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. ] Solicitud internacional N¢
OPINFON ESTURETA E}E LA ADMINISTRACION PCT/AB2021/053817
ENCARGADA DE LA BUSQUEDA INTERNACIONAL

Recuadro §. Bace de la opinion

1. Por lo que respecta al idioma esta opimén se ha establecido sobre la base de:
fa solicitud internacional en el idioma en ¢l cual se depositéd

™1 una traduccién de la solicitud originalal
de 1a busqueda internacional (segin las Reglas 12

_, que es el idioma de una traduccidn proporcionada a los flues
ayy 23.1.b)).

2. [T} Estaopinién se ha establecido teniendo en cuenta la rectificacion de un ervor evidente antorizade por o notificado
3 esta Admunistracion segin la Regla 91 (Regla 436ix 1))

3. Enlo que se reficre a las secuencias de nucledtidos y/o de aminodcidos divulgadas en la solicitud internacional, esta
opinion se ha establecido sobre la base de una lista de secuencias:

a [:] que forma parte de la solicitud internacional tal v como se presentd:
E] en formato de archivo de texto segan Anexo C/ST.25.
E:] en formato papel ¢ en formato de archivo de imagen.

b, [} presentada junto con la solicitud internacional de acuerdo ala Regla 137er.1.a) del PCT alos fines de la
busgueda exclusivamente, en formato de archivo de texto segin Anexo C/8T.25,

c. ﬁ Presentada con posterioridad z la fecha de presentacidn a los fines de la blisqueda 1nternacional
exclusivamente:
[ enformato de archivo de fexto segin Anexo {/ST.25 (Regla F3zer. Lay).
E:E en formato papel o en formato de archive de imagen (Regla 13rer.1.b) ¢ Instrucciones Administrativas,
seccisn 713).

4. [} Ademas, en case de gue se haya presentado mas de nua versidn o copla de nua lsta de secuencias, se ka entregado
ia declaracion requerida de que la informacidn contenida en las copias subsignientes o adicionales es idénticaala
que forma parte de la solicitud tal y como se presentd o no va mas alld de lo presemtado inicialmente.

5. Comeniarios adicionales:

oy =y
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) ] Solicatud internacional N°
OPINION ESCRITA BE LA ADMINISTRACION PCT/IB2021/053817
ENCARGADA BE LA BUSQUEDA INTERNACIONAL

Recuadre V.,  Beclaracion motivada segun la Regla 43bis.1.a)i) sobre la novedad, la actividad inventiva v la
aplicacidn industrial; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

1. Declaracion

Novedad Reivindicaciones 4 g 10 sf
Reivindicaciones  Ninguna NG

Actividad inventiva Rewvindicaciones  Ninguna si
Reivindicaciones 4 g 10 NO

Aplicacion industrial Reivindicaciones 4 g 10 si
Reivindicaciones  Ninguna NO

2. Citasy explicaciones

Se hace referencia a los siguientes documentos:

D1 USY70071882 (National Institute Of Advanced Industrial Science and Technology), 20.04.2010

D2 Zucca, P. et al. Incrganic Matenals as Supports for Covalent Enzyme immobilization: Methods and
Mechanisms. 08.09.2014.

ANALISIS DE NOVEDAD.
Las reivindicaciones 1 a 10 tienen novedad vy, por lo tanto, cumplen con el Art. 33.(2) PCT.

Se considera D1 el documento mas cercano del estado de la técnica. D1 divuiga un nuevo material que
promueve la nucleacién de higlo o ia congelacion del agua; gue comprende un soporie en e cual se
inmovilizan proteinas que promueven el crecimiento de cristales de higlo y un método para promover la
congelacion del agua o de una susiancia hidraiada. Las proieinas mencionadas anteriormente se
refieren a proteinas de nucleacién de hielo (INP), derivadas de pescado, hongos, bacterias
(Pseudomonas syringae), insectos o plantas.

D1 menciona que, las protelnas o polipéptidos se pueden inmovilizar sobre un soporie de acuerdo con
cualquier método conocido en la técnica para la inmovilizacidn de proteinas sobre un soporie, como por
ejemplo ([00768]) activando el soporie medianie el uso de un compuesio que tiene 2 o MAS Qrupos
funcionales, tales como glutaraldehido; v un método gque implica inmovilizar ios polipéptidos en la
superficie de un vehiculo mediante un agente de acoplamienio de silano que tiene un grupo epoxi. D1
menciona que los materiales para utilizar como soporte incluyen materiales conduciores, carbono,
silicio (oxido de silicio), materiales inorganicos como vidrio ¢ alimina, y materiales organicos.
Asimismo, la forma del soporte no esta limitada, es decir, un poriador puede estar en forma de
recipiente, sustrato, portador poroso o perlas, y desde nanoparticulas a macroparticulas.

Sin embargo D1 no menciona el uso de un agente enlazante del tipo “aminc organocsiiang” unido a un
agente entrecruzanie.

Por lo tanio, la presente soliciiud es novedosa en vista del documento D1,

Se considera, ademas, el documento D2, el cual divuiga el estudio de materiales inorganicos
adecuados para la inmovilizacién covalente enzimatica mediante diversas técnicas. Dichos materiales
deben cumplir criterios estrictos para ser adecuados como matrices sdlidas: insolubilidad completa en
agua, resistencia mecanica y resistencia quimica razonables en las condiciones operativas, capacidad
para formar particulas manegjables con gran superficie especifica, reactividad frente a agentes
funcionalizantes.

{Continta en Recuadro Suplementario 1/3)
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) ] Solicitud intermacional N°
OPINION ESCRITA DE LA ADMINISTRACION PCTAR2021/053817
ENCARGADA DE LA BUSQGUEDA INTERNACIONAL

Recuadro suplementarie  1/3

En caso de que el espacio en los recuadros precedentes no sea suficiente.
Continuacion de Recuadro WV

Dentro de los materiales ampliamente estudiadeos vy gue han demostrado presentar buenas
propiedades al momento de inmovilizar proteinas (ademas de econdmicos), se encuenira e oxido de
silicio v la magnetita, entre olros. Sobre estos sopories se pueden inseriar varias funciones quimicas
en la superficie del material { -NH2, -OH, -COCH, -SH) capaz de reaccionar covalentementie con
enzimas en condiciones adecuadas (se prefiere la inmovilizacion covalenie ya gue asegura una mayor
fuerza de union entre el soporte vy la enzima, minimizando los problemas de fugas, asi como fambién,
parmite una mayor gstabilidad operativa). Normalmente, después de la funcionalizacién (por eiemplo
con aminopropilinaicoxisilanos), es necesaria la aclivacién de soportes con agsenies aclivanies
especificos {(glularaldehido u ofros agentes bifuncionales) para lograr la inmovilizacidn enzimética. De
preferencia, el tamafic de los soportes debe ser nanométricos, debido a que 1a relacion
superficie/volumen es mayor. Sin embargo, se requiere de un dispersante para evilar la aglomeracidn
de las nanoparticulas. Sin embargo D2 no menciona que la proteina utilizada sea del tipo INA.

Por lo tanto, la presente solicitud es novedosa en visia del documento D2.

ANALISIS DE NIVEL INVENTIVO

L.as reivindicaciones 1 a 10 no implican una actividad inventiva y, por tanto, no cumplen con &l 33(3) del
PCT.

La presente solicitud plantea el problema téenico de proveer nuevos bio-nanocompuestos que tengan
la capacidad de crear hielo con poca demanda energélica. Al mismo tiempo, se plantea 1a necesidad
de implementar iecnologias que permilan recuperar, reutilizar v aumentar la estabilidad de las
proteinas de nucleacion de hislo.

La solucidn propuesta por la solicifud en estudio esté relacionada con proveer un sistema de soporte
para las proteinas INA, formado por didxido de silicio, magnetita u oxido de saluminio, unido
covalentemente al agente enlazante aminopropil trietoxisilane {(funcionalizacién), e cual se encuentra
unido a su vez, al agenie entrecruzante glutaraldehido {(activacién), el cual se encuentra unido a la
proteina.

El problema técnico mencionado anteriormente, ya se encuentra divuigado en el documenio D1, en el
cual se menciona la necesidad de desarrollar nuevos producios gue permitan producir hielo
(iransparenie) a bajo cosio y con poca energia. Lo anterior se debe a que, hoy en dia, se consume
grandes cantidades de energia para refrigeracion, en las industrias de fabricacidn, de procesamiento,
de congelacion, de preservacion térmica (alimentos, células, drganos), en la produccion de lluvia, y de
nieve artificial. Ademas, D1 menciona la importancia de soportar las proteinas generadoras de hielo,
para su posterior recuperacion v reutilizacion, debido a que existe la preocupacion de que dichas
proteinas al no poder recuperarias afecte negativamente al medio ambiente, sin considerar el alto costo
de obiener dichas proteinas. Por o tanto, D1 ha desarmrollado un compuesto que inmoviliza dichas
proteinas en un soporte, de tal manera que sea posible su posierior recuperacidn y reutilizacién, sin
contaminar ef medio ambients, y permitiendo generar hielo con menor energla.

D1 falla en mencionar gue el sistema o compuesto comprenda APTES/glutaraldehido entre el soporte y
la proteina, es mas, D1 menciona que, considerando que el agua se congela a -20°C, medianie el uso
de ia proteina INA inmovilizada, i3 temperatura de congelacion del agua “se puede elevar a
aproximadamente -2°C”.

{Continta en Recuadro Suplementario 2/3)
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) ] Solicitud intermacional N°
OPINION ESCRITA DE LA ADMINISTRACION PCTAR2021/053817
ENCARGADA DE LA BUSQGUEDA INTERNACIONAL

Recuadro suplementaric  2/3

En caso de que ef espacio en los recuadros precedentes no sea suficiente.
Continuacion de Recuadro  suplementario 1/3

Sin embargo, {a solicitud en estudio no presenta nivel inventivo dado que, una persona versada en la
materia se sentirfa motivade a utilizar los conocimientos divulgados en D1 con las particularidades
divulgadas en D2 {va que D1 menciona que para soportar proteinas INA se puede utilizar cualguier
método de inmovilizacién conocido en la téenica, para proteinas en general), como por gjemplo, D2
promueve e uso de sopories especificos tales como didxido de silicio v magnetita (en escala
nanométrica), la funcionalizacidén con AFTES, la activacién con glutaraldehido y 13 unidn covalente con
la proteing, esio es:

a.- de preferencia se uytiliza como soporie didxido de silicio o magnetita (no asi alimina) debido a que
dichos materiales han sido ampliamenie estudiados anteriormente y han demostrado cumplir con los
requerimientos necesarios para ser usados comoe malrices portadoras solidas, ademas de presentar
busnas propiedades al momento de inmovilizar proteinas y de ser econdmicos.

b.~ de preferencia se utiliza como agente ligante (para funcionalizar e soporte) aminopiltrialcoxisifanos,
no solo por ser los silanos mas estudiados en el estado del arie, sino ademas estan ampliaments
disponibles y a precios razonables. La eleccion de estos compuestos reside principaimente en la
disponibilidad de los agenies silanizantes v en 1a reactividad versatil del grupo amino primario en los
procedimientos de activacién. Ademas, son miscibles en agua y hacen que los sopories
funcionalizados sean hidrdfilos, o que a menude es una caracteristica basiante deseable para una
matriz destinada a la inmovilizacion enzimatica posterior,

c.~ de preferencia se uliliza glutaraldehido como agente entrecruzante (para la activacion del soporie
funcionalizado), debido a que dicho compuesto ha sidoe ampliamente estudiado v utilizado en la
reticulacion de proteinas vy en la inmovilizacidn covalente. Ademas, son compuestos que estan
faciimente disponibes, son econdmicos, y el procedimiento para utilizarios es basiante simple.

d.- de preferencia, se inmovilizan las proteinas (en general) no solo para su recuperacidon y la
reutiizacién inmediata (para multipies ciclos), sino que, ademas, las proteinas inmovilizadas suelen
presentar mayor especificidad, selectividad, estabilidad al almacenamienio v estabilidad a agenies
externos, de operacién (valores extremos de pH, calor, disclvenies organicos, entre otros).

Por lo tanto, la clausula 1 no presenta nivel inventivo en vista de la combinacidn de los documentos D1
vy D2,

Respecto a las clausulas 2 a 4, en fas cuales se divuigan especificamente os compuestos utilizados en
la formacidn dei bio-nanoccompuesto, es deci, un sustrato que comprende oxido de hierro, aluminio o
silicio; un enlazanie seleccionado de APTES ¢ APTMS; un entrecruzante seleccionado entre
glutaraldehido, succinaldehido o glioxal;, no presentan nivel inventive dado que dicha informacion se
encuentra completamente adelaniada por D2,

Por lo tanto, las clausulas 2 a 4 no presentan nivel inventivo en vista de la combinacidén de los
documentos D1y D2,

Respecto al mélodo divuigado en la cldusula 5, para la elaboracion del hic-nanccompusasto, no es
posible asignarie altura inventiva, debido a que la descripcidn de sus etapas solo hacen referencia a
mezclar componentes sin entregar mayor informacion técnica relevante ({al comeo variables de
operacion), v que ademas, no presenta un efecto técnico. El mélodo descrito en esta clausula,
corresponderia a una practica rutinaria que el iécnico en la materia ulilizaria para ia inmovilizacion de
proteinas.

Por io tanto, la clausula 5 no presenta nivel inventivo en vista de la combinacidn de los documentos D1
y D2

{Continiia en Recuadro Suplementario 3/3)
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) ] Solicitud intermacional N°
OPINION ESCRITA DE LA ADMINISTRACION PCTAR2021/053817
ENCARGADA DE LA BUSQGUEDA INTERNACIONAL

Recuadro suplementarie  3/3

En caso de que ef espacio en los recuadros precedentes no sea suficiente.
Continuacion de Recuadro  suplementario 2/3

Respecto a la informacion reivindicada en las cladusulas 6 a 10, en las cuales se divulga el uso de los
bio-nanccompuesios como aditives para liquidos refrigerante, en base acuosa; como agentes de
nucleacion de compuesios en base acuosa; su uso en refrigeracion vy en equipos de refrigeracion, no
es posible otorgaries nivel inventivo, debide a que el uso descrito en dichas clausulas se encueniran
completamente adelantados en D1,

Por fo tanto, las clausulas 8 a 10 no presentan nivel inventivo en vista de la combinacién de los
documentos D1y D2,

Las reivindicaciones 1 a 10 no implican una actividad inventiva con respecto al documento D1, en
combinacion con el documento D2,
ANALISIS DE APLICACION INDUSTRIAL

La invencitn definida en las reivindicaciones 1 a 10 cumple con el requisito de aplicacion industrial
segun o dispuesto en el Articuio 33(4) del PCT.

Fornmlario PCT/ISA/237 (Recuadro Suplementario) {revisade encro 2019)
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) ] Solicatud internacional N°
OPINION ESCRITA DE LA ADMINISTRACION PCTAB2021/053817
ENCARGADA BE LA BUSQUEDA INTERNACIONAL

Recuadro VL. Defectos en 1z solicitud internacional

Se hau detectado los defectos signientes, respecto de 1a forma o el contenido de la solicitd internacional;

La descripcion no cumple con el Articulo 5 del PCT.

La descripcidn no divulga claramente las unidades de ia temperatura de reposo, en la pagina 19, §2,
linea 5.

La figura 5 no divuiga claramente las unidades de tiempo, dado que en el eje de las abscisas menciona
que las unidades estan en minutos, sin embargo en i3 pagina 7, §1, se menciona que el experimento se
realiza “durante un minuto a temperatura ambiente (23°CY".

En la pagina 24, linea 11, se menciona que la camara de enfriamiento esla a 4°C. Sin embargo, si la
temperatura del liofilizador es de ~1,1°C, la temperatura deberia ser de -4°C.

En la pagina 31, linea 12, se menciona una temperatura de “-1-1°C".
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) ] Solicitud internacional N°
OPINION ESCRITA DE LA ADMINISTRACION PCT/AR2021/053817
ENCARGADA DE LA BUSQUEDA INTERNACIONAL

Recuadre ViELL Observaciones refativas a la solicitud internacional

Se formulan las observaciones siguientes sobre la claridad de las reivindicaciones, de la descripeidn v de los dibujos o sobie
si las reivindicaciones se fundan totalmente en la descripcion:

Las reivindicaciones 1, 2 ¥ 5 no cumplen con el Articulo 6 del PCT.

La cldusula 1 presenta falla de claridad en sy redaccién, debide a gue reclama un "nangcompuesio”
gue puede tener un tamafio “submilimétrico”, por lo cual dejaria de pertenecer a dicha clasificacion. En
et presente informe se considerard que fa cldusula 1 reclama un “bic-nanccompuests” ©
“bio-microcompuesio”.

& &

La cldusula 2 presenia falta de claridad en su redaccion, debido a que menciona que las "particulas de
oxidos metdlicos” pueden corresponder a un “oxido de silicio”. Sin embargo, el silicio no es considerado
un metal y el compuesio "didxido de silicio” es considerado un oxido no metatico.

La clausula 5 no se encuenira ligada a ninguna de las reivindicaciones precedentes. Sin embargo, se
considerara que dicha clausula se refiere a un metodo de autoensamblaje para la elaboracion dei
bionanocompusesto reclamado en la clausula 1.
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