seleccionarse del grupo que consiste en cromatografia de intercambio anidnico, cromatografia de afinidad y
cromatografia de intercambio hidrofébico.

Purificacion de albimina a partir de fase inferior de SDFA.

La fase inferior enriquecida en albamina (Figuras 1 y4), se dializa o diafiltra para eliminar las sales provenientes del SDFA. Este proceso se
lleva a cabo con una membrana de corte molecular menor o igual a 30 KDa. Posteriormente, la solucién se somete al proceso de
termocoagulacion selectiva, en el cual esta se calienta en un rango de temperatura de 60-70 °C, preferiblemente 65 °C, durante 0.5-2 horas.
Este paso precipita el resto de proteinas y deja en solucién a la albumina, ya que a esta temperatura las demas proteinas del plasma se
desnaturalizan. Se emplean agentes como el caprilato de sodio y el N- acetil triptofanato de sodio para mantener la estabilidad de |la albimina a
dichas temperaturas, preferentemente caprilato de sodio en un rango de 0.02-0.1, preferiblemente 0.012 M. Este calentamiento se realiza en
presencia de etanol en un rango de 5-15% wiv, preferiblemente 9% viv con el fin de propiciar la precipitacién del resto de proteinas. Luego de que
la solucién se calients, se lleva a temperatura ambiente, yse baja el pH a 5. Seguidamente, el precipitado se separa por microfiltracién o
centrifugacion, y se recupera la albumina en suspensién. Como paso final de purificacion del producto, esta solucién se pasa a traves de una
columna cromatografica, en una realizacidn particular, a través de una resina de intercambio catiénico (acido sulfénico o carboximetil).

Nanofiltracion, formulacion, estabilizacién yenvase de las dos formulaciones farmacéuticas.

De manera paralela ambas soluciones, de albimina yde inmunoglobulinas, se nanofiltran, formulan, estabilizan yenvasan (Figuras 1 y4).La
nanofiltracion es un paso de remocién viral basado en exclusién por tamario, emplea un filtro de 20 nm. Las particulas virales pueden ser
removidas como complejos anticuerpo-virus, debido a la presencia de anticuerpos antivirales en las soluciones de inmunoglobulinas, o como
particulas virales en el caso de la formulacion de albamina. Después de nanofiltrar ambas soluciones, se formula cada medicamento. La
formulacion de inmunoglobulinas comprende la concentracion del producto a 1.0 a 10.0 g/dL de proteina mediante ultrafiltracion con una
membrana con exclusién para 30 KD; el ajuste del pH en un rango de 5 a 7, preferiblemente 5; la adicién de sacarosa al 5% como estabilizante y
NaCl al 0.9%. El producto se esteriliza mediante filtracion a fravés de una membrana con exclusién para 0.22 wimi, yse envasa. El producto
podria liofilizarse o mantenerse liquido.

En el caso de la albumina, luego de la nanofiltracion , la formulacion del producto comprende la concentracion a 20 g/dL de proteina mediante
ultrafiltracién con una membrana con exclusién para 10 KDa; el ajuste del pH en un rango de 6.5 a 7.5, preferiblemente 7; la adicién de caprilato
de sodio como estabilizante yNaCl al 0.9%. El medicamento se esteriliza, se envasa, yfinalmente se pasteuriza a 60 °C por 10 horas. La
pasteurizacion inactiva virus enwueltos ysin envoltura por exposicién a alta temperatura. Segun Kempf, C, Stucki, M., Boschetti, N. 2007.
“Pathogen inactivation and removal procedures used in the production of intravenous jmmunoglobulins®, Biologicals 35: 35-42, la pasteurizacion




actiia sobre la bicapa lipidica de virus enwueltos, e inestabiliza al virion al transformar los lipidos del estado solido al liquido.

El método objeto de la invencion sera mejor comprendido a partir de los siguientes ejemplos de realizacién, los cuales se proporcionan con el
Unico fin de ilustrar la invencion, y en modo alguno se deben considerar para resfringir su alcance.

.EJEMPLOS DE REALIZACION
Ejemplo 1. Produccion de antivenenos valbumina a partir de plasma equino hiperinmune

Con el fin de obtener inmunoglobulinas y albimina a partir del mismo lote de plasma, 1 L de plasma equino hiperinmune, es decir de plasma
rico en anticuerpos antiveneno de serpiente, fue fraccionado en un sistema de dos fases acuosas polimero-sal. El plasma se obtuvo a partir de
caballos inmunizados con veneno de Bothrops asper, Lachesis stenophrys y Crotalus simus. El material de partida contenia 63% de
inmunoglobulinas y 27% de albiimina (Figuras 1y2). Para formar el sistema de dos fases, se adicioné 150 g cloruro de sodio (15% pA), 106 g
de fosfato de potasio dibasico, 74 g de fosfato de potasio monobasico (18% p/iv), 90 g de polietilenglicol (9% p/v) y como agente antiviral 2.5 ml_
de fenol (0.25% viv). Se empled una proporcién de fosfato de potasio monobasico/dibasico de 0.7 para que el pH del sistema fuera de 6.1. Se
agito luego de la adicion de cada componente para favorecer la disolucidn antes de afiadir el siguiente. El sistema se agitd vigorosamente

durante 1 hora, yse dejé reposar por 1 hora para favorecer |a formacién de las fases, una superior en la cual se encuentran las
‘inmunoglobulinas precipitadas, y una inferior en la que se encuentra la albumina en suspension. Posteriormente, se microlfiltré la mezcla por
:gravedad; este paso también puede llevarse a cabo mediante centrifugacion o decantacion. Luego de la filtracion, se continud procesando el
‘precipitado (inmunoglobulinas) y el filtrado (albumina) por separado. Tal como lo muestra la figura 1, una vezseparadas ambas fases, se
recuperd el 68% de las inmunoglobulinas antiveneno del plasma en la fase superior (Figura 2.B}), y el 100% de la albumina del plasmaenla
fase inferior (Figura 3B). Ef valor de pureza de cada uno fue estimado por filtracion en gel, y corresponde al 92% y62% de pureza,
respectivamente. El rendimiento proteico global entre las dos fases fue del 88%, el otro 12% corresponde a fibrina que se particiona hacia la
fase superior (Figura 1).

Para la preparacién del antiveneno, el precipitado se resuspendi6 en 1400 ml_ de agua desionizada con agitacién constante durante 1 hora.
Una vezque las inmunoglobulinas yresto de proteinas remanentes se disolvieron, se adicioné acido caprilico. Normalmente, la cantidad de
4cido caprilico que se utiliza para la produccién de antivenenos es de 5-7% viv. Sin embargo, debido a que en este caso la fraccion de
inmunoglobulinas proviene del SDFA, esta contiene menor cantidad de contaminantes. En consecuencia, se requiere menor cantidad de acido
caprilico (1.75 % V). Luego de |a adicién de acido caprilico, la mezcla se agit6 vigorosamente por 30 minutos para favorecer la precipitacion.
Este paso tiene doble propdsito, ya que por una parte precipita las proteinas contaminantes y por otra, inactiva los virus enwueltos.
Posteriormente, las inmunoglobulinas en solucién se recuperaron por microfiltracion por gravedad. En este punto, se recuper6 el 60% de las
inmunoglobulinas antivenenc presentes originalmente en el plasma, con una pureza del 99% (Figuras 1y 2). Debido a que el producto cumple

.con un nivel de pureza muy

elevado, no se realizd un paso cromatografico adicional yse pasé a la etapa de formulacién del prodUcto.

Seguidamente, el filtrado se dializo contra agua desionizada con una membrana de exclusién de 15 KDa. La didlisis puede substituirse por
diafiltracién en un ultrafiltrador. Como tercer paso antiviral, el antiveneno se nanofiltré a través de un filtro con exclusién de 20 nm. Se concentro
el producto mediante ultrafiltracion con una membrana de exclusién de 30 KDa a la concentracion de proteina requerida para alcanzar la
.especificacion de actividad neutralizante (por ejemplo, 3 mg veneno/mL antiveneno para Bothrops asper, 3 mg veneno/mL antiveneno para
Lachesis stenophrys, 2 mg veneno/ml_ antiveneno para Crotalus simus 6 0.5 mg veneno/mL antiveneno para Micrurus nigrocinctus). El producto
fue formulado a pH 7 con NaCl 0.9 % pivyfenol 0.25% viv, y esterilizado mediante filtracién con una membrana con exclusion para 0.22 pm
(Figura 1). Se dispensd en frascos estériles con 10 mL cada uno.

Por otra parte, la fase inferior del SDFArica en albumina, se dializd contra agua con una membrana de exclusién de 15 KDa para eliminar sales
provenientes del sistema. La dialisis puede substituirse por diafiltracion en un ultrafilirador. Para precipitar las proteinas contaminantes, la
suspensién de albumina se sometié a termocoagulacién, para lo cual se le adicions 2.4 g (0.012 M) de caprilato de sodio como estabilizante y
126 mL de etanol al 95% viv (9% viv). Luego, se calentd durante 1 h a 65 °C en un bafio maria con temperatura regulada. Posteriormente, se
llevo a temperatura ambiente yse ajusté el pH a 5 con HC1 0.5 M. las proteinas precipitadas fueron removidas por microfittracion por gravedad.
Como se muestra en las Figuras 1y 3C, en esta etapa del proceso, se obtuvo un rendimiento det 94%, con una pureza del 91%.

Para pulir la pureza del filtrado rico en albumina purificada, se le adicion6 NaCl al 0.1 % yse le ajustd el pH a 8 con NaOH 0.5 M. Después, se
pasé a través de una membrana de intercambio catiénico con una resina acido sulfénico. Se recuperd la fracciéon no unida yse ajusté supHa 7
con HCI0.5 M. Como segundo paso antiviral la solucién fue nanofiltrada a través de un filtro con exclusién de 20 nm. Se concentré el producto
‘mediante ultrafiltracién con una membrana de exclusién de 10 KDa a 20 g/dL, y se adiciond caprilato de sodio como estabilizante yel pH se
:ajust6 a 7. Se esterilizd el producto mediante filtracién con una membrana con exclusion para 0.22 pm yse dispens6 en frascos estériles. El
producto se pasteurizo durante 10 horas a 60 °C para garantizar su seguridad viral (Figura 1).

Ejemplo 2. Produccién de inmunoglobulina y albumina de calidad inyectable libre de virus a partir de ptasma humano.

Se fracciond 1 L de plasma humano en un SDFA acuosas polimero-sal para la obtencion de inmunoglobulinas y albumina. Cabe mencionar que
el plasma humano contiene una mayor proporcién de albamina (52%) con respecto a la de inmunoglobulinas (16%). Para formar el sistema de
‘dos fases, se adicioné 150 g cloruro de sodio (15% phv), 106 g de fosfato de potasio dibasico, 74 g de fosfato de potasio monobasico (18% p/v),
‘60 g de polietilenglicol (6% p#) y como agente antiviral 2.5 ml_ de fenol (0.25% viv). En este caso, se empled una concentraciéon menor de PEG
‘que en el ejemplo 1, puesto que a diferencia del material de partida de dicho ejemplo, el plasma humano posee un porcentaje menor de
inmunoglobulinas, porio que se requiere una fase superior menor en |a cual se particionan estas proteinas. El resto de operaciones
relacionadas con esta etapa de fraccionamiento se llevaron a cabo de la misma manera que en el ejemplo 1. Tal como se muestra en la
Figuras 4 y 5B, la recuperacién de IgG en la fase superior fue de 85%, con una pureza del 42%; por su parte el rendimiento proteico de alblimina
en la fase inferior fue de 91 %, con una pureza del 80% (Figuras 4 y6B). El rendimiento proteico global del sistema fue del 91 %, el porcentaje
restante corresponde a fibrina.

Una vez separadas las dos fases, la fase superior rica en inmunoglobulinas precipitadas, se resuspendié en 1400 ml_ de agua desionizada
con agitacién constante durante 1 hora. Una vez que las inmunoglobulinas yresto de proteinas remanentes se disolvieron, se adicioné acido
caprilico al 2% viv. El filtrado recuperado présenté un rendimiento de IgG del 70%, con una pureza del 82% (Figura 4).

Adiferencia del ejemplo 1, luego de recuperar el filtrado proveniente de la precipitacién con el &cido caprilico, se realizd una cromatografia de
intercambio anidnico para retinar la pureza de la solucion de inmunoglobulinas (Figura 4), Para esto, a la solucién se le adicion6é NaClal 0.1 % y
se ajusts el pH a 5 con HCI0.5 M, yse paso a través de una membrana de intercambio aniénico con una resina de amonio cuaternario. Se
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el material de partida, con una pureza del 92% determinada por filtracion en ge! (Figuras 4 y 5C). Cabe mencionar que la precipitacion con acido
caprilico yla cromatografia son procesos efectivos en la remocion de IgA e igM. El producto obtenido se formuld, estabilizo y esterilizb de la
manera descrita en el ejemplo 1 para la solucién de antiveneno.

Con respecto a la fase inferior del SDFArica en albumina, la misma presenté un nivel de pureza del 80%, con un rendimiento de recuperacion
del 81% (Figura 6B), por lo que

luego de la didlisis, no se realizo termocoagulacion selectiva de la solucion. Por lo tanto, se incremento la pureza de la albumina mediante
cromatografia de intercambio catidnico, la cual se realizo bajo las mismas condiciones descritas en el ejemplo 1 para la albumina equina.
Asimismo, el resto de operaciones se llevaron a cabo de la misma manera en la que se describié anteriormente en el caso de ta albumina
equina. Finalmente se obtuvo un producto con un 90% de pureza y con un rendimiento de recuperacién del 91% (Figuras 4 y6C).

Ejemplo 3. Determinacién de pureza yrendimiento de jnmunoglobulinas antiveneno

Se realizd un analisis de la pureza del material de partida y de las muestras provenientes de cada etapa de purificacion mediante filtracion en gel
en FPLC (Figuras 2 y3). Se empleé una columna Superdex 200 10/300 GL, yla elucién se realizé con un amortiguador de NaCl 150 mM, Tris-
HC120 mM, pH 7.5. Se calculé el porcentaje de pureza de jnmunoglobulinas totales como la relacién entre el area bajo la curva del pico con
tiempo de retencién de 25 £ 0.3 min (correspondiente al peso molecular de las jnmunoglobulinas), yla suma del area bajo la curva de todos los
picos del cromatograma.

Para la determinacion del rendimiento proteico, se cuantificé la concentracion de proteina total del material de partida y de las muestras
provenientes de cada etapa de purificacion, haciendo uso de una modificacién del método de Biuret (ver Panvin, R, Pande, S.V.,
Venkitasubramanian, A 1965. "On the colorimetric Biuret Method of Protein Determination”. Analytical Biochemistry 12: 219-229). Con los datos
obtenidos de la determinacion proteica, de los porcentajes de pureza por FPLC ydel volumen de cada muestra, se expres6 la cantidad obtenida
de jnmunoglobulinas totales en término de gramos. Finalmente, se calculd el rendimiento proteico a partir de la relacion de jnmunoglobulinas
totales en la muestra (g) ylas jnmunogiobulinas totales en el material de partida (g).

iAsimismo, se realizd un ELISA del material de partida y de las muestras provenientes de cada etapa de purificacion para la cuantificacién de
‘anticuerpos especificos antiveneno de Bothrops asper. Para esto, se recubrieron placas de 96 hoyos con 100 pL/hoyo de una solucién de
veneno de B. asper en solucion de fosfatos (3 pg/hoyo), seguido por una incubacion durante la noche a temperatura ambiente. Posteriormente,
se adicionaron por triplicado 100 pL/hoyo de varias diluciones de las muestras, yse incubé por 1 hora a temperatura ambiente. Luego de
realizar el lavado de la placa, se adicionaron 100 pL/hoyo de una dilucién de un conjugado anti-lgG de caballo unido a peroxidasa, yse realizo
una incubacién de una hora. Finalmente, luego de lavar la placa, se adicion6 el sustrato (peréxido de hidrégeno y o-fenilendiamina) para
desarrollar color. La

absorbancia se leys en un lector de microplacas a 492 nm. La concentracion de lgG equina antiveneno se expres6 en términos de g/L, utilizando
una curva de calibracién estandar preparada con concentraciones conocidas de 1gG antiveneno. Dicho estandar se obtuvo mediante

unida a veneno de B. asper.

Posteriormente, con base en la concentracién de inmunoglobulinas antiveneno obtenida en las muestras por ELISAyel volumen de cada una,
se expreso la cantidad de inmunoglobulinas antiveneno en términos de gramos. Finaimente, se calculé el rendimiento proteico a partir de la
relacion de inmunoglobulinas antiveneno en la muestra (g) ylas inmunoglobulinas antiveneno en el material de partida (g).

Ejemplo 4. Determinacion de pureza vrendimiento de inmunoglobulinas humanas

La determinacion del rendimiento proteico del material de partida yde las muestras provenientes de cada etapa de purificacién se realizo de la
manera descrita en el ejemplo 3.

Para la cuantificacion de I9G, IgA e IgM se empleé un kit de inmunodifusién radial (IDR) (Cromatest; Linear Chemicals SL, Barcelona, Esparia).
Las muestras se aplicaron en pozos en un gel de agarosa y se dejaron difundir durante 48 horas. Con base en la concentracion obtenida yel
volumen de cada muestra, se expres6 la cantidad de cada tipo de anticuerpo en gramos. A partir de los datos anteriores, se determiné la pureza
de gammaglobulinas (IgG) en cada muestra, con base en la relacion de la cantidad de gammaglobulinas obtenida por IDR yla proteina total de
la muestra en cuestion. Asimismo, el rendimiento de gammaglobulinas se calculd a partir de la relacion de gammaglobulinas en la muestra (g)
ylas gammaglobulinas en el material de partida (g).

Ejemplo 5. Determinacién de pureza vrendimiento de albumina
albumina, esta se determiné mediante filtracion en gel en FPLC (Figuras 3 y6), tal como se describié para las inmunoglobulinas. La pureza se

definié con base en la relacion entre el 4rea bajo la curva del pico con tiempo de retencion de 28 + 0.3 min (correspondiente al peso molecular
de la aibumina), yla suma del area bajo la curva de todos los picos del cromatograma.

‘ Esta determinacién se llevd cabo de manera similar tanto para la albumina equina, como para la humana. Con respecto a la pureza de la

Por su parte, el rendimiento proteico se determiné tal como se especifico en el caso de las inmunoglobulinas, es decir, con base en la relacion
de alblimina en |la muestra (g) yla albumina en el material de partida (g).

cromatografia de afinidad, al pasar una muestra de plasma equino hiperinmune parcialmente purificado, a través de una columna de Sepharose;
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REMNDICACIONES

1. Un método para la produccién de formulaciones inyectables de productos proteicos hemoderivados con carga viral reducida, caracterizado
porque comprende los pasos de: a. fraccionamiento del material de partida en un sistema de dos fases acuosas mediante la adicion de un
polimero yal menos una sal;

b. adicion de fenol al sistema de dos fases como primer paso de inactivacion viral; c. separacién de las fases superior e inferior del sistema de
dos fases acuosas; d. purificacién de los productos de la fase superior del sistema mediante precipitacién con un acido graso,

e. purificacion de la fase inferior de los productos del sistema mediante termocoagulacion;

f. remocién del precipitado de proteinas desnaturalizadas formado durante los pasos de purificacién de las fase superior e inferior del sistema
e dos fases; 0. aumento de la pureza de los productos obtenidos a partir de la fase superior e inferior mediante cromatografia;

iii. nanofiltracién de los productos obtenidos en el paso anterior para remover particulas virales;
i. formulacién, estabilizacién y esterilizacién de los productos obtenidos.

2. El método segun la reivindicacion 1, caracterizado porque el material de partida se selecciona a partir del grupo que consiste de plasma
sanguineo, suero sanguineo, una fraccion obtenida por el método de Cohn u otro material cualquiera que contenga productos proteicos
hemoderivados.

3. El método segun la reivindicacion 1, caracterizado porque el polimero que se utiliza en el fraccionamiento del material de partida es
polietilenglicol con peso molecular entre 1000-6000 Da.

4. El método segdn la reivindicacion 3, caracterizado porgue el polimero es polietilenglicol con un peso molecular de 3350 Da.
5. El método segun las reivindicaciones 3 y 4, caracterizado porque el polietilenglicol se emplea a una concentracién entre el 6 yel 15 % ph,
6. El método segun la reivindicacion 5, caracterizado porque el polietilenglicol se emplea entre el 6 yel 9% phv.

7. El método segun la reivindicacion 1, caracterizado porque la sal que se utiliza en el fraccionamiento es seleccionada del grupo que consiste
de fosfato de potasio monobasico, fosfato de potasio dibasico, fosfato de sodio monobasico, fosfato de sodio dibasico, sulfato de amonio y
citrato de sodio.

8. El método segun la reivindicacién 7, caracterizado porque la sal es fosfato de potasio monobésico ydibasico.

.9 El método segun la reivindicacion 8, caracterizado porque el fosfato de potasio monobasico ydibasico se emplean a una concentracién entre
el 10 yel 20% p/v.

10. El método segun la reivindicacién 9, caracterizado porque el fosfato de potasio monobasico ydibasico se emplean entre el 15 yel 20% ph.

11. El método segun las reivindicaciones de la 8 a la 10, caracterizado porque el fosfato de potasio monobasico o dibasico se emplean en una
proporcién dependiente del pH deseado.

12. El método segun la reivindicacién 1, caracterizado porque se adiciona una sal que influye en la particién de los solutos pero no enla
formacion de las dos fases. )

13. El método segun la reivindicacidn 12 caracterizado porque la sal es cloruro de sodio.

14. El método segtn la reivindicacidn 13, caracterizado porque el cloruro de sodio se emplea a una concentracién entre el 5 yel 20% piv.
15. El método segun la reivindicacién 14, caracterizado porque el cloruro de sodio se emplea a una concentracién entre el 12 yel 15% ph.
16. El método segun la reivindicacion 1, caracterizado porque la etapa de fraccionamiento se realiza a un pH entre 5.5y 7.5.

17. EIJmétodo segun la reivindicacién 16, caracterizado porque la etapa fraccionamiento se realiza a un pH de 6.

18. El método segun la reivindicacién 1, caracterizado porque en la primera inactivacién viral se emplea fenol entre el 0.05 y0.3% viv.

19. El método segun la reivindicacién 18, caracterizado porque se emplea fenol al 0.25% viv.



20. El método segun la reivindicacion 1, caracterizado porque la separacion de las fases superior e inferior del sistema de dos fases acuosas
se realiza mediante una combinacién de procesos seleccionada del grupo que consiste de reposo yseparacion, reposo y filtracion, reposo y
decantacion, o centrifugacion.

:21. El método segun la reivindicacién 1, caracterizado porque la purificacion de los productos contenidos en la fase superior del sistema de dos
ifases acuosas se realiza mediante precipitacién con acido octanoico.

22. El método segln la reivindicacién 21, caracterizado porque el acido octanoico se emplea a una concentracién de entre el 1 yel 6% viv.
23. El método seglin la reivindicacién 22, caracterizado porque el acido octanoico se emplea a una concentracién entre el 1.5 yel 2% viv.
24. El método ségl’m ia reivindicacién 1, caracterizédo porque la termocoagulacién se lleva a cabo a una temperatura entre 60 y 70°C.

25 El método segun la reivindicacion 24, caracterizado porque la termocoagulacién se lleva a cabo a 65 °C.

26. El método segun la reivindicacién 1, caracterizado porque la termocoagulacion selectiva de la fase inferior de las fases se lleva a cabo en
presencia de caprilato de sodio yetanol.

27. El método segun la reivindicacién 26, caracterizado porque se emplea una mezcla de caprilato de sodio al 0.012 My etanol ai 9% viv.

28. El método segun la reivindicacidn 1, caracterizado porque en la etapa final de la purificacion de los productos obtenidos en la fase superior
del sistema acuoso de dos fases, se emplea un paso cromatografico, seleccionado a partir del grupo que consiste de cromatografia de
intercambio i6nico, cromatografia de afinidad y cromatografia de intercambio hidrofébico.

29. El método segun la reivindicacién 1, caracterizado porque en |a etapa final de la purificacién de los productos obtenidos en la fase inferior
del sistema acuoso de dos fases, se emplea cromatografia de intercambio i6nico.

30. El método segun la reivindicacion 1, caracterizado porque la etapa de nanofiltracién se realiza a través de un filtro con exclusion para 20 nm.

31. El método segun la reivindicacion 1 , caracterizado porque la esterilizacién de los productos se realiza a través de una membrana con
exclusién para 0.22 pm.

32. El método segtn la reivindicacion 1, caracterizado porque en la formulacion las inmunoglobulinas se liofilizan 0 se mantienen liquidas.

33.El método segun la reivindicacién 1, caracterizado porque luego del envase la albimina se pasteuriza durante 10 horas a 60 °C como paso

.de inactivacion viral.

34. Productos obtenidos mediante el método de las reivindicaciones de la 1 ala 33.
35. Producto segun la reivindicacion 34, caracterizado porque es una formulacion de inmunoglobulinas inyectable con la carga viral reducida.

36. Producto segun la reivindicacion 34, caracterizado porque es una formulacion de albimina inyectable con la carga viral reducida.
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1 L de Plasma Antiveneno

Rendimiento Igs tatales = 100%, Rendimiento

Proteina total =65 g

Igsiotales=41g,lgsAV=8g
Pureza Igs totales =63%

Igs AV = 100%
AlbGrnina= 179
Pureza = 27%
Rendimierto = 100%

'

PCT/CR2011/00001

Extraccion en fases acuosas fenoladas*

A

Fase superior
Proteinatotal=29¢

fgs totales ales= 27 g; lgs AV=55¢g
Pureza igs totales = 92%
Rendimiento igs totales = 66%; Igs AV = 68%

Fase inferior

Proteina total = 28¢g; Albimina=17g

Pureza Albimina = 62%
Rendimiento = 100%

!

Precipitacion Ac caprilico*
Proteinatotal =17¢g

\gstotales =17 g; igsAV=438g

Pureza igs totales = 99%
Rendimiento igs totales= 41%; Igs AV = 60%

4

Termocoagulacion

Proteina total = 18¢g
Albdmina = 16g
Pureza Albimina=91%
Rendimiento = 94%

A 4

y

Nanofiltracion*

A A

Formulacion
Concentradén final: S g/dL; pH 5; NaC1 0.9%;
fenol 0.22%

Intercambio cationico.

Proteinatotal = 18¢
Albdimina = 16¢
Pureza Albimina=91%
Rendimiento = 94%

y

A

Nanofiltracion*

Antiveneno
Rendimiento = 60%
Pureza= 99%

Formulacion

Concentradén Albtimina = 20g/dt; pH 6.7-7 3;
Na( 0.9%; caprilato de sodio 32 mM

v

Pasteurizacion®

Albumina 20%
Proteina total = 20 g/dL
Pureza AlbGmina=91%

Rendimiento = 94%

Figura 1
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1L de Plasma Humano
Proteinatotal =64 g

€G-10g gA=28¢ gM=2¢g
Pureza igG = 16%
Rendimiento IgG=100%

Albimina=33¢g
Pureza Albdimina = 52%
Rendimiento Albumina = 100%

A
Extraccion en fases acuosas fenoladas*
A 4 ) 4
Fase superior Fase inferior
Proteinatotal = 20 g Proteinatotal = 38g;
kG=85g Albdmina=30g

PurezaigG = 42%
Rendimiento G =85%
IgA=22g;lgM=13¢g

Pureza Albimina=20%
Rendimiento= 91 %

'

Precipitacion Ac.
Caprilico*
Proteinatotal= 85¢g;
k6=7¢g
PurezalgG= 82%
Rendimiento lgG = 70%
IgA=15 g;igM=0.7g

v

Intercambio cationico

Proteinatotal= 34 g
Albimina=30g
Pureza Albimina=90%
Rendimiento= 91 %

'

Y

Intercambio anionico Nanofiltracion®
Proteinatotal= 7.7 g
kG=7¢
PurezaigG = 92% y
Rendimiento lgG = 70% Formulacion
IgA=05g;IgM=0g Concentracién Albdmina=20g/dL;
v pH 7; Na(l 0.9%; caprilato de
. sodio 32mM
Nanofiltracion*
v
Formulacion :
Concentradén kg6 = 5 g/dL pH 5, Pasteurizacion*
Nal109%,
y A
Producto final Producto final

Purera lgG=92%
Rendimiento IgG = 70%

Pureza Albimina=90%
Rendimiento Albimina=91%

Figura 4
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METODO PARA LA PRODUCCION DE FORMULACIONES INYECTABLES DE
PRODUCTOS PROTEICOS HEMODERIVADOS Y PRODUCTOS OBTENIDOS
UTILIZANDO DICHO METODO

Campo técnico

La presente invencion se relaciona con el campo de la purificacién de proteinas
terapéuticas, particularmente con un método péra la produccion de formulaciones
inyectables de productos proteicos hemoderivados, tales como inmunoglobulinas y/o

albamina.
Antecedentes de la invencion

Los productos derivados de plasma sanguinec tales como albumina humana,
inmunoglobulinas humanas y antivenenos heterélogos, son medicamentos importantes
en el tratamiento de diversas enfermedades, accidentes y lesiones. Debido al aumento de
la demanda actual de estos productos, es importante mejorar la eficiencia de los métodos
de produccién de los mismos, para poder abastecer adecuadamente dicha demanda, y

de esta manera prevenir que a corto plazo se presente una escasez global de estos

medicamentos.

Para la obtencién de productos proteicos derivados de [a sangre, y particularmente del
plasma, existen varios métodos bien conocidos en el estado de la técnica. Entre ellos se

encuentran:

1. Fraccionamiento de plasma

El fraccionamiento de plasma por la técnica de Cohn (fraccionamiento alcohélico en frio)
es el método mas extendido y utilizado por la industria de los productos biolégicos
derivados del plasma (ver Cohn E.J., Strong L.E., Hughes W.L., Mulford D.J., Ashworth
J.N., Melin M., Taylor H.L. 1946. “Preparation and properties of serum and plasma
proteins. IV. A system for the sepération into fractions of the protein and lipoprotein
components of biological tissue and fluids”, Journal of the American Chemical Society, 68:
459-475). Para mejorar los aspectos relacionados con el costo de produccion y el
rendimiento de la técnica original, varios investigadores han propuesto modificaciones
que emplean menos reactivos o suprimen etapas en el proceso (ver Hink J., Hidalgo J.,
Seeberg V., Johnson F.F. 1957. “Preparation and properties of a heat-freated human
plasma protein fraction”. Vox Sanguinis 2: 174-186; Kistler, P, Nitschmann, H. 1962.
“Large Scale Production of Human Plasma Fractions”, Vox Sanguinis 7: 414-424,
Schneider, W., Wolter, D., McCarty, L. 1976. “Alternatives for Plasma Fractionation”. Vox
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Sanguinis, (31) 2: 141-151). Por otra parte, otras modificaciones sugieren la
incorporacion de técnicas de purificacion basadas en el uso de agentes precipitantes, uno
0 mas pasos cromatograficos o una combinacion de los mismos. Dentro de los agentes
precipitantes comunmente empleados se encuentran el sulfato de amonio, el

polietilenglicol y el acido caprilico.

2. Fraccionamiento de plasma mediante sistemas de dos fases acuosas (SDFA).

Se ha reportado el uso de los sistemas de dos fases acuosas (SDFA) para la
recuperacion primaria y fraccionamiento de compuestos de interés con alto valor
comercial. Los SDFA se componen por mezclas de polimero-polimerb, polimero-sal o
alcohol-sal, y se han empleado en la recuperaciéon primaria y purificacién parcial de

_productos biolégicos tales como proteinas, material genético, células u organelos de las

mismas, compuestos organicos como aromas y colorantes, metales pesados y algunos
farmacos (ver Benavides, J., Rito-Palomares, M. 2008. “Review: Practical experiences
from the development of aqueous two-phase processes for the recovery of high value
biological products”. J Chem Technol Biotechnol 3:133-142; Huddleston, J., A. Veide, K.
Kéhler, J. Flanagan, S-0. Enfors and A. Lyddiat. 1991. “The molecular basis of partitioning
in aqueous two-phase systems”. Tibtech 9:381-388).

La patente US 4,684,723 presenta un método para separar el inhibidor de la alfa-1-
proteinasa de otras proteinas y acidos nucléicos presentes en el plasma o en medio de
cultivo mediante el uso de SDFA. Asimismo, existe una solicitud de patente, publicaciéon
WO 2010/062244A1, que propone la recuperaciéon y purificacion parcial de proteinas
terapéuticas, especificamente anticuerpos monoclonales, en dos etapas de extraccion en
SDFA. En la primera etapa, los anticuerpos se particionan hacia la fase superior, y en la
segunda se precipitan en dicha fase. Posteriormente, son recuperados y re-disueltos para
su posterior purificacién mediante cromatografia. En otra invencion (solicitud nimero US
2010/0179252) se propone el uso de un sistema multifasico compuesto por dos tipos de
polimeros, uno Aacido y el otro etérico, y al menos una sal, para la separacién de
biomoléculas, células o particulas. Adicionalmente, en la solicitud de patente WO
2010/080062 se presenta un método para aislar biomoléculas en SDFA polimero-sal,
donde la molécula de interés, por ejemplo un anticuerpo monoclonal, se particiona hacia
la fase que no es rica en el polimero. Adicionalmente, existen estudios sobre las
condiciones de particién, extraccién y purificacion de anticuerpos en SDFA (ver Andrews,
B.A., Nielsen, S., Asenjo, J.A. 2007, “Partinioning and purification of monoclonal
antibodies in aqueous two-phase systems’, Bioseparation 6 (5). 303-313; Azevedo, A.,
Rosa, P., Ferreira, F. Aires- Barros, M. 2007, “Optimisation of aqueous two-phase
extraction of human antibodies”, J. Biotechnology 132(2): 209-217; y Rosa, P., Azevedo,
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A., Sommerfeld, S., Mutter, M, Aires-Barros, M., Backer, W. 2009, “Application of aqueous
two-phase systems to antibody purification: A multi-phase approach”, J. Biotechnology
139 (4):306-313).

Por otra parte, se han publicado trabajos sobre la particion de albimina en este tipo de
sistemas, con respecto a variables como pH, temperatura, y tipo y concentracion del
polimero y las sales. (ver Giindiiz, U. 2000. “Partitioning of bovine serum albumin in an
aqueous two-phase system: optimization of partition coefficient’, Journal of
Chromatography B: Biomedical Sciences and ‘Applications, 743 (1-2): 259-262,;
Farruggia, B., Nerli, B., Pico, G. 2003. “Study of the serum albumin-polyethyleneglycol
interaction to predict the protein partitioning in aqueous two-phase systems’. Journal of
Chromatography B, 798 (1): 25-33; Lu,Y., Yang, Y., Zhao,X,, Xia, C. 2010 “Bovine serum
albumin partitioning in polyethylene glycol (PEG)/potassium citrate aqueous two-phase
systems”. Food and Bioproducts Processing. 88(1): 40-46; Garza, M., Rito, M., Serna, S,
Benavides, J. 2010. “Potential of Aqueous Two-Phase Systems constructed on flexible
devices: Human serum albumin as proof of concept’. Process Biochemistry 45 (7). 1082-
1087).

3. Purificacién de inmunoglobulinas mediante precipitacién con acido caprilico

La técnica de purificacion de inmunoglobulinas por precipitacién con acido caprilico fue
introducida por primera vez por Steinbuch, M., Audran, R., 1969. “The isolation of IgG
from mammalian sera with the aid of caprylic acid”. Arch. Biochem. Biophysics 134, 279-
284. Posteriormente, surgieron varias metodologias basadas en este principio. Por
ejemplo, la patente US 4,164,495 (Hansen, 1979) emplea la precipitacién de proteinas
con 1-8% viv de PEG y 0.1-5% v/v de &cido caprilico. En la patente US 5,075,425
(Kotitschke et al., 1991) se precipitan proteinas contaminantes con &acido caprilico al
2.5%, seguido por una adsorcién en DEAE-Sephadex. De manera similar, la solicitud de
patente W02006064373 (Bloy et al., 2006) propone el uso de acido caprilico al 2.5% para
precipitar proteinas contaminantes. Asimismo, la patente US6955917 (Alred, ef al., 2003)
propone el uso de una solucion de caprilato al 40% (15-50 mM, preferiblemente 20 mM)
para la eliminacion de proteinas contaminantes e inactivacion viral del producto, seguido
por una cromatografia de intercambio i6nico. Dicho proceso, es similar al presentado por
la solicitud de patente W0200508293 (Romisch, et al., 2005), en la que una solucién de
caprilato o de heptanoato se aplica con el mismo fin.

Finalmente, existen patentes que proponen el uso del &cido caprilico con otras
finalidades. La patente US 5,164,487 (Kothe, et al., 1992), en la cual el acido caprilico, a

una concentracién entre 0.4 y 1.5%, se emplea para eliminar sustancias vasoactivas y
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enzimas proteolitivcas, seguido por una cromatografia de intercambio i6nico; y la patente
US 20070244305 (Parkinnen, 2007) que presenta la precipitacion de proteinas
contaminantes con PEG, vy utiliza el acido caprilico como un paso para la inactivacion de

los virus.

La mayoria de las metodologias propuestas en dichas patentes poseen rendimientos
alrededor del 60%, y parten de una etapa inicial de fraccionamiento alcohdlico en frio.

4. Purificacién de Albumina

En el caso de la albumina, la desnaturalizacién térmica diferencial o termocoagulacién

~ selectiva es un método empleado para su purificaciéon a partir del plasma o una mezcla

de proteinas que la contenga. La patente US 4,156,681 propone el calentamiento del
plasma a 68 °C en presencia de etanol y caprilato de sodio, seguido por la adicién de
PEG para recuperar la albumina precipitada. De manera similar, en la patente US
3,992,367 se calienta el plasma a 60 °C, y posten'ofmente se precipita la albimina con
etanol. En otra invencién (US 4,222, 934) el plasma se calienta a 60 °C, se adiciona PEG
para eliminar el precipitado de proteinas desnaturalizadas, y la albumina se recupera
mediante precipitacién isoeléctrica. Por otra parte, en la patente US 4,177,188 las
inmunoglobulinas se recuperan previo al tratamiento térmico. '

Por lo tanto, existen procesos que parten de plasma, suero, alguna fraccion del método
de Cohn u otrc material de partida que contenga albimina y/o inmunoglobulinas para la
recuperacion de las mismas, y que posteriormente emplean la termocoagulacion selectiva
y la precipitacién con &cido caprilico para purificar albimina e inmunoglobulinas,
respectivamente. Sin embargo, hasta la fecha no se ha reportado el empleo de estas
técnicas de purificacion a partir de fracciones provenientes de un sistema de dos fases
acuosas (SDFA).

La presente invencion supera las limitaciones del estado de la técnica, ya que presenta
una linea de produccién para obtener formulaciones inyectables de productos pfoteicos
hemoderivados con carga viral reducida para uso humano, un aspecto de suma
trascendencia que no ha sido descrito en el estado de la técnica con respecto a la
obtencion de inmunoglobulinas y albimina empleando los SDFA.

Sumario de la Invencién

Un objeto de la presénte invencion es un método para la produccién de formulaciones
inyectables de productos proteicos hemoderivados con carga viral reducida, cuyo método
comprende los pasos de (Figuras 1y 4):
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a. fraccionamiento del material de partida en un sistema de dos fases acuosas
mediante la adicion de un polimero y al menos una sal,

b. adicidn de fenol al sistema de dos fases acuosas como primer paso de
inactivacion viral;
c. separacion de las fases superior e inferior del sistema de dos fases acuosas;

d. purificacidén de los productos contenidos en la fase superior del sistema

mediante precipitaciéon con un acido graso;

e. purificacion de los productos contenidos en la fase inferior del sistema mediante
termocoagulacion;

f. remocion del precipitado de proteinas desnaturalizadas formado durante los
pasos de purificacion de las fase superior e inferior del sistema de dos fases;

g. aumento de la pureza de los productos purificados a partir de la fase superior e
inferior mediante cromatografia;

i. nanofitracién de los productos obtenidos en el paso anterior para remover
particulas virales;

h. formulacién, estabilizacién y esterilizacién de los prdductbs obtenidos.

El método de la invencion puede llevarse a cabo partiendo de un material que puede
seleccionarse a partir del grupo que consiste de plasma sanguineo, suero sanguineo, una
fraccién obtenida por el método de Cohn u otro material cualquiera que contenga
productos proteicos hemoderivados, particularmente albimina y/o inmunoglobulinas.

Inicialmente, se lleva a cabo el fraccionamiento del material de partida en un sistema
compuesto de dos fases acuosas. Para ello, se procede a la adicion de un polimero y una
sal, siendo el polimero de eleccion el polietilenglicol con peso molecular entre 1000-6000
Da, y preferiblemente polietilenglicol de 3350 Da, el cual se emplea a una concentracion
en el rango entre el 6 y el 15 % plv, y preferiblemente entre el 6 y 9 % plv.

 La sal que se utiliza en el fraccionamiento puede ser fosfato de potasio monabasico,

fosfato de potasio dibasico, fosfato de sodio monobasico, fosfato de sodio dibasico,
sulfato de amonio y citrato de sodio, siendo utilizados de preferencia el fosfato de potasio
monobasico y dibasico, a concentraciones entre el 10 y el 20% p/v, y preferiblemente
entre 15y 20% piv.

Adicionalmente, se emplea una sal que no participa en la formacién de las dos fases,

. pero que influye en la particion de los solutos en el sistema, preferiblemente se utiliza el

S
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cloruro de sodio, a una concentracién entre el 5 y el 20% p/v, de forma preferida entre el
12y 15% plv.

Este paso de fraccionamiento se realiza a un pH entre 5.5 y 7.5, y de forma preferida a un

pH de 6, y se realiza a temperatura ambiente (entre 20-25°C).

Como primer paso de inactivacion viral, el método de la invenciéon emplea fenol entre el
0.05y 0.3% v/v, en una realizacion preferida utiliza el fenol al 0.25% viv.

Luego de la inactivacion viral, se procede a la separacion de las fases superior e inferior
del sistema de dos fases acuosas mediante una combinacién de procesos seleccionada
que puede ser. reposo y separacion, reposo y filtracién, reposo y decantacién o
simplemente centrifugacion.

El siguiente paso es la purificacion de los productos contenidos en la fase superior del
SDFA obtenido. Esta fase es rica en inmunoglobulinas, y para su purificacion se lleva a
cabo una precipitacién con 4cido caprilico, este ulﬁmo a una concentracién entre el 1y
6% vlv, y de forma preferida a una concentracién entre el 1.5y el 2% viv.

Asimismo, se realiza una termocoagulacion para la purificacion de los productos que se
encuentran en la fase inferior del sistema, la cual es rica en albimina. Este proceso se
Jleva a cabo a una temperatura entre 60 y 70°C, y preferiblemente a 65 °C. Esta
operacion se lleva a cabo en presencia de caprilato de sodio al 0.012 M y etanol al 9%
viv.

Para aumentar la pureza de los productos obtenidos en la fase superor del sistema, se
emplea un paso cromatografico que puede comprender una cromatografia de intercambio
i6nico, cromatografia de afinidad o cromatografia de intercambio hidrofébico. Por su
parte, la etapa final de purificacion de los productos obtenidos en la fase inferior del
sistema, se lleva a cabo empleando cromatografia de intercambio iénico.

La remocion de las particulas virales de los productos obtenidos como resultado del
proceso de la invencion, se lleva a cabo mediante nanofiltracion, empleando para ello un
filtro con exclusiéon para 20 nm. Los productos se pueden estabilizar con agentes como
sacarosa y caprilato de sodio para la solucion de inmunoglobulinas y albumina,
respectivamente. La formulacién de inmunoglobulinas puede mantenerse en solucién o
liofilizarse. En el caso de la albumina se incluye un paso final de pasteurizacién durante
10 horas a 60 °C. Finaimente, los productos obtenidos se esterilizan a través de una
membrana con exclusion para 0.22 ym.

Otros objetos de la presente invencion son los productos obtenidos mediante el método
previamente descrito. Tanto las inmunoglobulinas como la albumina obtenidas en
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realizaciones preferidas de la invencién, son productos que muestran calidad de solucion
inyectable, y poseen la carga viral reducida acorde con las especificaciones establecidas
(WHOQ, 2010. Guidelines for the Production, Control and Regulation of Snake Antivenom
immunoglobulins; WHO, 2004. Guidelines on viral inactivation and removal procedures
intended to assure the viral safety of human blood plasma products).

Breve descripcion de las figuras

FIG. 1. Diagrama de flujo que representa el método de la invencién para obtener
productos proteicos derivados de plasma equino hiperinmune, libres de virus. Se
presenta el valor de rendimiento y pureza de los productos obtenidos en cada etapa del
proceso. Las operaciones con asterisco muestran pasos de inactivacion o remocion viral.
Clave: Igs = Inmunoglobulinas, AV = antiveneno.

FIG. 2. Filtracion en gel de muestras del método propuesto en la invencién para la
obtencién de antiveneno a partir de plasma equino hiperinmune. Se empled una columna
Superdex 200 10/300 GL, la elucién se realizé con un amortiguador de NaCl 150 mM,
Tris-HCI 20 mM, pH 7.5. A. Plasma equino hiperinmune. B. Fase superior del SDFA
resuspendida. C. Filtrado obtenido a partir de precipitaciéon con &cido caprilico.

FIG 3. Filtracion en gel de muestras del método propuesto en la invencién para la
obtencién de albamina equina. Se empled una columna Superdex 200 10/300 GL, la
elucién se realizé con un amortiguador de NaCl 150 mM, Tris-HCl 20 mM, pH 7.5. A.
Plasma equino hiperinmune. B. Fase inferior del SDFA. C. Cromatografia de intercambio
catiénico de filtrado obtenido luego de la termocoagulacion.

FIG. 4. Diagrama de flujo que representa el método de la invencién para obtener
productos proteicos derivados de plasma humano para uso intravenoso, libres de virus.
Se presenta el valor de rendimiento y pureza obtenido de los productos en cada etapa del
proceso. I__as operaciones con asterisco muestran pasos de inactivacion o remocién viral.
Clave: Igs = Inmunoglobulinas.

FIG. &. Filtracién en gel de muestras del método propuesto en la invencidn para la
obtencién de gammaglobulinas a partir de plasma humano. Se empleé una columna
Superdex 200 10/300 GL, la elucién se realizé6 con un amortiguador de NaCl 150 mM,
Tris-HCI 20 mM, pH 7.5. A. Plasma humano. B. Fase superior del SDFA resuspendida. C.
Cromatografia de intercambio aniénico de filtrado obtenido luego de la precipitacién con
acido caprilico.

FIG 6. Filtracion en gel de muestras del método propuesto en la invencién para la
obtencién de albumina humana. Se empleé una columna Superdex 200 10/300 GL, la
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eluciéon se realizé6 con un amortiguador de NaCl 150 mM, Tris-HC] 20 mM, pH 7.5. A.
Plasma humano. B. Fase inferior del SDFA. C. Cromatografia de intercambio catidnico de
fase inferior.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion trata de un método para la purificacion de productos proteicos
hemoderivados, y es particularmente util para la obtencion simultdnea de
inmunoglobulinas y albumina con calidad inyectable, a partir de mezclas que pueden
contener estas y otras proteinas. Este método se caracteriza por ser practico y
econémico, ya que emplea reactivos de costo accesible, y a diferencia del método de
Cohn, no necesita equipamiento especifico para satisfacer requerimientos de temperatura
estrictos. Los productos obtenidos (inmunoglobulinas y albumina), presentan altos niveles
de pureza (>90%) y rendimiento. El método se puede emplear para la recuperacién de
otros hemoderivados diferentes de las inmunoglobulinas y la albimina, por ejemplo los
factores de coagulacion. Asimismo, puede emplearse para la purificacion de fragmentos
de inmunoglobulinas (F(ab’), o Fab) obtenidos por digestion enzimatica del plasma o de
las inmunoglobulinas purificadas. Ademas, el proceso de obtencién de cada producto
incluye 2 pasos de inactivacion y 1 de remocién viral, los cuales generan una reduccion
de la carga viral del producto que garantiza su seguridad, segun lo establecido en la
normativa. Por otra parte, esta metodologia puede ser empleada para la purificaciéon de
anticuerpos a partir de plasma hiperinmune, por ejemplo para la produccién de
antivenenos o antitoxinas.

El material de partida puede consistir en plasma o suero, digerido o no con enzimas
proteoliticas, alguna fraccién del plasma o suero, o alguna mezcla que contenga
inmunoglobulinas y albumina de origen humano o de cualquier otro animal.

El fraccionamiento del material de partida se realiza en un SDFA (Figuras 1 y 4). En este
tipo de separacién, el producto de interés posee afinidad hacia una de las dos fases
acuosas que componen el sistema, diferente a la del resto de componentes de la mezcla
en que se encuentra. Las fases se forman al mezclar dos o mas sustancias hidrofilicas
que en ciertas concentraciones se vuelven inmiscibles en agua, con base en fuerzas
termodinamicas relacionadas con su hidratacién. El agua del sistema corresponde al
agua presente en el material de partida. El sistema comprende el uso de un polimero
soluble en agua, una sal soluble en agua y una sal soluble en agua que esta involucrada
en la particion de los solutos, pero que no es parte de la formacién de las dos fases. El
polimero es polietilenglicol (PEG), con un rango de peso molecular de 1000-6000 Da, que
se separa en su mayoria en la fase superior; la sal es fosfato de potasio, di y
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monobasico, la cual se separa en su mayoria en la fase inferior, y la sal que no participa
en la formacién de las fases es cloruro de sodio. La relacion entre el fosfato de potasio
monobasico y dibasico determina el pH del sistema, a medida que aumenta el fosfato de
potasio monobasico, disminuye el pH. La particién deseada de las proteinas se lleva a
cabo en un rango de pH de 5.5-7.5 y a temperatura ambiente (20-25 °C). Por otra parte,
la adicion de fenol se realiza con el objetivo de inactivar particulas virales presentes en el
material de partida durante el fraccionamiento. La capacidad antiviral del fenol radica en
su habilidad para producir disrupcion fisica de proteinas y estructuras lipidicas de los

Virus.

Los componentes del sistema se anaden al material de partida bajo condiciones de
agitacion constante en las siguientes concentraciones: fenol entre 0.05-0.3% viv, PEG
entre 6-15 p/v%, fosfato de potasio entre 10-20 p/v% y cloruro de sodio entre 5-20 %plv;
preferiblemente, 0.25% v/v de fenol, entre 6 y 9 % p/v de PEG, entre 15 y 20% p/v de
fosfato de potasio y 15% p/v de NaCl. El orden de adicién de los componentes puede
variar, sin embargo es recomendable afadir el siguiente componente cuando el previo
esté disuelto. Una vez adicionados los componentes, la mezcla se agita durante una
hora. Posteriormente, se deja en reposo para favorecer la formacién de las fases. Cabe
mencionar que las concentraciones de los diferentes componentes se expresan en
términos de p/v (peso/volumen), ya que como el material de partida aporta el agua que
compone el SDFA, la adicién de los mismos se realiza en su forma sdlida y no en
solucién. Este hecho resulta en una ventaja al escalar el método, pues elimina la
necesidad de manejar varios contenedores con las soluciones de los componentes.

Una vez que se forman las fases, diversas caracteristicas del medio y de las proteinas
determinan la particién de las mismas, tales como peso molecular y concentracion de las
proteinas, pH, fuerza idnica y concentracién de los componentes del sistema. Bajo estas
condiciones, la albumina y otras proteinas contaminantes se particionan hacia la fase
inferior rica en sales, y las inmunoglobulinas y otras proteinas contaminantes, se
particionan hacia la fase superior. Las inmunoglobulinas, a diferencia de la albimina que
queda en suspension, se precipitan en la fase superior, lo que permite su concentracién
en dicha fase en un solo paso. Esto representa una ventaja al integrar dos operaciones
unitarias como lo son la purificacion primaria y la concentracidn de estas proteinas.

La separacion de las fases se realiza por filtracién, centrifugacion o decantacién. A partir
de este punto, cada fase se convierte en una linea paralela de purificaciéon. Ambas lineas
seran descritas por separado a continuacion (Figuras 1 y 4):
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Purificacién de inmunoglobulinas a partir de la fase superior de SDFA.

El precipitado recuperado de la fase superior al separar las fases, se resuspende en un
volumen de agua que permita la redisolucién total del precipitado; de preferencia en un
volumen igual o menor al volumen de partida, para favorecer la concentracion del
producto. La suspension se agita hasta lograr la total disolucion de la pasta.
Posteriormente, se adiciona un acido graso, el cual precipita y desnaturaliza a las

proteinas contaminantes, y deja las inmunoglobulinas en suspension. El acido graso

funciona en un rango de 1-6% v/v, preferiblemente entre 1.5 y 2 % vlv. El 4cido graso
puede ser de 6 a 8 carbonos, preferiblemente de 8 carbonos (acido caprilico u octanoico).
La precipitacion puede llevarse a cabo en un rango de pH de 5 a 8 sin afectar el resuitado
obtenido. La agitacion durante la precipitacién debe ser vigorosa y se realiza en una
rango de 30 a 60 minutos. El precipitado es eliminado mediante microfiltracién o
centrifugacion. Ademas, este método funciona como un paso de inactivacion de virus con
envoltura lipidica. La forma no ionizada del acido caprilico es lipofilica, y tiene la
capacidad de penetrar y romper la bicapa lipidica del virus y las proteinas asociadas a
ella.

Posteriormente, el filtrado o sobrenadante en el cual se encuentran las inmunoglobulinas,
se pasa a través de una columna cromatografica para incrementar su pureza, que puede
seleccionarse del grupo que consiste en cromatografia de intercambio aniénico,
cromatografia de afinidad y cromatografia de intercambio hidrofébico.

Purificacién de albtimina a partir de fase inferior de SDFA.

La fase inferior enriquecida en albimina (Figuras 1y 4), se dializa o diafiltra para eliminar
las sales provenientes del SDFA. Este proceso se lleva a cabo con una membrana de
corte molecular menor o igual a 30 KDa. Posteriormente, la sclucién se somete al
proceso de termocoagulacion selectiva, en el cual esta se calienta en un rango de
temperatura de 60-70 °C, preferiblemente 65 °C, durante 0.5-2 horas. Este paso precipita
el resto de proteinas y deja en solucidon a la albumina, ya que a esta temperatura las
demas proteinas del plasma se desnaturalizan. Se emplean agentes como el caprilato de
sodio y el N- acetil triptofanato de sodio para mantener la estabilidad de la albumina a
dichas temperaturas, 'pfeferentemente caprilato de sodio en un rango de 0.02-0.1 M,
preferiblemente 0.012 M. Este calentamiento se realiza en presencia de etanol en un
rango de 5-15% v/v, preferiblemente 9% v/v con el fin de propiciar la precipitacion del
resto de proteinas. Luego de que la solucién se calienta, se lleva a temperatura ambiente,
y se baja el pH a 5. Seguidamente, el precipitado se separa por microfiltracién o
centrifugacion, y se recupera la albumina en suspensién. Como paso final de purificacién
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del producto, esta solucién se pasa a través de una columna cromatografica, en una
realizacion particular, a través de una resina de intercambio catiénico (acido sulfénico o

carboximetil).

Nanofiltracién, formulacién, estabilizaciéon y envase de las dos formulaciones

farmacéuticas.

De manera paralela ambas soluciones, de albimina y de inmunoglobulinas, se
nanofiltran, formulan, estabilizan y envasan (Figuras 1 y 4). La nanofiltracion es un paso
de remocion viral basado en exclusion por tamafo, emplea un filtro de 20 nm. Las
particulas virales pueden ser removidas como complejos anticuerpo-virus, debido a la
presencia de anticuerpos antivirales en las soluciones de inmunoglobulinas, o como
particulas virales en el caso de la formulacién de albimina. Después de nanofiltrar ambas
soluciones, se formula cada medicamento. La formulacion de inmunoglobulinas
comprende la concentracion del producto a 1.0 a 10.0 g/dL de proteina mediante
ultrafiltracién con una membrana con exclusién para 30 KD; el ajuste del pH en un rango
de 5 a 7, preferiblemente 5; la adicion de sacarosa al 5% como estabilizante y NaCl al
0.9%. El! producto se esteriliza mediante filtracion a través de una membrana con
exclusién para 0.22 um, y se envasa. El producto podria liofilizarse o mantenerse liquido.

En el caso de la albGmina, luego de la nanofiltracion, la formulacion del producto
comprende la concentracion a 20 g/dL de proteina mediante ultrafiltracién con una
membrana con exclusion para 10 KDa; el ajuste del pH en un rango de 6.5 a 7.5,
preferiblemente 7, la adicion de caprilato de sodio como estabilizante y NaCl al 0.9%. El
medicamento se esteriliza, se envasa, y finalmente se pasteuriza a 60 °C por 10 horas.
La pasteurizacion inactiva virus envueltos y sin envoltura por exposicién a alta
temperatura. Segun Kempf, C., Stucki, M., Boschetﬁ, N. 2007. “Pathogen inactivation and
removal procedures used in the production of intravenous immunoglobulins®, Biologicals
35: 35-42, la pasteurizacién actia sobre la bicapa lipidica de virus envueltos, e
inestabiliza al virién al transformar los lipidos del estado sélido al liquido.

El método objeto de la invencién serda mejor comprendido a partir de los siguientes
ejemplos de realizacién, los cuales se proporcionan con el unico fin de ilustrar la
invencién, y en modo alguno se deben considerar para restringir su alcance.

EJEMPLOS DE REALIZACION

Eiemp_ lo_1. Produccién de antivenenos y albimina a partir de plasma_ equino -

hiperinmune.

o)L
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Con el fin de obtener inmunoglobulinas y albumina a partir del mismo lote de plasma, 1 L
de plasma equino hiperinmune, es decir de plasma rico en anticuerpos antiveneno de
serpiente, fue fraccionado en un sistema de dos fases acuosas polimero-sal. El plasma
se obtuvo a partir de caballos inmunizados con veneno de Bothrops asper, Lachesis
stenophrys y Crotalus simus. El material de partida contenia 63% de inmunoglobulinas y
27% de albumina (Figuras 1 y 2). Para formar el sistema de dos fases, se adiciond 150 g
cloruro de sodio (15% p/v), 106 g de fosfato de potasio dibasico, 74 g de fosfato de
potasio monobasico (18% p/v), 90 g de polietilenglicol (3% p/v) y como agente antiviral
2.5 mL de fenol (0.25% viv). Se empleé una proporcion de fosfato de potasio
monobasico/dibasico de 0.7 para que el pH del sistema fuera de 6.1. Se agit6 luego de la
adicién de cada componente para favorecer la disoluciéon antes de afiadir el siguiente. El
sistema se agitd vigorosamente durante 1 hora, y se dejé reposar por 1 hora para
favorecer la formacién de las fases, una superior en la cual se encuentran las
inmunoglobulinas precipitadas, y una inferior en la que se encuentra la albamina en
suspension. Posteriormente, se microffiltré la mezcla por gravedad; este paso también
puede llevarse a cabo mediante centrifugacién o decantacién. Luego de Ia filtracion, se
continud procesando el precipitado (inmunoglobulinas) y el filtrado (albumina) por
separado. Tal como lo muestra la figura 1, una vez separadas ambas fases, se recuperé
el 68% de las inmunoglobulinas antiveneno del plasma en la fase superior (Figura 2.B), y
el 100% de la albumina del plasma en la fase inferior (Figura 3B). El valor de pureza de
cada uno fue estimado por filtracién en gel, y corresponde al 92% y 62% de pureza,
respectivamente. El rendimiento proteico global entre las dos fases fue del 88%, el otro
12% corresponde a fibrina que se particiona hacia la fase superior (Figura 1).

Para la preparacion del antiveneno, el precipitado se resuspendié en 1400 mL de agua
desionizada con agitacién constante durante 1 hora. Una vez que las inmunoglobulinas y
resto de proteinas remanentes se disolvieron, se adiciond acido caprilico. Normalmente,
la cantidad de acido caprilico que se utiliza para la produccion de antivenenos es de 5-7%
v/v. Sin embargo, debido a que en este caso la fraccién de inmunoglobulinas proviene del
SDFA, esta contiene menor cantidad de contaminantes. En consecuencia, se requiere
menor cantidad de acido caprilico (1.75 % v/v). Luego de la adicién de acido caprilico, la
mezcla se agité vigorosamente por 30 minutos para favorecer la precipitacién. Este paso
tiene doble propésito, ya que por una parte precipita las proteinas contaminantes y por
ofra, inactiva los virus envueltos. Posteriormente, las inmunoglobulinas en solucién se
recuperaron por microfiltracion por gravedad. En este punto, se recuperd el 60% de las
inmunoglobulinas antiveneno presentes originalmente en el plasma, con una pureza del
99% (Figuras 1 y 2). Debido a que el producto cumple con un nivel de pureza muy
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elevado, no se realizd un paso cromatogréfico adicional y se pasdé a la' etapa de
(
formulacién del producto.

Seguidamente, el filtrado se dializo contra agua desionizada con una membrana de
exclusiéon de 15 KDa. La didlisis puede substituirse por diafiltracién en un ultrafiltrador.
Como tercer paso antiviral, el antiveneno se nanofiltré a través de un filtro con exclusién
de 20 nm. Se concentré el producto mediante ultrafiltracion con una membrana de
exclusion de 30 KDa a la concentracion de proteina requerida para alcanzar la
especificaciéon de actividad neutra!izante.(por ejemplo, 3 mg veneno/mL antivenenc para
Bothrops asper, 3 mg veneno/mL antiveneno para Lachesis stenophrys, 2 mg veneno/mL
antiveneno para Crofalus simus 6 0.5 mg veneno/mL antiveneno para Micrurus
nigrocinctus). El producto fue formulado a pH 7 con NaCl 0.9 % p/v y fenol 0.25% viv, y
esterilizado mediante filtracién con una membrana con exclusién para 0.22 ym (Figura 1).
Se dispenso en frascos estériles con 10 mL cada uno.

Por otra parte, la fase inferior del SDFA rica en albimina, se dializé contra agua con una
membrana de exclusion de 15 KDa para eliminar sales provenientes del sistema. La
didlisis puede substituirse por diafiltracion en un ultrafiltrador. Para precipitar las proteinas
contaminantes, la suspensiéon de albimina se sometié a termocoagulacion, para lo cual
se le adicioné 2.4 g (0.012 M) de caprilato de sodio como estabilizante y 126 mL de
etanol al 95% viv (9% viv). Luego, se calentd durante 1 h a 65 °C en un bafio maria con
temperatura regulada. Posteriormente, se llevé a temperatura ambiente y se ajusté el pH
a 5 con HC! 0.5 M. las proteinas precipitadas fueron removidas por microfiltracién por
gravedad. Como se muestra en las Figuras 1y 3C, en esta etapa del proceso, se obtuvo
un rendimiento del 94%, con una pureza del 91%.

Para pulir la pureza del filtrado rico en albimina purificada, se le adicioné NaCl al 0.1% y
se le ajust6 el pH a 8 con NaOH 0.5 M. Después, se pasd a través de una membrana de
intercambio catiénico con una resina acido sulfénico. Se recuperd la fraccién no unida y
se ajusté su pH a 7 con HCI 0.5 M. Como segundo paso antiviral la solucién fue
nanofiltrada a través de un filtro con exclusion de 20 nm. Se concentré el producto
mediante ultrafiltracion con una membrana de exclusién de 10 KDa a 20 g/dL, y se
adicion6 caprilato de sodio como estabilizante y el pH se ajusté a 7. Se esterilizé el

producto mediante filtracion con una membrana con exclusién para 0.22 pym y se

dispenso en frascos estériles. El producto se pasteurizé durante 10 horas a 60 °C para
garantizar su seguridad viral (Figura 1).
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Ejemplo 2. Produccién de inmunoglobulina y albimina de calidad inyectable libre
de virus_a partir de plasma humano.

Se fracciond 1 L de plasma humano en un SDFA acuosas polimero-sal para la obtencion
de inmunoglobulinas y albimina. Cabe mencionar que el plasma humano contiene una
mayor proporcién de albimina (52%) con respecto a la de inmunoglobulinas (16%). Para
formar el sistema de dos fases, se adiciond 150 g cloruro de sodio (15% p/v), 106 g de
fosfato de potasio dibasico, 74 g de fosfato de potasio monobaésico (18% p/v), 60 g de
polietilenglicol (6% p/v) y como agente antiviral 2.5 mL de fenol (0.25% v/v). En este caso,
se empled una concentracién menor de PEG que en el ejemplo 1, puesto que a diferencia
del material de partida de dicho ejemblo, el plasma humano posee un porcentaje menor
de inmunoglobulinas, por lo que se requiere una fase superior menor en la cual se
particionan estas proteinas. El resto de operaciones relacionadas con esta etapa de
fraccionamiento se lievaron a cabo de la misma manera que en el ejemplo 1. Tal como se
muestra en la Figuras 4 y 5B, la recuperacion de IgG en la fase superior fue de 85%, con

una pureza del 42%; por su parte el rendimiento proteico de albumina en la fase inferior -

fue de 91%, con una pureza del 80% (Figuras 4 y 6B). El rendimiento proteico gilobal del
sistema fue del 91%, el porcentaje restante corresponde a fibrina.

Una vez separadas las dos fases, la fase superior rica en inmunoglobulinas precipitadas,
se resuspendioé en 1400 mL de agua desionizada con agitacién constante durante 1 hora.
Una vez que las inmunoglobulinas y resto de proteinas remanentes se disolvieron, se
adicion6 acido caprilico al 2% viv. El filtrado recuperado presenté un rendimiento de IgG
del 70%, con una pureza del 82% (Figura 4).

A diferencia del ejemplo 1, luego de recuperar el filtrado proveniente de la precipitacion
con el acido caprilico, se realiz6 una cromatografia de intercambio aniénico para refinar la
pureza de la solucién de inmunoglobulinas (Figura 4), Para esto, a la solucion se le
adiciond NaCl al 0.1% y se ajusté el pH a 5 con HCl 0.5 M, y se pasé a través de una
membrana de intercambio anidnico con una resina de amonio cuaternario. Se recupero la
fraccidn no unida y se ajustd su pH a 7 con NaOH 0.5 M. En esta fraccién se recuperd el
70% de las 1gG presentes originalmente en el material de partida, con una pureza del
92% determinada por filtracion en gel (Figuras 4 y 5C). Cabe mencionar que la
precipitacién con acido caprilico y la cromatografia son procesos efectivos en la remocion
de IgA e IgM. EI producto obtenido se formuld, estabilizé y esterilizd de la manera
descrita en el ejemplo 1 para la solucién de antiveneno.

Con respecto a la fase inferior del SDFA rica en albumina, la misma presenté un nivel de
pureza del 80%, con un rendimiento de recuperaciéon del 91% (Figura 6B), por lo que
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luego de la dialisis, no se realizé termocoagulacion selectiva de la solucion. Por lo tanto,
se incremento6 la pureza de la albimina mediante crorhatogréﬁa de intercambio catidnico,
la cual se realizé bajo las mismas condiciones descritas en el ejemplo 1 para la albumina
equina. Asimismo, el resto de operaciones se llevaron a cabo de ia misma manera en la
que se describié anteriormente en el caso de la albumina equina. Finalmente se obtuvo
un producto con un 90% de pureza y con un rendimiento de recuperacion del 91%
(Figuras 4 y 6C).

Ejemplo 3. Determinacién de pureza y rendimiento de inmunoglobulinas antiveneno

Se realiz6 un andlisis de la pureza del material de partida y de las muestras provenientes
de cada etapa de purificacion mediante filtracién en gel en FPLC (Figuras 2 y 3). Se
empleé una columna Superdex 200 10/300 GL, y la eluciéon se realizd con un
amortiguador de NaCl 150 mM, Tris-HCl 20 mM, pH 7.5. Se calculé el porcentaje de
pureza de inmunoglobulinas totales como la relacién entre el area bajo la curva del pico
con tiempo de retencion de 25 + 0.3 min (correspondiente al peso molecular de las
inmunoglobulinas), y la suma del area bajo la curva de todos los picos del cromatograma.

Para la determinacién del rendimiento proteico, se cuantificé la concentracién de proteina

total del material de partida y de las muestras provenientes de cada etapa de purificacion,

haciendo uso de una modificaciéon del método de Biuret (ver Parvin, R., Pande, S.V.,'

Venkitasubramanian, A. 1965. “On the colorimetric Biuret Method of Protein
Determination”. Analytical Biochemistry 12: 219-229). Con los datos obtenidos de la
determinacion proteica, de los porcentajes de pureza por FPLC y del volumen de cada
muestra, se expresé la cantidad obtenida de inmunoglobulinas totales en término de
gramos. Finalmente, se calculd el rendimiento proteico a partir de la relacion de
inmunoglobulinas totales en la muestra (g) y las inmunoglobulinas totales en el material
de partida (g).

Asimismo, se realizdé un ELISA del material de partidé y de las muestras provenientes de
cada etapa de purificaciéon para la cuantificacion de anticuerpos especificos antiveneno
de Bothrops asper. Para esto, se recubrieron placas de 96 hoyos con 100 pL/hoyo de una
solucién de veneno de B. asper en solucion de fosfatos (3 pg/hoyo), seguido por una
incubacion durante la noche a temperatura ambiente. Posteriormente, se adicionaron por
triplicado 100 ul/hoyo de varias diluciones de las muestras, y se incub6 por 1 hora a
temperatura ambiente. Luego de realizar el lavado de la placa, se adicionaron 100
pL/hoyo de una dilucién de un conjugado anti-igG de caballo unido a peroxidasa, y se
realiz6 una incubacion de una hora. Finalmente, luego de lavar la placa, se adicioné el

sustrato (peréxido de hidréogeno y o-fenilendiamina) para desarrollar color. La
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absorbancia se leyé en un lector de microplacas a 492 nm. La concentracion de 1gG
equina antiveneno se expreso en términos de g/L, utilizando una curva de calibracion
estandar preparada con concentraciones conocidas de !gG antiveneno. Dicho estandar
se obtuvo mediante cromatografia de afinidad, al pasar una muestra de plasma equino
hiperinmune parcialmente purificado, a través de una columna de Sepharose unida a
veneno de B. asper. ’

Posteriormente, con base en la concentraciéon de inmunoglobulinas antiveneno obtenida
en las muestras por ELISA y el volumen de cada una, se expresd la cantidad de
inmunoglobulinas antiveneno en términos de gramos. Finalmente, se calculo el
rendimiento proteico a partir de la relacién de inmunoglobulinas antiveneno en la muestra
(@) y las inmunoglobulinas antiveneno en el material de partida (g).

Ejemplo 4. Determinacién de pureza y rendimiento de inmunoglobulinas humanas

La determinacién del rendimiento proteico del material de partida y de las muestras
provenientes de cada etapa de purificacion se realizé de la manera descrita en el ejemplo
3.

Para la cuantificacion de IgG, IgA e IgM se empled un kit de inmunodifusién radial (IDR)
(Cromatest; Linear Chemicals SL, Barcelona, Espafia). Las muestras se aplicaron en
pozos en un gel de agarosa y se dejaron difundir durante 48 horas. Con base en la
concentracién obtenida y el volumen de cada muestra, se expresé la cantidad de cada
tipo de anticuerpo en gramos. A partir de los datos anteriores, se determiné la pureza de
gammaglobulinas (IgG) en cada muestra, con base en la relacién de la cantidad de
gammaglobulinas obtenida por IDR y la proteina total de la muestra en cuestion.
Asimismo, el rendimiento de gammaglobulinas se calculd a partir de la relacién de
gammaglobulinas en la muestra (g) y las gammaglobulinas en el material de partida (g).

Ejemplo 5. Determinaciéon de pureza y rendimiento de albimina

Esta determinacion se llevé cabo de manera similar tanto para la albimina equina, como
para la humana. Con respecto a la pureza de la albumina, esta se determiné mediante
filttracion en gel en FPLC (Figuras 3 y 6), tal como se describié para las inmunoglobulinas.
La pureza se definié con base en la relacion entre el area bajo ia curva del pico con
tiempo de retencion de 28 0.3 min (correspondiente al peso molecular de la albimina),
y la suma del area bajo la curva de todos los picos del cromatograma.

Por su parte, el rendimiento proteico se determiné tal como se especifico en el caso de
las inmunoglobulinas, es decir, con base en la relacion de albimina en la muestra (g) y la
albumina en el material de partida (g). '

4%
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REIVINDICACIONES

1. Un método para la produccion de formulaciones inyectables de productos proteicos

hemoderivados con carga viral reducida, caracterizado porque comprende los pasos de:

a.

iii.

fraccionamiento del material de partida en un sistema de dos fases acuosas
mediante la adicion de un polimero y al menos una sal;

adicién de fenol al sistema de dos fases como primer paso de inactivacién viral;
separacion de las fases superior e inferior del sistema de dos fases acuosas;

purificacion de los productos de la fase superior del sistema mediante

precipitacién con un acido graso,

purificacion de la fase inferior de los productos del sistema mediante
termocoagulacién;

remocion del precipitado de proteinas desnaturalizadas formado durante los
pasos de purificacion de las fase superior e inferior del sistema de dos fases;

aumento de la pureza de los productos obtenidos a partir de la fase superior e

inferior mediante cromatografia;

nanofiltracién de los productos obtenidos en el paso anterior para remover
particulas virales;

formulacion, estabilizacion y esterilizacion de los productos obtenidos.

El método segun la reivindicacién 1, caracterizado porque el material de partida se
selecciona a partir del grupo que consiste de plasma sanguineo, suero sanguineo,
una fraccidon obtenida por el método de Cohn u otro material cualquiera que
contenga productos proteicos hemoderivados.

El método segun la reivindicacién 1, caracterizado porque el polimero que se
utiliza en el fraccionamiento del material de partida es polietilenglicol con peso
molecular entre 1000-6000 Da.

. El método segun la reivindicacién 3, caracterizado porque el polimero es

polietilenglicol con un peso molecular de 3350 Da.

El método segun las reivindicaciones 3 y 4, caracterizado porque el polietilenglicol
se emplea a una concentracion entre el 6 y el 15 % plv,

El método segun la reivindicaciéon 5, caracterizado porque el polietilenglicol se
empleaentre el 6 y el 9% plv.
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El método segun la reivindicacién 1, caracterizado porque la sal que se utiliza en
el fraccionamiento es seleccionada del grupo que consiste de fosfato de potasio
monobasico, fosfato de potasio dibasico, fosfato de sodio monobasico, fosfato de

sodio dibasico, sulfato de amonio y citrato de sodio.

El método segun la reivindicaciéon 7, caracterizado porque la sal es fosfato de

potasio monobasico y dibasico.

El método segun la reivindicaciéon 8, caracterizado porque el fosfato de potasio
monobasico y dibasico se emplean a una concentracion entre el 10 y el 20% p/v.

El método segin la reivindicacion 9, caracterizado porque el fosfato de potasio
monobdasico y dibasico se emplean entre el 15 y el 20% p/v.

El método segln las reivindicaciones de la 8 a la 10, caracterizado porque el
fosfato de potasio monobasico o dibasico se emplean en una proporcion
dependiente del pH deseado.

El método segun la reivindicacion 1, caracterizado porque se adiciona una sal que
influye en la particion de los solutos pero no en la formacién de las dos fases.

El método segun la reivindicaciéon 12 caracterizado porque la sal es cloruro de

sodio.

El método segun la reivindicacién 13, caracterizado porque el cloruro de sodio se
emplea a una concentracion entre el 5 y el 20% piv.

£l método segun la reivindicacion 14, caracterizado porque el cloruro de sodio se

emplea a una concentracién entre el 12 y el 15% piv.

El método segun la reivindicacion 1, caracterizado porque la etapa de
fraccionamiento se realiza a un pH entre 5.5y 7.5.

El método segun la reivindicacion 16, caracterizado porque la etapa
fraccionamiento se realiza a un pH de 6.

El método segun la reivindicacion 1, caracterizado porque en la primera
inactivacién viral se emplea fenol entre el 0.05 y 0.3% viv.

El método segun la reivindicacion 18, caracterizado porque se emplea fenol al
0.25% viv.

El método segun la reivindicacion 1, caracterizado porque la separacién de las
fases superior e inferior del sistema de dos fases acuosas se realiza mediante una
combinacién de procesos seleccionada del grupo que consiste de reposo y
separacion, reposo y filtracion, reposo y decantacion, o centrifugacion.
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21. El método segun la reivindicacién 1, caracterizado porque la purificacion de los
productos contenidos en la fase superior del sistema de dos fases acuosas se
realiza mediante precipitacion con &cido octanoico.

22. El método segln la reivindicacion 21, caracterizado porque el 4cido octanoico se
emplea a una concentracion de entre el 1y el 6% viv.

23. El método segun la reivindicacion 22, caracterizado porque el acido octanoico se
emplea a una concentracion entre el 1.5 y el 2% viv.

24. El método segun la reivindicacién 1, caracterizado porque la termocoagulacién se
lleva a cabo a una temperatura entre 60 y 70°C.

25. El método segln la reivindicacién 24, caracterizado porque la termocoagulacion
se lleva a cabo a 65 °C.

26. El método segun la reivindicacion 1, caracterizado porque la termocoagulacion
selectiva de la fase inferior de las fases se lleva a cabo en presencia de caprilato
de sodio y etanol.

27. El método segun la reivindicacion 26, caracterizado porque se emplea una
mezcla de caprilato de sodio al 0.012 M y etanol al 9% v/v.

28. El méiodo segun la reivindicacion 1, caracterizado porque en la etapa final de la
purificacion de los productos obtenidos en la fase superior del sistema acuoso de
dos fases, se emplea un paso cromatografico, seleccionado a partir del grupo que
consiste de cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia de afinidad y
cromatografia de intercambio hidrofébico.

29. El método segun la reivindicacién 1, caracterizado porque en la etapa final de la

purificacién de los productos obtenidos en la fase inferior del sistema acuoso de
dos fases, se emplea cromatografia de intercambio idnico.

30.El método segun la reivindicacién 1, caracterizado porque la etapa de
nanofiltracion se realiza a través de un filtro con exclusién para 20 nm.

31. El método segun la reivindicacion 1, caracterizado porque la esterilizacion de los
productos se realiza a través de una membrana con exclusién para 0.22 ym.

32. El método segun la reivindicacién 1, caracterizado porque en la formulacion las
inmunoglobulinas se liofilizan o se mantienen liquidas.

33. El método segun la reivindicacion 1, caracterizado porque luego del envase la
albumina se pasteuriza durante 10 horas a 60 °C como paso de inactivacion viral.

34. Productos obtenidos mediante el metodo de las reivindicaciones de la 1 ala 33.
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35. Producto segun la reivindicacion 34, caracterizado porque es una formulacién de
inmunoglobulinas inyectable con la carga viral reducida.

36. Producto segun la reivindicacion 34, caracterizado porque es una formulaciéon de
albamina inyectable con la carga viral reducida.

Ap
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1 L de Plasma Antiveneno

Rendimiarnto lgs totaes = 100%); Rendimiento

Proteinatotal = 65 g

Igsiotdes=41g;igsAV=8g
Pureza Igs totales = 63%

Igs AV = 100%

Alamina= 17 g
Pueza =27%
Rendimiento = 100%

:

Extraccion en fases acuosas fenoladas*

v

A

Fase superior
Protainatotal=29¢

fgstotales ales=27g: gsAV=55¢
Pureza Igs totales = 92%
Rendimiento Igs totales = 66%; igs AV = 68%

Fase inferior

Proteina total = 28¢; Albimina=17¢

Pureza Albimina = 62%
Rendimiento = 100%

|

Precipitacién Ac caprilico*
Proteinatotal=17g

igstotales=17g; igsAV=48¢g
Pureza igs totales = 99%
Rendimiento figs totales= 41%; Igs AV = 60%

Termocoagutacion

Proteina total = 18¢
Albdmina = 16g
Pureza Albimina = 91%
Rendimiento = 94%

B 4

A 4

Nanofiltracion*

\ &

Formulacion
Concentradén final: S g/dL; pH 5; NaCl 0.9%;
feniol 0.22%

Intercambio catiénico .

Proteinatotal = 18¢
Albdmina = 16g
Pureza Albimina=91%
Rendimiento = 94%

) 4

Nanofiltracién*

Antiveneno
Rendimiento = 60%
Pureza= 99%

Formulacion

Conocentradén Albdimina = 20g/dL; pH 6.7-7 3;
Na(1 0.9%; caprrilato de sodio 32 mM

v

Pasteurizacion*

y

Albamina 20%
Proteina total = 20 g/dt
Pureza Albdmina= 91%

Rendimiento = 94%

Figura 1
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1L de Plasma Humano
Proteinatotal = 64 ¢

gG=10g gA=28¢g gM=2¢g
Pureza lgG = 16%
Rendimiento igG= 100%

Albimina=33¢g
Pureza Albimina = 52%
Rendimiento Albimina = 100%

A
Extraccion en fases acuosas fenoladas*
A 4 A 4
Fase superior Fase inferior
Proteinatotal = 20g; Proteinatotal = 38g;
gG=85¢g Alximina=30g

PurezalgG = 42%
Rendimiento g6 =85%
IgA=22¢g;IgM=13¢g

Pureza Alblimina = 80%
Rendimiento= 91%

!

Precipitacion Ac.

Caprilico*
Proteinatotal= 85¢;
kG=7¢
PureragG= 82%
RendimientoigG = 70%
lgh=1S5 g;igM=0.7¢

v

Intercambio cationico

Proteinatotal= 34¢g;
Albxkimina = 30¢g
Pureza Albdmina=90%
Rendimiento= 91 %

'

intercambio anidnico
Proteinatotal= 7.7¢g;
kG=7¢
PurezalgG= 92%
Rendimiento igG = 70%
1gA=05g; 1gM=0¢g

y

Nanofiltracion*

Yy

v

Nanofiltracion®

Formulacion

Concentradén AlbGmina= 20g/d;
pH 7; NaCl 0.9%; caprilato de

sodio 32 mM

L ]

Formulacion

Concentradan g6 =5 g/dLpH 5,

Na(109%,

y

Pasteurizacion*

y

Producto final
Pureza lgG = 92 %
Rendimiento g6 = 70%

y

Producto final

Pureza Albimina=90%
Rendimiento Albdmina= 91%

Figura 4
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RESUMEN

Un método para producir formulaciones farmacéuticas de calidad inyectable de productos
proteicos hemoderivados, que comprende los pasos de fraccionamiento del material de
partida en un sistema de dos fases acuosas polimero-sal en presencia de fenol,
purificacion de la fase superior del sistema, mediante precipitacion con &cido caprilico y la
purificacion de la fase inferior mediante termocoagulacién, incremento de la pureza de los
productos en ambas fases mediante cromatografia, remocion de particulas virales por
nanofiltracién de ambas preparaciones, y la formulacién, estabilizacién y envase de los
productos asi obtenidos.
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(CON CERTIFICACION CONSULAR)
PODER GENERAL

Nosotros, la Universidad de Costa Rica, representada en este acto por Carlos Adrian Zapatero en su
caracter de apoderado de acuerdo a la copia del poder adjunto, domiciliados en Ciudad Universitaria
Rodrigo Facio, San Pedro de Montes de Oca. San José, 11501 - Costa Rica

Nombramos a RUBIELA ARIAS DE FAJARDO Y/O ALEJANDRA FAJARDO ARIAS, con domicilio
en Bogota D.C., Colombia, apoderados verdaderos y legales con poder especial, amplio y suficiente, para
recabar de las Oficinas y autoridades colombianas, administrativas, judiciales y de policia, en cualquier
instancia o recurso, la obtencion de patentes de privilegio de invencion de modelos de utilidad y disefios
industriales, registro de marcas, depositos de nombre comerciales y ensefias, asi como sus traspasos,
modificaciones, limitaciones, prorrogas, renovaciones y cambio de nombre: elaborar, tramitar, otorgar y
registrar contratos de licencia y licencias de cualquier clase; intervenir como demandante o como
demandado en cualquier instancia y recurso y ante cualquier juez, corporacién, funcionario publico o
autoridad en acciones judiciales, administrativas y de policia tales como: oposicion al registro de marcas;
acciones de cancelacion, acciones de caducidad y nulidad; accién de nulidad y restablecimiento del
derecho; acciones reivindicatorias, acciones derivadas de la obtencién o explotacion de licencias;
acciones de competencia desleal; demandas penales; acciones de indemnizacion de perjuicios; reclamos a
observaciones a solicitudes de patentes de invencion, de modelos de utilidad y disefios industriales, en el
ejercicio de medidas cautelares y en otras acciones o medidas similares.

A este efecto, la(s) faculto(amos) para elevar solicitudes, formular descripciones, enmiendas, protestas,
declaraciones, oposiciones, cancelaciones, nulidades, accion de nulidad y restablecimiento del derecho,
apelaciones y reclamos; pagar impuestos, cuotas y gravamenes prescritos por la ley; renunciar o desistir a
derechos concedidos o en curso de concesion; recibir toda clase de documentos y valores; dando el
descargo respectivo, y en general para dar ante dichas autoridades todos los pasos necesarios al efecto
indicado y tomar todas las medidas que creyeren conducentes al resguardo de mis (nuestros) intereses,
con todas las demas facultades legales necesarias, y por el presente documento desde ahora declaro(amos)
vélido y bueno todo cuanto los apoderados hicieren en mi(nuestro) beneficio. Este poder comprende la
facultad de ratificar o confirmar en mi (nuestro) nombre lo actuado asi como la facultad de desistir,
transigir, comprometer y la de sustituirlo en todo o en parte y revocar sustituciones. Asi mismo nombro
(amos) a RUBIELA ARIAS DE FAJARDO y/o ALEJANDRA FAJARDO ARIAS domiciliado(s) en
Santa Fe de Bogotd D.C., Colombia, mis (nuestros) representantes, con facultades de recibir
notificaciones y para designar apoderados judiciales o extrajudiciales. '

Otorgado y firmado en 28 hoy Ob\fob«r(/ de 20 ’ 2 .

/‘\e
State of Florida County of% Q )

The foregoing instrument was dckhowledged

before me this day of W, 201 i
eiis

by Callp = f1

L4
Personally Known___or Produced Identification &
Type of Identification Produced =/ 2 :
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POWER OF ATTORNEY

Be it known that SILVIA SALAZAR FALLAS acting as legal representative on behalf of UNIVERSIDAD DE
COSTA RICA., a University incorporated in Costa Rica, with addressed at Ciudad Universitaria Rodrigo Facio

San Pedro de Montes de Oca - San José, 11501 - Costa Rica, hereby grants SPECIAL POWER to INVENTIA
LLC domiciled in 1001 Brickell Bay Dr., 27" Fioor, Miami, FL 33131, USA, to act on its behalf either jointly or
separately before the corresponding authorities of United States, Australia, Brazil, Canada, Chile, China,
Colombia, Europe, India and Mexico, to act as our patent agents/patent attorneys in respect of new Patent
application entitled: “METHOD FOR PRODUCING INJECTABLE FORMULATIONS OF BLOOD-
DERIVED PROTEIN MATERIALS, AND MATERIALS OBTAINED USING SAID METHOD”, In doing so,
they may take those steps that are required before the competent authorities for the mentioned purpose, sign or
withdraw petitions and oppositions or documents, to reply to Office Actions, limit and exclude, notify
themselves, request extensions, grant affidavits, lodge appeals, to undertake arbitrations, settle, request
declarations, receive documents, pay taxes. They are further empowered to take all the measures as they may
deem fit for the protection of all our Industrial and Intellectual Property rights and interests; institute, prosecute
or defend opposition, cancellation, lapsing or cease - and - desist actions in any jurisdiction, request
attachments; appeal; accept transfers; register change of name, license agreement, transfer agreement, and
merger; file amendments; settlements, waivers and consents, request reclassification and/or consolidation;
withdraw and collect, given them such further powers as may be required for the objects stated, including
authority to grant or substitute these presents and revoke such substitutions, and we hereby declare as good and

valid all that our said attorneys may have done for any of the purposes stated.

Done and signed at San José¢, Costa Rica, October 8,2013

Signature J/ ("/ a, é/@w;/

Printed name Silvia Salazar

On behalf of: Universidad de Costa Rica acting as Special Administrative
Revresentative :
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% UNIVERSIDAD DE

2 COSTARICA Rectorfa -

PODER ESPECIAL ADMINISTRATIVO
R-3132-2011

La sefiora Libia HERRERO URIBE —Vicerrectora de Docencia, Doctora en Virologia Médica,
con cédula de identidad numero uno - trescientos setenta y nueve — novecientos ochenta y
siete, vecina de Escazt—, quien, a partir del primero y hasta el tres, dias ambos inclusive, del
presente mes de junio de dos mil once, actia como Rectora ihterina de la UNIVERSIDAD DE
COSTA RICA, con cédula de persona juridica nimero cuatro — cero cero cero — cero cuarenta y
dos mil ciento cuarenta y nueve, con oficinas en la Ciudad Universitaria Rodrigo Facio, en San

Pedro de Montes de Oca, asi designada conforme al articulo cuarenta y uno del Estatuto

Organico por la Rectora de esta Institucion, sefiora Yamileth GONZALEZ GARCIA —mayor de
edad, Doctora en Historia, con cédula de identidad ntmero dos — doscientos cuarenta y seis —
quinientos cincuenta y cinco, vecina de Montelimar, Goicoechea, elegida para ese cargo por la
Asamblea Plebiscitaria de la Universidad de Costa Rica el cuatro de abril de dos mil ocho, para
el periodo comprendido entre el diecinueve de mayo de dos mil ocho y el dieciocho de mayo de
dos mil doce‘, como consta en el oficio R - dos mil novecientos sesenta y ocho - dos mil once,
fechado el veintiséis de mayo de dos mil once, y en la comunicacién hecha por el Tribunal
Universitario al Cdnsejo Universitario, publicada en L.a Gaceta Universitaria nimero nueve — dos
mil ocho del nueve de mayo de dos mil ocho, respectivamente, como consecuencia de lo cual la<
sefiora HERRERO URIBE ostenta en este acto la representacion judicial y extrajudicial de la
Universidad de Costa Rica, de conformidad con el articulo cuarenta, inciso a) del citado Estatuto
Organico, otorga PODER ESPECIAL ADMINISTRATIVO a la sefiora Silvia SALAZAR
FALLAS —mayor de edad, casada una vez, Abogada, con cédula de identidad numero uno —
seiscientos veintidés —novecientos treinta, vecina de Santo Tomas de Santo Domingo de
Heredia— para representar a .Ia UNIVERSIDAD DE COSTA RICA en el inicio y la tramitacion,
ante el Registro de Propiedad Industrial del Registro Nacional de Costa Rica o ante las oficinas
y autoridades nacionales que corresponda en Costa Rica, de la obtencién de patentes de
invencién, modelos de utilidad, dibujos y modelos industriales, incluyendo las’ marcas de
comercio y de servicio, indicaciones geograficas y denominaciones de'origen a nombre de la

Institucion representada, a cuyo efecto se le faculta ante dichas oficinas o autoridades para dar

todos los pasos qug, sean necesarios_con el pbjeto indicado realizar las diligencias que
P B ETEmérta e la Educamonjy)a Cultura, fz,/ndada desde 194 ,9 q

fueren necesarias, tales como firmar y elevar solicitudes, déclaraciones y reclamos formular

Teléfono: (506) 2511-125  Sitio Web: www.rectoria.ucr.ac.cr Fax: (506) 2234-0452
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descripciones, enmiendas, recursos de revocatoria y apelaciones, hacer declaraciones juradas,
abonar todos los impuestos y cuotas, recibir documentos y valores dando el.descargo
correspondiente, Hlenar cualesquiera otros requisitos y adoptar todas las medidas que creyere
apropiadas para el resguardo de los intereses de la Institucion; asimismo, podra proteger y
defender dichas solicitudes inclusive después de que se haya otorgado la proteccién, para lo
cual también se le faculta, entre otras acciones, para interponer y tramitar solicitudes de
medidas cautelares, toda accién de nulidad y oposicidn ante el Registro correspondiente o
autoridad judicial, para tutelar en forma eficiente los intereses de su representada, dandole
también facultades para sustituir el presente poder, asi como otorgar nuevos poderes o
autorizaciones y revocar sustituciones u otorgamientos, sin perder las atribuciones originales.

Firma en la Ciudad Universitaria Rodrigo Facio, San Pedro de Montes de Oca, el dia primero de

junio de dos mil once.

RECTORIA
Yo, Luis Baudrit Carrillo, Notario Publico con oficina en la ciudad de San José, doy fe notarial de
que la firma que antecede fue puesta en mi presencia por la sefiora Libia HERRERO URIBE,
con cédula de identidad nimero uno — trescientos setenta y nueve — novecientos ochenta y
siete, Rectora interina de la Universidad de Costa Rica, por lo que también notariaimente doy fe
de su autenticidad. Estampo mi sello blanco y suscribo la presente razén con la firma de mi
pufio y letra, que corresponden al sello y a la firma inscritos en el Regist-ro Nacional de

Dr. Luis BAUDRIT CARRILLO, Notario

“Benemérita de la Educacion y la Cultura, fundada desde 1940”

Teléfono: (506) 2511-125  Sitio Web: www.rectoriaucracer  Fax: (506) 2234-0452
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CESION

La UNIVERSIDAD DE COSTA RICA institucion de educacién superior publica
con cédula juridica 4-0000-42149-36, representada en este acto por la sefiora
YAMILETH GONZALEZ GARCIA, mayor de- edad, divorciada, doctora en
historia, con cédula de identidad numero dos-dos cuarenta y seis -quinientos
cincuenta y cinco, vecina de Montelimar de Guadalupe, en su condicion de
Rectora, segin nombramiento de Asamblea Plebiscitaria celebrada el 4 de abril
del 2008, juramentada por el Consejo Universitario en sesidn ordinaria nidmero
5255, celebrada el 15 de mayo del 2008, quien ejerce la representacion judicial
y extrajudicial de la Universidad de Costa Rica, en concordancia con el articulo
cuarenta inciso a) del Estatuto Organico; y Guillermo Ledén Montero, mayor de
edad, casado, microbidlogo, vecino de Desamparados, Alajuela, portador de la
cédula de identidad numero uno - setecientos cincuenta y cuatro -
novecientos.

CONSIDERANDO:

1. Que es investigador de la Universidad de Costa Rica.

2. Que en su calidad de investigador ha participado en el proyecto de
investigacién Produccion de hemoderivados de sangre humana.

3. Que como resultado de ese proyecto se desarrollé una invencion
denominada “Proceso para la produccién de formulaciones de proteinas
terapéuticas libres de particulas virales”.

4. Que junto con Mariangela Vargas Arroyo, Alvaro Segura Ruiz, Maria
Herrera Vega, Mauren Villalta Arrieta y Yamileth Angulo es co-inventor
de dicha invencion.

5. Que de acuerdo con las politicas internas de la Universidad de Costa

" Rica, en concordancia con el inciso segundo del articulo cuarto de la Ley
de Patentes de Invencién, esa invencién pertenece a ambas partes.

6. Que la Universidad cuenta con el recurso humano y econdémico para
proteger la mencionada invencién por medio de una patente asi como
los recursos para lograr su comercializacidn o licenciamiento.

7. Que para una mayor facilidad de los tramites necesarios para el proceso
de solicitud de patente es necesario que se haga a nombre de la
Universidad de Costa Rica, en cuyo marco y con cuyos recursos o los
recursos externos gestionados por ella, se realizé la investigacidén que {a
ampara.

8. Que se considera que lo mas conveniente es que esa patente salga a
nombre de la Universidad de Costa Rica como titular a fin de resguardar
el fin puablico que la misma debe cumplir.

9. Que el (los) inventor (es) siempre van a ser considerados como tales no
pudiéndose despojarles de dicha condicion.

10.Que el (los) inventor (es) forma (n) parte integrante y activa de esa
comunidad denominada Universidad de Costa Rica.

11. Que el (los) inventor (es) van a ser debidamente resarcidos
econdmicamente en caso de comercializacion o licenciamiento de la
patente.
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CONVENIMOS:

PRIMERO: Por medio de este documento el inventor cede, toda propiedad y -
dominio sobre la referida invencion, a la Universidad de Costa Rica, pudiendo
por consiguiente de hoy en adelante, ese centro de ensefianza considerarse
como titular de la misma, explotar la invenciébn como cosa propia o bien
disponer de la misma como corresponda.

SEGUNDQO: Las condiciones de Ia cesién son las siguientes:

a. Elinventor conservara su caracter de inventor no pudiéndose despolarle
de dicha condicion.

b.. La Universidad de Costa Rica realizara todos los tramites de solicitud de
la patente y una vez concedida realizara la promocién y el mercadeo
necesario para su explotacion.

~¢. Elinventor colaborara en todo el proceso de redaccion de la solicitud con
el aporte de informacién y con la revisién de la misma que se le solicite.
Asi mismo colaborarda en el proceso de comercializaciéon y posible
licenciamiento.

d. En caso de que la Universidad logre la comercializacion o licenciamiento
de la patente y reciba una retribucién econémica por la explotacion de la
misma, por si misma o por un tercero autorizado, convendra en resarcir
al inventor por concepto de esta cesion, de acuerdo con los lineamientos
y normas aplicables en el momento, de manera econdmica por medio de
un porcentaje de los ingresos obtenidos, una vez deducidos los costos
del patentamiento y licenciamiento.

e. Encaso de que no se conceda la patente y aun asi la Universidad pueda
explotar la invencion y obtener un beneficio econémico, se aplicaran las
mismas condiciones del inciso d del punto segundo de este acuerdo.

TERCERO: Presente en este acto la representante legal de esta
Universidad acepta la cesion y sus condiciones.

CUARTO: Para efectos fiscales se valora esta cesidon en un colon exacto.

Sah Pedro de Montes de Oca, San José, Costa Rica, 25 de octubre del 2010.

RECTORIA

/ - A5~ 900 Yamileth-Gonzalez-G.

Inventor {(a) Rectora

2
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CESION

La UNIVERSIDAD DE COSTA RICA institucién de educacion superior publica
con cédula juridica 4-0000-42149-36, representada en este acto por la sefiora
YAMILETH GONZALEZ GARCIA, mayor de edad, divorciada, doctora en
historia, con cédula de identidad nimero dos-dos cuarenta y seis -quinientos
“cincuenta y cinco, vecina de Montelimar de Guadalupe, en su condicion de
Rectora, segtn nombramiento de Asamblea Plebiscitaria celebrada el 4 de abril
del 2008, juramentada por el Consejo Universitario en sesién ordinaria ndmero
5255, celebrada el 15 de mayo del 2008, quien ejerce la representacion judicial
y extrajudicial de la Universidad de Costa Rica, en concordancia con el articuio
cuarenta inciso a) del Estatuto Organico; y Yamileth Angulo Ugalde, mayor de
edad, casada, microbidloga, vecina de Desamparados, San José, portadora de
la cédula de identidad nimero uno-quinientos ochenta y siete — ochenta y tres,

CONSIDERANDO:

1. Que es profesora e investigadora de la Universidad de Costa Rica.

2. Que.en su calidad de investigadora ha participado en el proyecto de
investigacion Produccion de hemoderivados de sangre humana.

3. Que como resultado de ese proyecto se desarrollé una invencion
denominada “Proceso para la produccion de formulaciones de proteinas
terapéuticas libres de particulas virales”.

4. Que junto con Mariangela Vargas Arroyo, Alvaro Segura Ruiz, Maria
Herrera Vega, Mauren Villalta Arrieta y Guillermo Leén Montero es co-
inventora de dicha invencion.

5. Que de acuerdo con las politicas internas de la Universidad de Costa
Rica, en concordancia con el inciso segundo del articulo cuarto de la Ley
de Patentes de Invencioén, esa invencion pertenece a ambas partes.

6. Que la Universidad cuenta con el recurso humano y econémico para
proteger la mencionada invencién por medio de una patente asi como
los recursos para lograr su comercializacidn o licenciamiento.

7. Que para una mayor facilidad de los tramites necesarios para €l proceso
de solicitud de patente es necesario que se haga a nombre de la
Universidad de Costa Rica, en cuyo marco y con cuyos recursos o los
recursos externos gestionados por ella, se realiz6 la investigacion que la
ampara.

8. Que se considera que lo mas conveniente es que esa patente salga a
nombre de la Universidad de Costa Rica como titular a fin de resguardar
el fin plblico que la misma debe cumplir.

9. Que el (los) inventor (es) siempre van a ser considerados como tales no
pudiéndose despojarles de dicha condicion.

10.Que el (los) inventor (es) forma (n) parte integrante y activa de esa

"~ comunidad denominada Universidad de Costa Rica.

11. Que el (los) inventor (es) van a ser debidamente resarcidos
econémicamente en caso de comercializacién o licenciamiento de la
patente.
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CONVENIMOS:

PRIMERO: Por medio de este documento el inventor cede, toda propiedad y
dominio sobre la referida invencion, a la Universidad de Costa Rica, pudiendo
por consiguiente de hoy en adelante, ese centro de ensefianza considerarse
como titular de la misma, explotar la invencion como cosa propla o bien
dlsponer de la misma como corresponda.

SEGUNDQ: Las condiciones de la cesién son las siguientes:

a. El inventor conservara su caracter de inventor no pudiéndose despojarle
de dicha condicion.

b. La Universidad de Costa Rica realizara todos los tramites de solicitud de

~ " la patente'y una vez concedida realizara la promocién y el mercadeo
necesario para su explotacion.

c. Elinventor colaborara en todo el proceso de redaccion de la solicitud con
el aporte de informacion y con la revisidén de la misma que se le solicite.
Asi mismo colaborara en el proceso de comercializacion y posible
licenciamiento.

d. En caso de que la Universidad logre la comercxahzamon o licenciamiento
de la patente y reciba una retribucion econémica por la explotacion de la
misma, por si misma o por un tercero autorizado, convendra en resarcir
al inventor por concepto de esta cesion, de acuerdo con los lineamientos
y normas aplicables en el momento, de manera econdémica por medio de
un porcentaje de los ingresos obtenidos, una vez deducidos los costos
del patentamiento y licenciamiento.

e. En caso de que no se conceda la patente y aun asi la Universidad pueda
explotar la invencion y obtener un beneficio econdmico, se aplicaran las
mismas condiciones del inciso d del punto-segundo de este acuerdo.

‘TERCERO: Presente en este acto la representante legal de esta
“Universidad acepta la cesion y sus condiciones.

CUARTO: Para efectos fiscales se valora esta cesion en un coldén exacto.
San Pedro de Montes de Oca, San José, Costa Rica, 25 de octubre del 2010. '

Yottt
oo ¥-083

Yamileth Gonzalez G.
Inventor (a) ' Rectora
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CESION |
La UNIVERSIDAD DE COSTA RICA institucién de educacién superior pablica

con cédula juridica 4-0000-42149-36, representada en este acto por la sefiora
YAMILETH GONZALEZ GARCIA, mayor de edad, divorciada, doctora en

historia, con cédula de identidad nimero dos-dos cuarenta y seis -quinientos -

" cincuenta y cinco, vecina de Montelimar de Guadalupe, en su condicion de
Rectora, segiin nombramiento de Asamblea Plebiscitaria celebrada el 4 de abril
del 2008, juramentada por el Consejo Universitario en sesién ordinaria namero
5255, celebrada el 15 de mayo del 2008, quien ejerce la representacion judicial
y extrajudicial de la Universidad de Costa Rica, en concordancia con el articulo
cuarenta inciso a) del Estatuto Organico; y Mauren Villalta Arrieta, mayor de

edad, soltéra, biotecnéloga, vecina de Sabanilla de Montes de Oca, San José, "

portadora de la cédula de identidad nimero dos-quinientos ochenta y tres —
setecientos ochenta y ocho,

CONSIDERANDO:

1. Que es investigadora de la Universidad de Costa Rica.

2. Que en su calidad de investigadora ha participado en el proyecto de
investigacion Produccién de hemoderivados de sangre humana.

3. Que como resultado de ese proyecto se desarrollé una invencion
denominada “Proceso para la produccion de formulaciones de proteinas
terapéuticas libres de particulas virales”. ‘

4. Que junto con Mariangela Vargas Arroyo, Alvaro Segura Ruiz, Maria
Herrera Vega, Guillermo Leén Montero y Yamileth Anguio es co-
inventora de dicha invencion. '

5. Que de acuerdo con las politicas internas de la Universidad de Costa
Rica, en concordancia con el inciso segundo del articulo cuarto de la Ley
de Patentes de Invencidn, esa invencion pertenece a ambas partes.

6. Que la Universidad cuenta con el recurso humano y econémico para
proteger la mencionada invencidén por medio de una patente asi como
los recursos para lograr su comercializacién o licenciamiento.

7. Que para una mayor facilidad de los tramites necesarios para el proceso
de solicitud de patente es necesario que se haga a nombre de la
Universidad de Costa Rica, en cuyo marco y con cuyos recursos o los
recursos externos gestionados por ella, se realizé la investigacion que 1a
ampara.

8. Que se considera que lo mas conveniente es que esa patente salga a
nombre de la Universidad de Costa Rica como titular a fin de resguardar
el fin publico que la misma debe cumplir.

9. Que el (los) inventor (es) siempre van a ser considerados como tales no
pudiéndose despojarles de dicha condicién.

10.Que el (los) inventor (es) forma (n) parte integrante y activa de esa
comunidad denominada Universidad de Costa Rica. .

11. Que el (los) inventor (es) van a ser debidamente resarcidos
econoémicamente en caso de comercializacion o licenciamiento de la
patente.
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CONVENIMOS:

PRIMERO: Por medio de este documento el inventor cede, toda propiedad y
dominio sobre la referida invencion, a la Universidad de Costa Rica, pudiendo
por consiguiente de hoy en adelante, ese centro de ensefianza considerarse
como titular de la misma, explotar la invencion como cosa propia o0 bien
disponer de la misma como corresponda.

SEGUNDO: Las condiciones de la cesion son las siguientes:

a. Elinventor conservara su caracter de inventor no pudiéndose despojarle
de dicha condicién.

b. La Universidad de Costa Rica realizara todos los tramites de solicitud de
la patente y una vez concedida realizara fa promocion y ei mercadeo’
necesario para su explotacion.

c. Elinventor colaborara en todo el proceso de redaccién de la solicitud con
el aporte de informacién y con la revisiéon de la misma que se le solicite.
Asi mismo colaborard en el proceso de comercializacién y posible
licenciamiento.

d. En caso de que la Universidad logre la comercializacion o licenciamiento
de la patente y reciba una retribucién econémica por la explotacion de la
misma, por si misma o por un tercero autorizado, convendra en resarcir
al inventor por concepto de esta cesién, de acuerdo con los lineamientos
y normas aplicables en el momento, de manera econdémica por medio de
un porcentaje de los ingresos obtenidos, una vez deducidos los costos
del patentamiento y licenciamiento.

e. En caso de que no se conceda la patente y atn asi la Universidad pueda
explotar la invencion y obtener un beneficio econémico, se aplicaran las
mismas condiciones del inciso d del punto segundo de este acuerdo.

TERCEROQO: Presente en este acto la representante legal de esta
Universidad acepta la cesién y sus condiciones.

CUARTO: Para efectos fiscales se valora esta cesién en un colén exacto.

San Pedro de Montes de Oca, San José, Costa Rica, 25 de octubre del 2010.

vy

LA
o -

; Yamileth Gonzalez G.
Inventor {a). Rectora
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CESION |

La UNIVERSIDAD DE COSTA RICA institucion de educacion superior publica
con cédula juridica 4-0000-42149-36, representada en este acto por la sefiora
YAMILETH GONZALEZ GARCIA, mayor de edad, divorciada, doctora en
historia, con cédula de identidad niumero dos-dos cuarenta y seis -quinientos
cincuenta y cinco, vecina de Montelimar de Guadalupe, en su condicion de
Rectora, segun nombramiento de Asamblea Plebiscitaria celebrada el 4 de abril
del 2008, juramentada por el Consejo Universitario en sesion ordinaria numero
5255, celebrada el 15 de mayo del 2008, quien ejerce la representacion judicial
y extrajudicial de la Universidad de Costa Rica, en concordancia con el articulo
cuarenta inciso a) del Estatuto Organico; y Maridangela Vargas Arroyo, mayor
" de edad, soltera, biotecnéloga, vecina de Coronado, San José, portadora de la
cédula de identidad numero uno — mil ciento noventa y uno - setecientos
cincuenta y cuatro.

CONSIDERANDO:

1. Que es profesora e investigadora de la Universidad de Costa Rica.

2. Que en su calidad de investigadora ha participado en el proyecto de
investigacién Produccion de hemoderivados de sangre humana.

3. Que como resuitado de ese proyecto se desarrollé una invencion
denominada “Proceso para la produccién de formulaciones de proteinas
terapéuticas libres de particulas virales”. ’

4. Que junto con Alvaro Segura Ruiz, Maria Herrera Vega, Mauren Villaita
Arrieta, Guillermo Ledn Montero y Yamileth Angulo es co-inventora de
dicha invencion.

5.- Que de acuerdo con las politicas internas de la Universidad de Costa
Rica, en concordancia con el inciso segundo del articulo cuarto de la Ley
de Patentes de Invencidn, esa invencion pertenece a ambas partes.

6. Que la Universidad cuenta con el recurso humano y econdémico para
proteger la mencionada invencién por medio de una patente asi como
los recursos para lograr su comercializacién o licenciamiento.

7. Que para una mayor facilidad de los tramites necesarios para el proceso
de solicitud de patente es necesario que se haga a nombre de la
Universidad de Costa Rica, en cuyo marco y con cuyos recursos o los
recursos externos gestionados por ella, se realizé la investigacién que la
ampara.

8. Que se considera que lo mas conveniente es que esa patente salga a
nombre de la Universidad de Costa Rica como titular a fin de resguardar
el fin publico que la misma debe cumplir.

9. Que el (los) inventor (es) siempre van a ser considerados como tales no
pudiéndose despojarles de dicha condicion.

10.Que el (los) inventor (es) forma (n) parte integrante y activa de esa
comunidad denominada Universidad de Costa Rica.

" 11. Que el (los) inventor (es) van a ser debidamente resarcidos
econémicamente en caso de comercializacién o licenciamiento de la
patente.
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CONVENIMOS:

PRIMERO: Por medio de este documento el inventor cede, toda propiedad y
dominio sobre la referida invencién, a la Universidad de Costa Rica, pudiendo
por consiguiente de hoy en adelante, ese centro de ensefianza considerarse
como titular de la misma, explotar la invencion como cosa propia o bien
disponer de la misma como corresponda.

SEGUNDO: Las condiciones de la cesiéon son las siguientes:

a. Elinventor conservara su caracter de inventor no pudiéndose despojarle
de dicha condicidn.

b. La Universidad de Costa Rica realizara todos los tramites de solicitud de
la patente y una vez concedida realizara la promocién y el mercadeo
necesario para su explotacion.

c. Elinventor colaborara en todo el proceso de redaccion de la solicitud con
el aporte de informacidn y con la revisidén de la misma que se le solicite.
Asi mismo colaborara en el proceso de comercializaciéon y posible
licenciamiento.

d. En caso de que la Universidad logre la comercializacion o licenciamiento
de la patente y reciba una retribucién econémica por la explotacion de la
misma, por si misma o por un tercero autorizado, convendra en resarcir
al inventor por concepto de esta cesion, de acuerdo con los lineamientos
y normas aplicables en el momento, de manera econdmica por medio de

" un porcentaje de los ingresos obtenidos, una vez deducidos los costos
del patentamiento y licenciamiento.

e. En caso de que no se conceda la patente y aun asi fa Universidad pueda
explotar la invencién y obtener un beneficio econémico, se aplicaran las
mismas condiciones del inciso d del punto segundo de este acuerdo.

TERCEROQ: Presente en este acto la representante legal de esta
Universidad acepta la cesion y sus condiciones.

CUARTO: Para efectos fiscales se valora esta cesion en un colén exacto.

i- 191 -0FSY : Yamileth Gonzalez G.

Inventor (a) Rectora

A
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CESION

La UNIVERSIDAD DE COSTA RICA instituciéon de educacién superior publica
con cédula juridica 4-0000-42149-36, representada en este acto por la sefiora
YAMILETH GONZALEZ GARCIA, mayor de edad, divorciada, doctora en
historia, con cédula de identidad numero dos-dos cuarenta y seis -quinientos
cincuenta y cinco, vecina de Montelimar de Guadalupe, en su condicion de
Rectora, segiin nombramiento de Asamblea Plebiscitaria celebrada el 4 de-abril
del 2008, juramentada por el Consejo Universitario en sesion ordinaria numero
5255, celebrada el 15 de mayo del 2008, quien ejerce la representacion judicial
y extrajudicial de la Universidad de Costa Rica, en concordancia con el articulo
cuarenta inciso a) del Estatuto Organico; y Alvaro Segura Ruiz, mayor de edad,
casado, bidlogo, vecino de Piedades de Santa Ana, San José, portador de Ia
cédula de identidad numero uno-ochocientos ochenta y tres - cuatrocientos
ochenta,

CONSIDERANDO:

1. Que es investigador de la Universidad de Costa Rica.

2. Que en su calidad de investigador ha participado en el proyecto de
investigacion Produccion de hemoderivados de sangre humana.

3. Que como resultado de ese proyecto se desarrolldé una invencion
denominada “Proceso para la produccion de formulaciones de protelnas
terapéuticas libres de particulas virales”.

4. Que junto con Mariangela Vargas Arroyo, Maria Herrera Vega, Mauren
Villalta Arrieta, Guillermo Ledn Montero y Yamileth Angulo es co-inventor
de dicha invencién.

5. Que de acuerdo con las politicas internas de la Universidad de Costa
Rica, en concordancia con el inciso segundo del articulo cuarto de la Ley
de Patentes de Invencidn, esa invencion pertenece a ambas partes.

6. Que la Universidad cuenta con el recurso humano y econdémico para
proteger la mencionada invencién por medio de una patente asi como
los recursos para lograr su comercializacién o ficenciamiento.

7. Que para una mayor facilidad de los tramites necesarios para el proceso
de solicitud de patente es necesario que se haga a nombre de la
Universidad de Costa Rica, en cuyo marco y con cuyos recursos o los
recursos externos gestionados por ella, se realizd la investigaciéon que la
ampara. '

8. Que se considera que lo mas conveniente es que esa patente salga a
nombre de la Universidad de Costa Rica como titular a fin de resguardar
el fin publico que la misma debe cumplir.

9. Que el (los) inventor (es) siempre van a ser considerados como tales no
pudiéndose despojarles de dicha condicion.

10.Que el (los) inventor (es) forma (n) parte integrante y activa de esa
comunidad denominada Universidad de Costa Rica.

11. Que el (los) inventor (es) van a ser debidamente resarcidos
econdmicamente en caso de comercializacidon o licenciamiento de Ia
patente.

%)
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CONVENIMOS:

PRIMEROQO: Por medio de este documento el inventor cede, toda propiedad y
dominio sobre la referida invencién, a la Universidad de Costa Rica, pudiendo
por consiguiente de hoy en adelante, ese centro de ensefianza considerarse
como titular de la misma, explotar la invencién como cosa propia o bien
disponer de la misma como corresponda.

SEGUNDO: Las condiciones de la cesion son las siguientes:

a. El inventor conservara su caracter de inventor no pudiéndose despojarle
de dicha condicion.

b. La Universidad de Costa Rica realizara todos los tramltes de solicitud de
la patente y una vez concedida realizard ia promocién y el mercadeo
necesario para su explotacion.

c. Elinventor colaborara en todo el proceso de redaccion de la solicitud con
el aporte de informacion y con la revisidén de la misma que se le solicite.
Asi mismo colaborara en el proceso de comercializacion y posmle
licenciamiento.

d. En caso de que la Universidad logre la comercializacién o licenciamiento
de la patente y reciba una retribucion econdmica por la explotacion de la
misma, por si misma o por un tercero autorizado, convendra en resarcir
al inventor por concepto de esta cesion, de acuerdo con los lineamientos
y normas aplicables en el momento, de manera econdémica por medio de
un porcentaje de los ingresos obtenidos, una vez deducidos los costos
del patentamiento y licenciamiento.

e. En caso de que no se conceda la patente y aun asi la Universidad pueda
explotar la invencion y obtener un beneficio econdmico, se aplicaran las
mismas condiciones del inciso d del punto segundo de este acuerdo.

TERCERO: Presente en este acto la representante legal de esta
Universidad acepta la cesidn y sus condiciones. '

CUARTO: Para efectos fiscales se valora esta cesién en un colén exacto.

San Pedro de Montes de Oca, San José, Costa Rica, 25 de octubre del 2010.
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CESION

La UNIVERSIDAD DE COSTA RICA institucion de educacion superior publica
con cédula juridica 4-0000-42149-36, representada en este acto por la sefiora
YAMILETH GONZALEZ GARCIA, mayor de edad, divorciada, doctora en
historia, con cédula de identidad nimero dos-dos cuarenta y seis -quinientos
cincuenta y cinco, vecina de Montelimar de Guadaiupe, en su condicion de
Rectora, segiin nombramiento de Asamblea Plebiscitaria celebrada el 4 de abril
del 2008, juramentada por el Consejo Universitario en sesién ordinaria nimero
5255, celebrada el 15 de mayo del 2008, quien ejerce la representacién judicial
y extrajudicial de la Universidad de Costa Rica, en concordancia con el articulo
cuarenta inciso a) del Estatuto Organico; y Maria Herrera Vega, mayor de
edad, soltera, quimica, vecina de Concepcion de Tres Rios, portadora de la
cédula de identidad nimero uno - mif cincuenta y seis - trescientos cincuenta y
siete,

CONSIDERANDO:

1. Que es investigadora de la Universidad de Costa Rica.

2. Que en su calidad de investigadora ha participado en el proyecto de
investigaciéon Produccién de hemoderivados de sangre humana.

3. Que como resultado de ese proyecto se desarrolld una invencién
denominada “Proceso para la produccién de formulaciones de proteinas
terapéuticas libres de particulas virales”.

4. Que junto con Mariangela Vargas Arroyo, Alvaro Segura Ruiz, Mauren .

Villalta Arrieta, Guillermo Ledn Montero y Yamileth Angulo Ugalde es co-
inventora de dicha invencion.

5. "Que de acuerdo con las politicas internas de la Universidad de Costa
Rica, en concordancia con el inciso segundo del articulo cuarto de la Ley
de Patentes de Invencidn, esa invencién pertenece a ambas partes.

6. Que la Universidad cuenta con el recurso humano y econémico para
proteger la mencionada invencién por medio de una patente asi como
los recursos para lograr su comercializacién o licenciamiento.

7. Que para una mayor facilidad de los tramites necesarios para el proceso
de solicitud de patente es necesario que se haga a nombre de la
Universidad de Costa Rica, en cuyo marco y con cuyos recursos o {0s
recursos externos gestionados por ella, se realizo la investigacion que la
ampara.

8. Que se considera que lo mas conveniente es que esa patente salga a
nombre de la Universidad de Costa Rica como titular a fin de resguardar
el fin publico que la misma debe cumplir.

9. Que el (los) inventor (es) siempre van a ser c¢onsiderados como tales no
pudiéndose despojarles de dicha condicion.

10.Que el (los) inventor (es) forma (n) parte integrante y activa de esa
comunidad denominada Universidad de Costa Rica.

11. Que el (los) inventor (es) van a ser debidamente resarcidos
econdmicamente en caso de comercializacién o licenciamiento de la
patente.
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CONVENIMOS:

PRIMERO: Por medio de este documento el inventor cede, toda propiedad y
dominio sobre la referida invencién, a la Universidad de Costa Rica, pudiendo
por consiguiente de hoy en adelante, ese centro de ensefianza considerarse
como titular de la misma, explotar la invencién como cosa propia o bien
disponer de la misma como corresponda.

SEGUNDO: Las condiciones de la cesion son las siguientes:

a.- El inventor conservara su caracter de inventor no pudiéndose despojarle:
de dicha condicion.

b. La Universidad de Costa Rica realizara todos los tramites de solicitud de

"" la patente y una vez concedida realizara la promocién y-ei mercadeo
necesario para su explotacion.

c. Elinventor colaborara en todo el proceso de redaccién de la solicitud con
el aporte de informacidn y con la revision de la misma que se le solicite.
Asi mismo colaborara en el proceso de comercializacion y posible
licenciamiento.

d. En caso de que la Universidad logre la comercializacién o licenciamiento
de la patente y reciba una retribucién econémica por la explotacién de la
misma, por si misma o por un tercero autorizado, convendra en resarcir
al inventor por concepto de esta cesioén, de acuerdo con los lineamientos
y normas aplicables en el momento, de manera econdémica por medio de
un porcentaje de los ingresos obtenidos, una vez deducidos los costos
del patentamiento y licenciamiento.

e. En caso de que no se conceda la patente y atn asi la Universidad pueda
explotar la invencion y obtener un beneficio econémico, se aplicaran las
mismas condiciones del inciso d del punto segundo de este acuerdo.

"TERCERO: Presente en este acto la representante legal de esta
Universidad acepta la cesion y sus condiciones.

CUARTO: Para efectos fiscales se valora esta cesion en un colon exacto.

San Pedro de Montes de Oca, San José, Costa Rica, 25 de octubre del 2010.
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LUIS BAUDRIT CARRILLO
Notario con oficina en San José
CERTIFICA

Que la Asamblea Plebiscitaria de la UNIVERSIDAD DE COSTA RICA, celebrada
- el cuatro de abril de dos mil ocho, eligi6 como RECTORA a YAMILETH
GONZALEZ GARCIA —Doctora en Historia, con cédula de identidad numero dos
— doscientos cuarenta y seis — quinientos cincuenta y cinco, vecina de Montelimar,
Goicoechea— por ei periodo comprendido entre el diecinueve de mayo de dos mil
ocho y el dieciocho de mayo de dos mil doce. Certifica lo anterior con vista de la
comunicacion hecha por el Tribunal Electoral Universitario al Consejo
Universitario, que consta publicada en La Gaceta quversitaria numero nueve —
dos mil ocho del nueve de mayo de dos mil ocho. De conformidad con lo dispuesto
por el articulo cuarenta, inciso a), del Estatuto Organico; corresponde a la sefiora
Rectora la representacion judicial y extrajudicial de la Universidad de Costa Rica.
También certifica gue el nGmero de cédula de persona juridica de la Universidad
de Costa Rica es cuatro — cero cero cero — cero cuarenta y dos mil ciento cuarenta
y nueve. Esta certificaciéon esta exenta del pago de timbres y especies fiscales

conforme a la ley nimero tres mil treinta. A solicitud de la Universidad de Cos

Rica expide la presente, en relacion, y hace constar que lo omitido no mo
marzo de do¥

certificado. Firma en San José, el dia diecisiete

Certificaciéon nimero doscientos sesenta y seis/ dos
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