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VICERRECTORIA DE INV ESTIGACION _
DIRECCION NACIONAL DE EXTENSION, INNOVACION Y
PROPIEDAD INTELECTUAL

DNEIPI-721

Bogota D. C. 22 de diciembre de 2015

Sefiores

DIRECCION DE NUEVAS CREACIONES

Delegatura para la Propiedad Industrial
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO
Carrzra 13 no. 27-00

Bogota.

Asunto: Remision de documentos para el registro de la patente de invencién
“Glicoinhibidores de adherencia de streptococcus en peces.”
Titularidad Patrimonial: Universidad Nacional de Colombia
Inventores: Carlos Arturo Iregui y Paola Andrea Barato Gomez

Respetados Senores:

De manera respetuosa, remito de manera fisica los documentos para el registro de la
patente de invencion: “Glicoinhibidores de adherencia de streptococcus en peces’
creacion que ha sido desarrollada por integrantes de la comunidad académica y de la cual
la Universidad Nacional de Colombia es titular patrimonial (Solicitante).

Se remite la siguiente documentacion:

Fo mulario diligenciado de la solicitud de patente nacional. (Folios 1 a 2)

Descripcion de la Invencién. (Folios 5 a 13)

Reivindicaciones. (Folio 14)

Figuras. (Folios 15 a 20)

Resumen. (Folio 21)

Referencias. (Folios 22 a 23)

Cooia de las cesiones de derechos de los creadores Carlos Arturo Iregui y Paola

Andrea Barato Gomez. (Folio 24)

8. Documentos que acreditan la existencia y representacion legal del profesor
Diego Fernando Hernandez Losada. (Folios 25 a 27)

9. Copia del poder para actuar otorgado por el Vicerrector de Sede Bogota de la

Universidad Nacional de Colombia a la abogada Laura Marcela Manzano Jiménez.

(Folio 28)
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10. Cooia del acta de reconocimiento institucional de la Universidad Nacional de
Co ombia emitida por el Ministerio de Educacion. (Folios 29 a 31)

11. Formulario de reduccién de tasas suscrito por la Vicerrectora de Investigacion
Dolly Montoya Castario. (Folio 32)

12. Comprobante de pago de la tasa de solicitud de la Patente Nacional con reduccion
de las tasas para Universidades Publicas. (Folio 33)

Agradecemos de antemano su amable colaboracion

Cordialmente,

ura Marcela zanoAimMénez

C.C. 1091666812
T.P. 248536
Abogada apoderada de la Universidad Nacional de Colombia
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GLICOINHIBIDORES DE ADHERENCIA DE STREPTOCOCCUS EN PECES

Sector técnico

La presente invencion esta relacionada con glicoinhibidores de adherencia del Streptococcus a
monosacaridos especificos presentes en glicoconjugados naturales tales como glicoproteinas y

glicolip'dos presentes en la superficie del epitelio intestinal de la tilapia (Oreochromis sp.).

Introduccion de la invencion

La estreptococosis es una de las enfermedades mas importantes en la industria de la tilapia en
el mundo, causa serias pérdidas econdmicas en la acuicultura de peces, que en 2008 fueron
estimadas en 250 millones de ddlares en el ambito mundial (Klesius, Shoemaker & Evans,
2008). La enfermedad en tilapia es causada por cocos del género Streptococcus tales como
Streptococcus agalactiae, Streptococcus iniae, Streptococcus dysgalactiaey Lactococcus garviae
(Eldar, Bejerano & Bercovier, 1994; Perera, Collins, Johnson & Lewis, 1994: Evans, Klesius &
Shoemaker, 2009; Netto, Leal & Figueiredo, 2011).

Durante el curso de las enfermedades infecciosas, la adherencia es el primer paso en la
interaccicn entre el hospedero y el patégeno, esta es una fase crucial para el patégeno. Muchos,
si no todos los patdgenos, se unen especificamente a secuencias de oligosacaridos en las
superficies de células animales. Los estreptococos han desarrollado mecanismos para usar esos
residuos para la adherencia, pero las adhesinas usadas por el S. agalactiae y los receptores en
el epitelio gastrointestinal de la tilapia son desconocidos. La presente invencion ilustra que el S.
agalactiae usa monosacaridos especificos y oligosacéridos como receptores en la superficie del
epitelio intestinal para su adherencia. Estos receptores pueden ser blogueados por azlicares

especificos y una lectina que impiden la adherencia del S. aga/actiae.

Se han descrito algunos mecanismos de interaccion glicobioldgica para diferentes Streptococcus;
por ejemplo, el Streptococcus pneumoniae produce tres exoglicosidasas asociadas a la
superficie: una neuraminidasa, NanA; una p-galactosidasa, BgaA y una [-M
acetilglucosaminidasa, StrN. NanA, BgaA y StrH actan secuencialmente para remover el acido
sialico, la galactosa y la Aacetilglucosamina y exponer la manosa en glicoproteinas humanas a
las que se unen los neumococos. Adicionalmente, ambas BgaA y NanA contribuyen a la
adherencia de neumococos no encapsulados a las células epiteliales humanas, en ensayos /in
vitro (King, Hippe & Weiser, 2006). S. pyogenes exhibe una pululanasa unida en la superficie,
PulA, gque ccmbina la actividad de union a glicoproteina (para tiroglobulina, mucina submaxilar,
fetuina y asialofetuina) y la actividad degradadora de carbohidratos (hidrolizacién de pululan y
degradacién del almidén) en la misma molécula y estas propiedades permiten la funcion
enzimatica de azlcares adicionalmente a la actividad de adhesién (estreptadhesina) (Hyténen,
Haataja & Finne, 2003). Para S. agalactiae (también denominado Streptococcus del grupo B,

GBS) ha sido descrita la proteina C-a (ACP) como adhesina a receptores glicosaminoglicanos en



células del modelo de Drosophila melanogaster (Baron, Wong, Nybakken, Carey & Madoff,
2009). Sin embargo, ACP no estd presente en cepas de GBS-especificas de peces o GBS-
asociadas a peces (Delannoy, Zadoks, Crumlish, Rodgers, Lainson, Ferguson...& Fontaine,
2014).

Desde el punto de vista del hospedero, modelos in vitro (células S2 de embriones de D.
melanogaster, Caco-2 y HT-29 de epitelio intestinal humano) e /in vivo (D. melanogaster), han
demostrado que la presencia de glicoconjugados (Syndecan-1 en lineas celulares intestinales
humanas) confieren susceptibilidad a la infeccion por GBS (Henry-Stanley, Hess, Erlandsen &
Wells, 2004; Baron et a/., 2009),

La terapia glicobioldgica antiadhesiva como alternativa para inhibir este primer paso de
interaccion (adherencia) entre el patdgeno y el hospedero ha solo emergido lentamente durante
las Ultimas décadas (Karlsson, 1998). Tal intervencién basada en carbohidratos puede ser
considerada mas leve y amable, mds ecoldgica y segura, comparada con los actuales
tratamientos antibioticos (Sharon, 2006). En peces, este tipo de terapia no ha sido probada vy el
ambiente acuatico es un desafio para asegurar la interaccion final entre los azlcares con las

adhesinas del patdgeno o el receptor del hospedero.

Esta invencion describe azlicares especificos y una lectina que inhibe la adherencia del S,
agalactiae al epitelio intestinal de la tilapia (Oreochromis sp.) en un modelo ex vivo. Esta
invencion tiene un importante uso potencial en la prevencion, control y tratamiento de las
infecciones por Streptococcus en peces, ya que los GBS-especificos y GBS-asociados a peces vy
especies patogenas de peces como Streptococcus ictaluri y Streptococcus inige tienen una via

metabolica comun para el uso de tales azlicares.

Patentes previamente publicadas como WO02003002127 y US20040176320 describen
glicoinhibidores de enzimas para prevenir la formacion de nuevos receptores oligosacaridos para
Helicobacter pylori'y otras bacterias y virus (Natunen J., Miller-Podraza H., Tneberg S., Ansgrom
J., Karlsoon K-A, 2003 and 2004). El mecanismo usado por los glicoinhibidores definido en
ambas patentes esta relacionada con el uso enzimatico de azticares por la bacteria. La presente
invencion usa los azlcares y la lectina, que inhiben la adherencia por interaccion con adhesinas
de S. agalactiae y/o ocupando receptores para esta bacteria en el epitelio intestinal de la
tilapia. Zsta invencion describe un mecanismo patogénico diferente al descrito en
W02003002127 y US20040176320 y estas patentes no reivindican el uso de glicoinhibidores

para infecciones por S. agalactiae, S. iniae o S. ictaluri, ni su uso en peces.

Breve descripcion de la invencidn

La presente invencion presenta glicoinhibidores de la adherencia compuestos por M
acetilgalactosamina (GalNAc y moléculas asociadas a ella como GalB1—/GalNAc, oligosacaridos
relacionados con GalB1, A-acetilactosamina (LacNAc) v lactosa), acido sialico (Neu5Ac), a-metil

manosido (MeaMan) o lectina Erythrina crystagalli (ECL) para prevenir la adherencia de S.



agalactiae al epitelio intestinal de la tilapia (Oreochromis sp.). Las concentraciones de cada
azucar y lectina son: GalNAc (10 -12mM), NeuSAc (5-9mM), MeaMan (12-14mM) y ECL (10-
30ug/ml). Estos monosacdridos y oligosacaridos podrian presentarse en mondmeros u

oligdmeros y/o en combinacion entre ellos.

Como consecuencia, cualquier glicoinhibidor de adherencia descrito en esta invencion podria ser
usado para la fabricacién de medicamentos para la prevencidn, tratamiento o control de la
estreptococosis en peces, en los que los azlcares o la lectina seleccionada bloqueen la
adherencia de S, agalactiae, S. iniae y S. ictaluri que inducen enfermedad en peces, en

cualcuier modelo sea ex vivo, in vitro e in vivo.

La presente invencion también reporta estos azlcares y una lectina como potenciales
suplementos dietarios que interfieran con las interacciones receptor-adhesina entre S. agalactiae

y el epitelio intestinal de la tilapia (Oreochromis sp.).

Breve descripcidon de las figuras

Figura 1. Patron lectinohistoquimico (LHC) de la superficie apical del epitelio intestinal de
tilapias (saludables y con estreptococosis) y cachamas (Piaractus brachypomus). Esta (ltima
especie no es susceptible a sufrir estreptococosis. LHC fue positivo para la lectina Erythrina
crystagalli en tilapias con estreptococosis y negativo en tilapias sanas y en cachamas. LHC
contrastada con hematoxilina, 400X.

Figura 2. Patron lectinohistoquimico (LHC) de la superficie apical del epitelio intestino de
tilapias (saludables y con estreptococosis) y cachamas (Piaractus brachypomus). LHC fue
positiva 3 la aglutinina Dolichos biflorus (DBA) en tilapias sanas vy tilapias con estreptococosis,

pero negativa en cachamas. LHC contrastada con hematoxilina, 400X.

Figura 3. Ensayo de puntos de unién a lectina con S, agalactiae tipo salvaje-WT (SaTiBe08-18)
y su mutente sin capsula Acps (AcpsSaTiBe08-18). Cada cuadrado corresponde a una lectina: 1.
Concanavalina A (ConA), 2. Aglutinina de soya (SBA), 3. Aglutinina de germen de trigo (WGA),
4. Aglutinina Dolichos biflorus (DBA), 5. Aglutinina Ulex europaeus 1 (UEA 1), 6. Aglutinina
Ricinus communisi (RCAyz0), 7. Aglutinina de mani (PNA), 8. Lectina Griffonia simplicifolia 1
(GSLI), 9. Aglutinina Pisum sativum (PSA), 10. Aglutinina Lens culinaris (LCA), 11. Aglutinina
Sophora japonica (SJA), 12. Aglutinina de germen de trigo succinilada (SWGA), 13. Lectina
Griffonia simplicifolia 11 (GSLII), 14. Lectina Datura stramonium (DSL), 15. Lectina Envthrina
cristagalli (ECL), 16, Jacalina, 17. Lectina Lycopersicon esculentum (LEL), 18. Lectina Solanum

tuberosum (STL), 19. Aglutinina Vicia villosa (VVA), 20. Bacteria sin lectina, y 21. PBS.

Figura 4. Adherencia de S. agalactiae WT (SaTiBe08-18) en un modelo ex vivo de explantes
intestinales de tilapia (experimento I). ECL, MeaMan, GalNAc and NeuSAc fueron mas efectivos
para inhibir la adherencia bacteriana. La lectina y los azlcares fueron incubados con los

explantes 30 minutos antes de la infeccion con SaTiBe08-18.



Figura 5. Adherencia de la mutante sin capsula de S. agalactiae Acps (AcpsSaTiBe08-18) en un
modelo de infeccion ex vivo en explantes intestinales de tilapia (experimento I). La lectina vy los
azlcares tueron incubados con los explantes 30 minutos antes de la infeccion con
AcpsSaTiBe08-18. P>0.05; ***, P<0.0001; *, P<0.05.

Figura 6. Adherencia del S. agalactiae WT (SaTiBe08-18) en un modelo de infeccion ex vivo en
explantes intestinales de tilapia (experimento II). ECL y NeuSAc inhibieron significativamente Ia
adherencia. La lectina y el aztcar fueron incubados con la bacteria 30 minutos antes de infectar
los explantas. ~2>0.05; ***, P<0.0001; *, P<0.05.

Figura 7. Adherencia de la mutante sin capsula de S. agalactiae Acps (AcpsSaTiBe08-18) en un
modelo de infeccion ex vivo en explantes intestinales de tilapia (experimento II). ECL, MesMan vy
GalNAc intibieron significativamente la adherencia. La lectina y los azlcares fueron incubados

con la bacteria 30 minutos antes de infectar los explantes. 2>0.05; **, P<0.0005.

Figura 8. Inmunohistoquimica (IHC) contra el antigeno especifico del grupo B del
Streptococcus (GBS) en explantes de intestino de tilapia incubados con ECL y NeuSAc, 30
minutos antes de la infeccion con AcpsSaTiBe08-18 (Experimento I). POS: Control positivo.
Ambos azlcares redujeron la adherencia de S. agalactiae al epitelio intestinal. Contrastado con
hematoxilina, POS y ECL 400X, y Neu5Ac 1000X.

Figura 9. Inmunohistoquimica (IHC) contra el antigeno especifico del grupo B del
Streptococcus (GBS) en explantes de intestino de tilapia. AcpsSaTiBe08-18 fue incubada con
ECL y GalNAc durante 30 minutos antes de la infeccion del explante (experimento II). POS:;
control positivo. Ambos, el azicar y la lectina, redujeron la adherencia de S. agalactiae al

epitelio intastinal. Contrastado con hematoxilina, 400X.

Tabla 1. Lectinas biotiniladas con su azlcar de union y porcentaje de anillos con LHC positiva
en cada crupo experimental. °El dato en paréntesis (n) en cada grupo experimental es el
numero de anillos intestinales evaluados, con tres réplicas para HT, HC y TS y dos réplicas para
WT y Acps. *Informacion de Iskratsch et al. (2009) para ECL y para las otras lectinas de Vector
Laboratories (Table of Lectin Properties). HT: tilapia sana; HC: cachama sana; TS: Tilapia con
estreptococosis; WT: SaTiBe08-18 tipo salvaje; Acps: mutante sin capsula de SaTiBe08-18.

Descripcion detallada de la invencion

La invencion reivindicada describe carbohidratos y una lectina que inhiben la adherencia de S.
agalactiae al epitelio intestinal de la tilapia en un modelo ex vivo. La adherencia bacteriana es
una capacidad clave que le permite a la bacteria sobrevivir y proliferar en su respectivo
hospedero, ya que es un prerrequisito para establecer una infeccion y para el subsecuente
desarrollo de la enfermedad en la mayoria de las infecciones entéricas y respiratorias. Esta area
del conocimiento se esta convirtiendo en una fuente de nuevas terapéuticas en un intento para
prevenir y tratar enfermedades bacterianas (Cozens & Read, 2012). Las terapias anti-adhesivas

tiene particulares ventajas, como que ellas no causan directamente la muerte de la bacteria, lo



que no presiona al desarrollo de adaptaciones evolutivas, como ocurre con los tratamientos
antibidticos. La seleccidn, disefio y sintesis de inhibidores de adhesion de dichas bacterias son
necesarios para la invencion de nuevas terapias para la prevencion y posible tratamiento de
infecciones bacterianas (Pieters, 2011). Las bacterias se unen a sus hospederos usando los
glicoconjugados de los mismos. La interaccion entre adhesina/lectina del patdgeno vy los
glicoconjugados del hospedero tienen alta especificidad y la mayoria de las veces son uniones

multivalentes que generan alta afinidad de unidn (Imberty & Varrot, 2008).

El ingreso via oral ha sido descrito como una importante ruta de infeccién para Streptococcus
iniae en tilapia (Perera, Johnson & Lewis, 1997) y para Streptococcus agalactiae en el mero de
Queenslard (£pinephelus lanceolatus) y en la tilapia (Delamare-Deboutteville, Bowater, Condon,
Reynolds, Fisk, Aviles & Barnes, 2014; Iregui, Comas, Véasquez & Verjan, 2015). Aqui se
reivindicar azucares y una lectina, que bloquean la adherencia de S. agalactiae al epitelio

intestinal de la tilapia.

Patrones de carbohidratos en epitelio intestinal de tilapia. La lectinohistoquimica fue usada para
construir un patron de carbohidratos en la superficie del epitelio intestinal de la tilapia. La
presencia diferencial de azlcares fue comparada entre tilapias con estreptococosis v tilapias
sanas. Adicionalmente, el intestino de la cachama (Piaractus brachypomus) fue usado para
completar la comparacion. Las cachamas son peces que viven con las tilapias que sufren
estreptocozosis, consumen tilapias enfermas y muertas por estreptococosis pero nunca

desarrollar la infeccion o enfermedad por Streptococcus agalactiae.

Porciones de intestino anterior de tilapias sanas (HT), cachamas sanas (HC) v tilapias con
estreptococosis (TS) fueron disecados, los anillos de este drgano fueron cortados vy fijados en
formalina buferada al 3,7%, embebidos en parafina, cortados a 4um de grosor y ubicados en
laminas cargadas para ser procesados por lectinohistoquimica (LHC). Once anillos intestinales de
HT, doce anillos intestinales de HC y trece anillos intestinales de TS fueron evaluados con 16

lectinas con tres réplicas de cada uno (Tabla 1).

Se observé una afinidad especifica de la lectina Erythrina crystagalli (ECL) por la superficie del
epitelio intestinal de tilapias con estreptococosis (Fig. 1, Tabla 1). Esta lectina fue negativa para
detectar azlcares en el intestino de tilapias y cachamas sanas. ECL se une a oligo-antennary
Galpl—4GleNAc, Macetillactosamina y lactosa. GalNAc es su ligando activo (Wu, Wu, Tsai,
Yang, Sharon & Herp, 2007). Las tilapias con estreptococosis expresan Gal, GalNAc, A-

acetillactosa y/o lactosa en la superficie apical del epitelio intestinal.

Por otro lado, la superficie del epitelio intestinal de las tilapias sanas y las tilapias con
estreptococosis fueron positivas a la deteccion de azlcares por lectinas con afinidad por Gal and
GalNAc, como: aglutinina Dolichos biflorus (DBA) (Fig. 2), aglutinina de soya (SBA), aglutinina
Ricinus communisyyy (RCAyp), lectina Griffonia simplicifolia 1 (GSLI) y aglutinina Vicia villosa
(VVA). Este resultado sugiere que las cachamas no tienen Gal y/o GalNAc en la superficie del

epitelio intestinal en su porcion anterior (Tabla 1).



Ya que la LHC con ECL resulto positiva en tilapias con estreptococosis pero no en tilapias sanas,
se decidio ver si ECL tenfa la misma afinidad por la superficie del epitelio en explantes
intestinales infectados ex vivo con WT y Acps de GBS. Una mutante sin capsula de WT
(5aTiB=08-18) fue creada. SaTiBe08-18 es una cepa bien caracterizada de Streptococcus
agalactiae que fue aislada del rifion de una tilapia con estreptococosis en Colombia. Esta
bacteria no es hemolitica, es serotipo Ib, ST260, no amplifica ninguno de los genes que
codifican para las proteinas de superficie descritas hasta ahora (bca, rib, epsilon, alp2/3 and
alp4) (Barato, Martins, Melo-Cristino, Iregui & Ramirez, 2015).

Breverrente, la construccion de la mutante se hizo usando F£. co/i DH5q (Gibco, Invitrogen,
Paisley, Scotland) que crecio en caldo Luria-Bertani y WT fue cultivada en caldo Todd Hewitt
(THB) o agar (THA) (Difco Laboratories, Detroit, USA). Se adiciond eritromicina a una dosis de
150 pgml ' para £ coliy 5 ugml ! para SaTiBe08-18. El grupo de genes ¢ps de S. agalactiae WT
fue eliminado por reemplazo de genes de alta eficiencia a través de integracion homologa de
doble c-uzamiento, como ha sido previamente descrito con algunas modificaciones (Biswas,
Gruss, chrlich & Maguin, 1993). Los iniciadores fueron disefiados para las regiones que
comprendian los lados terminales del grupo de genes ¢ps, con una superposicién de 21 bp del
ADN genomico de GBS (cepa NEM316, niimero de acceso NC_004368).

Los fragmentos fueron unidos por PCR de extension y superposicion y clonados en un vector
sensible a la temperatura pJRS233 con ADN polimerasa de alta fidelidad (Phusion High-Fidelity
DNA polymerase, New England Biolabs, Beverly, USA) (Bryksin & Matsumura, 2010). La
transformacion e intercambio alélico en £, co/i fue desarrollado como se ha descrito previamente
con menores modificaciones (Framson, Nittayajarn, Merry, Youngman & Rubens, 1997). La
extraccion del DNA plasmidico de £. coli se hizo con el kit Genopure Plasmid Midi Kit (Roche
Applied Science, Mannheim, Germany). El constructo de delecién en el plasmido pJRS233
(1000ng) fue introducido en SaTiBe08-18 competente (sucrosa 0.625M) por electroporacion en
una cubea de 0.1cm a 1.8 kV (18kV/cm), 200Q, v 25 uF con Gene Pulser Xcell Electroporation
System (Bio-Rad, Hercules, USA). Después del intercambio alélico, las colonias sensibles a
eritromicina fueron evaluadas con la delecion esperada por amplificacion por PCR con primers
disenados para las regiones laterales terminales del grupo de genes capsulares de GBS, cspY'y
ung. Por microscopia electronica de transmision con el método de fijacion de lisina-hexamina
rutenio tricloro (LHRT) (Hammerschmidt, Wolff, Hocke, Rosseau, Miiller & Rohde, 2005) se
observd AcpsSaTiBe08-18 (Agps) sin cépsula y SaTiBe08-18 (WT) con capsula en un
microscopio electronico de transmision JEOL® 1400. Acps fue congelada a -70°C con el sistema

Cryobank® (Copan Diagnostics Inc, Corona, CA).

Dieciséis explantes intestinales de tilapia fueron expuestos a S. agalactiae WT (SaTiBe08-18) vy
once explantes expuestos a su mutante sin capsula Acps, ambas bacterias fueron incubadas con

10° CFUmI™ por 30 minutos y evaluadas por LHC, con dos réplicas de cada ensayo.
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Cincuenta y seis por ciento (56%) (18/32) explantes infectados con WT vy setenta y tres por
ciento (73%) (16/22) explantes infectados con Acps de GBS mostraron lectinohistoquimica
positiva leve y multifocal con ECL (Tabla 1.) En dos explantes infectados con Acps de GBS, la
LHC positiva fue observada sobre el epitelio en contacto directo con la bacteria mutante. Los
casos restantes con lectinomarcacion positiva para ECL fueron localizados al azar en varios
pliegues de los explantes intestinales. Los explantes sin infeccion fueron LHC negativos para
ECL. Los controles negativos (sin lectina o con el azlcar inhibidor de la lectina) fueron todos

negativos.

Patrones de carbohidratos en S. agalactiae (ST-260) de tilapia (SaTiBe08-18 y AcpsSaTiBe0s-
18). Para determinar el patron de carbohidratos de la superficie de la capsula de SaTiBe08-18
(WT) y de su pared celular (Acps, mutante sin capsula), se hizo un ensayo de puntos de union a
lectinas con diecinueve lectinas biotiniladas (Fig. 3). WT y Acps fueron cultivadas en TBS hasta
alcanzar la fase exponencial a ODsynm=0.3. Fueron lavadas dos veces con PBS frio y
resuspendidas en PBS a ODgnm=1.5. La suspension bacteriana (2.5pl) fue inoculada en una
membrena de nitrocelulosa en un disefio que permitia la evaluacion de diecinueve lectinas
biotiniladas (Fig. 3). Los sitios de union inespecificos fueron bloqueados con BSA 5% (Merck,
Darmstadt, Alemania). Se hicieron dos lavados con PBS+Tween 20 (Thermo Scientific,
Massachusetts, USA) y 2ul de cada lectina (1ug/ml) fueron incubados en cada punto de
inoculacion de cada bacteria. Las lectinas biotiniladas BK-1000, BK-2000 y BK-3000 (Vector
Labs, California, USA) evaluadas fueron: Concanavalina A (ConA), soya (SBA), germen de trigo
(WGA), Dolichos biflorus (DBA), Ulex europaeus 1 (UEAL), Ricinus communis,sy (RCAys), mani
(PNA), Griffonia simplicifolia I (GSLL), Pisum sativum (PSA), Lens culinaris (LCA), Sophora
Japonica (SJA), germen de trigo succinilada (SWGA), Griffonia simplicifolia 11 (GSLIL), Datura
stramorium (DSL), Erythrina cristagalli (ECL), Jacalina, Lycopersicon esculentum (LEL), Solanum
tuberosum (STL) y Vicia villosa (VWA).

Solo la SWGA (aglutinina de germen de trigo succinilada) mostrd diferencias en la afinidad entre
ambas bacterias, reaccionando con la mutante sin capsula pero no con la cepa WT. sWGA se
une selectivamente a GlcNAc no sialilado. WGA se une a ambos residuos de GIcNAC y &cido
sidlico y fue positivo para ambas bacterias WT y Acps. La sSWGA provee un sistema para
distingur entre glicoconjugados sialilados y aquellos que contienen solo GlcNAc, sugiriendo que
la capsula de WT SaTiBe08-18 es sialilada.

En general, el polisacarido capsular sialilado de GBS (CPS) provee proteccion antifagocitica al
impedir la deposicion del complemento C3 activo por opsonizacion en la superficie bacteriana y
mimetizar molecularmente al GBS para evadir la respuesta inmune (Carlin, Lewis, Varki & Nizet,
2007; Maisey, Doran & Nizet, 2008). También, el resultado sugiere que la superficie de WT no
tiene GIcNAc, esta molécula esta presente en la superficie de Acps. Cuando la cépsula se pierde,
la lectina es capaz de alcanzar estructuras que eran “cubiertas” por la capsula y que tiene este
azlcar, podrian ser el antigeno del grupo B de la clasificacion Lancefield y el peptidoglicano

(Caliot, Dramsi, Chapot-Chartier, Courtin, Kulakauskas, Péchoux, Trieu-Cuot & Mistou, 2012).



Para otras lectinas, ambas bacterias tuvieron resultados similares: fueron positivos para LEL
(une grupos GIcNAc); ConA, PSA y LCA (une grupos Man/Glucose (Glc)); PNA, SBA, ECL,
Jacalina, DBA y RCA,;; (une grupos Gal/GalNAc); y UEAI (une grupos Fucose (Fuc)). UEAI, PNA,
SBA, PSA, ECL y Jacalina mostraron una afinidad leve comparada con las otras lectinas positivas.
Ambas bacterias fueron negativas para GSLII, DSL y STL (une a GIcNAc) y VVA y GLSI (une a
Gal/GalNAc).

Glicoinhibidores de adherencia. En el modelo de infeccion ex vivo con S. agalactiae SaTiBe08-18
(WT) y AcpsSaTiBe08-18 (Acps) en explantes de intestino de tilapia (Oreochromis sp.), se
evaluaron les propiedades inhibitorias de adherencia de siete azlcares (Gal, GalNAc, Neu5Ac,
Fuc, au-methyl glucoside (MeuGlc) y MeaMan) y una lectina. Dos tipos de experimentos fueron
desarrollados: azucar o lectina incubadas con los explantes 30 minutos antes de la adicion de la
bacteria (experimento I) y bacteria incubada con azlcar o lectina 30 minutos antes de la

infeccion del explante (experimento II).

Tilapias sanas (<20g de peso corporal) estuvieron en ayuno por 5 dias y luego se sacrificaron
por sobredosis de anestesia con MS-222 metasulfonato de tricaina (Argent Labs, Washington,
USA). La porcion anterior del intestino (aproximadamente 4cm) fue disectada en cada pez e
inmediatamente depositada en cajas de Petri de 140mm conteniendo 20ml de Medio Minimo
Esencial Eagle modificado Dulbecco DMEM (Gibco, Invitrogen, Paisley, Scotland) alto en glucosa
a 28°C. El lumen intestinal fue cuidadosamente lavado con jeringa y aguja 21G con DMEM con
el objetivo de eliminar el moco y los residuos de comida. Siete explantes (5mm de grosor)
manteniendo su estructura tubular fueron obtenidos de cada pez.

WT y Acps fueron cultivados en Brain Hearth Infusion BHI caldo (Becton Dickinson, New Jersey,
USA) a 30°C hasta alcanzar la fase tardia de crecimiento a ODgyg.m= 0.890-0.920. La cepa WT
fue centrifugada a 4000rpm y 18°C por 25min con el objetivo de eliminar el caldo BHI. WT fue
lavado una vez con DMEM y centrifugada en las mismas condiciones, después se hizo un lavado
final con solucion salina estéril (SSS) a pH5 por 25min. Nuevamente fue centrifugada vy el pellet
se resuspendio en DMEM+BSA 10% para infectar los explantes. Acps fue tratada de la misma
forma que WT, excepto en que la centrifugacion se hizo por 15min y los dos lavados fueron
hechos solo con DMEM.

Para el experimento I, los explantes fueron cuidadosamente transferidos a placas de cultivo de
24 pozos (en duplicado) conteniendo DMEM con cada azlcar o lectina y albumina sérica bovina
(BSA) al 10% e incubados a 28°C en una atmdsfera con CO; al 5% y humedad del 80% con
agitacion lenta. Un explante de cada pez fue macerado y cultivado en agar BHI (Becton
Dickinson, New Jersey, USA) para evaluar su esterilidad. Después de 30 minutos de incubacion,
los explantes fueron lavados dos veces con DMEM. Los explantes fueron infectados con WT vy
Acps a una dosis de 10° CFUmI™ durante 30 minutos.

Para el exparimento II, cada bacteria (WT y Acps) fue incubada con cada azlcar o lectina a

289C duranze 30 minutos. Después, los explantes fueron incubados con la mezcla (bacteria y



azlcar o bacteria y lectina) a 28°C, en una atmésfera de CO, al 5% y humedad del 80% con
agitacion lenta durante 30 minutos mas. Como control negativo y con el objetivo de evaluar el
efecto de los azlcares y la lectina en el crecimiento de la bacteria, cada azlcar y lectina fue
cultivado a 28°C durante 8 horas con cada bacteria y se construyd una curva de crecimiento
midiendo la ODsy. Ningun azlcar o lectina redujo o incrementd el crecimiento bacteriano (WT y
ACps).

Después de la incubacion, los explantes fueron fijados en formalina buferada al 3.7% vy
procesados por la técnica de rutina Hematoxilina-Eosina (H&E). Se hizo deteccién por

inmunohistoguimica (IHC) de WT y Acps en los explantes.

ECL (10-30pg/ml), Neu5Ac (5 — 9mM), MeaMan (12-14mM) y GalNAc (10-12mM) redujeron
significativamente la adherencia de WT y Acps al epitelio intestinal (Figs. 4, 5, 6 y 7). Para ECL y
NeuSAc una inhibicion significativa de la adherencia fue encontrada con WT en el experimento
IT (P<0,0001 y P<0.05, respectivamente) y con Acps en el experimento I (Neu5Ac:P<0,0001 y
ECL:P<0.05) (Figs. 5 y 6). ECL también inhibid significativamente la adherencia de Acps en el
experimento II (P<0.0005) (Fig. 7). MeaMan y GalNAc bloguearon la adherencia
significativamente con Acps en el experimento II (P<0.0005) (Fig. 7).

GalNAc esta presente en la superficie del epitelio intestinal de las tilapias con y sin
estreptococosis pero no en cachamas, y este azucar inhibio la adherencia de Acps cuando fue
incubado el azlcar con la bacteria antes de infectar los explantes intestinales (Figs. 1, 2, 7 y 9).
Todos los resultados sugieren que GalNAc es un componente de los receptores para S.

agalactiae en el epitelio intestinal de las tilapias.

Células blarco. E| epitelio gastrointestinal es la principal via de entrada de S, agalactiae en
tilapia. Esta invencion tiene aplicacion en el epitelio intestinal. El modelo de infeccidn ex vivo con
explantes irtestinales de tilapia infectados con AcpsSaTiBe08-18 demostraron la eficiente
adherencia de la bacteria cuando no fueron usados azlicares o lectinas y la inhibicion de Ia
adhesion cuando el intestino fue incubado con ECL y NeuSAc antes de ser infectado con S,

agalactiae (Figs. 5y 8).

Dado que los GBS-especificos y los GBS-asociados a peces y especies patdgenas de peces, como
son el Streptococcus ictaluri'y el Streptococcus iniae, observan una via metabdlica comun para
el uso de los azucares objeto de estudio, la invencién aqui reinvindicada presenta un importante

potencial en la prevencion, control y tratamiento de las infecciones por Streptococcus en peces.



Reivindicaciones

1. Un glicoinhibidor de adherencia de Streptococcus en peces CARACTERIZADO PORQUE

comprende al menos una de las siguientes sustancias:
MN-acetylgalactosamine (GalNAc) (10-12Mm),
acido sialico (Neu5Ac) (5-9mM),
a-metyl mannoside (MeaMan) (12-14mM),
Lect na Enythrina crystagalli (ECL) (10 — 20ug/ml)

2. El glicoinhioidor para prevenir la adherencia de Streptococcus en peces de la reivindicacion 1
CARACTERIZADO PORQUE para prevenir, tratar y controlar la estreptococosis por S.
agalactiae comprende la mezcla de GalNAc (10-12mM) y NeuS5Ac (5-9mM).

3. El glicoinhibidor para prevenir la adherencia de Streptococcus en peces de la reivindicacion 1
CARACTERZZADO PORQUE para prevenir, tratar y controlar la estreptococosis por S.
agalactiae comprende la mezcla de GalNAc (10-12mM) y MeaMan (12-14mM).

4. El glicoinhibidor para prevenir la adherencia de Streptococcus en peces de la reivindicacidn 1
CARACTERIZADO PORQUE para prevenir, tratar y controlar la estreptococosis por S.
agalactiae comprende la mezcla de NeuSAc (5-9mM) y MeuMan (12-14mM).

5. El glicoinhitidor para prevenir la adherencia de Streptococcus en peces de la reivindicacion 1
CARACTERIZADO PORQUE para prevenir, tratar y controlar la estreptococosis por S.
agalactiae comprende la mezcla de MexMan (12-14mM) y ECL (10 — 20ug/ml).

6. El glicoinhibidor para prevenir la adherencia de Streptococcus en peces de la reivindicacion 1
CARACTERIZADO PORQUE para prevenir, tratar y controlar la estreptococosis por S.
agalactiae comprende la mezcla de GalNAc (10 - 12mM), Neu5Ac (5 - 9mM) y MeaMan (12
- 14mM).

7. El glicoinhibidor para prevenir la adherencia de Streptococcus en peces de la reivindicacion 1
CARACTERIZADO PORQUE para prevenir, tratar y controlar la estreptococosis por S.
agalactiae comprende la mezcla de Neu5Ac (5 - 9mM), MeaMan (12 - 14mM) vy ECL (10 -
20ug/ml).

8. El glicoinhibidor para prevenir la adherencia de Streptococcus en peces de la reivindicacion 1
CARACTERIZADO PORQUE para prevenir, tratar y controlar la estreptococosis por S,
agalactiae, S. iniae y S. ictaluri comprende la mezcla de GalNAc (10-12mM) y ECL (10 -
20pg/ml).
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Tabla 1

Especificidad Patrén Grupo experimental
Lectina Abreviatura de azicar positivo HT HC TS WT Acps
- preferido* = LHC = (11)® (12)* (13)° (16)° (11)
p1,4Gal
Erythrina cristagallilectina ECL ”l*ﬁa! NAcC I 0 0 75%  S6%  73%
SRS SN - . . . ST S S V.
Vicia viflosa aglutinina VVA a-pGalNAc 100% 0 100%
Dolichos biflorus aglutinina DBA u-pGalNAC 100% 0 100%
Soybean aglutinina SBA u-pGalNAc 100% 0 100%
: G e e uGal 5 =
Grifforna simplicifolia 1 GSLI «GalNAC 100% 0 100%
Ricinus communis 1 aglutinina RCA; 5 u-fiGal 1 70% 0 70%
Solanum tuberasum lectina STL GlcNAc 100% 0 100%
Lens culinaris aglutinina LCA ‘:Efé‘ 100% 0 100%
Aglutinina de germen de trigo WGA BlchAC 100% 0 100%
Sialic acid
Aglutinina succinilada de germen de trigp ~ sWGA ~ GIcNAc -~ 0% 0 0% -
Lycopersicon esculentum lectina LEL GlcNAc 100% 100% 100%
Datura stramonium lectina DSL GlcNAc 100% 100% 100%
GalNAc
Man
Jacalina Jacalin Glc I 100%  100%  100%
MurAc
NeuAc
- . aMan
Concanavalina A ConA aGlc 100% 100% 100%
Griffonia simplicifolia 1l GSLII  apGleNAc 0 0 0
Negativo
Pisurm sativurm aglutinina PSA [::g;?; d 0 0 0




Resumen

Le invencion aqui reivindicada presenta azlcares especificos y una lectina, que bloquean la
acherencia del Streptococcus al epitelio intestinal de tilapias de cultivo. La invencion tiene
potencial de uso médico e industrial para prevenir estreptococosis en peces, ya que los
Streptococcus especificos-de peces y asociados-a peces tienen vias metabdlicas propias que

usan los azlcares aqui descritos y las comparten con otros Streptococcus que afectan peces
como S. iniaey S. ictaluri,
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Declaracion de Cesion de Derechos de Inventor

Nosotros, los abajo firmantes, Carlos Arturo Iregui y Paola Andrea Barato
Gomez, ciudadanos colombianos domiciliados en la ciudad de Bogota, por el
presente documento declaramos bajo juramento ser los Unicos y verdaderos
inventores de la invencion titulada “Glicoinhibidores de adherencia de
streptococcus en peces” y que cedemos en plena propiedad y sin reserva ni
limitacion alguna, todos nuestros derechos sobre la misma a favor de la
UNIVERSIDAD NACIONAL DE CoLomBIA domiciliada en la Carrera 45 No. 26 — 85,
Bogota, D.C., Colombia, quien podra solicitar y obtener a su nombre, la respectiva
Patente de Invencion en los territorios que la Universidad considere pertinentes.

= 18 DIC. 2015 | :
Para constancia firmamos hoy en la ciudad de Bogota,
D.C., Colombia.
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Carlos Arturo Iregui Castro Paola Andrea Barato Goﬂez
C.C. 19]245.919 de Bogota C.C. 42.158.346

Acepto:
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Dlego Fernando Eernandez Losada

C.C. 16.267.500 dg Palmira (Valle)

éﬂiversidad Nacional de Colombia
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HnvERSIDAD NACIONAL Di: COLOMHBIA

RECTORIA
RESOLUCION NUMERO /6% pec i 1 ABR 2013

"Por la cual se comisiona al profesor DIEGO FERNANDO HERNANDEZ LOSADA en el cargo
ae Vicerreclor de Sede 0160-17 LNR, adscrito a la Vicerrectoria de la Sede Bogota”

EL RECTOR DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA
En uso de sus agtribuciones legales y estawutarias, vy,

CONSIDERANDO

Que de conformidad con io establezido en el articulo 6 del Acuerde N°24 de 2007, expedido
por el Consejo Superior Universitario, el docente de carrera se encuentra en comision interna
para el gjercicio de un cargo academico — administrativo cuando haya sido designado por la
autcridad competente para desempefiar un cargo académico administrativo o directiva de
aquellos establecidos por el Consejo Superior Universitario en una Facultad, Centro o Instituto,
en las Sedes, Sedes de Presencia Nacional o en el Nivel Nacional de la Universidad. En !
everio en que un docente se =ncuentre en esta situacion, podrd escoger entre la
remuneracion del cargo o la que le corresponda como docente, o se le podran asignar las
ponif caciones o estimuios gue la autoridad competente haya previsto para estos casos

RESUELVE

ARTICULO PRIMERO.- Comisionar a partir de la fecha de posesion al profesor DIEGQ
FERNANDO HERNANDEZ LOSADA, identificado con la cédula de ciudadania No,
16,267,500 expecida en Palmira en e! cargo de Vicerrecior de Sede 0160-17 LNR, adscrito a
la Vicerrectoria de la Sede Bogeta, con una asignacion basica mensual de $4.965.292 vy
pastos de representacion de $4731.634, de conformidad con los considerandos de la
cresente resoiucion,

PARAGRAFO.- El profesor DIEGO FERNANDO HERNANDEZ LOSADA es fitular del carao
Profesor Asociado en dedicacion Exclusiva, adscrito al  Departamento de Ingenieria de
Ssiemas e hausinal de la Facuiiad de ingenieria de ia Sede Bogota

ARTICULO SEGUNDO.- Remitase copia de la presente resolucion a Facultad de Ingenieria
de la Sede Bugotd, a |z Vicerrectona de la Sede Bogota, v a la Direccion Nacional de Talento
Humanc

ARTICULO TERCERO.- La presente Resolucion nge a partir de la fecha de expedicion

COMUNICUESE Y CUMPLASE.
Dade en Bogota) D.C 0 ABR 2012
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R4 UNIVERSIDAD

:j\ NACIONAL

DE COLOMBIA

Eal

Direccion Nacional de Personal

ACTA DE POSESION: /!
FECHA: 1 DE ABRIL DE 2013

EN LA CIUDAD DE BOGOTA, D.C, EL DIA 1 DE ABRIL DE 2013 Y DE
CONFORMIDAD CON EL ARTICULO 40 DE LA RESOLUCION 040 DE 2001, SE
PRESENTO A LA RECTORIA, EL PROFESOR DIEGO FERNANDO HERNANDEZ
LOSADA CON EL OBJETO DE TOMAR POSESION DEL CARGO DE
VICERRECTOR DE SEDE 0160-17 LNR ADSCRITO A LA SEDE BOGOTA PARA EL
CUAL FUE COMISIONADO MEDIANTE RESOLUCION DE RECTORIA N° 265 DE
FECHA 1 DE ABRIL DE 2013, CON UNA ASIGNACION BASICA MENSUAL DE

$4.965.292 Y GASTOS DE REPRESENTACION DE $4.731.634.

PERIODO DE LA COMISION: DESDE EL 1 DE ABRIL DE 2013

EL POSESIONADO PRESENTO CEDULA DE CIUDADANIA N° 16,267,500
EXPEDIDA EN PALMIRA. ASi MISMO JURO CUMPLIR CON LA LEY, LOS
ESTATUTOS Y REGLAMENTOS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA
Y CON LAS FUNCIONES Y DEBERES DEL CARGO.

PARA CONSTANCIA SE FIRMA LA PRESENTE ACTA POR LA DIRECTORA
NACIONAL DE PERSONAL Y EL POSESIONADO.
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ALBAE?HE&'WLLA?[ OCAMPO __ DIEGO FERNANDO HERNANDEZ LOSADA

Direct7a Nacional de Tdlento Humano
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CEDULA DE CIUDADANIA

HUEERY 16.267.500
HERNANDEZ LOSADA

APTLLIDOSA

DIEGO FERNANDO

NORARRES

FZMA

FECHA DE nacimiento  27-JUN-1961
PALMIRA
(VALLE)

LUGAR DE NAC”‘J’I[EF\{TO
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ESTATURA G5 ABH SEXO

27-JUN-1980 PALMIRA ,
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE coLOMBIA
SEDE BOGOTA
VICERRECTORIA DE SEDE

Bogota, D. C. Octubre 16 de 2015 ) / CAELA

T £5 .
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO o

Calle 28 No 132-15 Piso 17.

Asunto: Poder para la solicitud y tramite de registro de la patente de Invencion "Glicoinhibidores
de adherencia de streptococcus en peces”.

DIEGO FERNANDO HERNANDEZ LOSADA, domiciliado en la ciudad de Bogota identificado con
cédula de ciudadania No. 16.267.500 de Palmira (Valle), actuando como Vicerrector de Sede
Bogcta de la UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA, con NIT 899.999.063 — 3, competente
para la materia en concordancia con el paragrafo del articulo 04 numeral 4, del Manual de
Convsnios y Contratos adoptado mediante Resolucion de Rectoria No. 1551 del 19 de diciembre
de 2014 y el articulo 50 del Acuerdo CSU 184 de 2015, por medio del presente documento,
confiero poder especial a la Abogada LAURA MARCELA MANZANO JIMENEZ, identificada con
cédula de ciudadania No. 1.091.666.812 de Ocania, tarjeta profesional No. 248.536 del C.S.J., con
domicilio en la ciudad de Bogoté, para que presente la solicitud de examen de patentabilidad y todo
los tramites requeridos para la obtencion de la patente de invencion titulada: “Glicoinhibidores de
adherencia de streptococcus en peces”.

En corsecuencia, la apoderada queda facultada para realizar ante las autoridades administrativas
todos los pasos necesarios en cumplimiento del objeto indicado, como son: Elevar solicitudes,
descripciones, protestas, declaraciones, reposiciones y apelaciones, presentar observaciones,
oposiciones, reclamos, responder observaciones y/o oposiciones y/o cancelaciones; solicitar
renovaciones, modificaciones, afectaciones, recibir todos los documentos presentados, solicitar
testimonios, enmendar solicitudes, percibir para oponerse y protestar contra cualesquiera
solicitudes, que a juicio de la apoderada pudieran prestarse a confusién o infringir o de cualquier
modo perjudicar el derecho del mandante. Al mandatario se le otorga autorizacién para contestar

“__I.'uft'odos los reclamos presentados ante autoridades administrativas.

. - 1
"'Atentamente,

/g;@\

GO FERNANDO\HERNANDEZ LOSADA

Le.om Vicerrector de Sede

(2 [ CC: 16.267.500 de Palmira (Valle)

Acepto,
@@W%
RA MARCELA M 0 JIMENEZ

C.C. 1091666812 de O . Norte de Santander
T.P. No. 248.536 del C.S.J

Carrera 45 No. 26-85, EDIFICIO URIEL GUTIERREZ, 4° piso Oficina 406
Teléfono: (57-1) 316 5235 Telefax: 316 5535 Conmutador: (57-1) 316 5000 Ext. 18227 Fax: Ext. 18228
Correo electrénico: vrs_bog@unal.edu.co
Bogota, Colombia, Sur América
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industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

Espacio reservado para el adhesivo de radicacién

DIRECCION DE NUEVAS CREACIONES
FORMULARIO DE REDUCCION DE TASAS

B. BENEFICIARIO | Nombre: Universidad Nacional de Colombia IDENTIFICACION
Direccion: Carrera 45 No. 26-85 — Ed. Uriel Gutiérrez
Teléfono: 3165000 Ext. 18167 — 18204 [ ee: = NIT
Nacionalidad o Domicilio: Colombia =] EGE [Jotro

Ciudad: Bogota D.C.
No. NIT 899999063-3

En caso de ser una persona natural y carecer de medios econdmicos y por tanto lo aplique la reduccion de
tasas a la que se refiere la resolucion vigente en tarifas, debe firmar la presente solicitud bajo la gravedad de

uramento.

PI02-FO7 vr2 (2012-04-19)




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO s,
NIT : 800.176.089-2 b

ol
§ RECIBO DE CAJA No. 15 - 138492
Industria y Comercio
SUPERINTENDE ENCIA Bogota D.C., Diciembre 22 de 2015 - 11:45:12
RECIBIDO DE : UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA NI 899.999.063
*** Soporte del Pago ™*

TIPO PAGO BANCO CUENTA No PAGQ FECHA PAGO VR.PAGO
RECIBO DE CA SIC *™* RECIBO ** 999899999 117556 28/10/2015 79.000.00
RECIBODE CA SIC **RECIBO ** 999999999 128471 26/11/2015 34.000.00
RECIBO DE CA SIC * RECIBO ** 999999999 134471 15/12/2015 1.263.500.00

*** Conceptos Pagados ***

CANT. RENTISTICO CONCEPTO Vr.UNDITARIO Vr.CONCEPTO
[ 150005-01-01 SOLICITUDES 2280 25% TRANITES DE SOL DE PATENTE ~__397.500.00 $§gg ggggg
SON: *TRESCIENTOS NOVENTA Y SIETE MIL QUINIENTOS PESOS MONEDA CORRIENTE***
_Ffie*s‘}gp'rjsable: o
." Recibo de Caja Aplicado al Expediente No.
|
SUPERINTEND DENCIA CE INDU 5
I HH I L i il i I ﬂ U ﬂ HJ I ﬂf !l H II ’l
rect 1' ‘-‘~‘-_ 2: 115323 ey
23 e E:srw;.b E},,,jg?ﬂc‘;f‘:? or

Sede Centro- Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4.5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia

Web: www.sic.gov.co e-mal infe@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240
Diciambre 22 de 2015 - 11:45-13
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| LISTA DE CHEQUEO

Industria " Comercio
SUPERINTENDENCIA |

ADMISION A TRAMITE - NUEVAS CREACIONES

PATENTE DE INVENCION [ | MODELO DE UTILIDAD [ ] Art 33 Decision 486/00

Indicacion que se solicita una patente.

Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Descripcion de la invencion

Dibujos de ser estos pertinentes

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

Completa’ D Incompleta D

PATENTE DE INVENCION PCT D MODELO DE UTILIDAD PCT l:] Art.33 Decision 486/00, Circular Unica

—

OO O O

Indicacion gue se solicita una PCT

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

Dibujos de ser estos pertinentes

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

Completa _ D Incompleta D

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

L]
L]

L]
[]

Indicacion que se solicita Disefio industrial

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

Representacion grafica y fotografica del Disefio industrial o muestra del material que incorpora el
diserio

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa l:l Incompleta El

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

Ooou

Indicacion que se solicita un esquema de trazado
Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Representacion grafica de un esquema de trazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa El Incompleta D




