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No. Solicitud PCT/EP2015/080526

Internacional

Fecha de Presentacion

) 18 de diciembre de 2015
Internacional

Como resultado del examen de fondo realizado, con fundamento en el Articulo 45 de
la Decision 486 de la Comision de la Comunidad Andina, se comunica:

1. Documentos estudiados

Descripcién NC2017/0006157 21 de junio de 2017

Reivindicaciones: NC2017/0006157 21 de junio de 2017
NC2017/0006157 7 de septiembre de 2017
NC2017/0006157 8 de octubre de 2018

Dibujos: NC2017/0006157 21 de junio de 2017

Respuesta del NC2017/0006157 8 de octubre de 2018

solicitante:

Prioridad(es): EP 14199722 .1 Fecha: 22 de diciembre de 2014
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2. Analisis de la Prioridad

Se acepta la reivindicacion de prioridad porque esta solicitud fue presentada dentro
del plazo establecido y el contenido técnico de esta solicitud corresponde con el de
la prioridad reivindicada.

3. Modificaciones presentadas (Art. 34 D 486 y Art. 19, 22 y 34 PCT)

Se aceptan las modificaciones al capitulo reivindicatorio presentadas e identificadas
con el Radicado N° NC2017/0006157 del 8 de octubre de 2018, comoquiera que se
ajustan a las prescripciones contenidas en el reglamento del PCT y en el Art 34 de la
Decision 486.

4. Objeto de la invencion

De acuerdo con lo establecido en el numeral 1.2.2.2 del Capitulo Primero del Titulo
X de la Circular Unica para efectos del examen de patentabilidad, se tendra en
cuenta la tasa pagada por el solicitante al momento de comenzar el examen para las
reivindicaciones adicionales; esto es que cuando la solicitud contenga mas de diez
(10) reivindicaciones y no se haya pagado la tasa complementaria, sélo se
estudiaran las cubiertas por la tasa pagada. Por lo tanto, se estudiaran las
reivindicaciones 1 a 10 del capitulo reivindicatorio (Radicado N° NC2017/0006157
del 8 de octubre de 2018).

Titulo de la solicitud: “METODO PARA MANUFACTURAR UN ANTICUERPO O
FRAGMENTO DEL MISMO DE UNION A ANTIGENO ACOPLADO A PEG”
(Radicado N° NC2017/0006157 del 8 de octubre de 2018).

El problema planteado en esta solicitud consiste en la continua necesidad de
proporcionar métodos mejorados para la manufactura de proteinas, particularmente,
cuando la proteina manufacturada esta siendo acoplada a una segunda molécula.

Para resolver este problema técnico, la solicitud en estudio proporciona un método
para manufacturar un anticuerpo o fragmentos del mismo de unién al antigeno,
caracterizado por que comprende: a) cultivar una célula hospedera bajo condiciones
de manera tal que exprese el anticuerpo o fragmento del mismo de union al
antigeno, y b) purificar dicho anticuerpo o fragmentos del mismo de union al
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antigeno a partir de una mezcla que contiene las células hospederas y otros
contaminantes, en donde dicha purificacion comprende al menos una etapa de
cromatografia y en donde un agente reductor se agrega a dicha mezcla y el
anticuerpo o fragmentos del mismo de unién al antigeno se mantiene en presencia
de dicho agente reductor a partir de la primera etapa de cromatografia hasta la
ultima etapa de cromatografia. c) agregar PEG al anticuerpo o fragmentos del mismo
de unién al antigeno, y d) recuperar dicho anticuerpo o fragmentos de unién al
antigeno del mismo acoplado a PEG.

El objeto de la presente solicitud se relaciona con la Clasificacidon Internacional de
Patentes (CIP): CO7K 1/18, CO7K 1/36.

5. De la solicitud de patente
Reivindicaciones (Art. 30 D 486, Art. 22 PCT)

1. Lareivindicacion 1 no es clara porque no define un método para manufacturar
un anticuerpo o fragmento del mismo de uniéon al antigeno, en términos de
sus caracteristicas técnicas esenciales, es decir indicando una serie de
etapas y condiciones especificas que le permitan a la persona normalmente
versada en la materia la implementacion del método. En este sentido no se
indica en la etapa (b) durante la purificacion del anticuerpo, las siguientes
caracteristicas y condiciones del método: (i) el tipo de cromatografia que se
utiliza en un primera etapa, en donde dicho anticuerpo o fragmento del mismo
de uniéon al antigeno de interés se une al medio cromatografico y es
subsecuentemente eluida en un primer eluato que contiene el anticuerpo; (ii)
los amortiguadores especificos utilizados con sus correspondientes
condiciones de pH; (iii) el tipo de agente reductor que esta presente en el
amortiguador de carga, en el amortiguador de lavado y en el amortiguador de
elucién, y su correspondiente rango de concentracion; (iv) el tipo de
cromatografia que se utiliza en la segunda etapa para capturar impurezas y
producir un flujo continuo que contiene el anticuerpo; y (v) las etapas de
ultrafiltracion o diafiltracién (UF/DF) que son realizadas entre las etapas de
cromatografia. Cabe resaltar, que como se evidencia en el capitulo descriptivo
(Ejemplo 2 - Radicado N° NC2017/0006157 del 21 de junio de 2017) el agente
reductor que se mantiene desde la primera etapa de cromatografia
corresponde a glutationa en una concentracion de 1 mM, la cual genera unas
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condiciones reductoras moderadas que conservan la estructura nativa del
Fab® reduciendo selectivamente las cisteinas presentes en la region bisagra
manteniendo inalterados los enlaces disulfuro intercatenarios nativos
presentes entre las regiones constantes de cadena pesada y ligera. Se le
recuerda al solicitante que la reivindicacion independiente debe ser
autosuficiente y comprender todas las caracteristicas técnicas esenciales del
método reclamado. Se le sugiere al solicitante realizar las aclaraciones
necesarias, e incorporar en la reivindicacién independiente las caracteristicas
técnicas esenciales del método, divulgadas en el capitulo descriptivo, con el
objetivo de poder distinguir inequivocamente la invencion del estado de la
técnica.

2. La reivindicacion 1 no es concisa porque el término “al menos” es impreciso,
por lo cual no permite distinguir la invencién del estado de la técnica. Se
sugiere sustituirlo por un término preciso o un rango concreto.

3. Las reivindicaciones 1 a 10 no son claras porque presentan errores de
redaccion al incluir la preposicion “Por” y el pronombre interrogativo “que”, en
lugar de la conjuncién causal “Porque” para explicar en las reivindicaciones
las caracteristicas técnicas del método para manufacturar un anticuerpo. Se le
sugiere al solicitante realizar las aclaraciones necesarias.

6. Determinacion del Estado de la Técnica
El estado de la técnica se determind con base en la fecha de presentacion de la

solicitud de prioridad: 22 de diciembre de 2014, y se encontraron los siguientes
documentos que anticipan el objeto de esta solicitud:

item Documento Titulo Fecha de
Publicacién
“Alternative antibody Fab'
Humphreys D. et al., fragment PEGylation
2007. Protein strategies: combination of
D3 | engineering, design and strong reducing agents, 01/Mayo/2007
selection. Vol. 20, No. 5, disruption of the interchain
Pag. 227 - 234. disulphide bond and disulphide
engineering”

Pagina 4 de 12

Senor ciudadano, para hacer seguimiento a su solicitud, la entidad le ofrece los siguientes canales:
wwwsicgov.co ~ Teléfono en Bogotd: 5920400 - Linea gratuita a nivel nacional: 018000910165 Nuestro aporte es fundamental,
al usar menos papel contribuimos

. . . i con el medio ambiente
Direccion: Cra. 13 # 27 - 00 pisos 1.3, 4,5, 6.7 ¥ 10, Bogota D.C.- Colombla - Teléfono: (571) 5870000 - e-mail: contactenos@sic.gov.co s




GOBIERNO

DE COLOMBIA

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

REPUBLICA DE COLOMBIA

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
Oficio N° 13128
Ref. Expediente N° NC2017/0006157
D4 W02007003898 Process for attaching effector 11/Enero/2007
molecules to proteins

El documento D3' divulga la produccion de un Fab” mono-PEGilado que fue
modificado para carecer de un enlace disulfuro intercatenario. Se demostré que la
vida media en suero se mantuvo esencialmente sin cambios en relacidon con el Fab-
PEG que presenta un enlace disulfuro intercatenario (Pag. 228, Col. 1, Parra. 2).

El documento D42 divulga un proceso para unir una o mas moléculas efectoras a
una o mas cisteinas en una proteina que comprende: a) activar una o mas cisteinas
en la proteina diafiltrando la proteina contra un agente reductor de monotiol o un
agente reductor de multiples tiol que es incapaz de formar enlaces disulfuro
intramoleculares; y b) hacer reaccionar la proteina tratada con una molécula efectora
(Abstract).

7. Examen de Patentabilidad (Art. 14 D486)
Nivel Inventivo (Art. 18 D486)

La reivindicaciéon 1 consiste en: “Un método para manufacturar un anticuerpo o
fragmentos del mismo de union al antigeno, caracterizado por que comprende: a)
cultivar una célula hospedera bajo condiciones de manera tal que exprese el
anticuerpo o fragmento del mismo de unién al antigeno, y b) purificar dicho
anticuerpo o fragmentos del mismo de unién al antigeno a partir de una mezcla que
contiene las células hospederas y otros contaminantes, en donde dicha purificacion
comprende al menos una etapa de cromatografia y en donde un agente reductor se
agrega a dicha mezcla y el anticuerpo o fragmentos del mismo de unién al antigeno
se mantiene en presencia de dicho agente reductor a partir de la primera etapa de
cromatografia hasta la ultima etapa de cromatografia. c¢) agregar PEG al anticuerpo
o fragmentos del mismo de unién al antigeno, y d) recuperar dicho anticuerpo o
fragmentos de union al antigeno del mismo acoplado a PEG” (Radicado N°
NC2017/0006157 del 8 de octubre de 2018).

Comparacion de las caracteristicas técnicas esenciales, con las del estado de la técnica:

1https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17452434
2https://worldwide.espacenet.com/publicationDetails/biblio?CC=WO&NR=2007003898A1&KC=A1&FT=D
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Caracteristicas Esenciales

D4

D3

Un método para manufacturar
un anticuerpo o fragmentos del
mismo de unidén al antigeno.

Método para manufacturar
una proteina (Pag. 21, Rv.

1).

La proteina es un
anticuerpo o un fragmento
del mismo de unién al
antigeno (Fab’) (Pag. 21,
Rv. 11 a 13).

Método para manufacturar
una proteina (Pag. 228,
Métodos).

a) cultivar una célula hospedera
bajo condiciones de manera tal
que exprese el anticuerpo o
fragmento del mismo de unién
al antigeno.

No registra

Proteina expresada en el
periplasma de E. coli
(Pag. 228, Col. 1, Parr. 3).

Purificar dicho anticuerpo o
fragmentos del mismo de unién
al antigeno a partir de una
mezcla que contiene las células
hospederas y otros
contaminantes, en donde dicha
purificacién comprende al
menos una etapa e
cromatografia y en donde un
agente reductor se agrega a
dicha mezcla (.....).

El producto que contiene
el numero deseado de
moléculas efectoras se
puede separar de
cualquier material de
partida u otros productos
generados durante el
proceso por medio de
técnicas cromatograficas
tales como cromatografias
de intercambio idnico,
exclusion de tamano o de
interaccion hidrofébica
(Pag. 16, lineas 13 a 18).

Activar una o0 mas
cisteinas en una proteina
diafitrando la proteina
contra un agente reductor
de monotiol o un agente
reductor de multi-tiol que
es incapaz de formar
enlaces disulfuro
intramoleculares; y b)
hacer reaccionar la

El Fab-PEG se purificé
usando SP Sepharose HP
(GE-Healthcare). El
material se cargé a pH 4,5
en un amortiguador de
acetato de sodio de baja
conductividad, de modo
que la molécula de PEG
no se enlazara (Pag. 228,
Col. 2, Parr. 1).

Teléfono en Bogota: 5920400 -
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proteina tratada con una
molécula efectora (Pag. 2,
lineas 30 a 34 — Pag. 3,
linea 1).

Agregar PEG al anticuerpo o
fragmentos del mismo de unién
al antigeno.

Recuperar dicho anticuerpo o

Un fragmento de union al
antigeno del mismo (Fab’),
y una molécula de PEG
estan unidos a través de
un grupo maleimida a una

Fragmento de unién al
antigeno (Fab’) derivado
de anticuerpos, puede ser
PEGilado especificamente
en un tiol presente en los
residuos de cisteina no

fragmentos de unién al antigeno | sola cisteina en la region | apareados usando
del mismo acoplado a PEG. bisagra (Pag. 9, lineas 30 | conjugados de
a 34 - Pag. 10, lineas 1 a | PEGmaleimida reactivos

7). con cisteina. (Pag. 228 y
229 - Métodos).

El documento D4 se considera el estado de la técnica cercano a la invencion
definida en la reivindicacion 1 porque divulga un método para unir selectivamente
una o mas moléculas efectoras a una o mas cisteinas en una proteina que
comprende: a) activar una o mas cisteinas en una proteina diafiltrando la proteina
contra un agente reductor de monotiol o un agente reductor de multi-tiol que es
incapaz de formar enlaces disulfuro intramoleculares; y b) hacer reaccionar la
proteina tratada con una molécula efectora (Pag. 2, lineas 30 a 34 — Pag. 3, linea 1).
Los agentes reductores de monotiol incluyen, pero no se limitan a -
mercaptoetilamina, B-mercaptoetanol, cisteina y glutationa (Pag. 12, lineas 13 a 16).
En realizaciones particulares se indica que la proteina puede ser un anticuerpo y
cada molécula efectora unida a la proteina es PEG, la cual estd unida
covalentemente a través de un grupo maleimida a uno o mas grupos tiol en el
fragmento del anticuerpo. En una realizacion preferida, la proteina es un fragmento
de unién al antigeno del mismo (Fab’), y una molécula de PEG esta unida a través
de un grupo maleimida a una sola cisteina en la region bisagra (Pag. 9, lineas 30 a
34 - Pag. 10, lineas 1 a 7).

La diferencia entre la invencion definida en la reivindicacion 1, y el método para
manufacturar un anticuerpo o un fragmento de union al antigeno del mismo
divulgado en el documento D4, consiste en que en el método divulgado en dicha
anterioridad se requiere primero obtener un fragmento Fab’ purificado, para después
llevar a cabo una posterior etapa de activacién de las cisteinas presentes en el Fab’
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mediante la diafiltraciéon del mismo contra un agente reductor de monotiol, o un
agente reductor multitiol que es incapaz de formar enlaces disulfuro
intramoleculares. Ademas, en el método reclamado por el solicitante se cultiva una
célula hospedera que expresa el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de
este.

No hay evidencia de un efecto técnico asociado a dichas diferencias, puesto que la
reivindicacion no define adecuadamente las caracteristicas técnicas esenciales del
método para manufacturar un anticuerpo o fragmento de uniéon al antigeno del
mismo, indicando las siguientes caracteristicas y condiciones del método: (i) el tipo
de cromatografia que se utiliza en una primera etapa, en donde dicho anticuerpo de
interés se une al medio cromatografico y es subsecuentemente eluido en un primer
eluato que contiene el anticuerpo; (ii) los amortiguadores especificos utilizados con
sus correspondientes condiciones de pH; (iii) el tipo de agente reductor que esta
presente en el amortiguador de carga, en el amortiguador de lavado y en el
amortiguador de elucidn, y su correspondiente rango de concentracion; (iv) el tipo de
cromatografia que se utiliza en la segunda etapa para capturar impurezas y producir
un flujo continuo que contiene la proteina; y (v) las etapas de ultrafiltracién o
diafiltracion (UF/DF) que son realizadas entre las etapas de cromatografia, de
manera que no es posible asociar los datos de la descripcidn a la materia reclamada,
y por lo tanto no es posible establecer cual es el aporte al estado de la técnica con el
disefio de la alternativa propuesta.

Cabe resaltar que adicionalmente, el documento D4 demuestra la generacion de un
85% de mondmero PEG-Fab® evidenciando la eficacia de la PEGilacion, la cual es
determinada a partir de una cromatografia de exclusion de tamafo (SEC-HPLC)
(Pag. 19y 20 - Ejemplo 6).

Por lo tanto, el problema técnico objetivo que pretende resolver esta invencion se
puede formular asi: Como modificar el método divulgado en el documento D4, para
desarrollar un método alternativo que permita manufacturar un anticuerpo o un
fragmento de unién al antigeno del mismo, particularmente, cuando el anticuerpo
manufacturado esta siendo acoplado a una segunda molécula.

Sin embargo, el documento D3 ya divulgaba un método para la produccion de
anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno del mismo (Fab’) acoplados a otras
moléculas que incluyen por ejemplo una molécula PEG (Pag. 228 y 229 - Métodos)
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que comprende cultivar una célula hospedera bajo condiciones especificas que
permitan la expresién del anticuerpo o fragmento del mismo de unién al antigeno
(Pag. 228, Col. 1, Parr. 3). En este sentido se determiné que un fragmento de union
al antigeno (Fab’) derivado de anticuerpos, puede ser PEGilado especificamente en
un tiol presente en los residuos de cisteina no apareados usando conjugados de
PEG-maleimida reactivos con cisteina. Se demostré que el producto Fab-PEG final
no necesita retener el disulfuro intercatenario, y que la semivida en suero se
mantuvo esencialmente sin cambios en relacion con la de un Fab-PEG con un
enlace disulfuro intercatenario; y por lo tanto se pueden usar condiciones
fuertemente reductoras (Pag. 230 y 231 — Resultados). Este enfoque alternativo
resulté en eficiencias de PEGilacion de 88 y 94% para Fab humano y murino,
respectivamente, y ofrece la flexibilidad de usar diferentes tamafos de moléculas de
PEG para lograr una serie de resultados farmacocinéticos (PK) diferentes. También
permite una multi-PEGilacion sitio-especifica precisa y eficiente. Finalmente se
presenta evidencia de que las moléculas de Fab’ PEGiladas y no PEGiladas que
carecen de un enlace disulfuro intercatenario retienen niveles muy altos de
estabilidad quimica y térmica y un desempefo normal, demostrando una afinidad
inalterada in vitro y eficacia in vivo (Pag. 233, Discusion).

Por lo tanto, la persona del oficio normalmente versada en la materia, incluiria las
ensefanzas para cultivar una célula hospedera bajo condiciones especificas que
permitan la expresion de un anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo
(Fab’) divulgadas en el documento D3, y el método para manufacturar un anticuerpo
o fragmento de union al antigeno del mismo (Fab’) acoplado a una molécula PEG
divulgado en el documento D4 para llegar asi al objeto de la reivindicacion 1 de la
solicitud, por lo cual se considera obvia.

En consecuencia, la reivindicacion 1 de acuerdo con lo divulgado en los documentos
D3 y D4, carece de nivel inventivo (Art. 18).

Las reivindicaciones 2 a 10, no mencionan alguna caracteristica que haga inventivo
el método para manufacturar un anticuerpo o fragmento de union al antigeno del
mismo de la reivindicacion 1, por lo cual se considera que tampoco tienen nivel
inventivo.

8. Conclusién

Los requisitos de Patentabilidad de la presente solicitud estan afectados asi:
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Reivindicaciones

item Documento Requisito que afecta
afectadas
Humphreys D. et al.,
2007. Protein engineering, R .
D3 design and selection. Vol. 20, 1a10 Nivel inventivo
No. 5, Pag. 227 - 234.
D4 WO02007003898 1a10 Nivel inventivo

9. Respuesta a los argumentos del sefor solicitante
Argumentos con respecto a la claridad del capitulo reivindicatorio

1. El sefior solicitante argumenta que 9....) la Reivindicacion 1 modificada
describe de forma clara y concisa el método reclamado, de manera que una
persona normalmente versada en la materia comprenda las caracteristicas
esenciales del mismo. Con base en lo anterior, resulta claro que la presente
invencion comprende un método para manufacturar un anticuerpo o
fragmentos del mismo de unién al antigeno (....)”

Al respecto, este Despacho se permite reiterar que contrario a lo indicado por el
solicitante la reivindicacion 1 modificada (Radicado N° NC2017/0006157 del 8 de
octubre de 2018), no se encuentra definida en términos de sus caracteristicas
técnicas, es decir indicando una serie de etapas y condiciones especificas que le
permitan a la persona normalmente versada en la materia la implementacién del
meétodo. En este sentido no se indica en la etapa (b) durante la purificacion del
anticuerpo, las siguientes caracteristicas y condiciones del método: (i) el tipo de
cromatografia que se utiliza en un primera etapa, en donde dicho anticuerpo o
fragmento del mismo de unién al antigeno de interés se une al medio cromatografico
y es subsecuentemente eluido en un primer eluato que contiene el anticuerpo; (ii) los
amortiguadores especificos utilizados con sus correspondientes condiciones de pH;
(iii) el tipo de agente reductor que esta presente en el amortiguador de carga, en el
amortiguador de lavado y en el amortiguador de elucidn, y su correspondiente rango
de concentracion; (iv) el tipo de cromatografia que se utiliza en la segunda etapa
para capturar impurezas y producir un flujo continuo que contiene el anticuerpo; y (v)
las etapas de ultrafiltracion o diafiltracion (UF/DF) que son realizadas entre las
etapas de cromatografia. Cabe resaltar, que como se evidencia en el capitulo
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descriptivo (Ejemplo 2, Fig. 1 - Radicado N° NC2017/0006157 del 21 de junio de
2017) el agente reductor que se mantiene desde la primera etapa de cromatografia
corresponde a glutationa en una concentracion de 1 mM. Este es fundamental para
generar condiciones reductoras moderadas que conservan la estructura nativa del
Fab™ permitiendo reducir selectivamente las cisteinas presentes en la regidn bisagra,
manteniendo inalterados los enlaces disulfuro intercatenarios nativos presentes
entre las regiones constantes de cadena pesada y ligera, con el propdésito de
preservar la bioactividad del anticuerpo, haciendo posible acoplarlo en etapas
posteriores a una molécula de PEG. Por lo tanto, se le sugiere al solicitante incluir en
la reivindicacién independiente, que la purificacién del anticuerpo o fragmento de
unién al antigeno del mismo comprende una primera etapa de cromatografia de
intercambio catidnico a partir de la cual un primer eluato que contiene el anticuerpo o
fragmentos del mismo de unidén al antigeno es eluido, y una segunda etapa de
cromatografia que es una cromatografia de intercambio anidnico para producir un
flujo continuo que contiene el anticuerpo o fragmentos del mismo de unién al
antigeno; y que el agente reductor que se mantiene desde la primera etapa de
cromatografia corresponde a glutationa en una concentracion de 1 mM.

En cumplimiento del articulo 45, de la Decision 486 de la Comision de la Comunidad
Andina, se le indica que debe dar respuesta dentro del término de sesenta (60) dias
contados a partir de la fecha de notificacion de la presente comunicacion. En caso
de no dar respuesta al presente requerimiento, o si a pesar de la respuesta
subsistieran los impedimentos para la concesion, se denegara la patente.

Si como respuesta a este requerimiento el solicitante llegara a modificar: i) el
capitulo reivindicatorio, ii) la descripcion de la invencion a proteger, iii) o presente un
nuevo capitulo reivindicatorio, y desee que se realice un nuevo examen de
patentabilidad a esta modificacidn, no debera pagar la tasa de modificacion
voluntaria pero si la correspondiente a la tasa de examen de patentabilidad. En todo
caso, el numero de requerimientos por no patentabilidad estara supeditado a que el
término del estudio de patentabilidad no sea superior a 18 meses, contados desde la
publicacion de la solicitud de patente de invencion. Adicionalmente, se le recuerda al
solicitante que si como respuesta a este requerimiento llegara a modificar el capitulo
reivindicatorio y éste contenga mas de diez (10) reivindicaciones debera pagar la
tasa por reivindicacion adicional.
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Se invita al solicitante se sirva indicar, si asi lo considera, su renuncia al término
faltante para los sesenta (60) dias.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 6.2 del Capitulo

Sexto del Titulo | de la Circular Unica, informandoles que contra el mismo no procede
el recurso de la via gubernativa.

Atentamente,

—

-

JOSE LUIS SALAZAR LOPEZ
DIRECTOR DE NUEVAS CREACIONES

Elaborado: MARIO ANDRES FORERO C}UJINO
Revisado: DAYRON ALEXANDER RAMIREZ REYES
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