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TINTES PARA MEMBRANAS Y ESTRUCTURAS BIOLOGICAS

Campo de la invencién

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

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

Aniecedentes de la invencion

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

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

La intreduccién de cirugia vitreo retiniana, vitrectomia pars plana, permitié el tratamiento

de enfermedades graves de la retina tales como la retinopatia diabética, agujero macular y

#2161066
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desprendimiento de retina. La técnica de vitrectomia quirrgica incluye retirar el gel intraocular
vitreo, quitar todas las membranas pre-retinianas, y restaurar el volumen ocular con una
solucién salina balanceada, gas o aceite de silicona. El retiro de las membranas pre-retinianas
tal como en el tratamiento de vitreoretinopatia proliferativa, como una consecuencia del
desprendimiento de retina, membranas epirretinianas fibrogliales y membrana limitante interna
(ILM), comprende un paso quirtrgico técnicamente dificil debido a la naturaleza delgada y
semitransparente de los tejidos . 2 varios estudios han mostrado complicaciones retinianas
causadas por iatrogenia debido a fa accién de retirar estas microestructuras.

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

Desde entonces, varios investigadores en todo el mundo han propuesto estudiar esto
aun mas con el fin de encontrar un tinte con alta capacidad para tinturar estructuras
intraoculares que sea seguro para la retina. En la investigacién del tinte ideal, la presente
invencion propone el uso de tintes naturales que incluyen el uso de un pigmento que es una

estructura constitutiva de la retina en calidad de un tinte nuevo alternativo para usar en cromo



10

15

20

25

30

vitrectomia u otras cirugias o procedimientos donde sea necesario o dtil definir capas o limites
para guiar al proveedor de cuidado de la salud durante un procedimiento o un proceso.

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

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

El documento EP1075284B1 se refiere al uso de tintes vitales para facilitar
procedimientos quirlrgicos en la cirugia vitreorretiniana.

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

La presente invencion también proporciona una o mas composiciones naturales que
pueden usarse para proteger tejidos y células, expuestos durante los procedimientos
quirdrgicos, del dafio debido a la luz presente en el campo quirlrgico. Las composiciones
incluyen luteina y zeaxantina que absorben la [uz y proporcionan un efecto protector,
particularmente contra las longitudes de ondas de luz mas dafinas.

La presente invenciéon también proporciona una o mas composiciones naturales que
pueden usarse para proteger tejidos y células intravasculares mediante la aplicacién tépica al
ojo o inyeccién dentro del ojo. Las composiciones incluyen luteina y zeaxantina que son
conocidas por proporcionar un efecto protector a los tejidos intraocular es, particularmente

frente a la degeneracion macular.
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Resumen de la invencién

La presente invencién se refiere al uso de uno o varios tintes naturales, solos o en
combinacion con otros tintes, para tinturar membranas y estructuras biclégicas, en general, y al
uso de tales compuestos para la preparacién de composiciones para tinturar membranas y
estructuras biologicas con el proposito de facilitar la identificacion de estas durante
procedimientos quirdrgicos o medicos.

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

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

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

Un objeto de la presente invencion es la proteccion de tejidos y células, expuestos
durante los procedimientos quirargicos, del dafio debido a la luz presente en el campo
quirtirgico mediante la administracién de uno o mas tintes los cuales incorporan luteina y
zeaxantina, los cuales absorben luz.

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

luteina y zeaxantina.

Breve descripcion de las figuras

Fig. 1 es una carta colorimétrica que muestra la locaciéon de diversos tintes vy

combinaciones de tintes de la presente invencién.

Descripcién detallada de la invencién
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La presente invencién se refiere a composiciones que comprenden uno o mas tintes
naturales, solos o0 en combinacion con otros tintes, en combinacién con vehiculos aceptables
en farmacia, para la identificacion de membranas y estructuras biologicas durante
procedimientos quirtirgicos 0 medicos.

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

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

Los tintes de la presente invencidn crean un nivel satisfactoric de tinturado a una
concentracion que es aceptable desde el punto de vista fisiologico y toxicologico. Se preftere
que se use una cantidad minima de tinte que propor.cionaré una diferenciacion visible entre las
membranas o estructuras bioldgicas seleccionadas y el tejido adyacente.

Los tintes de la presente invencién se seleccionan del grupo que comprenden
ingredientes, porciones o extractos de luteina, zeaxantina, urucum, licopeno, astaxantina, beta-
caroteno, y beta-criptoxantina, solos o en combinacién entre si. Tales tintes también pueden
usarse en combinacion con tintes seleccionados del grupo que comprende ingredientes,
porciones o extractos de azul brillante, verde indocianina, verde infracianina, azul tripano, azul
patente, azul bromofenol, verde rapido, carmin de indigo, azul de Evans, verde ligero,
triamcinolona, violeta cristal, fluoresceina, acetato de fluormetolona y rojo congo. En una
modalidad mas particular, las composiciones comprenden luteina y zeaxantina solas o

combinadas con tripano o azul brillante.
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Los vehiculos aceptables en farmacia pueden seleccionarse del grupo que comprende
amortiguador de pH de fosfato, soluciones salinas balanceadas (BSS), alcohol polivinilico,
alcohol bencilico, agua purificada, fosfato de sodio, cloruro de sodio, cloruro de calcio, cloruro
de magnesio, cloruro de potasio, citrato de sodio, acetato de s'odio, acido borico, bérax,
metilcelulosa y derivados, acido hialurénico, polisorbato de sodio dextrano, Tweens, sulfato de
condroitina, edetato de sodio, propilenglicol, polietilenglicol, fenilfosfato, ftalato de sodio, fosfato
de potasio, acido citrico, carbomer 934, carbopol, acido metafosférico, acido glicocélico y acide
acético.

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

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

En esta invencion, membranas bioldgicas se refieren a cualquiera y a todas las
membranas que necesitan identificarse en la cirugia puede el cuidado meédico en general,
particularmente en cirugia oftaimica, de cerebro, de articulaciones, abdominal, plastica,
ginecologica y oncologica.

Las composiciones de la invencion pueden usarse para identificacién de membranas o
estructuras en procedimientos quirirgicos o médicos generales. Procedimientos quirdrgicos
comunes donde es necesario identificar estructuras y membranas incluyen cirugias oftaimicas,
de cerebro, artro-ortopédicas, abdominales, plasticas, de articulaciones, ginecologicas y
oncolégicas. La invencion es especialmente aplicable en la identificacion de membranas
intraoculares y estructuras biolégicas en cirugias oftalmicas que incluyen cromo vitrectomia.
Preferiblemente, los tintes usados en esta invencion son luteina y zeaxantina y sus

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

La presente invencion se refiere al uso de luteina y/o zeaxantina como tintes o
colorantes seguros y efectivos para procedimientos quirurgicos tales como, entre otros, cromo
vitrectomia, los cuales permiten una identificacion facil de membranas y estructuras biologicas
tales como la membrana epirretiniana, ILM, capsula anterior y posterior, epitelio y endotelio de
cornea, hialoidea vitrea y posterior, y su remocién completa, cuantos es necesario, mediante
cirugia oftalmica.

En vista de las complicaciones retinianas iatrogenicas causadas por los procedimientos
en la remocién de estas micro estructuras mostradas en el estado de la técnica, el uso de
colorantes naturales, solos o en combinacién con otros tintes, para tinturar membranas
intraoculares y otras estructuras, hacen posible un avance tanto en la técnica quirdrgica como
también en el perfil de toxicidad, con mejoramientos sustanciales en los resultados quirargicos.

Luteina, que tiene la férmula estructural de abajo:

HO™"

y zeaxantina, que tiene las férmula estructural de abajo:

Son pigmentos lipofilicos que pertenecen al grupo de carotencides y tradicionalmente se
encuentran en frutas y vegetales. Estos dos carotencides son isomeros estructurales y tienen
un grupo hidroxilo en la porcién terminal de la molécula, lo cual explica parcialmente su

diferente polaridad y tropismo para ciertas estructuras biologicas tales como la macula. Luteina
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y Zeaxantina estan asociadas con la posible prevencion de maculopatias asociadas con la edad
debido tanto a sus propiedades antioxidantes gue pueden prevenir el progreso de la
degeneracion macular, como a su distribucidn reconocida en la macula. Esta distribucion
selectiva y especifica de estos carotenoides sugiere que desempefian un papel importante en
esta region, tanto como “un filtro” de luz azul, lo cual induce tipicamente a la formacién de
especies de oxigeno radical, como también por su actividad como antioxidantes. El pape! de
luteina y zeaxantina en el ojo es un buen ejemplo de como el cuerpo humano puede
defenderse contra un proceso de oxidacién. De manera interesante, luteina y zeaxantina tienen
un mecanismo de accion dual y sinérgico en la macula. Luteina y zeaxantina estan presentes
en la regidén amarilla central (ia fovea) que tiene una absorcién méxima en 446 nm, la cual es
por coincidencia la misma longitud de onda que la de la luz azul en el espectro
electromagnético y de esta manera absorbe el exceso de la energia de fotones. Exactamente
debido a esta absorcién, luteina y zeaxantina tienen grupos cromoforos responsables de su
caracteristico color amarillo-anaranjado.

En Europa la luteina se clasifica como un tinte para alimentos, registrado bajo el numero
E161b en EFSA (por European Food Safety Authority o Autoridad europea de seguridad
alimentaria). El hecho de que es (i) una molécula GRAS (por Generally Recognized Safe o
reconocida generaimente como segura, la mas aita distincion concedida a wun
alimento/aditivoftinte), (i) reconocida por la FDA (por Food & Drug Administration o
Administracion de Alimentos y Medicamentos en los Estados Unidos de Ameérica) como tal, (jii)
ampliamente estudiada y el objeto de varios articulos cientificos publicados en revistas
revisadas por pares, (iv) asociada con un efecto benéfico posible al prevenir las enfermedades
retinianas principales de hoy dia y (v) un tinte, 1a hace una sustancia interesante como un
objeto de estudio e identificacion de membranas intraoculares y otras estructuras bioldgicas no
limitadas a, por ejemplo, membranas intraoculares.

En Europa la zeaxantina también esta registrada como un tinte para alimentos por parte
de la EFSA y tiene un nimero E asignado E161h. Zeaxantina es una molécula GRAS y acido
el objeto de articulos cientificos publicados en revistas revisadas por pares. Como tinte, la

zeaxantina se hace una sustancia interesante por ser un objeto de estudio e identificacién de
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membranas intraoculares o estructuras biologicas, no limitadas a, por ejemplo, membranas
intraocuiares.

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

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

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

rangos cuantitativos particulares.



Tabla 1
Concentracién
Concentracion Funcién dentro de
Componente preferible
(% piv] la composicion
[% piv]
Luteina 0.001% a 20% 0.01% a 5% Activa
Zeaxantina 0.0007% a 20% 0.007% a 0.5% Activa
Urucum 0.01% a 20% Activa
0.0125% a
Azul brillante 0.01% a 0.05% Activa
0.025%
Verde Indocianina 0.001% a 20% 0.5% Activa
Verde infracianina 0.001% a 20% 0.5% Activa
Azul tripano 0.001% a 20% 0.04% Activa
Azul patente 0.05% a 0.5% 0.24% Activa
Azul bromofenol 0.05% a 0.5% 0.2% Activa
Verde rapido 0.001% a 20% Activa
Carmin de indigo 0.001% a 20% Activa
Azul de Evans 0.001% a 20% Activa
Verde ligero 0.001% a 20% Activa
Triancinolona 0.001% a 20% Activa
Violeta cristal 0.001% a 20% Activa
Fluoresceina 0.001% a 20% Activa
Acetato de
0.001% a 20% Activa
fluormetolona
Rojo Congo 0.001% a 20% Activa
Amortiguador de pH
0.001% a 99.99% Vehiculo
fosfato
Solucidn salina
0.001% a 99.99% Vehiculo
balanceada
‘Acido polivinilico 0.001% a 99.99% Vehiculo
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Acido bencilico 0.001% a 99.99% Vehiculo
Agua purificada 0.001% a 99.99% Vehiculo
Fosfato de sodio 0.001% a 99.99% Vehiculo
Cloruro de sodio 0.001% a 98.98% Vehiculo
Cloruro de calcio 0.001% a 99.99% Vehiculo
Cloruro de magnesio 0.001% a 99.99% Vehiculo
Cloruro de potasio 0.001% a 99.99% Vehiculo
Citrato de sodio 0.001% a 98.99% Vehiculo
Acetato de sodio 0.001% a 99.99% Vehiculo
Acido bérico 0.001% a 99.99% Vehiculo
Borato de sodio 0.001% a 99.99% Vehiculo
Metilcelulosa y sus

0.001% a 99.99% Vehiculo
derivados
Acido hialurénico 0.001% a 99.99% Vehiculo
Dextrano 0.001% a 99.99% | Vehiculo
Polisorbato de sodio 0.001% a 99.99% Vehiculo
Tweens 0.001% a 99.99% Vehiculo
Sulfato de condroitina 0.001% a 99.99% Vehiculo
Edetato de sodio 0.001% a 99.99% Vehiculo
Propilenglicol 0.001% a 99.99% Vehiculo
Polietilenglicol 0.001% a 99.99% Vehiculo
Fenilfosfato de sodio 0.001% a 99.99% Vehiculo
Ftalato de potasio 0.001% a 99.99% Vehiculo
Fosfato de potasio 0.001% a 99.99% Vehiculo
Acido de citrico 0.001% a 99.99% Vehiculo
Carbomer 934 0.001% a 99.99% Vehiculo
Carbopol 0.001% a 99.99% Vehiculo
Acido metafosforico 0.001% a $9.99% Vehiculo
Glicocol 0.001% a 99.99% Vehiculo
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Acido acético 0.001% a 99.99% Vehiculo

Hay muchos beneficios asociados con el uso de tintes naturales que incluyen: (i} facil
identificacién de membrana y estructuras bioldgicas para identificar, retirar o trabajar con; (i)
prevencion de efectos laterales causados por la remocién incompleta de membranas y
estructuras biologicas; (iii) facil reduccién del tiempo de cirugia con reduccién en las tarifas
médicas y de hospital; (iv) seguridad incrementada porque el tinte propuesto es un tinte natural,
solo 0 en combinacion con otros tintes, no sintéticos, y todas las alternativas en el mercado hoy
en dia han demostrado toxicidad; y (v) posiblé asaciado con el uso del tinte en la cirugia u otros
procedimientos médicos.

Un proceso general de preparacion de composiciones de la presente invencion es como
sigue. Se recibe el material de empaque. A continuacion se pesan las materias primas
necesarias para la fabricacion. E! manejo y/o 1a filtracion se hacen en fa habitacion de clase
ISO 8. Antes del llenado séptico o aséptico se realiza control de calidad durante el proceso. Si
el llenado es aséptico sigue e! siguiente flujo: lienado en la habitacién de clase I1SO 5, sellado
en la habitacion de clase 1SO 7 y esterilizacién en la habitacion de esterilizacién final. De
manera inversa si el llenado séptico sigue el siguiente fiujo: filtracién esterilizante en la
habitacién de clase I1SO 5, llenado en la habitacion de clase ISO 5 y sellado en la habitacion de
clase I1ISO 7. Después de estos pasos, tiene lugar el empacado y el control de calidad del
producto terminado.

Ei proceso de fabricacion de las composiciones que comprenden uno o varios tintes o
pinturas, tales como luteina, zeaxantina, urucum, licopeno, astaxantina, beta-caroteno, beta-
criptoxantina, solos 0 en combinacién entre si, y tales tintes y composiciones de tintes, solos o
en combinacién con azu! brillante, indocianina verde, infracianina verde, azul tripano, azul
patente, azul bromofenol, verde répido, carmin de fndigo, azul de Evans, verde figero,
triamcinolona, violeta cristal, fluoresceina, acetato de fluormetolona y rojo congo. Aquellas
personas versadas en la materia seran capaces de utilizar mezcias de estos tintes siempre y
cuando la mezcia cumpla los propésitos de tinturar los tejidos biolégicos seieccionados para
distinguirlos facilmente de los tejidos bioldgicos adyacentes, preferiblemente en bajas

cantidades y sin toxicidad, con muy poca, y sin residuos de tinte, o con muy poco, despues del
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procedimiento. En general, la concentracion del tinte o de la mezcla de tintes se minimiza
mientras se tintura efectivamente el tejido biolégico seleccionado y al mismo tiempo se
minimiza el riesgo de posible dafio o toxicidad al tejido biolégico. La viscosidad de la solucién
del tinte puede ajustarse, por ejemplo, adicionando acido hialurénico para lograr una
adherencia mejorada al tejido biolégico seleccionado. Adicionalmente, la solucidn puede
formularse como una dispersion. Es bien conocido en el Estado del arte seleccionar y formular

una forma adecuada de la solucién para aplicaciones particulares.

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

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

precipitacion inmediata de la solucién de tinte en la membrana.

Para la cornea se utilizd la siguiente técnica de evaluacion:

Calificacion Criterios de evaluacion de la cornea’

0 Sin retencion de tintura

1 Un cuarto (0 menos) pero no cero

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

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

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

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

Estos experimentos establecen que luteina y zeaxantina en combinacion con vehiculos
y/o tintes aceptables en farmacia pueden usarse para la preparacidn de una composicién para
facilitar la identificacion de membranas y estructuras bioldégicas durante procedimientos
quirGrgicos, no limitados a, por ejemplo, procedimientos quirurgicos oftalmicos.

Las cantidades de tintes en general, y mas especificamente de luteina y zeaxantina,
como también vehiculos y/o tintes aceptables en farmacia se encuentran listados en la Tabla 1.

Mientras que luteina o zeaxantina pueden usarse solas o en combinacion con otros
tintes, la proporcidn preferida de luteina a zeaxantina en la composicion se encuentra en el

rango de 5:1 a 1:5 y todos los valores intermedios.

Eiemplo 2 — Composicion de {uteina y/o zeaxantina y azul brillante:

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

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

Materiales:

L/Z05g

Azul brillante: 0.025 g

Fosfato de sodio monobasico: 0.004 g

Fosfato de sodio dibasico. 0.028 g
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Cloruro de sodio. 0.85 ¢
Povidona 0.4 g
Aicohol polivinilico 1.4 g

Agua q.s.p. 100 mL

Preparacion:

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

Verificar el pH.

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

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

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

incluidos algunos ejemplos de formulas.

Tabla 2 — Formulaciones de composiciones ejemplares

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

2 | Verdoso 0.50% /Z 0.025% Azul brillante

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

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

5 | Verdoso 0.25% L/iZ 0.0125% Azui brillante

Otras modalidades preparadas incluyen: (1) 20% L/Z dispersable / soluble en agua
independientemente de la forma fisica y acido polivinilico 1.4% gs 100%; (2) 0.5% de UZ

dispersable / soluble en agua independientemente de la forma fisica, 0.025% de azu! brillante, y
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acido polivinilico 1.4% gs 100%; y (3) 0.5% de L/Z dispersable / soluble en agua
independientemente de la forma fisica, 0.0125% de azul brillante, y acido polivinilico 1.4% qs
100%.

Las principales técnicas de manipulacion usadas incluyen: (i) disolucion; (2) agitacion,;
(3) ﬁltr.acic’)n;-y (4) esterilizacion.

La etapa de esterilizacién, cuando es necesaria, se realiza mediante calor humedo, en
la autoclave con temperaturas en los rangos desde 80° a 140°C, mediante filtracion
esterilizante, mediante radiacién o mediante otro método compatible.

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

alrededor de 300mOsm.

Ejemplo 3 - Desarrollo de formulaciones intracculares

Ademas del uso de un solo tinte en una composicion, tal como se habia mencionado
previamente, también es posible preparar una composicién que comprende una combinacioén
de mas de un tinte. En esta invencién no solamente se proporcionan y se identifican
concentraciones de vehiculo y compuestos activos que difiere del arte previo, sino que tambien
el uso especifico y el sitio de deposicion que se hace directamente a las membranas del ojo 0 a
otras estructuras biolégicas. Esto no habia sido suministrado por el arte previo en el cual se
administraban oralmente luteina y zeaxantina (capsulas, tabletas, barras de cereal o leches
fortificadas). La presente invenciéon proporciona una composicion en forma de un tinte
inyectable formulado a partir de materias primas que incluyen luteina y/o zeaxantina. El arte
previo no ensefiaba composiciones que pudieran administrarse durante procedimientos
quirargicos en una forma de administracion inyectable las aplicaciones especificas incluyen una
solucion o dispersion de inyeccién, un implante ocular para proteccion contra la degeneracion
macular o la progresion de degeneracion macular, y una forma de liberacion lenta de L/Z
colocada en el gjo.

Luteina y/o Zeaxantina

La disolucion se hace con los vehiculos identificados en la tabla 1 de arriba. La solucién

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

Las etapas principales estan listadas abajo:

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

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

3. |dentificar ! color resultante de los grupos cromosémicos; se analizaron mezclas que
comprenden diferentes colores dentro del espectro visible.

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

concentracion optimos; se siguieron los procedimientos descritos arriba.

Eiemplo 4 - Estudio de ojos cadavéricos

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

Pronto después de retirar la cornea, se aplicaron 0.1-0.3 mL del tinte (L/Z 0,25-20% solo
combinado con azul brillante (0.0125% -0.025%) o azul tripano (0.01% - 0.15%) a la capsula
anterior del cristalino. Después de 30 segundos se retiré el tinte con una irrigacion leve de 10

mL de BSS. Luego se retiré la capsula de los clientes con férceps de capsulorrexis Utrata
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aplicando un movimiento circular con 360 grados. Después de retirar el exceso de ojo, la
intensidad de tintura se emitié mediante la nota O (sin tintura), + (tinturado ligero), + + (tinturado
moderado), + + +/++++ (tinturado intenso), por parte de tres cirujanos experimentados que no
conocian las sustancias y que estuvieron operando de manera independiente. Las capsulas
anteriores retiradas se evaluaron mediante espectrofotometria.

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

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

retiradas se evaluaron por medio de espectrofotometria.

Ejemplo 5 - Analisis histolégico

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

microscopio electronico Jeol JX 1500TM (Jeol Ltd., Tokio, Japon).
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Eiemplo 6 - Estudios de toxicidad en copejos

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

Inveccién intravitrea v técnica quirlrgica. Se usaron dos técnicas quirdrgicas para

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

El siguiente paso guirtrgico fue la aplicacién de dos marcas de fotocoagulacion con
laser de diodo FTC / TTT / IPDT 2000TM ({Electronica Opto, Sac Carlos, SP, Brasil) con los
parametros de 100 pm in didmetro, 100 milivatios y duracién de 300 milisegundos, en la retina
temporal y nasal 4 mm debajo del nervio optico. La funcién de las marcas de laser es delimitar
la regién que es inyectada al ojo en el area subretiniana para analisis histologico. La
administracién del tinte fue hecha con una canula de infusion calibre 41 para transiocacion
macular (Bausch & Lomb, USA). La canula se posiciond 2 mm por encima de la marca de

fotocoagulacion de laser previa. El tinte usarse se inyecto al espacio subretiniano en diferentes
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concentraciones, y a 2 mm por debajo de la marca de fotocoagulacion temporal. El tinte se
infundié continuamente hasta que se formé una burbuja de 3 mm in didmetro mediante una
infusién de 0.02 mL del tinte. A continuacion, se infundié 0.02 mL de solucién de control BSS
con la misma forma que la marca de laser nasal. El ojo se suturé con hilo 7-0 Vicryl en las tres
esclerotomias. Este experimento se repitid en dos animales con cada tinte a diferentes
concentraciones. Los conejos se sacrificaron con inyeccién intravenosa de 2 mL de fenobarbital
y los ojos se retiraron mediante enucleacion con laser 24 horas después de la cirugia.

En un segundo experimento, se evalud la toxicidad de tinte intravitreo. Se inyecto un
total de 0.1 mL de tinte a ia cavidad vitrea de los ojos y se repitié en dos animales adicionales.
En el ojo contralateral de un animal se inyecté 0.1 mL de BSS (290 mOsm) como control. La
técnica de inyeccién intravitrea sigue patrones internacionales #. En breve se colocé un
blefarostato seguido de instilacién de una gota de yodo-povidona al 5% en el cjo. Bajo el
microscépico quirdrgico se conectd una aguja calibre 27 a una jeringa de 1 mL que contiene el
tinte o BSS y se inyectd en la region esclerdtica supratemporal, 2 mm posterior al limbo. Se
examinaron los ojos para escribir desprendimiento de retina, hemorragia vitrea o heridas al
cristalino. Al final del procedimiento se aplico una gota de gotas oftdimicas estériles con
antibidticos y esteroides. Los conejos fueron sacrificados con inyeccion intravenosa de 2 mL de
fenobarbital y los ojos se retiraron mediante enucleacion por laser 24 horas después de la
inyeccion y se fijaron en glutamaldehido a 2.5%.

Fundoscopia y_angiografia de fluoresceina. Se realizd angiografia de fluoresceina

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

Histologia. Los ojos fueron enucleados y fijlados en una solucion de 2% de
paraformaldehido, 2% de glutaraldehido y amortiguador de pH de fosfato 0.1 mol/L y pH 7.4 por

24 horas. A esto le siguid empapar el tejido en Araldite® para secciones histoldgicas. El

20



10

15

20

25

material se recogié desde dos areas diferentes en los sitios de las inyecciones previas del ojo.
Todas las muestras se recogieron en areas separadas 500 pm una de ofra. Las muestras se
analizaron mediante microscopia éptica y microscopia electronica. Para microscopia optica las
secciones delgadas de tejido se examinaron después de tinturarlas con tinte azul de toluidina.
Para microscopia electronica se colocaron secciones ultra delgadas en micro estructuras de
cobre pinturas con acetato de uranilo y citrato de plata y se examinaron con el microscopio
electronico Jeol JX 1500TM (Jeol Ltd., Tokio, Japoén).

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

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

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

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

Después del procedimiento: recoleccién de datos para histologia, microscopia
electronica y analisis estadistico de resultados.

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

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

Eiemplo 7 - Uso como tintura histopatologica.

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

de cacodilato de sodio 0.1M manteniendo la solucién al pH 7.2,
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La solucién se mantuvo por 24 horas y se cortaron los tejidos de la retina, conjuntiva y
de la cornea. Luego se realizd el primer proceso de enjuague tres veces usando un
amortiguador de pH cacodilato de sodio 0.1M durante 15 minutos. El segundo proceso de
enjuague se realizd luego dejando el tejido en solucién por una noche con el mismo
amortiguador de pH. El segundo proceso de fijacion se realiza con tetradxido de osmio 2% en
amortiguador de pH cacodilato de sodic 0.1M por 2 h, seguido de un enjuague por 10 minutos
con el mismo amortiguador de pH. Después de eso el material pasd el proceso de
deshidratacion/secado, comenzando con etanol 70% (15min, dos veces), 90% (15min, dos
veces) y 100% (15min, 4 veces) y terminando con 6xido de propileno (30min, 3 veces). Luego,
el material se sometié a infiltracién con resina Epon® (Miller-Stephenson) en una solucion 1:1
de Epon®: oxido de propileno por una noche, con el parpado abierto. El dia después, el
material se re-infiltra con Epon® por 4h en condiciones al vacio. Después de esto, el material
se incluyd en un molde y se lievod al proceso de polimerizacién a 60 °C por 48h. Despues de
recortar, se hicieron cortes semi-delgados con espesor de 40 um en un micrétomo Leyca
Reichert Ultracut #702501 y finalmente se tinturar un con la solucién de tinte mencionada
previamente. Hubo un tinturado adecuado del material cortado proporcionando un tinturado

azul-verdoso a todos los materiales.

Eiemplo 8 - Proteccién frente al dafio del tejido durante procedimientos quirdrgicos.

Los procedimientos quirirgicos involucran normalmente una exposicion de tejidos y
células al ambiente de la sala quirtrgica, la cual tipicamente tiene oxigeno y Iluz.
Especificamente, la mayoria de salas de cirugia poseen iluminadores potentes
(endoiluminadores) cuya Unica funcién es proporcionar la mejor iluminacion posible para que el
cirujano visualice las areas objetivo y sea capaz de realizar sin problema todas las etapas de la
cirugia. El endoiluminador esta descrito en la literatura cientifica como una fuente poderosa de
luz azul que puede proporcionar un efecto foto toxico en la retina.** La luz azul se describe en
la literatura cientifica como una fuente inherente de radicales libres.®® Los radicales libres se
han descrito de manera extensa en la literatura como atracadores de la integridad de la

membrana lipofilica fotorreceptor, causando muerte celular prematura y conduciendo a
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degeneracion macular asociada a la edad, la causa destacada de seguida en el mundo
occidental. Los radicales libres también proporcionan la acumulacion de drusas en el cristalino
lo que conduce al inicio prematuro de cataratas.’* Luteina y Zeaxantina (L/Z) pueden
estabilizar, aplacar o atrapar radicales libres evitando mas dafios al fotorreceptor o la integridad
del cristalino y, por lo tanto, contribuyendo a disminuir la severidad o incluso la incidencia de
estas condiciones. Por otra parte, L/Z tienen la propiedad de absorber longitudes de onda azul
de la luz en el area de los 446 nm, disminuyendo por lo tanto la exposicién del cristalino o de
los fotorreceptores retinianos a la luz peligrosa (3-23). El siguiente parrafo retrata una
descripcion del mecanismo de accién de L/Z. El endoiluminador es una fuente de éxposicién
intensa a la luz, principalmente luz azul. La sala de cirugia esta liena de oxigeno, el
combustible perfecto para la formacion de radicales libres. El uso intraocular de soluciones de
L/Z proporcionara una proteccion extra a la cirugia dada por su mecanismo de accion como
filtro y antioxidante. Costa et al concluye que “la toxicidad retiniana inducida por la luz del
endoiluminador depende de factores taies como la duracion de uso, tipo, potencia y longitud de
onda de la fuente de luz. El peligro de la radiacion de luz se incrementa al disminuir la longitud
de onda debido a que en los efectos fototoxicos mas potentes intervienen rayos ultravioleta y
luz azul, tal como se muestra en estudios experimentales.” Ademas, puesto que la oxidaciones
un problema sistémico que puede ocurrir en cualquier parte en los tejidos del cuerpo humano y
puesto que la exposicion al endoiluminador esta presente en todas las cirugias, no solamente
en cirugias oftdlmicas, la presencia de L/Z como una ayuda quirdrgica puede disminuir el
contacto y el ataque de los fotones de luz azul y los radicales libres a los tejidos, acelerando su
degeneracion (y enfermedades degenerativas consecuentes), virtualmente en todas las partes

del cuerpo.

Luteina y zeaxantina son pigmentos lipofilicos que pertenecen al grupo de los
carotenoides y se encuentran tradicionalmente en frutas y vegetales. Estos dos carotenoides
son isémeros estructurales y tienen un grupe hidroxilo en la porcién terminal de la molécula lo
cual explica parcialmente su polaridad y tropismo diferentes para ciertas estructuras biologicas
tales como la macula. Existe una variedad significativa de estudios previos publicados,

revisados por pares, que muestran que L/Z estan asociadas con la posible prevencién de
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maculopatias asociadas con la edad debido a (i) su mecanismo antioxidante que puede
prevenir el progreso de la degeneracién macular y (ii) su distribucion exclusiva en la macula. La
distribucion selectiva y especifica de estos carotenoides sugiere que estos desempefan un
papel importante en esta region, tanto como un "filtro" de luz azul y como un antioxidante. La
luz azul es bien conocida por ser uno de los mayores generadores de radicales hidroxilo, un
espécimen de oxigeno reactivo que ataca estructuras biclégicas tales como fotorreceptores.
Las especies de oxigeno reactivo (ROS por Reactive Oxygen Species) se generan
continuamente en la retina por la existencia de varias reacciones metabdlicas, considerables
niveles de oxigeno, acidos grasos poliinsaturados y fotones de luz azul. La continua exposicion
a estos fotones en la retina conducira a la formacién de ROS los cuales en su bisqueda de
estabilizacion capturaran un electrén de cualquier foto sensibilizante tal como un fotorreceptor,
atacando esta estructura. Con una cadena poliénica extensa, L/Z, si estan presentes en el
cristalino y en la region retiniana, pueden donar electron necesitado para que las ROS
formadas como resultado de la presencia de luz azul, sofocando la etapa tripleta de ambos
fotosensibilizantes asi como también el oxigeno singlete, inhibiendo mas formacion de ROS y
previniendo la lipo-peroxidacién. De manera interesante, las moléculas de L/Z absorben luz en
la region del espectro visible, alrededor de 446nm, lo cual coincide exactamente con la region
azul del espectro electromagnético. Por esta razdn, es conocido que L/Z pueden ser
absorbentes naturales de luz azul, disminuyendo su prevalencia negativa en el cristalino y en la
retina. El uso de suplementos orales de L/Z con el objetivo de prevenir maculopatia asociadas

con la edad ha sido registrado por varios afios.
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Ejemplo 10 - Formulacion de tinte que incluyen L/Z y azul brillante (BB)/azul tripano (TB)

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

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

temperatura.

La descripcion precedente y los dibujos comprenden modalidades ilustrativas de las
presentes invenciones. Las modalidades precedentes y los métodos descritos en la presente
pueden variar con base en la habilidad, experiencia y preferencia de aquellos versados en la
materia. El simple listado de las etapas del método en un cierto orden no constituye una
limitacién en el orden de las etapas del método. La descripcion precedente y los dibujos

simplemente explican que ilustran la invencidn y la invencién no se limita a los mismos, excepto
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en la medida que las reivindicaciones las limiten. Aquellos versados en la materia que tienen la

revelacion ante si seran capaces de hacer modificaciones y variaciones en la misma sin

apartarse del alcance de la invencion.
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Reivindicaciones

1. Un kit para colorar tejidos, membranas u otras estructuras, todos bioldgicos, el
cual comprende una jeringa, vial o implante ocular y una composicion dentro de dicha
jeringa, vial o implante ocular en donde dicha composicién comprende un tinte que

consiste de carotenoides de tincién, y un segundo tinte sintético.

2. Un kit, tal y como se define en |a reivindicacion 1, en donde los carotenoides son
seleccionados del grupo de luteina, zeaxantina, licopeno, astaxantina, beta-caroteno, y

beta-criptoxantina, solos o0 en combinacion entre si.

3. Un kit, tal y como se define en la reivindicacion 1, en donde el tinte sintético es
seleccionado de! grupo que consiste en azul brillante, azul de tripano, azul patentado,
indocianina verde, infracianina verde, azul bromofenol, verde rapido, carmin de indigo,
azul de Evans, verde ligero, triamcinolona, violeta cristal, fluoresceina, acetato de

fluormetolona y rojo de congo y combinaciones de los mismos.

4. Un kit, tal y como se define en la reivindicacion 1, en donde los tejidos,

membranas u otras estructuras, todos biolégicos, son intraoculares.

5. Un kit, tal y como se define en la reivindicaciéon 4, en donde la estructura
bioldgica consiste en la capsula anterior del cristalino.

6. Un kit, tal y como se define en la reivindicacién 5, en donde la cépsula anterior

del cristalino se tifie durante la capsulorrexis.

7. Un kit, tal y como se define en la reivindicacion 4, en donde la membrana
biolégica se selecciona del grupo que consiste de la membrana limitante interna, la

membrana epirretiniana, y la membrana hialoidea posterior.

8. Un kit, tal y como se define en la reivindicacion 4, en donde la estructura

biolégica consiste en el cristalino.

9. Un kit, tal y como se define en la reivindicacion 1, en donde los tejidos,
membranas u otras estructuras, todos biolégicos, son ginecoldgicos, abdominales,
neurales u ortopédicos.

10. Un kit para tinturar tejidos, membranas u otras estructuras biologicas, que
comprende una jeringa, vial o implante ocular y una composicion dentro de dicha
jeringa, vial o implante ocular en donde dicha composicién comprende un colorante

carotenoide seleccionado del grupo de luteina, zeaxantina, licopeno, astaxantina, beta-

#2161066
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caroteno, y beta-criptoxantina, solos o en combinacién entre si, u otros tintes sintéticos

en un vehiculo farmacolégicamente aceptable.

11. Un kit de acuerdo con la reivindicécién 10, en donde el tinte sintético es
seleccionado del grupo que consiste en azul brillante, azul de tripano, azul patentado,
indocianina verde, infracianina verde, azul bromofenol, verde rapido, carmin de indigo,
azul de Evans, verde ligero, triamcinolona, violeta cristal, fluoresceina, acetato de

fluormetolona y rojo de congo y combinaciones de los mismos.

12.  Un kit de acuerdo con la reivindicacion 10, en donde el colorante carotenocide es
luteina y/o zeaxantina.

13. Un kit de acuerdo con la reivindicacion 12, en donde el colorante carotenoide

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

14. Un kit de acuerdo con la reivindicacién 11, en donde el tinte sintético esta

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

15. Un kit de acuerdo con la reivindicacién 10, donde el vehiculo farmacéuticamente
aceptable se selecciona del grupo consistente en amortiguador de fosfato, solucion de
sal balanceada, alcohol polivinilico, alcoho! bencilico, agua purificada, fosfato de sodio,
cloruro de sodio, cloruro de calcio, cloruro de magnesio, cloruro de potasio, citrato de
sodio, acetato de sodio, acido bérico, borato de sodio, metilcelulosa y sus derivados,
acido hialurénico, dextrano, polisorbato de sodio, polisorbatos, sulfato de condroitina,
edetato de sodio, propilenglicol, polietilenglicol, sadio fenilo, ftalato de potasio, fosfato
de potasio, acido citrico, carbomer 934, Carbopol, acido meta fosforico, acido

glicocélico, acido acético, y combinaciones de los mismos.

34



Resumen
La presente invencion se refiere al uso de uno o varios tintes naturales, solos o en
combinacién con otros tintes, para la preparaciéon de una composicién para tinturar membranas
y estructuras biolégicas, a fin de facilitar su identificacién durante procedimientos quirurgicos.
La presente invencion se refiere al uso de uno o varios tintes naturales, solos o en combinacion
con otros tintes, para tinturar membranas y estructuras biologicas a fin de facilitar su

identificacion durante procedimientos quirurgicos.
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August 27, 2007

SECRETARY OF STATE

KEMIN INDUSTRIES
CINDEL

2100 MAURY ST

DES MOINES, 1A 50306 USA

APOSTILLE
{Convention de La Hague du 5 octobre 1961)

e, PR I W 4. o '.I.’:;- I R . .::;,:__. -‘,._'.n_._':'.__ '.:'::;-_
'.'-\%‘u\'\‘-‘.l'-l\\ IRz NGl Kl M\.-‘.-..‘.' SR ST Rt

Country: United States of America

'.'- '.'-.'::":‘E”;:J.“-:

This public document has been signed by: CYNTHIA J TATE

Thade”
A

Actings in the capacity oft NOTARY PUBLIC

[T
R i

Bearing the seal/siamp: NOTARY PUBLIC IN AND FOR THE STATE OF
IOWA

CERTIFIED

at: DES MOINES, IOWA, UNITED STATES OF AMERICA

dale: AUGUST 24, 2007

by: the Secretary of State ol the State of Towa, United States of America
No. 07-071759

10 Signature

MICHAEL A. MAURO

Prisivd o ‘_.-:.'
.3. s
TR e SRR NS

{J\’;:a- it -’g\. :J
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- CAVELIER " 181
ABOGADOS

EDIFICIO SISKI
CARRERA 4a N°® 7235
BOGOTA, &~ COLOMBIA

Representacion y Poder con antenticacién mnotarial y
Apostille para patentes, modelos de utilidad, disefios
industriales, marcas de fabrica, nombres comerciales,
ensefias, nombres de doménio, lemas comerciales, licencias.

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

REPRESENTACION Y PODER

REPRESENTATION AND POWER-OF-ATTORNEY

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

KEMIN INDUSTRIES, INC.

domiciliado (s) en/of ;2100 Maury Strcet Des Moines,

lowa 50306, U.S.A.

por cl presente nombramos a EMILIO FERRERO, tpa. 31929; LUZ
*LEMENCIA DE PAEZ, tpa. 23555 y DANIEL PENA, tpa. 65.620,

 domiciliados en la Carrera da N° 72-35, Bogotd, Colombia, en

obedecimicnto a to dispuesto en el parfgrafo lo del Articulo 543 del
Cédigo de Comercio, et primero como principal y -los demds comoe
suplentes, cn su orden, como mis (nuestros) representantes en todos los
asuntos de propicdad industrial con facultad para recibir notificaciones
y nombrar apoderados judiciales o extrajudiciales. Tl primer
representante suplente reemplazard al principa! co caso de ausencia o
impedimento temporal o definitive de aquél, La misma regla sc aplicard
cuando ¢l scgundo representanic suplente haya de reemplwzar al
primero, o ¢l tercero al scgundo. En tales casos, el representante
principal, o el primero, o segundo suplente, cn su caso, o ambos,
declarerin sy intencidn de no ejercer la representacion mediante
declaracién autcnticada por Motario Pablico en Colombia, o por
Notario u otro Funcionario Pitblico, o Cénsul de Colombia, en cl
extranjero; y si s tratare de impedimento, can ¢! certificado respectivo,
Si alguro de los nombrados faltare definitivamente, el siguientc tomard
su lugar. Cuando cesare Tn ausencia o impedimento dei represenlante
principal, ¢ de su primer¢ o segundo suplentcs, en su casd, podrin
ejercer la represenlacion, cn su orden, uno u otros scpin el caso,
asumiéndola pot ¢l solo heeho de ejercerla, cesando en csec momento el
ejercicio de la representacién por el primero, scgundo o tercer suplente
en su casc.

Ademais, confiero (conferimos) poder a los abogados arriba nombrados,
pare obicner la proteccitn de mi {nuestra) propiedad industrizl y contra
la competencia desleal, a cuye cfccto autorizo (amos) a los dichos

in due compliance with the 1erms of paragraph |st. of article 543 of the
Commereial Code, do hercby appoint EMILIO FERRERO, tpa. 31929;
LUZ CLEMENCIA DE PAEY, tpa. 23555 and DANIEL PENA, tpa
65620, domiciled at Carvera 4a N° 7235, Bogotd. Colombia, the first
as poncipal and the others as altermates, in the order of their
appointment, as our represcntatives for all indusirial property matters
with facully 1o receive notifications and o appoint attorneys in and oul
of Court. The first altemate shall replace the principal in case of his
absence or of temporal or definitive impediment. The samc rule will
apply when the sccond altemate representative is to replace the first
one, or when the third is to replace the first or second alicrates in their
wm, or both of them, sccond. [n such cases, the principal
represcnlative, or the first or second alternates in their turm, or both of
them, shall state Lheir intention nol to act as representatives through a
declarption given before a MNotary Public in Colombia, or before 8
Notary or another Public Official or & Colombian Consul abroad; and
in case of impediment, the appropriale certificaie shall suffice, If any of
the appeiniecs were to be definitely absent, the following altermate shall
take his placc. When the absence or impediment of the principsl
Teptesentative, or of the first or second alternate in their turn ceases, the
representation can be taken again in their sequence, by the principal,
the first or second alternate depending on casc. and the mere fact or its
exercise will suffice. The cxercise of the representation by the first,
sccond or third alternates in their turn shail end at such time.

In addition, we grant 2 Power of Attorney in favor of the above_named
attorneys—at—law so that they may obiain the protection of my {our}
industria! property and against the unfair competition, for which

S\
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apoderadas para qu-i: me (nos) representen anle cualesquiera entidades

" o persongs, cjerzan 0 no jurisdiccion, especialmenic ante las del orden

administrativo, conlencioso- administrativo y judicial, asi como los
tribunafes de arbitramento, en todo lo concerniente a los siguientes
asuntos: a) Obtencidn dc patentes de invencion, modelos de utilidad y
discfios industriales; ¢l registro de¢ marcas de  fabrica, colectivas,
defensivas, de  servicio, Icmas comerciales, nombres  comerciales,
enseiins, nombres de dominia, varicdades vegetales ¥ denominaciones
de origen; su renovacién, traspaso, cambio de nombre o domicilio,
cancelacidn voluntaria; y ¢l registro de licencias de uso de csos
dercchos; b) Las acciones de competencia desleal, proteccidn dei
consumidor, oposiciones u observeciones, cancelacidn administrativa y
Jjudicial, nulidad, medidas cautclarcs, concesitn de licencias, la tutela,
la proteecidn de secretos industriales, y cn general los juicios civiles,
penalcs, administralivos o conlenciosoDadminisirativos refacionados
con cstos dercchos; acciones y procesos que promovamos o 3¢ nas
promuevan. Y para que ¢n todos los asuntos amiba determinados,
puedan sustituir estc mandato, transigir, conciliar, admitir los hechos
de) proceso, desistir, cancelar, recibir, renunciar, y ratificar los aclos de
agentes oficiosos,

Dado y firmado hoy/Given and signed this

purpose | {we} authorize the said attomeys to represent me (us) before
any authorities or persons, with or without jurisdiction, specially those
administrative, administrative contentious and Judicial. as well as
before Asbitration Court, in all matiers concemting the following:
a) Obtainment of patents, utility models and industrial designs; the
of trademarks, collcciive,
marks, slogans, commercial names, trade emblems, domain names,

registration defensive and service
vegetal varictics and denominations of origin; its rencwal, assignment,
change of name or domicile, voluniary cancellation; and the registration
of licenses of use of the sbove rights; b) Aclions of unfair competition,
prolection to the consumer, opposilions or observations, administrative
or Court cancellation, nuility, infringement, granting of licenses, the
action for wril mandamus, the protection of trade sccrets, and in general
the civil, penal, and administrative suits relating to thosc rights: actions
and suils instituted by me (us) or against me (us). And that in ail the
above matters they may substitule this Power of Atlomey, compromisc.
conciliate, admit the facts of the case, desist, cancel, receive, resign,
and ratify acts done by representatives without o power of ottorney.

2007-08-24

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

porfby

Elizabeth A. Nelson, Secretary Kemin Industries, Inc.
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CERTIFICACION NOTARIAL {INDVIDUO)

Alos . dias del mes de

" de200 __ aniemi, Notario Piblion o Funcionario Aularizado de

compareci(emon) personalmente

NOTARIAL CERTIFICATION (INDIVIDUAL)

2 quien(es} doy fe de conocer ¥ me consta que es{son) la{s} personals)
firmante(s} del documento que precede, y quien(es) tiene(n) capacidad legal
para gldrgarto

CERTIFICACION NOTARIAL (SOCIEDAD)

On this day of
200 before me, a Natary Public or Atiesting Official of
personally appeared

to me known, and known to me {0 be the person(s} who executed thal foregoing
document, and who has{have) legal capacity o execute it.

=-- NOTARIO PUBLICO O FUNCIONARIQ AUTORIZADO —- NOTARY PUBLIC OR ATTESTING OFICIAL ~—

NOTARIAL CERTIFICATION (CORPORATICN)

Ales 245 diasdelmesde  Augusio On this 240 dayof _Awgusl
de 200 comparecib{eron) ante mj, 200 appeared befora ma
Efizabeth A, Nelson Elizabeth A. Nelson

Quien{es) conozeo personalmente y que fimaln) este documento en
representacidn de la Sociedad/compafia denominada Kemin Industries, Inc.

who{m} | know personally and who{m) signed this document as representative(s}
of the Corporation named Kemin Industries, Inc,

Certifico:

1. Que he visto Ios siguientes documentos:*
Articles of Incorporation 1963
Amended 1968,
Restated Articles of Incorporation 1995
Amended 1998
Amended 2003
Restated Bylaws dated 2003

2.Que dichos documentos prueban 1o siguiente:

21.Que  esuna Sociedad

legalmente constituida y exisiente de acuerdo con las leyes del Estado de
lowa

2.2.Que el domicilio de dicha Sociedad/Compafila es
2100 Maury Street P.O. Box 70 Des Maines, IA 50308 USA

| centify:

1.That | have seen [he fallowing documents:”

Articles of tnoorporation 1983, IOWA  0.5. A.
Amended 1968,

Reslated Aricles of Incorporation 1595
Amended 1998
Amended 2003

Restated Bylaws dated 2003

2. That the above documenis duly prove the following:

2.1.That is a Corporation

legally constituted and in exislence in accordance with he laws of the Stale of
lowa ‘

2.2.That the domicile of said Corporation/Company Is _
2100 Maury Streef P.Q. Bax 70, Des Moines, |A 50306 USA

2.3. Que e objelo u objetos para los cuales se olorga e presente poder estan
camprendidos dentro del objeto social de la mencionada Socledad/Compafifa,

. _24.Que elffos) Elizabeth A. Nelson

esti(n) autorizado(s) para otongar el presente Poder.

Ciudad Des Mgines

Estado lowa

Hoy 24m dias del mes de Augusto

--NOTARIQ PUBLICO O FUNCIONARIO AUTORIZADQ —- NOTARY PUBLIC QR ATTESTING OFICIAL ~—

* Los documentos deben identificarse con fecha y orlgen

de200 7

2.3. That the purpose or purpases for which the present Power of Attorney s
granied are comprised within the comporation purposes set forth in the charter of
the mentioned Comporation/Company,

24. That Elizabeth A, Nelson

is{are) authorized to grant the present Power of Attomey
City  Des Moines

State  lowa

This 24® dayof  August s

Pragy.

Y ry

&
-~

* Documents must be identified with date and origin * =

2 7
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APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: . United States of Ameerica,
This public document
has been signed by Elizabeth A. Nelson
acting in the capacity of Secretary and
bears the scal/stamp of Kemin Industries, Inc.

Certified

5 at Des Moines, [owa United States of America
6.  the 24" day of August, 2007

7. by Cyndee Tatc

8 No. ... Jd3%%0 v

9

........................................................................

Seal/stamp 10. Signature

....................................

STATE OF IOWA

S8
COUNTY OF POLK

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

QWMQ. >

Notary Rylolic for the Coynty and State above

gﬂny: Commission Expires 3 | ) C;Oj //O C?
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TRADUCCION OFICIAL 232/2007 DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN INGLES
y EN ESPANOL DE ACUERDO CON EL CUAL KEMIN INDUSTRIES, INC.
EMPRESA DOMICILIADA EN 2100 MAURY STREET DES MOINES, IOWA
50306, ESTADOS UNIDOS DE BAMERICA OTORGA PODER A EMILIO
FERRERO, TPA 31929; LUZ CLEMENCIA DE PREZ, TPA 23555 Y A
DANIEL PENA, TPA 65620,

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

FIRMADO: ELIZABETH A. NELSON, SECRETARIA

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

DES MOINES, IOWA, 24 DE AGOSTO DE 2007.

FIRMADO: CYNTHIZ J TATE, NOTARIO

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

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

CERTIFICADO



5. en Des Moines, lowa, Estados Unidos de América
6. el 24 de agosto dg 2007
7. por Cyndee Tate
8. 739766
9., Sello:
10. Firma: C. Tate
ESTADO DE IOWA, CONDADO DE POLK, DECLARACION JURADA
Este documento fue reconocido ante mi el 24 de agosto de 2007
por Elizabeth A. Nelson, secretaria de Kemin Industries In.
Firmado: Cynthia J Tate, notario pﬁbl;co para el condado y
estado arriba nombrados. Mi cargo vence el 20 de marzo de
20089.
1oWA
SECRETARIA DE ESTADO
KEMIN INDUSTRIES

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

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

24 de agosto de 2007



3

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

Unidos de América
8. 07-071759

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

10. Firma: MIGHAEL A MAURO, SECRETARIO DE ESTADO

ECN\ID-108805\WPCLO02G

- COLO-1390-701~014-7

Bogota, 25 de septiembre de 2007.
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CAVELIER ' ‘

ABOGADOS
EDIFICIO S515KY
WEB SITE: www.cavelier.com CARRERA 4 No. 72- 35 TELEFONO: {57} (1} 347-3511
E-MAIL:  cavelier@cavelier.com BOGQTA 8, COLOMBIA TELERAX: {57) (1) 217-9211 (57} (1) 310.4995
Seflores
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
E. 5. D.
Poderdante 1 KEMIN: INDUSTRIES) “THE
gt aihied w3 T e

Poder conferido el : 24/08?200#

Yo, EMILIO FERRERO, 6@ 5
poderdante arriba mencionédﬁfﬂnﬁééigﬂ%é';‘i;mpresente “éscrito
sustituyo el poder a mi otorgado a la doctofé LUZ CLENENCIA DE
PAEZ, identificada con cédula de 01udadania No 35 456.344 y
Tarjeta Profesional N°23.555; S todas las facultades que me

T LI
fueron conferidas. .

Hago la-anterior sustitucién conforme al articulo 66 del

Cédigo de Procedimiento Civil.

Acepto:
;ég%é¢k§o 4aéiﬂé%§éaﬂ
107 SN AR Bane
T.P.A. N° 23,555
C.C. No. 35.456.344 de Usaquén

MNIT 860.041.367-3
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5 . NOTARIA SEX% QE EQGGT.Q

" RECONOGIMIENTO ¥ PRESENTACION PERsow;L

- A mAMARD awreroasrued, ~ MOV 4008 ¢
1 NOTATIA SEXTA DEL CIRCULO DE

1} 80GOTA D,

o

c!aré(arcn} que efa) firm
;13 en el presents decumento an(son} la(s) suya{s)
C Gus ¢! contenido del miamo e clerto,
En constancle se firme esta diligencia,




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
.-

Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA

No. 15 - 0066872

Bogota D.C., Junio 11 de 2015 - 16:57:34

RECIBIDO DE : CAVELIER ABOGADOS

NI 860.041.367

*** Soporte del Pago ***

TIPO PAGO __BANCO CUENTA Na PAGO FECHA PAGO VR.PAGO
RECIBODE CA SIC* RECIBOC ™ 999992999 66286 10/06/2015 109.000.00
RECIBO DE CA SIC ** RECIBO*™ 9993999929 66305 10/06/2015 536.000.00
RECIBODE CA SIC *™* RECIBC ** 999999999 66306 10/06/2015 536.000.00
RECIBODE CA SIC* RECIBC ™ 999999999 66307 10/06/2015 536.000.00
RECIBODE CA SIC * RECIBO ** 999389999 66312 10/06/2015 435.000.00

¥ Conceptos Pagados ™
CANT. RENTISTICO CONCEFPTO Vr.UNDITARIO Vr.CONCEPTO
1 50005-01-01 SOLICITUDES 223E5ID|V SID) | L chBrILEJE r:pE PATENTE 478.000.00 478.000.00
$478_.9(-]_0.00

SON: **CUATROCILNTOSI@TENTA Y OCHO MIL PESOS MONEDA CORRIENTE™*

Reggonsable:
_*** i**t-

Recibo de Caja Ap_flicado al Expediente No.

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIOS

136247- -00000-0000

Fecha. 2015 06 12 16:52:45 Dep. 2020 DIR NUEVASCR
Tra. 11 PATENTEIYII Eve: 379 FASENACIONALI
\ Act. 411 PRESENTACION Folios: 50

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

3.256687- -00008

Fecha: 2015 06 12 16:52:45 Dep. 2020 D1R.NUEVASCR
Tra. 11 PATENTEIYII Eve: 379 FASENACIONALI
Act. 851 DIVISIONAL Folios: 50

Colo -3 -BYI-0OTL-3

Seda Contra: Camera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogots, D.C.- Colombia
Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: {571) 5870284 Linea: 018000-310165 Cail Center: (571) 6513240
, Junio 11 de 2015 « 16:57:37
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
-/-

A

Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA

No. 15 - 0067070

Bogoté D.C., Junio 12 de 2015 - 11:06:15

RECIBIDO DE : CAVELIER ABOGADOS

NI 860.041.367

RE

*** Soporte del Pago ***

PO PAGO BANCO CUENTA Np PAGO __FECHA PAGO VR PAGD
RECIBO DECA SIC ** RECIBO*™ 999989939 66280 10/06/2015 22.000.00
RECIBODE CA SIC* RECIBO*™ 999989999 " 66281 10/06/2015 22.000.00
RECIBO DE CA SIC ** RECIBO*™ £99999999 66282 10/06/2015 22.000.00
RECIBODE CA SIC* RECIBO™ 999999999 66283 10/06/2015 22.000.00
RECIBODECA SIC**RECIBO ™ 3599999999 66284 10/06/2015 22.000.00
RECIBO DE CA SIC ** RECIBO ™ 999993999 66288 10/06/2015 109.000.00
RECIBO DECA SIC* RECIBO* 999898993 66289 10/06/2015 119.000.00
RECIBODE CA SIC ™ RECIBO™ 999990999 66290 10/06/2015 119.000.00
RECIBODE CA SIC ** RECIBO** 999999999 66291 10/06/2015 118.000.00
RECIBO DECA SIC* RECIBO™* 999999999 68300 10/06/2015 530.000.00
RECIBO DE CA SIC ** RECIBO ™ 999999999 66301 10/06/2015 530.000.00
RECIBO DE CA SIC ** RECIBO ** 999599999 66302 10/06/2015 530.000.00
RECIBO DE CA SIC ™ RECIBO** 9999899999 66303 10/06/2015 530.000.00
RECIBODECA SIC™RECIBO*™ 999999999 66304 10/06/2015 530.000.00
RECIBODE CA SIC™ RECIBO*™ 999999999 66309 10/06/2015 536.000.00
RECIBODECA SIC ** RECIBO ™ 999999939 66883 11/06/2015 5.000.00

** Conceptos Pagados ™

CANT. RENTISTICO CONCEPTO Vr.UNDITARIO  Vr.CONCEPTO

32.000.00 160.000.00
_____________ $160.000.00

& 50005-01-01 SOLICITUDES 1607 REIVINDICACION PAgENTE UNITARIA

ADICIONAL ALAS 10 INI

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIOB

-1 36247. -00000-000

Fecha: 2015 06 1218:52:45 Dep. 2020 DIR.NUEVASCR
Tra. 11 PATENTEIYII Eve: 378 FASENACIONALI
Act. 411 PRESENTACION Folios: 50

SON: ™CIENTO SES PESOS MONEDA CORRIENTE***
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- 13
Recibo de Caja Ap\liMnte No.

: 1
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO

TR RIRNARTY

-256687- -00008-0000
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Act. 851 DIVISIONAL Foltos: 50
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o Jurfo 17 du 2015 - 11:06:24




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO8 50

AR EATRANAEARNRNTE

— 136247- -00000-0000
'T’eCh‘ia'] 2%‘!&:%?\)}% 1{6.52.45 . Dep. 2020 DIR.NUEVASCR
) , Tra 1Yl 379 FASENACIONALII
Industrla ¥ Comercn) ADMISIO  act 411 PRESENTACION vﬁ'olios: 50
SUPERINTENDENCIA
PATENTE DE INVENCION [ | MODELO DE UTILIDAD o =RINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

L T

ERRER

oo, i 256687- -00008-0000
. ‘ . Tec ;31 2015-06 12 16:52.45 Dep. 2020 DIR. NUEVASCR
Datos de identificacion del solicitante o de la perso ra PATENTEIYH Eve: 379 FASENACIONALI

Act. 851 DIVISIONAL Follos: 50
Descripdion de'1a invendian
Dibujos de ser estos periinentes
Comprobante de pago de-las tasas establecidas{Pe serel-caso-formato-de-deseuento) -

Completa D Incompleta [:]

PATENTE DE INVENCION PCT D MODELQ DE UTILIDAD PCT [:] Art.33 Decisién 486/00, Circular Unica

NiERNEN

Indicacién-que se-selicita una PCT

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

~Dibujes de ser-estos.perdinentes

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

Completa D incompleta ’___—l

L]
DISENO INDUSTRIAL || (Art. 119 Decision 486/00)...

]
[]

L]
[

Indicacion gue se solicita Disefio industrial

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

Representacion grafica v fotografica del Disenc.industrial.a muestra.del material que jncarpora el
disefio

Comprobante de page de las tasas establecidas

Lompleta D Incompleta- -

ESQUEMA DE TRAZADO | | {Art. 92 Decision 436/00)

oo od

Indicacidn que se solicita un esquema de trazado
Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta Ia salicitud
Representacion grafica de un esquema de trazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa l:' Incompleta |:|

Pi02-F08 (2009-11-18)



