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Armenia,

Doctora

EDNA MARCELA RAMIREZ OROZCO

Directora de Nuevas Creaciones Superintendencia de Industria y Comercio
Bogota D.C - Colombia

Asunto: Respuesta a examen de fondo oficio N° 568
Solicitante: Universidad del Quindio
Expediente namero: NC2021/0008459

Cordial saludo

De forma atenta y respetuosa, a continuacién se presentan los argumentos y ajustes
tecnicos frente a los requerimientos realizados por el Examinador en oficio No. 568 del 14
de enero de 2022 respecto al capitulo reivindicatorio y descriptivo:

A OBSERVACION SOBRE EL TiTULO DE LA INVENCION

De conformidad con lo establecido por el Examinador, se adopta el ajuste sugerido con el
objetivo de que la invencion refleje el objeto y campo industrial con el cual se relaciona.
Teniendo en cuenta lo anterior, el titulo inicial Método para la produccion del péptido
SATANIN1-CPD-H8 y SATANIN1-XA-XTEN-H8 se modifica por:

Método para la produccién de las proteinas recombinantes SATANIN1-CPD-H8 y
SATANIN1-XA-XTEN-H8

Il AJUSTES AL CAPITULO REIVINDICATORIO

Teniendo en cuenta la informacion y sugerencias del Examinador, a continuacién
procedemos a implementar los siguientes ajustes al capitulo reivindicatorio.

¢ Reivindicacion 1. Se cambia la reivindicacion 1 en términos de “Método para producir
las proteinas antimicrobianas recombinantes” y se corrigen errores de redaccién asi:
“Cultivar bacterias transfectadas” y de ortografia “solucién de elusién” por “solucién de
elucion”.

Por otro lado, segun lo indicado por la Superintendencia de Industria y Comercio frente a la
falta de sustento de esta reivindicacion y la sugerencia de limitar el objeto reclamado a
una razonable generalizacién de las concentraciones de IPTG y L-arabinosa necesarias
para la expresion de las proteinas recombinantes de la invencion, se hace el ajuste en la
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etapa b de la reivindicaciéon 1 para el cumplimiento de lo estipulado en el requerimiento de
la siguiente forma: “Inducir la expresion la proteina recombinante de SEC N°4 o SEC N°5
al afiadir IPTG en una concentracién entre 0,1 y 5 mM y L-arabinosa en una concentracion
entre 0,1-5 % p/v en el medio de cultivo”.

Con base en lo anterior, la reivindicacién 1 modificada seria la siguiente:

1. Método para producir las proteinas antimicrobianas recombinantes Satanin1-
CPD-H8 y Satanin1-Xa-Xten-H8 en una célula hospedadora que comprende las
siguientes etapas:

a.

Cultivar bacterias transfectadas con un plasmido en un medio de cultivo
selectivo de una célula hospedadora constituida;

Inducir la expresion la proteina recombinante de SEC N°4 o SEC N°5 al
afadir IPTG en una concentracion entre 0,01 y 20 mM y L-arabinosa en
una concentracion entre 0,01-5 % p/v en el medio de cultivo;

Lisar las células bacterianas con una solucién alcalina;

Purificar por cromatografia liquida con metal inmovilizado bajo las
condiciones de union la proteina recombinante a la matriz de la columna;

Eluir de la matriz de la columna para obtener la proteina recombinante
purificada usando una solucién de elucion. (Negrilla fuera de texto)

¢ Reivindicacion 2. Se realiza el ajuste correspondiente frente al preambulo de la
reivindicacion, modificandose de la siguiente forma:

2. El método de acuerdo con la reivindicaciéon 1 caracterizado porque la bacteria
para producir las proteinas antimicrobianas recombinantes Satanin1-CPD-H8 y
Satanin1-Xa-Xten-H8 puede ser seleccionada de E. coli BL21 Al o E. coli BL21 DE3.
(Negrilla fuera de texto)

* Reivindicacion 3. Se realiza el ajuste correspondiente frente al preambulo de la
reivindicacion asi como la redaccion de la expresion’(...) la secuencia clonada plasmido
es seleccionada de SEQ ID No 6o SEQ ID No 7, modificandose de la siguiente forma:

3. ElI método de acuerdo con la reivindicacién 1 caracterizado porque
para producir las proteinas antimicrobianas recombinantes Satanin1-CPD-H8 vy
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Satanin1-Xa-Xten-H8 la secuencia de polinucleétidos clonada en el plasmido es
seleccionada de la SEQ ID NO: 6 o la SEQ ID NO: 7. (Negrilla fuera de texto)

* Reivindicacion 4. Se realiza el ajuste correspondiente frente al preambulo de la
reivindicacién, modificandose de la siguiente forma:

4. El método de acuerdo con las reivindicaciones 1y 2 caracterizado porque para
producir las proteinas antimicrobianas recombinantes Satanin1-CPD-H8 vy
Satanin1-Xa-Xten-H8 en una célula hospedadora la secuencia del plasmido
produce las proteinas recombinantes de SEQ ID N° 4 y SEQ ID N° 5. (Negrilla
fuera de texto)

¢ Reivindicacién 5. Se realiza el ajuste correspondiente frente al preambulo de la
reivindicacién asi como la redaccion de la palabra “imidazole” en espafiol
modificandose de la siguiente forma:

5. El método de acuerdo con la reivindicacién 1 caracterizada porque para
producir las proteinas antimicrobianas recombinantes Satanin1-CPD-H8 vy
Satanin1-Xa-Xten-H8 la solucién alcalina es de NaCl (0,02-0,5M), NaH2PO4
(2-100mM), Imidazol (5-150mM) y pH 6-8. (Negrilla fuera de texto)

e Reivindicacion 6. Se realiza el ajuste correspondiente frente al preambulo de la
reivindicacion asi como la redaccion de la palabra ‘“imidazole” en espafiol
modificadndose de la siguiente forma:

6. El método de acuerdo con la reivindicacién 5 caracterizado porque para
producir las proteinas antimicrobianas recombinantes Satanin1-CPD-H8 vy
Satanin1-Xa-Xten-H8 en wuna célula hospedadora el imidazol tiene una
concentracion entre 2-50 mM. (Negrilla fuera de texto)

e Reivindicacion 7. Se realiza el ajuste correspondiente frente al predambulo de la
reivindicacion asi como la redaccion de la palabra “imidazole” en espafiol
modificandose de la siguiente forma:

7. El método de acuerdo con la reivindicacién 1 caracterizado porque para
producir las proteinas antimicrobianas recombinantes Satanin1-CPD-H8 vy
Satanin1-Xa-Xten-H8 en una célula hospedadora la solucién de elucién es

-.V



1

AD Dy
o %\
{/m)
SEATA
\\ GAI.H}AB
UNIVERSIDAD \’ //
DEL QUINDIO v

Armenia,

compuesta de NaCl (0,1-0,5 M), NaH2P0O4 (2-100 mM), Imidazol (0,1-0,5M) y pH
(4-8). (Negrilla fuera de texto)

Reivindicacion 8. De acuerdo con la sugerencia del Examinador, se ajusta la
reivindicacion de producto enfocandose de la siguiente forma:

8. Proteinas antimicrobianas recombinantes de Satanin1 que comprenden las
secuencias SEQ ID N° 4 y SEQ ID N° 5 caracterizadas porque contienen la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1; la etiqueta CDP caracterizada por la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2; la etiqueta Xten caracterizada por la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3; y la poli histidina H8.

Reivindicacion 9. De acuerdo con la sugerencia del Examinador, se ajusta la
reivindicacion de producto enfocandose de la siguiente forma:

9. Composicion farmacéutica que comprende las proteinas de la reivindicacion
8 o mezclas de éstos y excipientes farmacéuticamente aceptables.

Il AJUSTES AL CAPITULO DESCRIPTIVO DE LA SOLICITUD

De conformidad con lo establecido en el Oficio de requerimiento frente a la divulgacion
clara y completa de la invencién, nos permitimos establecer que:

La expresion de las proteinas recombinantes SEQ ID NO: 4 y 5 se observa en el
ejemplo de la figura 5 (pagina 24) en el pozo.

En el ejemplo de la figura 5 (Pag 24) se muestra claramente la expresiéon de las
proteinas recombinantes de SEQ ID NO: 4 y 5 con la secuencia correspondiente al
peso molecular esperado de 25 KDa (kilodaltons) al afadir IPTG a 0,1y 10 mM vy
L-arabinosa en una concentracion entre 0,1-10 % p/v. En la figura 4 B y C se muestra
la expresion de las proteinas recombinantes (Satanin1-CPD-H8 vy
Satanin1-Xa-Xten-H8) a concentraciones de 0,5 y 1 mM que se evidencia por un
aumento en la densidad 6ptica a 405 nm después de 5 minutos.

Se complementa la informacién para sustentar un rango de concentraciones de
inductores con la siguiente evidencia:

Diseno del método
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Se indujo la expresion de los constructos en las bacterias transformadas E. coli BL21
DE3, y BL21 Al transfectadas con los plasmidos con la secuencia SEQ ID NO: 8 o la SEQ
ID NO: 9 (Plasmido_Constructo_Satanin1_Xa_Xten_H8 pD454MR, Plasmido
constructo_Satanin1_CPD_H8 pD454MR) a concentraciones de IPTG desde 0,01 mM
hasta 20mM, y 60 minutos de tiempo post inducciéon para evaluar la expresién de las
proteinas por medio de un ELISA indirecto (ensayo de inmunoadsorcién ligado a enzimas)
especifico para detectar la cola de polihistidinas (H8) de los constructos recombinantes.

Se encontré que:

e Para E. coli BL21-DE3 se evidencia la expresién de ambos constructos siendo
mas eficiente la expresion para la proteina recombinante Satanin1-Xa-Xten-H8 a
0,1 mM de IPTG y evidenciando expresién hasta 12 mM. Para Satanin1-CPD-H8
se evidencio la expresion de la proteina desde 0,1 mM hasta 20mM.

e Para E. coli BL21-Al se evidencia la expresion de ambos constructos siendo mas
eficiente la expresién para la proteina recombinante Satanin1-Xa-Xten-H8 a 0,1
mM y 0,01 % de L-Arabinosa y un mayor pico a la relacion de 4 mM de IPTG y
0,1% de L-Arabinosa

PERTINENTE CREATIVA INTEGRADORA
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Ante esta evidencia se ajusta la Reivindicacion para abarcar los rangos evidenciados
dentro del ensayo de la siguiente forma:

“Método para producir las proteinas antimicrobianas recombinantes Satanin1-CPD-H8 y
Satanin1-Xa-Xten-H8 en una célula hospedadora que comprende las siguientes etapas:

a. Cultivar bacterias transfectadas con un plasmido en un medio de cultivo selectivo
de una célula hospedadora constituida;

b. Inducir la expresion la proteina recombinante de SEC N°4 o SEC N°5 al anadir
IPTG en una concentracion entre 0,01 y 20 mM y L-arabinosa en una
concentracion entre 0,01-5 % p/v en el medio de cultivo;

c. Lisar las células bacterianas con una solucién alcalina;

d. Purificar por cromatografia liquida con metal inmovilizado bajo las condiciones de
union la proteina recombinante a la matriz de la columna;

e. Eluir de la matriz de la columna para obtener la proteina recombinante purificada
usando una solucién de elucién.”
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Teniendo en cuenta lo precedentes, se adjunta los documentos de los capitulos
descriptivo y de reivindicaciones con los ajustes correspondientes, el listado de figuras, las
figuras y secuencias presentadas en la solicitud no presentan modificaciones.

Atentamente,

of
JOSE mND(!) ECHE{’ERRY MURILLO
C.C. 7.526.520 '

Representante legal
Universidad del Quindio

Anexos: DOS (capitulo descriptivo — 14 folios, capitulo reivindicatorio — 2 folios)

NOMBRES Y APELLIDOS FIRMA
Jhon Carlos Castafio Osorio — Docente inventor Facultad de Medicina
German Alberto Téllez Ramirez - Docente inventor Facultad de
Medicina
PROYECTO Y
ELABORO
Lily Johanna Toro Segovia - Docente inventor Facultad de Medicina
Alejandra Grajales Lopez — Profesional Unidad de Emprendimiento,
REVISO Desarrollo Empresarial y de Negocios
Andrea Gomez Escudero - Directora Unidad de Emprendimiento, ﬁ/” %
Desarrollo Empresarial y de Negocios }
. . e . . x D " _J -
APROBO Iélélsiafiernando Polania Obando - Vicerrector de Extension y Desarrollo m
Los arriba firmantes declaramos que hemos revisado el presente documento y soportes é%e/ se¥ el caso) y lo
encontramos ajustado en términos técnicos y administrativos; asi como a las normas y disposy es legales vigentes y
por lo tanto, bajo nuestra responsabilidad, lo presentamos para la correspondiente firma.







