SUF’ERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
JURTERCUEMAR AU R
No. 12-229259- -00000-0000

Facha 2012-12-18 152520  Dep 2020 DIR NUEVASCR
Tra. 11 PATENTEIYH Eve: 378 FASENACIONALI
Act 411 PRESENTACION Folios 68

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

DELEGATURA DE PROPIEDAD INDUSTRIAL

Division de Nuevas Creaciones

SOLICITUD ]
PATENTE DE INVENCION

21. EXPEDIENTE No.

54. TITULO _ Yoo Qv W ooccon (. Qackes
0 AU0S ®® U\ AsOrd  fENUUTE comwo  OF

QEMIWOCTOS Y HIR0BASIOS  AJTO0A0R co0. SE90  ATO\ORO
B GeoeMacy O R\ .

51. CLASIFICACION INTERNACIONAL ¢ 120 5671 (20.01)
71. SOLICITANTE  So0 WKSA, Yone0 Sooo

DOMICILIO _ Bogowt e — Colorha
74. APODERADO

Jesos . fomse Seeduocs

22. BOGOTA, D.C., /8 ¢ ocelve & =2/2

(FORMA P-10)




/ﬂ_\) DE INDUSTRIA Y COMERCIO 6n

= Ll
Industria ¥ Comercio Fecha: 2012-12-18 15:26:20 Dep. 2020 DIR.NUEVASCR

Tra 11 PATENTEIYI  Eve 378 FASENACIONS
SUPERINTENDENCIA Act. 411 PRESENTACION  Foiios 68— 0"

DIRECCION DE NUEVAS CREACIONES
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+ | TIPO DE SOLICITUD X Patente de invencion ] Patgnte de Modelo de Utilidad
X capitulo | [] Capitulo II
2 | DATOS SOLICITUD INTERNACIONAL PCT (86)
Solicitud Internacional No. PCT/IB2010/001215 Fecha  21.05.2010
Publicacién Internacional No.  WQ2011/144956 Fecha 24 .11 _201 1

3 | TiTULO DE LA INVENCION (200 caracteres o espacios maximos)

PROCESO PARA LA PRODUCCION DE PARCHES O APOSITOS DE PIEL AUTOLOGA MEDIANTE CULTIVO
DE QUERATINOCITOS Y FIBROBLASTOS AUTOLOGOS CON SUERO AUTOLOGO PARA GENERACION DE

PIEL
4 | CLASIFICACION INTERNACIONAL (CIP)
C12N 5/071 (2010.01)
5 I SOLICITANTE (S) D Esta persona también es inventor. Para datos adicionales utilizar hoja de informacién complementaria
APELLIDOS O RAZON SOCIAL NOMBRE IDENTIFICACION TIPO
.\ SOTO PAREJA, Rodrigo Focion

6 I DATOS DEL SOLICITANTE

DIRECCION: Transversal 5 No. 87- 31 Ap. 202, 10 No. TELEFONO: 6235828
Bogota D.C.- Colombia
CIUDAD: Bogota D.C. CORREO ELECTRONICO:
notificaciones@wolfmendez.com
DEPARTAMENTO/ESTADO: Bogota D.C. NACIONALIDAD O
. LUGAR DE
PAIS DE RESIDENCIA: Colombia CONSTITUCION
7 | INVENTOR (ES) Para datos adicionales utilizar hoja de informacién complementaria
APELLIDOS NOMBRES NACIONALIDAD
1.ZAMBRANO BURGL Juan Carlos Colombia
2.GAONA SILVA Jennifer Cristina Colombia

DIRECCION DE CORREO ELECTRONICO: notificaciones@wolfmendez.com

8 | DATOS INVENTOR (ES)

p " PAIS RESIDENCIA DEPARTAMENTO/ESTADO CIUDAD DIRECCION
'\ 1.Colombia Bogota D.C. Bogota D.C. Carrera 7 No. 127A — 69, Ap 505, 10
: Bogota D.C.
2. Colombia Bogota D.C. Bogota D.C. Carrera 7 No. 127A - 69, Ap 505, 10
Bogota D.C.

OTRO(S) SOLICITANTE(S) Y/O (OTRO(S)) INVENTOR(ES)

I:l Los demas solicitantes y/o (demas) inventores se indican en una hoja a continuacion.

9 | (] REPRESENTANTE LEGAL [ APODERADO

APELLIDOS NOMBRES IDENTIFICACION
Méndez Bermudez Jesus M. C.C.13.491525 T1.r.99.678
DIRECCION Calle 83 A No. 23-90 No. TELEFONO 6235828
CIUDAD Bogoté D.C. (E:I?ERCBTEROONICO notificaciones@wolfmendez.com
. No. RADICACION DE
PAIS Colombia PROTOCOLO DE ~ —eomeecmemmmmcon
PODER GENERAL

10 | DECLARACIONES DE PRIORIDAD [] S| NO

(33) PAIS DE ORIGEN CODIGO PAIS (31) NUMERO (32) FECHA (AAAAIMMIDD)
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11 | DECLARACION SOBRE USO DE RECURSOS GENETICOS O BIOLOGICOS

Declaro que el objeto de la presente solicitud de patente fue obtenido a partir de recursos genéticos o biolégicos de los que
cualquiera de los paises miembros de la Comunidad Andina es pais de origen.

sl X NO

Nota: En caso afirmativo debera anexar copia del contrato de acceso de recursos genéticos o productos derivados, o
certificado o namero de registro, expedido por la Autoridad competente.

12 | DECLARACION SOBRE USO DE CONOCIMIENTOS TRADICIONALES

Declaro que el objeto de la presente solicitud de patente fue obtenido a partir de conocimientos tradicionales de comunidades
indigenas, afroamericanas o locales de paises miembros de la Comunidad Andina.

Osl X NO

Nota: En caso afirmativo debera anexar la licencia o autorizacion de uso de conocimiento tradicional, o certificado, o
ndmero de registro expedido por la Autoridad competente.

13 ] REDUCCION DE TASAS

Declaro que carezco de medios econdmicos para presentar la solicitud de patente.

st X NO

Nota: En caso de ser persona natural y carecer de medios econémicos, y por lo tanto, aplique la reduccién de tasas a
que se refiere la resolucion vigente en tarifas, debe firmar la presente solicitud bajo la gravedad de juramento.

Micro, pequefas y medianas empresas ]
Universidades publicas o privadas L1

Entidades sin 4nimo de lucro |:]

Debe aportar los documentos que se indican en el numeral 17 de anexos

°

14 | AUTORIZACION DE NOTIFICACION EN LINEA [XISI []JNO

Manifiesto que he leido y entendido perfectamente los términos y condiciones de uso de medios electrénicos para las
notificaciones en linea a través de Internet de los actos administrativos proferidos por la Superintendencia de Industria y
Comercio que deben ser notificados personalmente y, en consecuencia, autorizo el servicio de notificacion a través de
internet.

15 | COMPROBANTE DE PAGO O PAGO ELECTRONICO N° Fecha

FIRMA DEL SOLICITANTE, DEL-APODERADO O DEL REPRE§E~NT$)TE LEGAL

1 Junto a cada firma, indicar y,nﬁnbre qwm_a_fvie y su ca//dafi (si tal calidad no es pbvia al leer el petitorio)

Je§ M, Méndez\aerrm’ldez

\
17 | ANEXOS \
Documentacién Técnica Doglmentacién Juridica
Solicitud Internacional en castellano X Poderes, si fuera el caso.

10. [X] Documento que legalmente pruebe la cesién del inventor al

1. (X Descripcion N° de folios: solicitante o a su causante. ,
2. [X Reivindicaciones N° Reivindicaciones: 11. O Copna del contrato de acceso de fecursos ger!éttcos o productos
3. [X] Dibujos y/o figuras N° folios: derivados, certificado o numero de registro, si fuera el caso.
. JOS y/o Tigur: olios: 12. [ Copia de la licencia o autorizacién de Conocimientos
4, Resumen. ' Tradicionales, certificado o nimero de registro, si fuera el caso.
5. [ Certificado de depésito de material biolégico si 13. Reduccién de tasas
fuera el caso. Micro, pequeiias o medinas empresas
6. [ Listado de secuencias de nucleotidos ylo . [0 Copia simple de la declaracién de renta del afio inmediatamente
aminoacidos en forma digital si fuera el caso. anterior, 0 en su defecto prueba dqcumental |d_c>n§a. )
7. [J Arte final 12 x 12. ) Documento de constancia de cumplimiento con lo establecido en
8. [ Anexo formato digital. 'a ley 905 de 2004.

Universidades publicas o privadas
[] Copia acto de reconocimiento institucional emitido por el
Ministerio de Educacién
Entidades sin animo de lucro
(] Copia de registro vigente en Camara de comercio.
[ Hoja de informacion complementaria.
[ Otros, especificar
14. [ Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud.
16. [J Comprobante de pago por reivindicacién de prioridad.
16. [ Comprobante de pago de la tasa por concepto de excedente
de palabras en la publicacion.
17. [0 Comprobante de pago por reivindicacion adicional a 10.
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'_l_ndustria ¥ Comercio [ HOJA DE INFORMACION COMPLEMENTARIA PCT ]
SUPERINTENDENCIA

NUMERO DE RADICACION
1 (12) TIPO DE SOLICITUD

Patente de invencion

FECHA DE PRESENTACION
[] Patente de Modelo de Utilidad 18 de Diciembre de 2012.

4 | (71) SOLICITANTE (S)

APELLIDOS O RAZON SOCIAL NOMBRE IDENTIFICACION TIPO

SOTO PAREJA, Rodrigo Focion

5 | DATOS DEL SOLICITANTE

PAIS DE RESIDENCIA DEPARTAMENTO/ESTADO CIUDAD DIRECCION
Colombia Bogota D.C. Bogota D.C. Transversal 5 No. 87- 31 Ap. 202,
10 Bogota D.C.- Colombia
TELEFONO FAX E-MAIL NACIONALIDAD
6235828 6170614 notificaciones@wolfmendez.com Colombia

6 | (72) INVENTOR (ES)

APELLIDOS NOMBRE NACIONALIDAD
1. ZAMBRANO BURGL Juan Carlos Colombia
2. GAONA SILVA Jennifer Cristina Colombia

7 | DATOS INVENTOR (ES)

DIRECCION CIUDAD DEPARTAMENTQ/ESTADO PAIS RESIDENCIA
1. Carrera 7 No. 127A - 69, Ap 505, 10 Bogota D.C. Bogota D.C. Colombia
’Bogoté D.C.
2. Carrera 7 No. 127A - 69, Ap 505, 10 Bogota D.C. Bogota D.C. Colombia
Bogota D.C.

9 | (30) DECLARACIONES DE PRIORIDAD

PAIS DE ORIGEN CODIGO PAIS NUMERO FECHA (AAAA/MM/DD)

P102-F06 vr4 (2012-04-19)



{ COMOIDINIGENCIARIE RPETITORIOIPCH ]

Este formulario debe ser diligenciado unicamente por el (los)
solicitante(s) que desea entrar en Colombia a la Fase Nacional en
virtud del Tratado de Cooperacién en materia de Patentes (PCT).

TIPO DE SOLICITUD

Marcar en la casilla correspondiente si se trata de una solicitud
internacional de Patente de Invencién o de Patente de Modelo de
Utilidad. Unicamente se acepta una opcién por cada solicitud.
Indique si la solicitud se tramité bajo et Capitulo ! o el Capitulo It
DATOS SOLICITUD INTERNACIONAL PCT

Indique el numero asignado como Solicitud Internacional por la
Oficina receptora y la fecha de presentacion de la solicitud. Ademas,
indique el numero y la fecha de la publicacién internacional.
TITULO DE LA INVENCION

Defina en forma breve y precisa el nombre técnico de la invencién
que debera ser congruente con las reivindicaciones y la descripcion.
El titulo no debe referirse a marcas ni nombres comerciales. Maximo
200 caracteres.

CIP (Clasificacion Internacional de Patentes)

Indique las clasificaciones que aparecen en la publicacién
internacional.

SOLICITANTE (S)

Si existieran mas solicitantes, utilicese las hojas de informacién
complementaria.

- Apellidos o0 Razén Social.

En el caso de ser el solicitante una persona natural, indiquese los
dos apellidos.

En el caso de ser el solicitante una persona juridica indiquese la
razén social completa de ésta.

- Nombre.

Liénese unicamente para personas naturales.

- Identificacién.

Solo para solicitantes nacionales: Las personas naturales indicaran
su C.C. (cédula de ciudadania) y las personas juridicas indicaran el
NIT (Numero de Identificacién Tributaria).

- Tipo de solicitante.

Las personas juridicas habran de contestar con un digito: [1}
Microempresa: menos de 10 trabajadores, activos totales inferiores a
501 salarios minimos legales vigentes. [2] Pequefia empresa. Entre
11y 50 trabajadores, activos totales mayores a 501 y menores a
5.001 salarios minimos mensuales vigentes. [3] Mediana empresa:
personal entre 51y 200 trabajadores, activos totales entre 5.001 y
15.000 salarios minimos mensuales legales vigentes. [4] La empresa
no es PYME. Si la persona juridica no es empresa, indicar [5]
Institucién educativa (universidad, colegio, instituto, etc.). [6] Centro
de investigacion. [7] Si es persona natural.

DATOS DEL SOLICITANTE

Los datos indicados en esta seccion, serviran para las posibles
comunicaciones que la SIC realice, en caso de que la tramitacién no
se haga por intermedio de un representante o apoderado.

- Direccién, ciudad, departamentol/estado/provincia y pais de
residencia.

Indiquese los datos completos de localizacién. Puede utilizar
abreviatura del pais (codigo de Pais segun norma ST. 3 de OMPI).
En caso de ser necesario, por falta de espacio, utilice las hojas de
informacion complementarias.

- Nacionalidad.

Indiquese la nacionalidad del solicitante. En caso de ser una
persona juridica, indiquese el lugar de constitucion.

Puede utilizar abreviatura del pais (c6digo de Pais segun norma ST.
3 de OMPI).

En caso de ser necesario, por falta de espacio, utilice las hojas de
informacién complementarias.

e-mail: Indicar claramente el correo electrénico con el fin de
establecer comunicacion.

INVENTORES

Indicar Apellidos, nombre y nacionalidad del inventor o inventores
(deben ser personas naturales) en las casillas correspondientes. En
caso de ser necesario, por falta de espacio, utilice las hojas de
informacién complementarias.

10.

1.

12..

14.

15.

DATOS DE LOS INVENTORES

- Direccién, ciudad, departamento/estado/provincia y pais de
residencia.

Indicar los datos completos de localizacion. Puede utilizar
abreviatura del pais (cédigo de Pais segtin norma ST. 3 de
OMPI).

REPRESENTANTE O APODERADO

Si la solicitud la presenta una persona natural sin apoderado, no
debe diligenciarse esta seccién.

Si la solicitud la presenta una persona juridica sin apoderado,
debe diligenciarse esta seccién indicando el nombre del
representante legal. Debera anexarse el documento que acredita
la existencia y representacién legal

Si la solicitud se presenta a través de apoderado, debe
diligenciarse esta seccion indicando el nombre del abogado que
adelantara la actuacion administrativa. Debera anexarse el
poder.

Numero de Protocolo: En caso de haber presentado poder
general y tiene un numero de protocolo asignado por favor
escribirlo.

DECLARACION DE PRIORIDAD

Si el solicitante reclamé prioridad en la Solicitud Internacional
indicar:- Pais de origen.

Indique el pais donde se presenté por primera vez la solicitud.
Puede utilizar abreviatura del pais (cédigo de Pais segun norma
ST. 3 de OMPI).

- Numero.

Indique el nimero asignado a la solicitud en el pais del que se
reivindica prioridad.

- Fecha (AAAA/MM/DD).

Indique la fecha de solicitud en el pais del que se reivindica
prioridad.

En caso de ser necesario, por falta de espacio, utilice las hojas
de informacién complementarias.

DECLARACION SOBRE USO DE RECURSOS GENETICOS O
BIOLOGICOS

Marcar “SI" cuando la invencion fue desarrollada a partir de
recursos genéticos o recursos biolgicos de los que cualesquiera
de los paises miembros de la Comunidad Andina (Bolivia,
Colombia, Ecuador y Per() es pais de origen y anexar el contrato
de acceso emitido por la Autoridad Nacional Competente
(Ministerio del Medio Ambiente para Colombia).

DECLARACION SOBRE USO DE CONOCIMIENTOS
TRADICIONALES

Si la invencién fue desarrollada usando conocimiento tradicional
asociado a recursos genéticos o recursos bioldgicos de
comunidades indigenas, afrodescendientes o locales de paises
miembros de la Comunidad Andina, debe anexar la licencia o
autorizacion de uso de conocimiento tradicional emitido por la
comunidad.

COMPROBANTE DE PAGO O PAGO ELECTRONICO

Indique el numero y fecha del recibo de pago de la tasa
establecida o del pago electrénico. El comprobante de pago
debera anexarse.

FIRMA

Escribir el nombre completo y la firma de la persona que solicita
la concesién de la patente.

Si se actua a través de abogado la firma deberé ser la del
apoderado; si actla directamente una persona juridica la firma
debera ser la del representante legal y si actlia directamente una
persona natural ésta debera firmar la solicitud.

RELACION DE DOCUMENTOS QUE ACOMPARNAN LA
SOLICITUD

La documentacién de la solicitud debera presentarse en el orden
que viene la relacion de documentos, primero la documentacién
técnica y luego la documentacion juridica.

Sefale en las casillas correspondientes a los documentos que
acompafiaran la solicitud e indiquese los nimeros de folios y el
numero de reivindicaciones que correspondan.

OTROS : LISTADO SE SECUENCIAS

Si la solicitud contiene listado de secuencias aminoacidos y/o
secuencias nucleétidos, estas deben suministrarse también en
formato digital (CD o DVD con listado de secuencias en archivo
de texto alfanumérico) -

Pi02-FO6 vr4 (2012-04-19)




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio TARJETA ARCHIVO TEMATICO )
SUPERINTENDENCIA  PATENTEDEINVENCION _X PCT _X_ MODELO DE UTILIDAD __ DISENO INDUSTRIAL ___
(21) N° de solicitud: (22) Fecha de solicitud: 21 de Diciembre de 2012

(51) Clasificacion Internacional : C12N 5/071 (2010.01)

(71)Solicitante (s):
SOTO PAREJA, Rodrigo Focion

(72) Inventor (es):
1.ZAMBRANO BURGL, Juan Carlos
2.GAONA SILVA, Jennifer Cristina

(74) Apoderado: JESUS M. MENDEZ BERMUDEZ

(30) Prioridad: NO (31) —— — 32) —— ) I —
(85) Fecha limite inicio fase nacional:.21 de Diciembre de 2012. | (87) Publicacién internacional: Fig 4 Apositos de colagene nnﬂrhl.mc\ ¥ queratinocitor
(86) Datos relativos a la presentacion de la PCT Fecha: 24.11.2011

Fecha de presentacion de |a solicitud: 21.05.2010 No. Publicacion: WO0/2011/144956

No. de solicitud: PCT/IB2010/001215

(54) Titulo: PROCESO PARA LA PRODUCCION DE PARCHES O APOSITOS DE PIEL AUTOLOGA MEDIANTE CULTIVO DE QUERATINOCITOS Y
FIBROBLASTOS AUTOLOGOS CON SUERO AUTOLOGO PARA GENERACION DE PIEL

(57) Resumen:

A partir de 2008, un grupo de médicos cirujanos y cirujanos plasticos emprendié la tarea de buscar una manera de crear piel evitando las complicaciones
anteriormente mencionadas. De esta forma decidimos buscar la forma de crear piel a partir de una porcion muy pequeiia (3 mm) de piel de la persona afectada,
garantizando los beneficios de utilizar tejido cultivado y evitando las desventajas de los riesgos de incompatibilidad y de altos costos.

Las ventajas del nuestro proceso de creacion de la piel a partir de células del mismo paciente tiene implicaciones muy importantes para la ciencia y el futuro de la
cirugia plastica y Ia medicina a nivel mundial. Dentro de los mismos es importante destacar:

El proceso no deja cicatriz adicional a la de la quemadura ya que Ia piel que se toma es minima y de lugares no visibles.

No crea un trauma en el paciente por lo cual no genera dolor.

No tiene problemas de rechazo inmunologico ya que los tejidos usados son del mismo paciente.

No es requisito realizar el procedimiento en cirugia.

El proceso puede ser manejado por enfermeras y médicos de cualquier especialidad.

' No es necesario que el hospital donde se esta tratando al paciente adquiera los materiales especiales de toma de piel (lamado Dermatomo), y las
cuchillas para el mismo, las cuales son de alto costo ya que son de un solo uso. Estos productos son suministrados por nosotros en nuestro laboratorio.,

7. El costo de produccion es un 80% mas economico que el de la piel de cadaver y los resultados estéticos mucho mejores.

8. El costo de produccion y distribucion es 50% mas bajo que el costo de un procedimiento quirirgico para un 4rea de 20 x 20 cm.

Es un proceso que, con un entrenamiento basico, es replicable en cualquier lugar del mundo, incluidos paises en via de desarrollo, ya que todos los materiales
utilizados son los de uso basico de cualquier laboratorio.

;on AL

A continuacion se presenta un breve analisis comparalivo que muestra el estado de la técnica en varias modalidades frente a la presente invencion. Dicho

analisis tiene como objetivo destacar las ventajas de la presente invencidn las cuales le conceden las caracleristicas necesarias para el otorgamiento de la
patente solicitada.

Existe una gran multitud de documentacion que muestra el estado de la técnica en donde se detallan los procesos ulilizados y en base a esos documentos que
se citan a continuacion se puede hacer la comparacion detallada de dichos procesos frente al proceso de la presente invencion y llegar a las conclusiones
expuestas arriba en este documento. Dichas referencias se dan mas adelante, las cuales pueden ser consultadas.

Desde hace varios afios se vienen desarrollando diferentes métodos de cultivos celular para cobertura de 4reas cruentas de piel y/o sustitutos cutaneos, la
novedad en nuestro producto es que es producido de células autblogas con suero del paciente (Autologo), logrando capas de piel en tres dias. Entre los otros
meétodos encontramos:




Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA Patente de Invencion [_] Patente modelo de utilidad & PCT

(21) No. De solicitud: (61)int. CI:  C12N 5/071 (2010.01)

(22) Fecha de solicitud: 18 de Diciembre de 2012 (71) Solicitante: SOTO PAREJA, Rodrigo Focion

(30) Prioridad: NO (72) Interventor (es):

(31) No. Prioridad: 1.ZAMBRANOQ BURGL, Juan Carlos

(32) Fecha; 2.GAONA SILVA, Jennifer Cristina

(33) Pais: (74) Apoderado (s): JESUS M. MENDEZ BERMUDEZ

(54) Titulo: PROCESO PARA LA PRODUCCION DE PARCHES O APOSITOS DE PIEL AUTOLOGA MEDIANTE CULTIVO
DE QUERATINOCITOS Y FIBROBLASTOS AUTOLOGOS CON SUERO AUTOLOGO PARA GENERACION DE PIEL

Las casillas identificadas con 85, 86 y 87 sélo aplican para PCT

(85) Fecha limite inicio Fase Nacional: 21 de Diciembre de 2012
(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud (87) Publicacién internacional
PCT Fecha de presentacion de la solicitud: Fecha Fecha: 241101 Fecha (dd/mm/aa)
21.05.2010 No. de  solicitud  PCT: No. Publicacion: W0/2011/144956
PCT/1B2010/001215
Resumen:

A partir de 2008, un grupo de médicos cirujanos y cirujanos plasticos emprendio la tarea de buscar una manera de crear piel
evitando las complicaciones anteriormente mencionadas. De esta forma decidimos buscar la forma de crear piel a partir de una
porcion muy pequeiia (3 mm) de piel de la persona afectada, garantizando los beneficios de utilizar tejido cultivado y evitando las
desventajas de los riesgos de incompatibilidad y de altos costos.

Las ventajas del nuestro proceso de creacion de la piel a partir de células del mismo paciente tiene implicaciones muy importantes
para la ciencia y el futuro de la cirugia pléstica y la medicina a nivel mundial. Dentro de los mismos es importante destacar:

1. El proceso no deja cicatriz adicional a la de la quemadura ya que la piel que se toma es minima y de lugares no visibles.
No crea un trauma en el paciente por lo cual no genera dolor. ‘

No tiene problemas de rechazo inmunolgico ya que los tejidos usados son del mismo paciente.

No es requisito realizar el procedimiento en cirugia.

El proceso puede ser manejado por enfermeras y médicos de cualquier especialidad.

. No es necesario que el hospital donde se esté tratando al paciente adquiera los materiales especiales de toma de piel
(Ilamado Dermatomo), y las cuchillas para el mismo, las cuales son de alto costo ya que son de un solo uso. Estos productos son
suministrados por nosotros en nuestro laboratorio.

oG wN

7. El costo de produccion es un 80% mas econdmico que el de la piel de cadaver y los resuttados estéticos mucho mejores.
8. El costo de produccion y distribucion es 50% mas bajo que el costo de un procedimiento quirirgico para un area de 20 x
20cm.

Es un proceso que, con un entrenamiento basico, es replicable en cualquier lugar del mundo, incluidos paises en via de desarrollo,
ya que todos los materiales utilizados son los de uso basico de cualquier laboratorio.

A continuacion se presenta un breve analisis comparativo que muestra el estado de la técnica en varias modalidades frente a la
presente invencion. Dicho andlisis tiene como objetivo destacar las ventajas de la presente invencion las cuales le conceden las
caracteristicas necesarias para el otorgamiento de la patente solicitada.

Existe una gran multitud de documentacion que muestra el estado de la técnica en donde se detallan los procesos utilizados y en
base a esos documentos que se citan a continuacion se puede hacer la comparacién detallada de dichos procesos frente al
proceso de la presente invencion y llegar a las conclusiones expuestas arriba en este documento. Dichas referencias se dan més
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PROCESO PARA LA PRODUCCION DE PARCHES O APOSITOS DE
PIEL AUTOLOGA MEDIANTE CULTIVO DE QUERATINOCITOS Y
FIBROBLASTOS AUTOLOGOS CON SUERO AUTOLOGO PARA
GENERACION DE PIEL

Campo Técnico

La presente invencidn esta relacionada con un proceso la formacion de apdsitos o parches
de piel para cubrir, currar, cicatrizar, aliviar pérdidas cutaneas en pacientes. En particular se

refiere a un proceso para generar piel que se lleva a cabo en un laboratorio.

Antecedentes de la invencidn

En la actualidad las quemaduras profundas, asi como otras pérdidas de tejido cutdneo por
diferentes traumas o enfermedades, causan lesiones a la piel que requieren manejo de
cobertura de estas areas. Esta cobertura se realiza actualmente con injertos de piel parcial
que se toman directamente de piel del mismo paciente. El procedimiento, aunque muy
efectivo, genera una cicatriz importante en el area donde se toma el injerto (muslos espalda,
gluteos) (Foto 1). Adicionalmente este procedimiento se debe realizar en cirugia con
anestesia general o regional lo cual trae complicaciones inertes a cualquier procedimiento
quirargico tales como: dolor severo, infeccion, sangrado, requerimiento de reintervenciones
y, aunque en muy bajo porcentaje, la muerte. Ademas, economicamente también genera
gastos adicionales como la hospitalizacién, analgésicos, consultas para curaciones,
tratamientos para las cicatrices del drea donante, materiales especiales para la cirugia y

traslado de pacientes a hospitales de mayor complejidad, entre otros.

Las avulsiones de la piel causan lesiones al tejido epitelial cutaneo causando una pérdida de
células, siendo reemplazadas por una matriz fibrosa producida por fibroblastos que actian
como capa alimentadora en condiciones in vivo. Existen diversos reportes de cultivo de
queratinocitos en la construccién de parches regenerativos de piel, todos estos reportes son
con células tomadas de donantes o de cadaveres (heterdlogo), lo que implica realizar
multiples estudios tanto al donante como al receptor, cultivados en suero fetal bovino, el
cual hace que el producto sea muy costoso e inviable en paises en via de desarrollo, por lo
que se desarrollo el cultivo de queratinocitos en suero del mismo paciente (autdlogo), sobre
fibroblastos del mismo paciente (autélogos) como capa alimentadora, y con queratinocitos
del mismo paciente (autélogo), evitando asi reacciones inmunolégicas y de rechazo para

cubrimiento de éareas cruentas mejorando la viabilidad cutdanea en procesos invasivos



logrando con este medio epitelizacion (crecimiento de piel) completa en muy corto tiempo,

con excelentes resultados y a costos muy bajos.

Dado lo anterior, en el mundo se han buscado mecanismos alternativos para cubrir las
4reas afectadas. Dentro de los mismos se destaca el proceso para crear piel que permita
reemplazar la piel perdida, y evitar todo el trauma antes mencionado. Hasta el momento, el
proceso, se habia logrado desarrollar a partir de células de cadaver, no obstante el proceso
presentaba problemas pues al ser piel de cadaver la utilizada en muchos casos se creaba
una reaccion inmunologica que podia generar rechazo al tejido y y resultados poco
satisfactorios. Adicionalmente los costos de este proceso son sumamente elevados pues al
ser piel tomada de cadaver se deben realizar multiples examenes de compatibilidad

inmunolodgica y otros para descartar enfermedades contagiosas como VIH y Hepatitis.

Resumen de la invenciéon

A partir de 2008, un grupo de médicos cirujanos y cirujanos plasticos emprendif la tarea de
buscar una manera de crear piel evitando las complicaciones anteriormente mencionadas.
De esta forma decidimos buscar la forma de crear piel a partir de una porcién muy pequefia
(3 mm) de piel de la persona afectada, garantizando los beneficios de utilizar tejido

cultivado y evitando las desventajas de los riesgos de incompatibilidad y de altos costos.

Las ventajas del nuestro proceso de creacion de la piel a partir de células del mismo
paciente tiene implicaciones muy importantes para la ciencia y el futuro de la cirugia
plastica y la medicina a nivel mundial. Dentro de los mismos es importante destacar:

1. El proceso no deja cicatriz adicional a la de la quemadura ya que la piel que se toma
es minima y de lugares no visibles.

2. No crea un trauma en el paciente por lo cual no genera dolor.

3. No tiene problemas de rechazo inmunoldégico ya que los tejidos usados son del
mismo paciente.

4. No es requisito realizar el procedimiento en cirugia.

5. El proceso puede ser manejado por enfermeras y médicos de cualquier
especialidad.

6. No es necesario que el hospital donde se esta tratando al paciente adquiera los
materiales especiales de toma de piel (Ilamado Dermatomo), y las cuchillas para el
mismo, las cuales son de alto costo ya que son de un solo uso. Estos productos son
suministrados por nosotros en nuestro laboratorio.

7. El costo de produccion es un 80% mas economico que el de la piel de cadéver y los

resultados estéticos mucho mejores.



8. El costo de produccién y distribuciéon es 50% mas bajo que el costo de un
procedimiento quirurgico para un area de 20 x 20 cm.

Es un proceso que, con un entrenamiento basico, es replicable en cualquier lugar del

mundo, incluidos paises en via de desarrollo, ya que todos los materiales utilizados son los

de uso basico de cualquier laboratorio.

A continuacién se presenta un breve analisis comparativo que muestra el estado de la
técnica en varias modalidades frente a la presente invencion. Dicho andlisis tiene como
objetivo destacar las ventajas de la presente invencion las cuales le conceden las

caracteristicas necesarias para el otorgamiento de la patente solicitada.

Existe una gran multitud de documentacién que muestra el estado de la técnica en donde se
detallan los procesos utilizados y en base a esos documentos que se citan a continuacion se
puede hacer la comparacion detallada de dichos procesos frente al proceso de la presente
invencién y llegar a las conclusiones expuestas arriba en este documento. Dichas

referencias se dan mas adelante, las cuales pueden ser consultadas.

Desde hace varios afios se vienen desarrollando diferentes métodos de cultivos celular para
cobertura de areas cruentas de piel y/o sustitutos cutaneos, la novedad en nuestro producto
es que es producido de células autdlogas con suero del paciente (Autélogo), logrando capas

de piel en tres dias. Entre los otros métodos encontramos:

1. SUSTITUTOS DE PIEL, HSE (HUMAN SKIN EQUIVALENT)
A. CULTIVO DE CELULAS DE DONANTE O CADAVER

Este método se diferencia del desarrollado por nosotros ya que se toman muestras o
porciones de piel de cadaveres o donantes y mediante un proceso de criogenizacion y
preservacion que requiere de muitiples quimicos y compuestos, almacenan porciones de
piel congelados para luego ser aplicados a los pacientes que lo requieren. Esto necesita
estudios inmunologicos tanto del donante como del paciente para disminuir el riesgo de

rechazo. Las diferencias principales son:

NUESTRO PRODUCTO CULTIVOS DE DONANTE O
CADAVER

Células del mismo paciente Piel de donante o cadéaver

Suero Autologo Suero fetal Bovino y glicerol y Dimetil
Sulfoxido

Suero Autdlogo Factores de crecimiento, Insulina,
Interleuquinas, Trombina

Cobertura definitiva Apésito temporal
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No requiere mas procedimientos

Requiere Injertos de pie adicional

Se obtiene en 3 dias

Esta almacenado y listo

No requiere examenes de laboratorio
adicionales

Requiere pruebas inmunolégicas, anti
CMV y Anti HTLV1, Hepatitis B, VHI,
Serologia, Pruebas renales y Hepaticas, y
cultivos bacterioldgicos de la piel.

No transmite enfermedades

Puede transmitir enfermedades

No se necesitan donantes

Se necesitan donantes

No se necesitan donantes

Donantes menores de 75 afios y tiempo de
muerto menor a 6 horas

La extraccion de la piel se realiza en
cualquier habitacion

La extraccion de la piel es en habiente
estérl

Requiere almacenamiento en nevera
convencional a -4°C

Almacenamiento en congelador a -80°C

Requiere criopreservacion

No requiere ningtin proceso especial en el
momento de aplicacion

Se debe descongelar y lavar en suero
previo a la aplicacion

Bajo Costo

Alto Costo

NO hay rechazo

Hay Rechazo Siempre

B. COMPUESTOS BASADOS EN COLAGENO SINTETICO Y ANALOGOS

DERMICOS SINTETICOS

Proceso completamente diferente al nuestro ya que son apositos temporales (no definitivos)
producidos de compuestos sintéticos y/o de animales. NO toman células ni suero de seres
humanos. Se almacenan y estan disponibles inmediatamente a diferentes costos y nombres
comerciales en el mercado. Entre estos encontramos a Biobrane, Transyte, Integra,

Alloderm, Allograf., Apligraf y Dermalogen.

2. CULTIVOS CELULARES DE QUERATINOCITOS

Los cultivos celulares se han ido desarrollando desde hace 3 décadas y en la actualidad es
incluso posible cultivar células dérmicas a partir de células madre, asi que las células
dérmicas se pueden producir muy facilmente. Las diferencias méas marcadas con los otros
métodos de cultivo celular es que nosotros logramos tener un aposito del tamafio requerido
en 3 dias con una confluencia de queratinocitos suficiente para cubrir areas cruentas
mientras los otros métodos se toman por lo menos 3 semanas en el caso de los cultivos de
queratinocitos autdlogos.

Adicionalmente nuestro método no requiere donante ni estudios adicionales ya que usamos

tanto células como suero del mismo paciente, cosa que ninguno de los otros métodos hace.

NUESTRO PRODUCTO QUERATINOCITOS

HETEROLOGOS

QUERATINOCITOS
AUTOLOGOS

Células de] mismo paciente

Células de donante

Células del mismo paciente

Suero Autbdlogo

Suero fetal Bovino

Suero fetal Bovino

Suero Autélogo

Factores de crecimiento,

Factores de crecimiento,




Insulina, Interleucinas,
Trombina

Insulina, Interleucinas,
Trombina

Cobertura definitiva

En ocasiones pueden
requerir Injerto piel

En ocasiones pueden
requerir Injerto piel

No requiere mas
procedimientos

En ocasiones pueden
requerir Injerto piel

En ocasiones pueden
requerir Injerto piel

Se obtiene en 3 dias

Se obtiene entre 3-4

Se obtiene entre 3-4

semanas semanas
No requiere examenes de Requiere pruebas Requiere cultivos
laboratorio adicionales inmunologicas, anti CMV y | Bacterioldgicos.

Anti HTLV1, Anticuerpos
Monoclonales, Hepatitis B,
VHI, Serologia, Pruebas
renales y Hepaticas, y
cultivos bacteriologicos de
la piel.

No transmite enfermedades

Puede transmitir

No transmite enfermedades
Enfermedades '

No se necesitan donantes

Se necesitan donantes No se necesitan donantes

No hay rechazo

Puede haber Rechazo

No hay Rechazo
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Breve descripcion de los dibujos

La figura 1

La figura 2

La figura 3

La figura 4

La figura 5

La figura 6

Las figuras 7 A-D

Las figuras 8§A-D

Las figuras 9A-D

muestra una fotografia de la separacion de la piel después de la
digestion.

es una vista de la monocapa de queratinocitos a las 96 horas de
crecimiento.

muestra los queratinocitos sobre fibroblastos

muestra como se ven los apositos de colageno con fibroblastos y
queratinocitos.

muestra el estado del cultivo de queratinocitos y fibroblastos con
suero autdlogo del paciente colocados sobre la malla de coldgeno. Se
puede observar la adecuada confluencia y adhesién celular.

muestra un paciente de 56 afios con quemadura de segundo grado en
abdomen que fue manejado con el producto de la presente invencién,
mostrando epitelizacion completa al quinto dia.

muestra un paciente con quemadura en antebrazo manejado con el
producto obtenido mediante el proceso de la presente invencién. En 7C
se puede notar el aspecto del aposito al tercer dia adherido y como se
desprende a medida que la epitelizaciéon avanza hasta despegarse por
completo con el cierre completo de la herida segun se muestra en 7D.
muestran la evolucidn de un paciente con quemadura de segundo
grado profundo superficial y profundo del miembro superior con area
cruenta residual en el brazo tratado con el producto obtenido mediante
el proceso de la presente invencion,

muestran la evolucién de un paciente de 10 afios con una quemadura
en el dorso del pie derecho que ha sido tratado con el producto
obtenido mediante el proceso de la presente invencidn. El seguimiento
de 6 meses muestra una cicatriz plana, levemente pigmentada peri sin

induracién (Fig. 9D).



DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencién esta relacionada con un proceso la formacion de piel para fabricar
apositos o parches utilizados para curar, cicatrizar, aliviar quemaduras graves en pacientes.
Dicho proceso se describe a continuacion con base en una modalidad ilustrativa cuyo unico
fin es el de explicar la invencién para ser comprendida en su alcance y espiritu. Debe
entenderse que numerosas variaciones pueden lograrse por aquellos versados en la técnica,
las cuales caen dentro del alcance y espiritu de la presente invencion. Dicho alcance esta

solo determinado por las reivindicaciones adjuntas.

El proceso en general se basa en la toma de una muestra de piel y una muestra de sangre del
paciente y en base a estos dos elementos se cultiva la piel, la cual es colocada sobre un
parche de colageno para producir un apésito que posteriormente se coloca sobre un
paciente que lo requiera. Dicho proceso comprende dos subprocesos que se pueden realizar
de manera simultanea o sucesiva, aunque se prefiere la manera simultanea de llevar a cabo
los subprocesos. Un subproceso se inicia en la etapa 10 para el tratamiento de la piel
superficial y el otro sub proceso se inicia simultdneamente o a continuacién en la etapa 10°.

Asi, el proceso de la invencion se describe por las siguientes etapas:

I-*Dia0:

A -Toma de muestra de piel y de sangre autologos.

1. Obtener del paciente una muestra de piel, que tiene un area entre 2 mm? y 4
mmz, preferiblemente 3 mm?* y un espesor entre 0,30 mm a 0,65mm,
2. Obtener una muestra de sangre de 20 -50 cm’ de la persona que requiere la

piel (autologa).
B -Digestion de la piel (18 horas)

3 y 10 cm® de solucién

3. Lavar muestra de piel obtenida con, entre 2 ¢m
amortiguadora de fosfato (PBS).
4. Colocar la muestra de piel autdloga en una solucién de Tripsina al 0.25% por

18 horas a 4° C.

C -Obtencion de suero autologo a partir de la sangre del paciente



5. Centrifugar la muestra de sangre autéloga durante 10 minutos a 1200 rpm
obteniendo entre 10 cm® a 25 cm® de plasma.

6. Almacenar dicho plasma a 4° C.

7. Inactivar la Tripsina aplicada mediante la adicién de 2 cm3 a 5 cm3 de
DMEM-HG (Medio Eagle Modificado de Dulbecco’s — Alta Glucosa), 2 cm3 a
S cm3 de solucion amortiguadora de fosfato (PBS) y 0,5 em3 a 2 cm3 de
10,000 U.l. de Penicilina, 10 mg de Estreptomicina Sulfato y 25/-1.g de

Amfoterisina B.

11 - *Dia 1:

D -Separacion de las dos capas de la piel autologa. (Ver figura 1)

8. Separar luego la piel autdloga en dos capas (explantes) mediante la ayuda de
pinzas: una capa superficial de epidermis y una profunda de dermis que contiene
fibras de colageno.

9. Lavar los explantes (las 2 capas de piel) por separado repetidamente (entre 3

y 10 veces) con ***;

E -Cultivo y replicacion de queratinocitos en suero autdlogo (72 hrs) obtenidos a

partir de la capa superficial de la piel autéloga obtenida después de la digestion.

10. Recoger la porcidn superficial de la piel en un tubo estéril,

11. centrifugar dicho tubo por 10 minutos a 1200 rpm.

12. Descartar el sobrenadante;

13. Resuspender el botén de células resultante en de S cm3 a 10 cm3 de medio

DMEM-HG ( Medio Eagle Modificado de Dulbecco’s — Alta Glucosa).

14. Sembrar las células contenidas en este liquidos a una densidad de 75.000 a
90.000 células/cm? en cajas estériles;

15. Verificar la densidad celular mediante conteo celular en camara de
Neubawer;

16. Almacenar las células (queratinocitos) sembradas a 37°C durante 24 horas.

F -Cultivo y replicacion de Fibroblastos autélogos obtenidos a partir de la capa

profunda que resulta después de la digestion.

10 a continuacion de la etapa 9, sembrar la porcidén profunda de la piel autédloga

obtenida después de la digestion en una caja estéril;



11° Adicionar de 2 cm3 a 5 cm3 de DMEM-HG ( Medio Eagle Modificado de
Dulbecco’s — Alta Glusosa) y de 2 cm3 a 5 cm3 de plasma obtenido de la
sangre de la persona que requiere la piel;

12 Almacenar lo resultante a 37° C durante 48 horas para permitir el
crecimiento de fibroblastos.

13> A las 48 horas de sembrados y almacenados los fibroblastos se extraen y se
colocan en un tubo estéril;

14’ Centrifugar durante 10 minutos a 1200 rpm dicho tubo;

15’ Descartar el sobrenadante;

16> Adicionar al botén celular 2 cm® a 5 cm® de DMEM-HG ( Medio Eagle
Modificado de Dulbecco’s — Alta Glusosa) y de 2 em® a5 cm’ de plasma

autdlogo obtenido de la sangre de la persona que requiere la piel.

. 1II - *Dia 2:

G -Cambio de medio de cultivo de los queratinocitos autdlogos.

17. Extraer el liquido o medio de cultivo a las 24 horas de almacenado el cultivo
de queratinocitos;

18. Aplicar nuevamente de 2 c¢cm3 a 5 cm3 de medio DMEM-HG ( Medio
Eagle Modificado de Dulbecco’s — Alta Glucosa) mas 1 cm3 a 10 cm3 de
plasma Autélogo (resultante de la sangre del paciente),

19. Almacenar nuevamente por 24 horas a 37° C. (Ver Figura 2)

. 1V - *Dia 3:

H - Siembra de los Fibroblastos cultivados sobre una malla de coldgeno.

20. sembrar el producto obtenido en la etapa 16’ sobre una malla de colageno
del tamafio requerido;

21. Verificar que los fibroblastos autdlogos queden a 90% de confluencia;

22. Colocar esta malla sobre una tabla oscilante durante un minino de 4 horas;

23. Almacenar nuevamente a 37°C durante minimo 20 horas;

I - Siembra de los queratinocitos cultivados sobre los fibroblastos y la malla de

colageno (24hrs) (Ver figura 3)



24. Después de 24 horas de haber cambiado el medio y almacenado los

. . . 3
queratinocitos se procede a despegarlos de la caja empleando de 2 cm” a 10 cm’

de solucion amortiguadora de fosfato (PBS);

25. Colocar este liquido con las células en un tubo estéril y centrifugar durante
10 minutos a 1200 rpm.

26. Descartar el sobrenadante resultante de la centrifugacion;

27. resuspender el boton celular en 5 cm’a 10 cm’ del plasma autélogo.

28. Sembrar los queratinocitos sumergidos en el plasma sobre los fibroblastos y
la malla de colageno verificando que se encuentren a una densidad de 250.000
células/cm?2;

28. almacenar las células sembradas a 37° C durante otras 24 horas;

29. Observar después de este tiempo la confluencia y adhesion celular sobre los
apositos de colageno para obtener una adecuada capa de piel de tejido autélogo.

(Ver figuras 4 y 5)

V - *Dia 4:

I - Entrega del apdsito de piel para ser colocada sobre la persona que lo requiere.

Resumen del proceso de acuerdo con la invencion

I -*Dia0:
A -Toma de muestra de piel y de sangre autélogos.
B -Digestion de la piel (18 h)
C -Obtencion de suero autdlogo a partir de la sangre del paciente
II-*Dial:
D -Separacidn de las dos capas de la piel autdloga.
E -Cultivo y replicacion de queratinocitos en suero autologo (72 h) obtenidos a
partir de la capa superficial de la piel autdloga obtenida después de la digestion.
F -Cultivo y replicacion de Fibroblastos autélogos obtenidos a partir de la capa

profunda que resulta después de la digestion.

[I - *Dia 2:

G -Cambio de medio de cultivo de los queratinocitos autélogos.
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IV - *Dia 3:
H -Siembra de los Fibroblastos cultivados sobre una malla de colageno.
I -Siembra de los queratinocitos cultivados sobre los fibroblastos y la malla de

colageno (24h)

V - *Dia 4:
J — Obtencion del producto final como un parche o aposito de capa de piel para ser

colocada sobre la persona que lo requiere.

El resultado de la aplicaciéon del proceso descrito de la presente solicitud de patente es un
parche o apdsito conformado con piel creada sobre un sustrato de coldgeno sobre malla.
Dicho producto se aplica directamente sobre el sitio del paciente que tiene dafio en la piel
por quemadura y se permite la generacion de piel sobre la herida del paciente de una forma
limpia y rdpida obteniéndose resultados como los que se describen en los ejemplos que

siguen y en las figuras 6 a 9.

EJEMPLOS DE APLICACION Y DESARROLLO DE LA INVENCION EN CASOS
REALES

Se manejaron entonces de esta manera 10 pacientes con areas cruentas cutaneas de la
siguiente manera. Se realizo un lavado inicial mas desbridamiento del 4rea cruenta,
momento en el cual se tomo una muestra de piel sana de 3 mm de longitud y se extrajeron
20 cm3 de sangre. Esto se llevo al laboratorio y se realizo el proceso anteriormente

descrito.

A los tres dias de la toma de la muestra ya se cuenta con un aposito con fibroblastos y
queratinocitos con una densidad celular adecuada listo para ser colocado (Fig 5). Se realiza
un nuevo lavado del 4rea cruenta y se pone el apésito cubriéndose este con gasas y un
aposito transparente. Se realiza destape al quinto dia encontrando epitelizacién completa

en todos los pacientes tratados (Fig 8y 9).

Se realizo seguimiento fotografico de los pacientes encontrando que el 4rea tratada con los
queratinocitos autélogos presentaba una cicatriz de mejor calidad, sin induracién y sin
retracciones, mientras que las areas que cicatrizaron por segunda intencién y con

curaciones presentaba hipertrofia de la cicatriz (Fig 6 y 7).



CONCLUSIONES DE LOS EJEMPLOS Y RESULTADOS DE LA APLICACION
DE LA INVENCION

Los pacientes con dareas cruentas cutineas han sido manejados a través de la historia
mediante diferentes métodos y en la actualidad existen diferentes opciones de tratamiento
que van desde el cierre por segunda intencion hasta los cultivos celulares heterdlogos. En
el mundo se han desarrollado los cultivos de queratinocitos heterdlogos y esta
estandarizado el método para el cultivo de los mismos, pero estos requieren estudios
inmunoldgicos al tratarse de células extraiias al huésped receptor.

Ante esta dificultad desarrollamos y estandarizamos un método que permite de una muestra
muy pequefia de piel obtener apositos con queratinocitos y suero autdlogo en tres dias, con
lo que se logra epitelizacion completa al Sto dia, siendo esta cicatriz diferente a la que
presentan estos pacientes con injertos de piel o con cierre por segunda intencion ya que no
presenta contraccion o retraccion y ofrece una alternativa viable para el manejo de areas

cruentas sin cicatrices adicionales de las areas donantes de injertos.

La presente invencion ha sido descrita mediante una modalidad ilustrativa de la misma.
Debe entenderse que dicha descripcidn debe leerse como no limitativa de la invencién, ya
que cualquier persona versada en la técnica puede introducir cambios y modificaciones que
no se salen del alcance y espiritu de la invencion, el cual solo esta definido por el tenor de

las reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

Un proceso para generar un parche o apdsito con piel caracterizado por que comprende las

etapas de:

I - *Dia O:

A -Toma de muestra de piel y de sangre autdlogos.
B -Digestion de la piel durante 18 h

C -Obtencion de suero autdlogo a partir de la sangre del paciente

I1-*Dial:
D -Separacidn de las dos capas de la piel autologa.

E -Cultivo y replicacién de queratinocitos en suero autélogo durante 72 h obtenidos
a partir de la capa superficial de la piel autdloga obtenida después de la digestion.

IF -Cultivo y replicacion de Fibroblastos autélogos obtenidos a partir de la capa

profunda que resulta después de la digestion.

111 - *Dia 2:

G -Cambio de medio de cultivo de los queratinocitos autélogos.

1V - *Dia 3:

H -Siembra de los Fibroblastos cultivados sobre una malla de coladgeno.

1 -Siembra de los queratinocitos cultivados sobre los fibroblastos y la malla de

colageno durante 24h

V - *Dia 4:

J — Obtencion del producto final como un parche o apésito de capa de piel para ser

colocada sobre la persona que lo requiere.

2. El proceso de acuerdo con la reivindicacidn 1, caracterizado porque la etapa I — A

comprende las etapas:



. . . , 2
1. Obtener del paciente una muestra de piel, que tiene un area entre 2 mm” y 4
. 2
mm?, preferiblemente 3 mm® y un espesor entre 0,30 mm a 0,65mm,
2. Obtener una muestra de sangre de 20 -50 cm’ de la persona que requiere la

piel (autologa).

3. El proceso de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 o 2, caracterizado porque la
ctapa 1 — B comprende las etapas:

Py 10 cm® de solucién

3. Lavar muestra de piel obtenida con, entre 2 cm
amortiguadora de fosfato (PBS).
4, Colocar la muestra de piel autéloga en una solucion de Tripsina al 0.25% por

18 horas a 4° C.

‘ 4. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes

caracterizado porque la etapa [ — C comprende las etapas:

5. Centrifugar la muestra de sangre autdloga durante 10 minutos a 1200 rpm
obteniendo entre 10 cm® a 25 cm® de plasma.

6. Almacenar dicho plasma a 4° C.

7. Inactivar la Tripsina aplicada mediante la adicién de 2 em3 a 5 ¢cm3 de
DMEM-HG (Medio Eagle Modificado de Dulbecco’s — Alta Glucosa), 2 cm3 a
S cm3 de solucion amortiguadora de fosfato (PBS) y 0,5 cm3 a 2 cm3 de
10,000 U.l. de Penicilina, 10 mg de Estreptomicina Sulfato y 25/-1.g de

Amfoterisina B.

®*

caracterizado porque la etapa | — D comprende las etapas:

El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes

8. Separar luego la piel autdloga en dos capas (explantes) mediante la ayuda de
pinzas: una capa superficial de epidermis y una profunda de dermis que contiene
fibras de colageno.

9. Lavar los explantes (las 2 capas de piel) por separado repetidamente (entre 3

y 10 veces) con ***;

6. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes

caracterizado porque la etapa | — E comprende las etapas:

10. Recoger la porcidn superficial de la piel en un tubo estéril,



11. centrifugar dicho tubo por 10 minutos a 1200 rpm.
12. Descartar el sobrenadante;
13. Resuspender el boton de células resultante en de 5 cm3 a 10 cm3 de medio

DMEM-HG ( Medio Eagle Modificado de Dulbecco’s — Alta Glucosa).

14. Sembrar las células contenidas en este liquidos a una densidad de 75.000 a
90.000 células/cm® en cajas estériles;

15. Verificar la  densidad celular mediante conteo celular en cémara de
Neubawer;

16. Almacenar las células (queratinocitos) sembradas a 37°C durante 24 horas.

7. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes

caracterizado porque la etapa | — F comprende las etapas:

10’ a continuacion de la etapa 9, sembrar la porcion profunda de la piel autdloga
obtenida después de la digestion en una caja estéril;

11° Adicionar de 2 cm3 a 5 cm3 de DMEM-HG ( Medio Eagle Modificado de
Dulbecco’'s — Alta Glusosa) y de 2 cm3 a 5 cm3 de plasma obtenido de la
sangre de la persona que requiere la piel;

12° Almacenar lo resultante a 37° C durante 48 horas para permitir el
crecimiento de fibroblastos.

13° A las 48 horas de sembrados y almacenados los fibroblastos se extraen y se
colocan en un tubo estéril;

14’ Centrifugar durante 10 minutos a 1200 rpm dicho tubo;

15 Descartar el sobrenadante;

16’ Adicionar al botén celular 2 cm® a 5 cm® de DMEM-HG ( Medio Eagle
Modificado de Dulbecco’'s — Alta Glusosa) y de 2 cm® a 5§ cm® de plasma

autologo obtenido de la sangre de la persona que requiere la piel.

8. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes

caracterizado porque la etapa I — G comprende las etapas:

17. Extraer el liquido o medio de cultivo a las 24 horas de almacenado el cultivo
de queratinocitos;

18. Aplicar nuevamente de 2 c¢cm3 a 5 cm3 de medio DMEM-HG ( Medio
Eagle Modificado de Dulbecco’s — Alta Glucosa) mas 1 cm3 a 10 cm3 de
plasma Autdlogo (resultante de la sangre del paciente);

19. Almacenar nuevamente por 24 horas a 37° C. (Ver Figura 2)



9. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes

caracterizado porque la etapa I — H comprende las etapas:

20. sembrar el producto obtenido en la etapa 16’ sobre una malla de colageno
del tamafio requerido;

21. Verificar que los fibroblastos autélogos queden a 90% de confluencia,

22. Colocar esta malla sobre una tabla oscilante durante un minino de 4 horas;

23. Almacenar nuevamente a 37°C durante minimo 20 horas;

10. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes

caracterizado porque la etapa I — I comprende las etapas:

24. Después de 24 horas de haber cambiado el medio y almacenado los
queratinocitos se procede a despegarlos de la caja empleando de 2 cem®a 10 om’
de solucion amortiguadora de fosfato (PBS);

25. Colocar este liquido con las células en un tubo estéril y centrifugar durante
10 minutos a 1200 rpm.

26. Descartar el sobrenadante resultante de la centrifugacion;

27. resuspender el boton celularen 5 cm® a 10 cm® del plasma autélogo.

28. Sembrar los queratinocitos sumergidos en el plasma sobre los fibroblastos y
la malla de coladgeno verificando que se encuentren a una densidad de 250.000
células/cm?2;

28. almacenar las células sembradas a 37° C durante otras 24 horas;

29. Observar después de este tiempo la confluencia y adhesion celular sobre los
apositos de coldgeno para obtener una adecuada capa de piel de tejido autdlogo.

(Ver figuras 4 y 5)

11. Un parche o apoésito caracterizado porque comprende un sustrato de malla sobre la cual

se ha colocado colageno, encima queratinocitos y encima fibroblastos.

12. El parche o apésito de acuerdo con la reivindicacion 11 caracterizado porque dichos
queratinocitos y fibroblastos fueron producidos por el método de las reivindicaciones 1 a

10.



Figura 2. Monocapa de Queratinocitos a 96 horas de crecimiento



Fig 4. Apositos de colageno con fibroblastos y queratinocitos
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. Fig 5. Estado del cultivo de queratinocitos y fibroblastos con suero autologo del paciente sobre la malla de

colageno. Observamos la adecuada confluencia y adhesion celular.

Fig 6. Paciente de 56 aiios con quemadura de segundo grado en abdomen que fue manejado con cultivo

de queratinocitos autologos, mostrando epitelizacion completa al Sto dia.



Fig 7. Paciente con quemadura en antebrazo manejado con los queratinocitos cultivados. Notese (C)el
aspecto del aposito al 3er dia adherido y como se desprende a medida que la epitelizacion avanza hasta

despegarse por completo con cierre completo de la herida (D).



Fig 8. (A) Paciente con quemadura de segundo grado profundo superficial y profundo del miembro
superior derecho con drea cruenta residual en el brazo (B) Area cruenta residual cubierta con los
apositos (C) Epitelizacion completa al Sto dia. Notese que la zona que cicatrizo por segunda intencion
presenta una cicatriz hipertrofica (D) Area manejada con los apositos, la cual presenta una cicatriz plana
no indurada a los 7 meses después del tratamiento.



Fig 9. (A) Paciente de 10 aios con una quemadura en el dorso del pie derecho. (B) Se cubre con un

aposito con queratinocitos autologos (C) Destape al 5to dia mostrando epitelizacion adecuada. (D)

Seguimiento 6 meses mostrando una cicatriz plana, levemente pigmentada pero sin induracion.
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PROCESO PARA LA PRODUCCION DE PARCHES O APOSITOS
DE PIEL AUTOLOGA MEDIANTE CULTIVO DE
QUERATINOCITOS Y FIBROBLASTOS AUTOLOGOS CON
SUERO AUTOLOGO PARA GENERACION DE PIEL

Campo Técnico

La presente invencion esta relacionada con un proceso de formacién de apésitos o
parches de piel para cubrir, curar, cicatrizar, aliviar pérdidas cutdneas en pacientes. En

particular se refiere a un proceso para generar piel que se lleva a cabo en un laboratorio.
Antecedentes de la invencién

En la actualidad las quemaduras profundas, asi como otras pérdidas de tejido cutdneo
por diferentes traumas o enfermedades, causan lesiones a la piel que requieren manejo
con cobertura de estas areas. Esta cobertura se realiza actualmente con injertos de piel
que se toman directamente de piel del mismo paciente. El procedimiento, aunque muy
efectivo, genera una cicatriz importante en el area donde se toma el injerto (muslos
espalda, gluteos) (Foto 1). Adicionalmente este procedimiento se debe realizar en
cirugia con anestesia general o regional lo cual trae complicaciones inertes a cualquier
procedimiento quirtrgico tales como: dolor severo, infeccion, sangrado, requerimiento
de reintervenciones y, aunque en muy bajo porcentaje, la muerte. Ademés,
economicamente también genera gastos adicionales como la hospitalizacién,
analgésicos, consultas para curaciones, tratamientos para las cicatrices del 4rea donante,

materiales especiales para la cirugia y traslado de pacientes a hospitales de mayor

complejidad, entre otros.

Las avulsiones de la piel causan lesiones al tejido epitelial cutdneo causando una
pérdida de células, siendo reemplazadas por una matriz fibrosa producida por
fibroblastos que actlian como capa alimentadora en condiciones in vivo. Existen
diversos reportes de cultivo de queratinocitos en la construccién de parches

regenerativos de piel, todos estos reportes son con células tomadas de donantes o de

CONFIRMATION COPY
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cadaveres (heterélogo), lo que implica realizar multiples estudios tanto al donante como
al receptor, cultivados en suero fetal bovino, lo cual hace que el producto sea muy
costoso e inviable en paises en via de desarrollo, por lo que se desarrollo el cultivo de
queratinocitos en suero del mismo paciente (autdlogo), sobre fibroblastos del mismo
paciente (autélogos) como capa alimentadora, y con queratinocitos del mismo paciente
(autologo), evitando asi reacciones inmunoldgicas y de rechazo para cubrimiento de
areas cruentas mejorando la viabilidad cutdnea en procesos invasivos y logrando con
este medio epitelizacién (crecimiento de piel) completa en muy corto tiempo, con

excelentes resultados y a costos muy bajos.

Dado lo anterior, en el mundo se han buscado mecanismos alternativos para cubrir las
areas afectadas. Dentro de los mismos se destaca el proceso para crear piel que permita
reemplazar la piel perdida, y evitar todo el trauma antes mencionado. Hasta el momento,
el proceso, se habia logrado desarrollar a partir de células de cadaver, no obstante el
proceso presentaba problemas pues al ser piel de cadaver la utilizada en muchos casos
se creaba una reaccién inmunoldgica - que podia generar rechazo al tejido y
resultados poco satisfactorios. Adicionalmente los costos de este proceso son
sumamente elevados pues al ser piel tomada de cadédver se deben realizar multiples
exmenes de compatibilidad inmunolégica y otros para descartar enfermedades

contagiosas como VIH y Hepatitis.
Resumen de la invencién

A partir de 2008, un grupo de médicos cirujanos y cirujanos plésticos emprendié la
tarea de buscar una manera de crear piel evitando las complicaciones anteriormente
mencionadas. De esta forma decidieron buscar la forma de crear piel a partir de una
porcion muy pequefia (3 mm) de piel de la persona afectada, garantizando los beneficios
de utilizar tejido cultivado y evitando las desventajas de los riesgos de incompatibilidad,

de altos costos y cicatrices adicionales.

Las ventajas de nuestro proceso de creacién de la piel a partir de células del mismo
paciente tiene implicaciones muy importantes para la ciencia y el futuro de la cirugia

plastica y la medicina a nivel mundial. Dentro de los mismos es importante destacar:
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1. El proceso no deja cicatriz adicional a la de la lesién cutdnea ya que la piel que
se toma es minima y de lugares no visibles.

2. No crea un trauma en el paciente por lo cual no genera dolor.

3. No tiene problemas de rechazo inmunoldgico ya que los tejidos usados son del
mismo paciente.

4. No es requisito realizar el procedimiento en cirugia.

5. Ll proceso puede ser manejado por enfermeras y médicos de cualquier
especialidad.

6. No es necesario que el hospital donde se esta tratando al paciente adquiera los
materiales especiales de toma de piel (llamado Dermatomo), y las cuchillas para
el mismo, las cuales son de alto costo ya que son de un solo uso. Estos productos
no son necesarios en el proceso de cultivo de piel desarrollado por nosotros.

7. El costo de produccién es un 80% mas econdmico que el de la piel de cadaver y
los resultados estéticos mucho mejores.

8. El costo de produccién y distribucién es 50% mas bajo que el costo de un
procedimiento quirurgico para un area de 20 x 20 cm.

Es un proceso que, con un entrenamiento bésico, es replicable en cualquier lugar del
mundo, incluidos paises en via de desarrollo, ya que todos los materiales utilizados son

los de uso basico de cualquier laboratorio.

A continuacién se presenta un breve analisis comparativo que muestra el estado de la
técnica en varias modalidades frente a la presente invencién. Dicho analisis tiene como
objetivo destacar las ventajas de la presente invencidén las cuales le conceden las

caracteristicas necesarias para el otorgamiento de la patente solicitada.

Existe una amplia documentacién que muestra el estado de la técnica en donde se
detallan los procesos utilizados y en base a esos documentos que se citan a
continuacién, se puede hacer la comparacion detallada de dichos procesos frente al
proceso de la presente invencién y llegar a las conclusiones expuestas arriba en este

documento. Dichas referencias se dan mds adelante, las cuales pueden ser consultadas.

Desde hace varios afios se vienen desarrollando diferentes métodos de cultivos celular

para cobertura de dreas cruentas de piel y/o sustitutos cuténeos. La novedad en nuestro
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producto es que es producido de células autélogas con suero del paciente (Autdlogo),

logrando capas de piel en tres dias. Entre los otros métodos encontramos:

1. SUSTITUTOS DE PIEL, HSE (HUMAN SKIN EQUIVALENT)

‘A. CULTIVO DE CELULAS DE DONANTE O CADAVER

Este método se diferencia del desarrollado por nosotros ya que se toman muestras o

porciones de piel de cadéveres o donantes y mediante un proceso de criogenizacion y

preservacion que requiere de miltiples quimicos y compuestos, almacenan porciones

de piel congelados para luego ser aplicados a los pacientes que lo requieren. Esto

necesita estudios inmunolégicos tanto del donante como del paciente para disminuir el

riesgo de rechazo. Las diferencias principales son:

NUESTRO PRODUCTO

CULTIVOS DE DONANTE O
CADAVER

Células del mismo paciente

Piel de donante o cadaver

Suero Aut6logo

Suero feta] Bovino y glicerol y Dimetil

Sulfoxido

Suero Autdlogo

IFactores de crecimiento; Insulina,

Interleuquinas, Trombina

Cobertura definitiva

Ap0sito temporal

No requiere mas procedimientos

Requiere Injertos de pie adicional

Se obtiene en 3 dias

Esta almacenado y listo

No requiere examenes de laboratorio

adicionales

Requiere pruebas inmunolégicas, anti
CMV y Anti HTLV1, Hepatitis B, VHI,
Serologia, Pruebas renales y Hepaticas, y

cultivos bacteriologicos de la piel.

No transmite enfermedades

Puede transmitir enfermedades

No se necesitan donantes

Se necesitan donantes

No se necesitan donantes

Donantes menores de 75 afios y tiempo de
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muerto menor a 6 horas T

La extraccidn de la piel se realiza en

cualquier habitacion

La extraccién de la piel es en habiente

estéril

Requiere almacenamiento en nevera

convencional a -4°C

Almacenamiento en congelador a -80°C

Requiere criopreservacion

No requiere ningin proceso especial en el

momento de aplicacion

Se debe descongelar y lavar en suero

previo a la aplicacién

Bajo Costo

Alto Costo

NO hay rechazo

Hay Rechazo Siempre

B. COMPUESTOS BASADOS EN COLAGENO SINTETICO Y ANALOGOS

DERMICOS SINTETICOS

Proceso completamente diferente al nuestro ya que son apdsitos temporales (no

definitivos) producidos de compuestos sintéticos y/o de animales. NO toman células ni

suero de seres humanos. Se almacenan y estan disponibles inmediatamente a diferentes

costos y nombres comerciales en el mercado. Entre estos encontramos a Biobrane,

Transyte, Integra, Alloderm, Allograf., Apligraf y Dermalogen.

2. CULTIVOS CELULARES DE QUERATINOCITOS

Los cultivos celulares se han ido desarrollando desde hace 3 décadas y en la actualidad

es incluso posible cultivar células dérmicas a partir de células madre, asi que las células

dérmicas se pueden producir muy facilmente. Las diferencias mas marcadas con los

otros métodos de cultivo celular es que nosotros logramas tener un apésito del tamafio

requerido en 3 dias con una confluencia de queratinocitos suficiente para cubrir areas

cruentas mientras los otros métodos se toman por lo menos 3 semanas en el caso de los

cultivos de queratinocitos autélogos.

Adicionalmente nuestro método no requiere donante ni estudios adicionales ya que

usamos tanto células como suero del mismo paciente, cosa que ninguno de los otros

métodos hace.
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NUESTRO PRODUCTO QUERATINOCITOS QUERATINOCITOS
HETEROLOGOS AUTOLOGOS

Células del mismo paciente

Células de donante

Células del mismo paciente

Suero Autélogo

Suero fetal Bovino

Suero fetal Bovino

Suero Autélogo

Factores de crecimiento,
Insulina, Interleucinas,

Trombina

Factores de crecimiento,
Insulina, Interleucinas,

Trombina

Cobertura definitiva

En ocasiones pueden

requerir Injerto piel

En ocasiones pueden

requerir Injerto piel

No requiere mas

procedimientos

En ocasiones pueden

requerir Injerto piel

En ocasiones pueden

requerir Injerto piel

Se obtiene en 3 dias

Se obtiene entre 3-4

semanas

Se obtiene entre 3-4

semanas

No requiere examenes de

laboratorio adicionales

Requiere pruebas
inmunolégicas, anti CMV y
Anti HTLV1, Anticuerpos
Monoclonales, Hepatitis B,
VHI, Serologia, Pruebas
renales y Hepaticas, y
cultivos bacteriolégicos de

la piel.

Requiere cultivos

Bacteriologicos.

No transmite enfermedades

Puede transmitir

Enfermedades

No transmite enfermedades

No se necesitan donantes

Se necesitan donantes

No se necesitan donantes

No hay rechazo

Puede haber Rechazo

No hay Rechazo
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Breve descripcion de los dibujos

- La figura 1 muestra una fotografia de la separacién de la piel después de la
digestion,
La figura 2 es una vista de la monocapa de queratinocitos a las 96 horas de
crecimiento.
La figura 3 muestra los queratinocitos sobre fibroblastos
La figura 4 muestra como se ven los apésitos de colageno con fibroblastos y

queratinocitos.
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muestra el estado del cultivo de queratinocitos y fibroblastos con
suero autélogo del paciente colocados sobre la malla de colageno.
Se puede observar la adecuada confluencia y adhesion celular.
muestra un paciente de 56 afios con quemadura de segundo grado
en abdomen que fue manejado con el producto de la presente
invencion, mostrando epitelizacién completa al quinto dia.
.muestra un paciente con quemadura en antebrazo manejado con el
producto obtenido mediante el proceso de la presente invencién. En
7C se puede notar el aspecto del apdsito al tercer dia adherido y
como se desprende a medida que la epitelizacién avanza hasta
despegarse por completo con el cierre completo de la herida segin
se muestra en 7D.

muestran la evolucién de un paciente con quemadura de segundo
grado profundo superficial y profundo del miembro superior con
4rea cruenta residual en el brazo tratado con el producto obtenido
mediante el proceso de la presente invencion.

muestran la evolucién de un paciente de 10 afios con una
quemadura en el dorso del pie derecho que ha sido tratado con el
producto obtenido mediante el proceso de la presente invencion. El
seguimiento de 6 meses muestra una cicatriz plana, levemente

pigmentada peri sin induracién (Fig. 9D).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencién esta relacionada con un proceso de formacién de apésitos o

parches de piel para cubrir, curar, cicatrizar, aliviar pérdidas cuténeas en pacientes.

Dicho proceso se describe a continuacion con base en una modalidad ilustrativa cuyo

Ginico fin es el de explicar la invencion para ser comprendida en su alcance y espiritu.

Debe entenderse que numerosas variaciones pueden lograrse por aquellos versados en la

técnica, las cuales caen dentro del alcance y espiritu de la presente invencién. Dicho

alcance esta solo determinado por las reivindicaciones adjuntas.

El proceso en general se basa en la toma de una muestra de piel y una muestra de sangre

del paciente y en base a estos dos elementos se cultiva la piel, la cual es colocada sobre

Yz
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un parche de coldgeno para producir un apdsito que posteriormente se coloca sobre un
paciente que lo requiera. Dicho proceso comprende dos subprocesos que -se pueden
realizar de manera simultdnea o sucesiva, aunque se prefiere la manera simultédnea de
llevar a cabo los subprocesos. Un subproceso se inicia en la etapa 10 para el tratamiento
de la piel superficial y el otro sub proceso se inicia simultaneamente o a continuacioén en

la etapa 10°. Asi, el proceso de la invencion se describe por las siguientes etapas:

I-*Dia0:

A -Toma de muestra de piel y de sangre autdlogos.

1. Obtener del paciente una muestra de piel, que tiene un 4rea entre 2 mm®y
4 mm?, preferiblemente 3 mm? y un espesor entre 0,30 mm a 0,65mm,
2. Obtener una muestra de sangre de 20 -50 cm” de la persona que requiere la

piel (autdloga).

B -Digestién de la piel (18 horas)

> y10 cm® de solucién

3. Lavar muestra de piel obtenida con, entre 2 cm
amortiguadora de fosfato (PBS).
4. Colocar la muestra de piel autdloga en una solucion de Tripsina al 0.25%

por 18 horas a 4° C.
C -Obtencidn de suero autblogo a partir de la sangre del paciente

5. Centrifugar la muestra de sangre autéloga durante 10 minutos a 1200 rpm
obteniendo entre 10 cm® a 25 cm® de plasma.

6. Almacenar dicho plasma a 4° C.

7. Inactivar la Tripsina aplicada mediante la adicién de 2 cm3 a 5 cm3 de
DMEM-HG (Medio Eagle Modificado de Dulbecco’s — Alta Glucosa), 2
cm3 a 5 em3 de solucidén amortiguadora de fosfato (PBS) y 0,5 cm3 a2 cm3
de 10,000 U.L de Penicilina, 10 mg de Estreptomicina Sulfato y 25/-1.g de

Anfotericina B.

I - *Dia 1:

3
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D -Separacion de las dos capas de la piel autéloga. (Ver figura 1)

8. Separar luego la piel autéloga en dos capas (explantes) mediante la ayuda
de pinzas: una capa superficial de epidermis y una profunda de dermis que
contiene fibras de colageno.

9. Lavar los explantes (las 2 capas de piel) por separado repetidamente (entre

3 y 10 veces) con solucion amortiguadora de fosfato (PBS). ***;

E -Cultivo y replicacion de queratinocitos en suero autoélogo (72 hrs) obtenidos a

partir de la capa superficial de la piel autdloga obtenida después de la digestion.

10. Recoger la porcidn superficial de la piel en un tubo estéril;

11. centrifugar dicho tubo por 10 minutos a 1200 rpm.

12. Descartar el sobrenadante;

13. Resuspender el boton de células resultante en S cm3 a 10 cm3 de medio

DMEM-HG ( Medio Eagle Modificado de Dulbecco’s — Alta Glucosa).

14. Sembrar las células contenidas en este liquidos a una densidad de 75.000
a 90.000 células/cm® en cajas estériles;

15. Verificar la densidad celular mediante conteo celular en camara de
Neubawer;

16. Almacenar las células (queratinocitos) sembradas a 37°C durante 24

horas.

F -Cultivo y replicacién de Fibroblastos autologos obtenidos a partir de la capa

profunda que resulta después de la digestion.

10> a continuacién de la etapa 9, sembrar la porcion profunda de la piel
autdloga obtenida después de la digestion en una caja estéril;

11° Adicionar de 2 cm3 a 5 c¢cm3 de DMEM-HG ( Medio Eagle Modificado
de Dulbecco’s — Alta Glusosa) y de 2 cm3 a5 cm3 de plasma obtenido de
la sangre de la persona que requiere la piel;

12> Almacenar lo resultante a 37° C durante 48 horas para permitir el

crecimiento de fibroblastos.
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13° A las 48 horas de sembrados y almacenados los fibroblastos se extraen y
se colocan en un tubo estéril;

14’ Centrifugar durante 10 minutos a 1200 rpm dicho tubo.;

15° Descartar el sobrenadante;

16’ Adicionar al botén celular 2 cm® a 5 cm® de DMEM-HG ( Medio Eagle
Modificado de Dulbecco’s — Alta Glusosa) y de 2 cm® a5 cm’ de plasma

aut6logo obtenido de la sangre de la persona que requiere la piel.

III - *Dia 2:

G -Cambio de medio de cultivo de los queratinocitos autélogos.

17. Extraer el liquido o medio de cultivo a las 24 horas de almacenado el
cultivo de queratinocitos;

18. Aplicar nuevamente de 2 cm3 a 5 cm3 de medio DMEM-HG ( Medio
Eagle Modificado de Dulbecco’s — Alta Glucosa) mas 1 cm3 a 10 cm3 de
plasma Autélogo (resultante de la sangre del paciente);

19. Almacenar nuevamente por 24 horas a 37° C. (Ver Figura 2)

IV - *Dia 3:

H - Siembra de los Fibroblastos cultivados sobre una malla de colageno.

20. sembrar el producto obtenido en la etapa 16’ sobre una malla de
coldgeno del tamafio requerido;

21. Verificar que los fibroblastos autologos queden a 90% de confluencia;
22. Colocar esta malla sobre una tabla oscilante durante un minino de 4
horas;

23. Almacenar nuevamente a 37°C durante minimo 20 horas;

I - Siembra de los queratinocitos cultivados sobre los fibroblastos y la malla de

coldgeno (24hrs) (Ver figura 3)
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24. Después de 24 horas de haber cambiado el medio y almacenado los
queratinocitos se procede a despegarlos de la caja empleando de 2 cm’ a 10
cm’ de solucion amortiguadora de fosfato (PBS);

25. Colocar este liquido con las células en un tubo estéril y centrifugar
durante 10 minutos a 1200 rpm.

26. Descartar el sobrenadante resultante de la centrifugacidn;

27. resuspender el botdn celular en 5 cm® a 10 om? del plasma autélogo.

28. Sembrar los queratinocitos sumergidos en el plasma sobre los
fibroblastos y la malla de coladgeno verificando que se encueniren a una
densidad de 250.000 células/cm?;

28. almacenar las células sembradas a 37° C durante otras 24 horas;

29. Observar después de este tiempo la confluencia y adhesion celular sobre
los apdsitos de coldgeno para obtener una adecuada capa de piel de tejido

autdlogo. (Ver figuras 4 y 5)

V - *Dia 4:

J - Entrega del aposito de piel para ser colocada sobre la persona que lo requiere.

Resumen del proceso de acuerdo con la invencion
I - *Dia 0: |
A -Toma de muestra de piel y de sangre autologos.
B -Digestion de la piel (18 h)
C -Obtencion de suero autodlogo a partir de la sangre del paciente
II - *Dia 1:
D -Separacién de las dos capas de la piel autdloga.
E -Cultivo y replicacion de queratinocitos en suero autélogo (72 h) obtenidos a
partir de la capa superficial de la piel autéloga obtenida después de la digestion.
F -Cultivo y replicacién de Fibroblastos autdlogos obtenidos a partir de la capa

profunda que resulta después de la digestion.

I1I - *Dia 2:

v
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G -Cambio de medio de cultivo de los queratinocitos autélogos.

IV - *Dia 3:
H -Siembra de los Fibroblastos cultivados sobre una malla de coldgeno.
I -Siembra de los queratinocitos cultivados sobre los fibroblastos y la malla de

colageno (24h)

V - *Dia 4:
J — Obtencion del producto final como un parche o aposito de capa de piel para

ser colocada sobre la persona que lo requiere.

El resultado de la aplicacién del proceso descrito de la presente solicitud de patente es
un parche o apésito conformado con piel creada sobre un sustrato de coldgeno. Dicho
producto se aplica directamente sobre el area de pérdida cutdnea, lo que permite la
generacion de piel sobre la herida del paciente de una forma limpia y rapida
obteniéndose resultados como los que se describen en los ejemplos que siguen y en las

figuras6a 9.

EJEMPLOS DE APLICACION Y DESARROLLO DE LA INVENCION EN
CASOS REALES

Se manejaron 10 pacientes con areas cruentas cutdneas de la siguiente manera. Se
realizo un lavado inicial mas desbridamiento del area cruenta, momento en el cual se
tomo una muestra de piel sana de 3 mm de longitud y se extrajeron 20 ¢cm3 de sangre.

Esto se llevo al laboratorio y se realizo el proceso anteriormente descrito.

A los tres dias de la toma de la muestra ya se cuenta con un ap6sito con fibroblastos y
queratinocitos con una densidad celular adecuada listo para ser colocado (Fig 5). Se
realiza un nuevo lavado del area cruenta y se pone el apdsito cubriéndose este con gasas
y un apésito transparente. Se realiza destape al quinto dia de colocado el explante

encontrando epitelizacion completa en todos los pacientes tratados (Fig 8 y 9).

Se realizo seguimiento fotografico de los pacientes encontrando que el area tratada con

los queratinocitos autélogos presentaba una cicatriz de mejor calidad, sin induracion y

¥7
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sin retracciones, mientras que las 4reas que cicatrizaron por segunda intencién y con

curaciones presentaba hipertrofia de la cicatriz (Fig 6 y 7).

CONCLUSIONES DE LOS EJEMPLOS Y RESULTADOS DE LA
APLICACION DE LA INVENCION

Los pacientes con 4reas cruentas cutdneas han sido manejados a través de la historia
mediante diferente;s métodos y en la actualidad existen diferentes opciones de
tratamiento que van desde el cierre por segunda intencién hasta los cultivos celulares
heterélogos. En el mundo se han desarrollado los cultivos de queratinocitos heter6logos
y esta estandarizado el método para el cultivo de los mismos, pero estos requieren
estudios inmunologicos al tratarse de células extrafias al huésped receptor.

Ante esta dificultad desarrollamos y estandarizamos un método que permite de una
muestra muy pequefia de piel obtener apdsitos con queratinocitos y suero autélogo en
tres dias, con lo que se logra epitelizacién completa al Sto dia, siendo esta cicatriz
diferente a la que presentan estos pacientes con injertos de piel o con cierre por segunda
intencién ya que no presenta.contraccidn o retraccién y ofrece una alternativa viable
para el manejo de éareas cruentas sin cicatrices adicionales de las 4reas donantes de

_injertos.

La presente invencién ha sido descrita mediante una modalidad ilustrativa de la misma.
Debe entenderse que dicha descripcion debe leerse como no limitativa de la invencién,
ya que cualquier persona versada en la técnica puede introducir cambios y
modificaciones que no se salen del alcance y espiritu de la invencidn, el cual solo esta

definido por el tenor de las reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

Un proceso para generar un parche o apésito con piel caracterizado por que comprende

las etapas de:

I-*Dia0:

A -Toma de muestra de piel y de sangre autélogos.

B -Digestion de la piel durante 18 h

C -Obtencién de suero autdlogo a partir de la sangre del paciente
II - *Dia 1:

D -Separacion de las dos capas de la piel autéloga.

E -Cultivo y replicacién de queratinocitos en suero autélogo durante 72 h
obtenidos a partir de la capa superficial de la piel autéloga obtenida después de la
digestion.

F -Cultivo y replicacién de Fibroblastos autblogos obtenidos a partir de la capa

profunda que resulta después de la digestion.

III - *Dia 2:

G -Cambio de medio de cultivo de los queratinocitos autélbgos.

IV - *Dia 3:
H -Siembra de los Fibroblastos cultivados sobre una malla de colageno.

[ -Siembra de los queratinocitos cultivados sobre los fibroblastos y la malla de

colageno durante 24h

V - *Dia 4:
J — Obtencién del producto final como un parche o apésito de capa de piel para

ser colocada sobre la persona que lo requiere.

2. El proceso de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado porque la etapa I — A

comprende las etapas:

. . . . . 2
1. Obtener del paciente una muestra de piel, que tiene un 4rea entre 2 mm” y

2 .
4 mm”, preferiblemente 3 mm? y un espesor entre 0,30 mm a 0,65mm,

7



WO 2011/144956 PCT/IB2010/001215
18

2. Obtener una muestra de sangre de 20 -50 cm® de la persona que requiere la

piel (autologa).

3. El proceso de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 o 2, caracterizado porque la

etapa I — B comprende las etapas:

3. Lavar muestra de piel obtenida con, entre 2 cm® y 10 cm® de solucién
amortiguadora de fosfato (PBS).
4. Colocar la muestra de piel autéloga en una solucién de Tripsina al 0.25%

por 18 horas a 4° C.

4. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes
caracterizado porque la etapa I — C comprende las etapas:
' 5. Centrifugar la muestra de sangre autdloga durante 10 minutos a 1200 rpm
obteniendo entre 10 cm® a 25 cm’ de plasma.
6. Almacenar dicho plasma a 4° C.
7. Inactivar la Tripsina aplicada mediante la adicién de 2 cm3 a 5 cm3 de
DMEM-HG (Medio Eagle Modificado de Dulbecco’s — Alta Glucosa), 2
cm3 a 5 cm3 de solucién amortiguadora de fosfato (PBS) y 0,5 cm3 a2 cm3
de 10,000 U.I de Penicilina, 10 mg de Estreptomicina Sulfato y 25/-1.g de

Amfoterisina B.

5. Bl proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes

. caracterizado porque la etapa I — D comprende las etapas:

8. Separar luego la piel autdloga en dos capas (explantes) mediante la ayuda
de pinzas: una capa superficial de epidermis y una profunda de dermis que
contiene fibras de colageno. .

9. Lavar los explantes (las 2 capas de piel) por separado repetidamente (entre

3y 10 veces) con ***;

6. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes

caracterizado porque la etapa I — E comprende las etapas:
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10. Recoger la porcion superficial de la piel en un tubo estéril;
11. centrifugar dicho tubo por 10 minutos a 1200 rpm.
12. Descartar el sobrenadante;
13. Resuspender el botén de células resultante en de 5 cm3 a 10 cm3 de
medio DMEM-HG ( Medio Eagle Modificado de Dulbecco’s — Alta
Glucosa).
14. Sembrar las células contenidas en este liquidos a una densidad de 75.000
a 90.000 células/cm? en cajas estériles;
15. Verificar la densidad celular mediante conteo celular en cdmara de
Neubawer;
16. Almacenar las células (queratinocitos) sembradas a 37°C durante 24
horas. | ‘

. 7. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes

caracterizado porque la etapa I — F comprende las etapas:

10’ a continuacién de la etapa 9, sembrar la porcién profunda de la piel

autéloga obtenida después de la digestién en una caja estéril,

11’ Adicionar de 2 em3 a 5 cm3 de DMEM-HG ( Medio Eagle Modificado

de Dulbecco’s — Alta Glusosa) y de 2 cm3 a5 em3 de plasma obtenido de

la sangre de la persona que requiere la piel;

12° Almacenar lo resultante a 37° C durante 48 horas para permitir el

crecimiento de fibroblastos.

137 A las 48 horas de sembrados y almacenados los fibroblastos se extraen y
' se colocan en un tubo estéril;

14’ Centrifugar durante 10 minutos a 1200 rpm dicho tubo;

15’ Descartar el sobrenadante;

16> Adicionar al botén celular 2 cm® a 5 cm® de DMEM-HG ( Medio Eagle

Modificado de Dulbecco’s — Alta Glusosa) y de 2 em® a 5 cm® de plasma

autdlogo obtenido de la sangre de la persona que requiere la piel.

8. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes

caracterizado porque la etapa I — G comprende las etapas:
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17. Extraer el liquido o medio de cultivo a las 24 horas de almacenado el
cultivo de queratinocitos;

18. Aplicar nuevamente de 2 ¢m3 a 5 cm3 de medio DMEM-HG ( Medio
Eagle Modificado de Dulbecco’s ~ Alta Glucosa) mas 1 cm3 a 10 cm3 de
plasma Aut6logo (resultante de la sangre del paciente);

19. Almacenar nuevamente por 24 horas a 37° C. (Ver Figura 2)

9. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes

caracterizado porque la etapa I — H comprende las etapas:

20. sembrar el producto obtenido en la etapa 16’ sobre una malla de
colageno del tamafio requerido;

21. Verificar que los fibroblastos autélogos queden a 90% de confluencia;
22. Colocar esta malla sobre una tabla oscilante durante un minino de 4
horas;

23. Almacenar nuevamente a 37°C durante minimo 20 horas;

10. EI proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes

caracterizado porque la etapa I — I comprende las etapas:

24. Después de 24 horas de haber cambiado el medio y almacenado los
queratinocitos se procede a despegarlos de la caja empleando de 2 cm® a 10
cm’ de solucién amortiguadora de fosfato (PBS);

25. Colocar este liquido con las células en un tubo estéril y centrifugar
durante 10 minutos a 1200 rpm.

26. Descartar el sobrenadante resultante de la centrifugacion;

27. resuspender el botén celular en 5 em> a 10 cm® del plasma autdlogo.

28. Sembrar los queratinocitos sumergidos en el plasma sobre los
fibroblastos y la malla de coldgeno verificando que se encuentren a una
densidad de 250.000 células/cm?2;

28. almacenar las células sembradas a 37° C durante otras 24 horas;

29. Observar después de este tiempo la confluencia y adhesién celular sobre
los apésitos de coldgeno para obtener una adecuada capa de piel de tejido

autélogo. (Ver figuras 4 y 5)
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11. Un parche o apdésito caracterizado porque comprende un sustrato de malla sobre la

cual se ha colocado coldgeno, encima queratinocitos y encima fibroblastos.

12. El parche o apdsito de acuerdo con la reivindicacién 11 caracterizado porque dichos

queratinocitos y fibroblastos fueron producidos por el método de las reivindicaciones 1

al0.

53



WO 2011/144956 PCT/IB2010/001215

Figura 2. Monocapa de Queratinocitos a 96 horas de crecimiento
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Figura 3. Queratinocitos sobre fibroblastos

Fig 4. Apositos de colageno con fibroblastos y queratinocitos
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Fig 5. Estado del cultivo de queratinocitos y fibroblastos con sucro autélogo del paciente sobre

la malla de coldgeno. Observamos la adecuada confluencia y adhesion celular.
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Fig 6. Paciente de 56 afios con quemadura de segundo grado en abdomen que fue manejado

con cultivo de queratinocitos autélogos, mostrando epitelizacion completa al Sto dia.
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Fig 7.
Paciente con quemadura en antebrazo mancjado con los queratinocitos cultivados. Notese (C)
el aspecto del apésito al 3er dia adherido y como se desprende a medida que la epitelizacion

avanza hasta despegarse por completo con cierre completo de la herida (D).
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Fig 8. (A) Paciente con quemadura de segundo grado profundo superficial y profundo del
miembro superior derecho con drea cruenta residual en el brazo (B) Area cruenta residual
cubierta con los apésitos (C) Epitelizacion completa al Sto dia. Nétese que la zona que
cicatrizo por segunda intencion presenta una cicatriz hipertrofica (D) Area manejada con los
apositos, la cual presenta una cicatriz plana no indurada a los 7 meses después del

tratamiento.
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Fig 9. (A) Paciente de 10 afios con una quemadura en el dorso del pie derecho. (B) Se cubre
con un apdsito con queratinocitos autélogos (C) Destape al Sto dia mostrando epitelizacion
adecuada. (D) Seguimiento 6 meses mostrando una cicatriz plana, levemente pigmentada pero

sin induracion,
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indicadas claramente y no es posible por lo tanto examinar csta reivindicacion con respecto a su novedad y actividad
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